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RESUMO

Introduc¢do: A Covid-19 ¢ considerada um problema global de saude publica com impactos
relevantes de morbidade e mortalidade. Diversos fatores podem estar envolvidos na
complexidade dessa patologia, justificando os motivos de tantos quadros clinicos distintos. As
evidéncias encontradas até 0 momento sugerem que esta seja uma doenga emergente associada
ao envelhecimento, considerando que sua taxa de letalidade cresce exponencialmente com a
idade e com a presenca de doencas cronicas. Dessa forma, avaliar variantes genéticas em genes
que estejam associados as condi¢cdes moleculares de envelhecimento, como o caso do gene
TERT, podem auxiliar na compreensao da sua patogénese. Objetivo: Investigar a associacao
dos polimorfismos funcionais rs2853669 e rs2736100, do gene TERT, através de um estudo
caso-controle no estado de Santa Catarina, buscando compreender o envolvimento deste
polimorfismo na patogénese da doenca. Metodologia: O estudo foi conduzido analisando o
DNA de 280 pacientes com Covid-19 do estado de Santa Catarina, sendo 143 hospitalizados e
137 nao hospitalizados. Os dados clinicos dos pacientes foram extraidos dos prontudrios
médicos ou a partir de um questionario pré-estabelecido. O DNA gendémico foi extraido a partir
das amostras de sangue periférico ou saliva pelo método de Salting-Out. A genotipagem foi
realizada por PCR em tempo real, através de sondas de hidrdlise, utilizando os ensaios
TagMan® SNP Genotyping Assay (Applied Biosystems). Todos os pacientes assinaram um
termo de consentimento ¢ o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica com parecer n°
4.164.291. As analises estatisticas foram realizadas por teste-t, qui-quadrado e regressao
logistica, adotando um valor de p<0,05 como valor de significancia no software SPSS.
Resultados: O grupo de hospitalizados apresentou maior média de idade (p= 0,0001) e de IMC
(p= 0,0001); maior prevaléncia de habitos tabagistas (p= 0,034); sexo masculino (p= 0,003),
tosse seca (p= 0,0001); febre (p= 0,0001); dispneia (p= 0,0001); hipertensdo (p= 0,0001);
diabetes (p= 0,0001); obesidade (p= 0,05) e cardiopatias (p= 0,016). Enquanto o grupo de ndo
hospitalizados apresentou uma maior prevaléncia de etilismo (p= 0,0001); cansago (p=
0,0001); dor de garganta (p= 0,0001); dor de cabega (p= 0,0001); colesterol alto (p= 0,038);
parasitoses (p= 0,014); gripes ou resfriados (p= 0,0001). Por ndo se encontrarem em haplotipo,
foram avaliadas as associagdes dos polimorfismos de forma isolada. Para o rs2853669°G
encontrou-se associagdo com: aneurisma, derrames e AVC (p= 0,026); gripes ou resfriados (p=
0,021); alteragdes hormonais (p= 0,004); tromboembolismo (p= 0,029); IMC (p= 0,024); e
alcool (p= 0,025), enquanto que o 152736100°G apresentou associagdes com sepse (p= 0,042);
e aumento no risco de obito (p= 0,048); A faixa etaria foi avaliada de forma isolada com as
variaveis sociodemograficas e epidemiologicas e foram encontradas associagdes com: sexo (p=
0,001); IMC (p= 0,031); tabagismo (p< 0,001); etilismo (p= 0,003); nimero de sintomas (p=
0,024); e numero de comorbidades (p< 0,001). Conclusao: Os achados neste trabalho sugerem
que os SNP 152853669 e rs2736100 estdo associados com particularidades clinicas da Covid-
19. Estas variantes tém sido relatadas como alterando a funcionalidade da telomerase e os
comprimento dos teldmeros, mas poucos estudos foram realizados com doencas multifatoriais
como a Covid-19. Até o presente momento, este ¢ o primeiro estudo a avaliar esses
polimorfismos em uma amostra da populacdo brasileira com essa patologia. Mais estudos sao
necessarios para entender o papel desta variante na condicao, sua relacdo com o processo de
envelhecimento e os diversos quadros e desfechos clinicos relacionados a Covid-19

Palavras-chave: Coronavirus; polimorfismos genéticos; envelhecimento.



ABSTRACT

Introduction: Covid-19 is recognized as a global public health issue with significant impacts
on morbidity and mortality. Various factors may contribute to the complexity of this pathology,
justifying the diverse clinical presentations observed. Current evidence suggests that Covid-19
is an emerging disease associated with aging, given its exponentially increasing fatality rate
with age and the presence of chronic diseases predominantly linked to its progression. Thus,
exploring genetic variants in genes associated with molecular aging conditions, such as the
TERT gene, may aid in understanding the disease's pathogenesis. Objective: To investigate the
association of functional polymorphisms rs2853669 and rs2736100 of the TERT gene through
a case-control study in the state of Santa Catarina, aiming to comprehend the involvement of
these polymorphisms in the disease's pathogenesis. Methodology: The study analyzed the
DNA of 280 patients with Covid-19 from Santa Catarina, including 143 hospitalized and 137
non-hospitalized individuals. Clinical data were extracted from medical records or a pre-
established questionnaire. Genomic DNA was extracted from peripheral blood or saliva
samples using the Salting-Out method. Genotyping was performed using real-time PCR with
hydrolysis probes, employing TagMan® SNP Genotyping Assay (Applied Biosystems). All
patients provided informed consent, and the project was approved by the ethics committee with
approval number 4,164,291. Statistical analyses were conducted using t-tests, chi-square tests,
and logistic regression, adopting a significance level of p<0.05 in the SPSS software. Results:
The hospitalized cohort exhibited a higher mean age (p=0.0001) and BMI (p=0.0001), along
with a greater prevalence of smoking (p=0.034), male gender (p=0.003), dry cough (p=0.0001),
fever (p=0.0001), dyspnea (p=0.0001), hypertension (p=0.0001), diabetes (p=0.0001), obesity
(p=0.05), and cardiac comorbidities (p=0.016). Conversely, the non-hospitalized group
displayed a higher prevalence of alcohol consumption (p=0.0001), fatigue (p=0.0001), sore
throat (p=0.0001), headache (p=0.0001), elevated cholesterol (p=0.038), parasitic infections
(»=0.014), and symptoms resembling cold or flu (»p=0.0001). As the polymorphisms were not
in haplotype, their associations were evaluated individually. The rs2853669°G variant was
associated with aneurysms, strokes, and cerebrovascular accidents (p=0.026), symptoms
resembling cold or flu (p=0.021), hormonal imbalances (p=0.004), thromboembolism
(p=0.029), BMI (p=0.024), and alcohol consumption (p=0.025). Meanwhile, rs2736100°G
showed associations with sepsis (p=0.042) and an increased risk of mortality (p=0.048). Age
groups were assessed independently alongside sociodemographic and epidemiological
variables, revealing associations with gender (p=0.001), BMI (p=0.031), smoking (p<0.001),
alcohol consumption (p=0.003), number of symptoms (p=0.024), and comorbidity burden
(»<0.001).Conclusion: Findings in this study suggest that the SNP rs2853669 and rs2736100
are associated with clinical peculiarities of Covid-19. These variants have been reported to alter
telomerase functionality and telomere length, but few studies have been conducted with
multifactorial diseases like Covid-19. To date, this is the first study to assess these
polymorphisms in a sample of the Brazilian population with this pathology. Further studies are
necessary to understand the role of this variant in this condition, its relation to the aging process,
and the various clinical presentations and outcomes related to Covid-19.

Keywords: Coronavirus; genetic polymorphisms; aging.
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1INTRODUCAO
1.1 ASPECTOS DA COVID-19

Em janeiro de 2020, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) declarou a Covid-19 (do
inglés, Coronavrius Disease 2019) como uma Emergéncia de Saude Publica de Importancia
Internacional (ESPII) e em marco deste mesmo ano foi caracterizada como um evento
pandémico (WHO, 2020).

Os dados globais levantados pela OMS indicam que até dezembro de 2023, mais de
770 milhdes de casos foram relatados e pelo menos 6,98 milhdes de pessoas vieram a obito. A
populagdo brasileira apresentou mais de 37 milhdes de casos e pouco mais de 700 mil mortes,
sendo considerado um dos paises com mais individuos acometidos pela doenca (WHO, 2023).

A pandemia da Covid-19 foi causada por um virus de genoma de RNA, pertencente a
familia Coronaviridae (CoV). Essa familia de virus ¢ conhecida desde meados dos anos 60,
sendo considerada uma causa comum de infecgdes respiratorias brandas e moderadas de curta
duracdo. Entretanto, algumas formas mais raras e graves foram detectadas, entre elas a sindrome
respiratoria aguda grave ou SARS (do inglés Severe Acute Respiratory Syndrome) e a sindrome
respiratdria do oriente médio ou MERS (do inglés Middle East Respiratory Syndrome). Ambas
apresentaram alta taxas de mortalidade e foram detectadas pela primeira vez em 2003 e 2012,
respectivamente (LIU, J. et al., 2020).

O virus responsavel pela Covid-19 teve sua origem derivada de um ancestral comum,
chamado de SARS-CoV e foi nomeado como SARS-CoV-2 (coronavirus da sindrome
respiratdria aguda grave 2), devido a sua elevada homologia. O SARS-CoV-2 teve sua primeira
identificacdo em dezembro de 2019 na cidade de Wuhan, na China. As analises moleculares e
filogenéticas sugerem que a transmissdo para os seres humanos tenha ocorrido através de um
hospedeiro intermedidrio que nao pode ser identificado (LU, R. et al., 2020; SHEREEN et al.,
2020).

A familia Coronaviridae apresenta quatro principais géneros, entre eles: alfa-
coronavirus, beta-coronavirus, gama-coronavirus e delta-coronavirus e mais de 40 espécies
(WU et al., 2020). No Brasil, as principais variantes encontradas foram advindas das linhagens
B.1.1.28 e B.1.1.33 que tiveram sua prevaléncia identificada até outubro de 2020. Apos esse
periodo, duas outras variantes originadas em territorio nacional foram descritas como derivadas
da B.1.1.28, sendo elas a P.1 e P.2. Essas variantes correspondem a pelo menos 75% das

infec¢des até o primeiro semestre de 2021 (MICHELON, 2021).
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A transmissdo da Covid-19, entre seres humanos, se da através das vias aéreas
superiores. A partir do momento de infeccdo das células pulmonares, o SARS-CoV-2 induz
uma resposta imunologica que resulta na inflamagdo dos alvéolos pulmonares. Essa resposta
inflamatoria ¢€ atribuida a linfopenia devido a infecg¢ao dos linfocitos-T e da apoptose linfocitica.
Por consequéncia, ocorre a obstru¢do dos alvéolos afetados, que pode acarretar quadros de
pneumonia € em casos mais graves, o paciente desenvolve o quadro de SARS. Esta condicao
esta associada a diversos fatores de infec¢ao, como: sistema imune e fisiologia do hospedeiro;
e o numero e grau de alvéolos pulmonares obstruidos (ARCANJO et al., 2021).

Com relacdo a disseminagdo do virus da Covid-19, tem-se que seu periodo de
incubag¢do pode variar de 4 a 14 dias, mas na grande maioria dos casos ocorre entre 0s primeiro
5 dias ap0s a exposi¢do. Apds a infecgdo, o virus pode ser detectado em periodos superiores a
10 dias nas formas mais graves da doenga. Dessa forma, justifica-se o isolamento dos individuos
que apresentavam resultados positivos nos testes de diagnostico (CASTRO-DE-ARAUIJO et
al., 2020).

Apesar dos principais quadros de infeccdo pelo SARS-CoV-2 estarem associados
precocemente ao sistema respiratorio, outros sistemas também podem ser acometidos como:
gastrointestinal, renal, cardiovascular e tegumentar. A Covid-19 apresenta um amplo espectro
de manifestagdes clinicas que pode abranger desde sintomas leves como febre, dores
musculares, fadiga, tosse seca, a sintomas graves como choque séptico e faléncia multipla de
orgdos. A maioria dos individuos infectados desenvolve a doenca em suas formas mais brandas,
entretanto em casos mais raros, os individuos desenvolvem as condi¢des mais criticas da
doenca, necessitando de atencdo médica especializada e até mesmo intubagdo

(ALIMOHAMADI et al., 2020; BERLIN; GULICK; MARTINEZ, 2020).

12 FATORES RELACIONADOS A COVID-19

Apesar da etiologia da Covid-19 estar elucidada na literatura, ainda sdo necessarios
estudos para esclarecer totalmente os mecanismos envolvidos na patogénese e na fisiopatologia
da doenca. As evidéncias sugerem que diversos fatores podem estar envolvidos na
complexidade das gravidades dessa doenca, que justificam os motivos pelas quais pessoas
dentro de um mesmo grupo apresentam sintomas clinicos distintos. Dessa forma, acredita-se
que os sintomas mais severos da doencga estejam associadas a individuos geneticamente
suscetiveis, e expostos a determinados fatores ambientais (ABDELZAHER et al., 2020;
NIEMI; DALY; GANNA, 2022).
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1.2.1 Fatores ambientais

Diversos fatores estdo relacionados com as diferentes gravidades da Covid-19. Dados
de estudos envolvendo coortes clinicas com pacientes hospitalizados apontam que entre os
principais fatores de risco para as condigdes mais graves da doenca, estdo: ser do sexo
masculino; possuir alguma comorbidade clinica, e apresentar idade avangada (acima de 60
anos). Além disso, habitos de vida, cepas virais € uma maior exposi¢cao ao virus também
impactam na susceptibilidade a infec¢do e progressao clinica doenca (GUPTA et al., 2022).

As evidéncias encontradas, sugerem que a Covid-19 ¢ uma doenga emergente
associada ao envelhecimento. Esta questdo ¢ atribuida as taxas de letalidade crescerem
exponencialmente com a idade e estarem associadas a doengas cronicas majoritariamente
relacionadas ao aumento da faixa etaria, sendo considerados fatores de pior progndstico nesses

pacientes (CHEN et al., 2021b; FILHO et al., 2021).

1.2.2 Fatores genéticos

E de conhecimento que as doencas infecciosas evoluiram em paralelo com a historia
da humanidade a partir de uma complexa interagdo entre os mecanismos inerentes ao
hospedeiro e aos agentes infecciosos. Estudos envolvendo herdabilidade, forneceram as
primeiras linhas de evidéncias demonstrando que partes dessas diferencas interindividuais tém
raiz no perfil genético do hospedeiro (ALBRIGHT et al., 2008; FAUCI; MORENS, 2012).

A Covid-19 como uma enfermidade recente de alcance global abre portas inéditas para
explorar determinantes genéticos subjacentes a essa infec¢do. Dessa forma, ¢ oportuno conduzir
uma analise da influéncia dos fatores genéticos sobre a suscetibilidade e os desdobramentos
clinicos dessa condi¢ao (DI MARIA et al., 2020).

Diferentes analises vém demonstrando que determinados genes podem apresentar um
papel fundamental no desenvolvimento da Covid-19. Dentre eles, destaca-se 0 ACE?2, essencial
para a entrada do virus na célula dos hospedeiros; TMPRSS?2 participando na ativagdo viral apos
entrada nas células; HLA tendo influéncia na resposta imunologica; e genes que atuam na
resposta inflamatéria como IFNRA2 e TYK?2. Entretanto, somente estes genes, nao explicam os
complexos fenotipos resultantes da infec¢do pelo SARS-CoV-2 (VELAVAN et al., 2021).

Dessa forma, estudos de variantes genéticas vém sendo amplamente realizados com o objetivo
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de esclarecer mecanismos relacionados a susceptibilidade a infec¢do, progressao e severidade
da doenca, aos sintomas relacionados a patologia e na manifestacdo fenotipica apresentados
apos a infecgao viral (NIEMI; DALY; GANNA, 2022).

Polimorfismos genéticos, sdo variagdes na sequéncia de DNA que ocorrem com uma
frequéncia superior a 1% na populagdo. Os polimorfismos de nucleotideo tinico ou SNP (do
inglés single nucleotide polymorphism), consistem em uma substituicdo pontual de um unico
nucleotideo e sdo o tipo mais comum de polimorfismo (BHARATI, 2022).

O papel funcional dos SNP em regides codificadoras pode ser avaliado pela
investigagdo dos produtos génicos formados. Entretanto, a maioria dos SNP estdo localizadas
nas regides ndo codificadoras e analisar suas implicagdes ainda ¢ um desafio. Sabe-se que os
SNP podem influenciar na regulacdo génica; na estrutura, estabilidade e expressdo do RNA; na
modulacdo de proteinas; splicing alternativo; e em sequéncias alvo de microRNA. Assim, a
identificacdo de SNP e a analise de seus efeitos podem acarretar em uma melhor compreensao
da funcdo de diferentes genes e de seu impacto na saide humana, como pode ser visto na
contribuicdo a susceptibilidade e resisténcia as doencas infecciosas (ELLEGREN; GALTIER,
2016; NOGALES; L. DEDIEGO, 2019).

As evidéncias demonstram que diversos polimorfismos genéticos estdo associados as
gravidades mais criticas da Covid-19, assim como a diferentes desfechos clinicos e condigdes
clinicas especificas. Entretanto, apesar da idade biologica ser o principal fator de risco para a
doenca, hd poucos marcadores avaliados em genes que possam apresentar uma relacdo com o
envelhecimento celular. (CHEN et al., 2021b; NIEMI et al., 2021; PAIRO-CASTINEIRA et
al., 2023).

1.2.2.1 Envelhecimento e Covid-19

Por todo o globo, foram visiveis os impactos causados na populacdo decorrentes da
infeccdo pelo SARS-CoV-2. Os individuos que apresentaram piores progndsticos foram
identificados como aqueles que apresentavam uma faixa etaria mais elevada. A presenga de
comorbidades cronicas associadas ao envelhecimento, como doengas cardiovasculares, também
sao consideradas fatores de risco para quadros clinicos mais graves nos individuos acometidos
pela doenca. Foi demonstrado que o SARS-CoV-2 causa danos ao endotélio e promove uma
aceleracdo no desgaste vascular, além disso, estudos fisioldgicos demonstram que a vasculatura
sofre modificacdes bioquimicas e remodelagdo estrutural com o avanco da idade biologica.

Dessa forma, pacientes com condi¢des cardiovasculares previamente existentes, podem
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apresentar piores desfechos clinicos para a doenga. Dentro desse contexto, diferentes
comorbidades podem contribuir de forma aditiva para um pior progndstico dos pacientes
(BADARAS; LAUCYTE-CIBULSKIENE, 2023; CHEN et al., 2021a).

Algumas hipoteses relacionam o comprometimento da resposta imunologica e a
susceptibilidade a infeccao pelo virus a idade do individuo. Além disso, a diminui¢do da reserva
fisioloégica pode estar associada com a idade nos diferentes sistemas organicos, que pode
contribuir para uma maior vulnerabilidade. Essas condigdes, em conjunto, podem levar a
quadros de Covid-19 desproporcionalmente mais graves € a uma maior taxa de letalidade em
idosos (WITKOWSKI; FULOP; BRYL, 2022).

Sabe-se que o envelhecimento em todos os tecidos esta ligado a senescéncia celular,
que pode ser desencadeada por diversos fatores extrinsecos e intrinsecos. Além disso, as células
senescentes afetam diretamente a homeostase dos tecidos, interferem diretamente na funcao dos
orgdos e afetam diretamente o ambiente celular. Estudos recentes relacionaram o comprimento
telomérico a riscos mais elevados no desenvolvimento de patologias mais graves associados a
Covid-19, além de terem associado um menor comprimento as diferentes gravidades da doenca
(MAHMOODPOOR et al., 2023).

Apesar do envelhecimento ser um importante fator de risco para a Covid-19, o papel
exato da senescéncia na doenga ainda ndo esta totalmente esclarecido. Dessa forma, mais
estudos sao necessarios para explorar os mecanismos envolvidos e elucidar os possiveis fatores
bioldgicos que possam contribuir para a imunossenescéncia particularmente no contexto da
idade avangada. Além disso, até o presente momento, ndo existem biomarcadores efetivos
relacionados ao envelhecimento que foram utilizados para fins de estratificagdo de risco de
gravidade para os pacientes com Covid-19 (LYNCH et al., 2021; SCHMITT et al., 2023)

Por esse motivo, se faz necessario maiores investigagdes acerca do envolvimento de
marcadores de envelhecimento, como os teldomeros, e seu papel no contexto do relogio

biologico, além de polimorfismos que possam estar relacionadas com a sua regulacao.

1.3 REGULACAO DE TELOMEROS E A TELOMERASE

Os telomeros sdao complexos nucleoproteicos constituidos de DNA repetitivos nao
codificantes, e estdo localizados nas extremidades dos cromossomos. Em vertebrados, sdo
formados por uma estrutura hexamérica altamente conservada em tandem (TTAGGG). Sua

conformagdo apresenta uma porg¢ao terminal 3’ rica em repeticdes G e ¢ mais alongada do que
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a fita antiparalela 5°, por consequéncia de uma formacao em /oop em sua porgao terminal (LU,
W. et al., 2013; TURNER; VASU; GRIFFIN, 2019).

As regides teloméricas estao estruturadas em uma conformagao tridimensional de alga,
chamada de T-loop, que ¢ formada a partir de um complexo de proteinas especializadas
chamadas de Shelterin que se ligam ao DNA telomérico. Essa configuragdo em /oop nos
terminais extremos do DNA telomérico produz uma saliéncia de fita simples rica em guanina.
A saliéncia invade a fita dupla do DNA, garantindo que as extremidades dos telomeros sejam
alocadas internamente dentro dessa estrutura e atuam como bloqueadores de ligagdes de fatores
de reparo (BLASCO, 2005; GIARDINI et al., 2014). A representagdo do loop e dos
componentes envolvidos estdo apresentados na Figura 1.

Os telomeros tém como principais fungdes proteger as terminacdes dos cromossomos
da maquinaria de resposta a danos no DNA a cada vez que este ¢ replicado, sendo essencial
para manter intacta a parte codificante e prevenir a instabilidade gendmica. Além disso, também
previnem a fusdo entre cromossomos vizinhos, atuam na regulacdo da expressdo génica e
servem como reldgio molecular que controla a capacidade replicativa das células e sua entrada
no estado de senescéncia (BLACKBURN, 2000; BLACKBURN; EPEL; LIN, 2015; GASPAR
etal.,2018)

As sucessivas divisdes celulares ocasionam um sutil encurtamento dos telomeros a
cada ciclo, pois a principal enzima que atua na replicacdo semiconservativa do DNA, chamada
de DNA polimerase, liga-se a uma sequéncia especifica da molécula de DNA e replica o
material genético da regido ancorada em diante. A DNA polimerase que sintetiza o DNA na
direcdo 5°-3’ replica de forma incompleta a fita descontinua causando a redugdo gradual dos
telomeros (LEVY et al., 1992; ROAKE; ARTANDI, 2020).

As questdes envolvidas com a replicagdo incompleta da fita descontinua de DNA
foram parcialmente solucionadas com a descoberta da telomerase. Esta, por sua vez, ¢ um
complexo de ribonucleoproteina (RNP), formado por um nucleo catalitico composto pela
transcriptase reversa da telomerase (TERT) e um RNA ndo-codificador, chamado de
componente de RNA telomerase (TERC) ou RNA da telomerase humana (hTR). O TERC ¢
uma parte integral e essencial da enzima, que contém uma sequéncia curta que € copiada pela
telomerase durante a replicacdo dos telomeros. A telomerase tem atividade de transcriptase
reversa e atua como modelo para a adicdo de repeticdes teloméricas nas extremidades
cromossOomicas impedindo seu encurtamento. Apesar destas duas estruturas serem primordiais

para a telomerase, estima-se que pelo menos 32 outras proteinas estejam envolvidas na sua
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regulagdo (CONG; WRIGHT; SHAY, 2002; ZVEREVA; SHCHERBAKOVA; DONTSOVA,
2010).

Figura 1. Representacao do complexo telomero-telomerase
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Legenda: A’) Os telomeros humanos contém uma fita dupla de DNA composta por sequéncias de DNA repetitivos
em tandem (TTAGGG). Apresentam uma saliéncia de fita simples rica em G que compreendem entre 150 e 200
nucleotideos (representadas pelas setas azuis). A telomerase reconhece a regido 3’ pela presenca do OH no final
da cadeia G, levando ao alongamento da regido telomérica. Em conjunto, os fatores de repeti¢ao de telomeros
(TFRI e TRF?2) formam o Shelterin complex. A’’) Representacdo linear da cadeia G e cadeia C. B’) Representagdo
do teldmero na conformacéo de T-Loop. A invasdo da fita pela vertente da cadeia G esta destacada em vermelho.
Essa conformagdo impede o acesso direto da telomerase a regido OH na regido 3’ na extremidade do cromossomo.
B’’) Representagdo linear da conformagdo em T-Loop. Fonte: Imagem adaptada de (BLASCO, 2005; GIARDINI
etal.,2014).

Em eucariotos unicelulares a presenca da telomerase € expressa continuamente para
garantir a viabilidade e divisao celular a longo prazo. Em seres humanos, a expressdo da
telomerase € restrita a alguns tipos celulares, sendo ativa em células de linhagem germinativa e
células progenitoras e limitada em quase todas as demais células somadticas diferenciadas
(ROAKE; ARTANDI, 2020).

Na maioria das células somaticas nao ha regeneracao da sequéncia telomérica perdida

a cada replicacdo. Desta forma, com a reducdo progressiva dos teldmeros, chegara o momento
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em que nao ocorrerd mais a replicacdo dos cromossomos, resultando na parada permanente do
ciclo celular, também chamada de senescéncia replicativa. Nesse estagio, a célula senescente
ativa uma resposta de lesdes ao DNA, levando a morte celular por apoptose (MAICHER;
KASTNER; LUKE, 2012; WANG; ZHAO; LU, 2015). O principal grupo de células somaticas
em que a atividade da telomerase ocorre sdo nos linfocitos, entretanto também estdo ativas em
células que fazem mitose periodicamente, como em cé¢lulas da camada basal proliferativa da
pele, no tecido endometrial, em zonas de criptas intersticiais e em foliculos pilosos (LEAO et
al.,2018; PESTANA et al., 2017).

A telomerase esté relacionada diretamente com o processo de envelhecimento celular
e consequentemente com o reldgio bioldgico. Evidéncias demonstram que a expressdo da
telomerase € extremamente baixa na maioria das células somaticas humanas normais, entretanto
vem sendo associada a diversos tipos de céanceres e outras doencas (BLASCO, 2005;
GUTERRES; VILLANUEVA, 2021).

Além da telomerase, o encurtamento gradual dos teldmeros também esta associado ao
processo de envelhecimento bioldgico e a diferentes patologias, como por exemplo: foi
demonstrado ser um fator de risco para o desenvolvimento de cancer (BLASCO, 2005; SHAY,
2017); apresenta maior incidéncia em doenga arterial coronariana (BHATTACHARYYA et al.,
2017; OGAMI et al., 2004); esta relacionado com maiores riscos de mortalidade em individuos
com hipertensdao (MA, L.; LI; WANG, 2015; TELLECHEA; PIROLA, 2016) e doencas
infecciosas virais, como o HIV (GONZALEZ-SERNA et al., 2017; ZANET et al., 2014).

A relacdo entre infecgdes virais e o comprimento telomérico ndo ¢ propriamente
recente. Um estudo proposto por COHEN et al., 2013, demonstrou que uma populacao adulta
exposta ao Rhinovirus-39, apresentou uma reducao do comprimento dos telomeros em células
mononucleares do sangue periférico e de outros subconjuntos de linfocitos, além de estarem
associados a um aumento da probabilidade de infec¢des respiratorias superiores.

Diversos genes foram descritos na regulagdo dos telomeros e na biogénese da
telomerase. Entre eles pode-se citar os que atuam no processamento € montagem da telomerase
(TERT, NOP10, NAF1 e TCABI); que fazem parte do Shelterin complex, ligando diretamente
ao DNA telomérico (TRF1, TRF2, POTI, TIN2, e TPPI); e que atuam na replicagdo dos
telomeros (RTELI e CTCI) (GRILL; NANDAKUMAR, 2021). A interagdo entre esses genes

e seus locais de regulagdo estdo demonstrados na figura 2.
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Figura 2. Representacio do modelo de regulaciao dos telomeros e biogénese da
telomerase.
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Legenda: A proteina 7CABI esta ligada ao TRiC no citosol, antes de migrar para dentro do nucleo e localizar os
corpos de Cajal, estes, por sua vez, apresentam diversos fatores envolvidos no splicing do pré-mRNA;
processamento do pré-rRNA e maturacdo de pré-mRNA para histonas, assim como fatores de transcri¢do parar
RNA polimerases I, II e III; e RNA telomerase. A subunidade de 7R ¢ processada através de PAPDS5 e PARN,
antes de encontrar os corpos de Cajal. A holoenzima da telomerase (TERT, TR, Dyskerin, NHP2, NOP10, GARI,
e TCABI) é montada dentro dos corpos de Cajal antes de ser recrutada para os teldmeros através de uma proteina
(TPPI1) que forma o Shelterin complex. A proteina (TIN2) liga-se a TPP1, TRFI e TRF2. O complexo CST, que
atua na manutencdo do genoma, estd representado no DNA telomérico de fita simples recém-sintetizado e a
proteina RTELI é uma helicase responsavel por desenrolar o DNA durante a forquilha de replicacdo. Fonte:

Imagem adaptada de (GRILL; NANDAKUMAR, 2021)

Alteragdes em genes que regulam o comprimento dos telomeros e sua homeostasia
podem levar ao desenvolvimento de diversas doengas, chamadas de telomeropatias. Estudos
mostram que alteragdes nesses genes estao associados ao envelhecimento precoce e ao aumento
do risco de cancer, além de que podem contribuir em alteragdes de vias metabolicas presentes
em algumas infec¢des virais como HPV, Hepatite B, HIV e Epstein-Barr. Além disso, mutagdes
nos genes de regulacdo das estruturas dos telomeros ou da telomerase vém sendo identificados
e relacionados com a reducdo da atividade da telomerase ¢ o aceleramento do encurtamento
telomérico. (CELEGHIN ef al., 2016; HORIKAWA; MICHISHITA; BARRETT, 2004;
NAVASHENAQ et al., 2019; SALIMI-JEDA et al., 2021).
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No contexto da Covid-19, uma relagdo entre o comprimento dos teldmeros e a
gravidade da doenga vém sendo estabelecida. Estudos demonstraram que individuos com as
gravidades mais severas podem estar relacionados com a presenga de menores comprimentos
teloméricos, entretanto, ainda ha uma divergéncia quanto a essas informagdes na literatura
(AVIV, 2020; JIANG et al., 2022). Sabe-se que a Covid-19 ¢ influenciada por uma série de
fatores que incluem, idade, estado de satde prévio, comorbidades clinicas e resposta
imunologica do paciente. Essas diferentes condi¢des biologicas dificultam no diagnostico
através de um tinico marcador, sendo necessarias mais investigacdes a respeito de sua regulagao
(FROIDURE et al., 2020; MAHMOODPOOR et al., 2023).

Por esse motivo, estudos de associacdo do amplo genoma ou GWAS (do inglés
genome-wide association studies) vém buscando polimorfismos de interesse em genes que
possam contribuir para a gravidade ou suscetibilidade da Covid-19 (NIEMI et al., 2021). Dentro
desse contexto, como a idade avangada pode ser um dos principais fatores para a gravidade da
doenga, ¢ de interesse investigar marcadores relacionados ao envelhecimento, como no caso
dos telomeros. Dessa forma, polimorfismos em genes que atuam na regulacao dos telomeros e
da funcionabilidade da telomerase podem alterar sua expressao ou modulagdo, causando uma

perda ou ganho da funcdo destas e de genes alvos (WAN et al., 2021).

1.4 GENE TERT E SEU CONTEXTO GENOMICO

Em humanos, o gene TERT ou hTERT esté localizado no brago curto do cromossomo
5, na posicao 15.33 (5p15.33). Esse gene apresenta 16 éxons e 15 introns, totalizando 42kb de
comprimento € conta com um nucleo promotor de 260 pares de base. Até o momento, foram
descritos pelo menos 4 isoformas possiveis para seu transcrito e 2 proteicas (DRATWA et al.,
2020; HE et al., 2019).

O produto do gene TERT resulta na formacdo de um dimero, que atua dentro da
holoenzima da telomerase e consiste em trés regides principais: a extensao N-terminal que ¢
constituida pelos dominios N-terminal e ligacdo da telomerase ao RNA; regido de dominio
central da atividade catalitica da transcriptase reversa; e a extensdo C-Terminal.
(COLEBATCH; DOBROVIC; COOPER, 2019; HAFEZI; BERCOFF, 2020). O gene e suas

regides principais estdo demonstradas na figura 3.
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Figura 3. Representacio esquematica do gene TERT e seu transcrito.
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Legenda: Representagdo do gene TERT apresentando as regides de éxon e intron, seu mRNA funcional e os

dominios principais do gene. Fonte: Adaptado de (CONG; WRIGHT; SHAY, 2002).

Apesar da atividade deste gene ser regulada em niveis transcricionais, sua regulacdo
também pode ocorrer por meio de splicing, modificagdes pods-traducionais ou trafego
intracelular (HUKEZALIE; WONG, 2013). A regulagdo deste gene é um processo multifatorial
que ainda ndo esta totalmente esclarecido. Diversos mecanismos vém sendo investigados com
o objetivo de elucidar essas questdes, entre eles: mutagdes na regido promotora; alteragdes na
metilagdo da regido promotora do DNA; remodelacdo da cromatina; alteracdo do numero de
copias; e splicing alternativo (GASPAR et al., 2018).

Uma das principais fungdes desta proteina ¢ a manutencdo do comprimento dos
telomeros, mantendo a integridade da informacdo genética de sequéncias conservadas nas
extremidades teloméricas (YIK ef al., 2021). Além disso, a expressao do mRNA desse gene ¢
altamente controlada e estd diretamente associada a atividade da telomerase, sendo um dos
principais determinantes de sua funcionabilidade (LEAO et al., 2018).

Apesar das funcdes estarem intimamente relacionadas com os telomeros, outras
contribuigdes também foram descritas, entre elas: regulacdo de mecanismos-chave para
sobrevivéncia das células, como expressdo génica, vias de transducdo de sinais, metabolismo
mitocondrial e resposta ao estresse. Além disso, nem sempre a atividade catalitica pela
telomerase € necessaria para a execugdo dessas fungdes. Embora o local de atuagdo do gene
TERT seja primordialmente nuclear, também pode atuar em regides citoplasmaticas e
mitocondriais (HEIDENREICH; KUMAR, 2017; ROMANIUK et al., 2019).

A regulacao do gene hTERT ¢ modulada por diversos fatores. A regido promotora

desse gene ¢ altamente dindmica, pois apresenta uma sequéncia rica de CG e E-boxes
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(DANIEL; PEEK; TOLLEFSBOL, 2012). A presenca dessas sequéncias, torna a regido
promotora desse gene um excelente alvo para diversos fatores de transcri¢do que podem atuar
de forma ativadora ou repressora do gene. Entretanto, por ser um gene fundamental, sua
transcricao ¢ modulada de maneira dependente do contexto através de uma rede regulatéria que
envolve fatores de controles genéticos e epigenéticos (RAMLEE et al., 2016). A figura 4
representa alguns fatores de transcri¢ao relacionados a regido promotora do gene.

Esse gene atua em conjunto com outros genes na regulacdo de diversas vias
metabolicas e modulando sua expressdo. Entre as identificadas, pode-se citar vias de eliminagao
de estresse oxidativo nas mitocondrias; vias de Wnt/B-catenina modulando a proliferacao,
renovagdo de células-tronco, regulacdo da sobrevivéncia celular, adesdo e migracao; vias de
NF-kB e p65 na regulagdo da inflamacao, resisténcia a apoptose e proliferagdo celular; e em
vias de resisténcia a radiag@o ionizante através da configura¢do da cromatina e do reparo de

DNA (ROMANIUK et al., 2019). A disposi¢do dessas vias esta representada na figura 5.

Figura 4. Sitios da regiio promotora do gene TERT ligados aos fatores de transcrigio.

PAX5
STAT3 PAX8  PAX8 AU
STAT3 ER STAT5 | ER NF-B Lc-Myc HIF-1/USF PAX8 c-Myc I I_\
I L L L | L L
(=] (=]
g g - 8 g TATG  hTERT

e ol e e BT TR B

MAD1 Sp1 HIF-2 MAD1 NFX1 KLF2  CTCF
Legenda: A regido promotora esta sendo representada na cor cinza, e vai de 3.5kb a montante até 100bp a jusante.
O local de inicio da transcri¢do tem como referéncia o “+1ATG”. As linhas localizadas acima e abaixo da barra
cinza representam os fatores de transcri¢do no local aproximado do seu sitio de ligacdo. As linhas verdes
representam fatores de ativag@o, em vermelho os fatores de repressdo e em roxo com fungdes duplas. Fonte:

Imagem adaptada de (RAMLEE et al., 2016).
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Figura 5. Representacio de possiveis vias de interacio com o gene TERT.
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Legenda: A subunidade catalitica da telomerase, produzida pelo gene TERT, pode interagir com sinais intra ou

Bax Bcl-2 p53 B- gal CCND1 ABCB1 COX2 c-Myc

extracelulares e modular a expressdo de diversos genes alvo, que atuam em respostas de protecdo ao metabolismo,
como vias de inflamagdo, reparo ao DNA, apoptose ¢ estresse oxidativo. Fonte: Imagem adaptada de

(ROMANIUK et al., 2019).

Mutagdes envolvidas em regides codificadoras e ndo codificadoras deste gene, como
os SNP, podem ocasionar em alteracdes na atividade da telomerase, no comprimento dos
telomeros ou alterando sua atividade em vias metabolicas especificas através da interagdo com
seus genes alvo. Essas alteragdes podem levar ao desenvolvimento de fenotipos clinicos

variaveis em diferentes patologias (HE et al., 2019).

1.4.1 Polimorfismos de nucleotideo unico no gene TERT

Diversos SNP foram descritos para o gene TERT e dentre eles dois (rs2736100 e
1s2853669) vém sendo amplamente estudados, devido suas associagdes com diferentes tipos de
cancer e outras patologias. O polimorfismo rs2736100 estd localizado no segundo intron do
gene e consiste na substituicdio de uma guanina por uma timina (A<C), enquanto o
polimorfismo rs2853669 esta localizado na regido promotora e apresenta uma substitui¢cdo de
uma adenina por uma guanina (A>G) (RAMPAZZO et al., 2020). A representacdo desses

polimorfismos no gene estd demonstrada na figura 6.
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Figura 6. Representacio esquematica dos polimorfismos de interesse presentes no gene
TERT.
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Legenda: Amplificacdo do gene TERT no cromossomo 5. Retangulo vermelho: regido promotora; Losango verde:
SNP na regido intronica; Retadngulo azul: Regido regulatoria 5°; Retangulo amarelo: Regido regulatdria 3’;

Retangulos brancos: Regides exonicas. Fonte: Imagem adaptada de (RAMPAZZO et al., 2020).
1.4.2 Polimorfismo de nucleotideo tinico — rs2736100

Um estudo de meta-analise de GWAS para a suscetibilidade ao cancer de pulmao
identificou que o SNP rs2736100 no gene TERT estd associado com o desenvolvimento da
doenga. Neste caso, o alelo rs2736100"C foi associado com o risco de desenvolver a patologia
(HU et al., 2011).

Em um estudo caso-controle multicéntrico, realizado na populagdo Japonesa, a
variante rs2736100"A foi associada como fator de risco para fibrose pulmonar idiopatica (FPI)
e doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) (ARIMURA-OMORI et al., 2020).

Um estudo de caso-controle na populagdo americana demonstrou que a variante
1s2736100°A nio foi associada ao risco de desenvolver fibrose pulmonar idiopética, entretanto
essa mesma variante foi associada a doenca pulmonar intersticial (DPI) (WEI et al., 2014).

Outro estudo de meta-analise de GWAS na populacdo japonesa, investigou a
associacdo do polimorfismo rs2736100°C com caracteristicas dos eritrocitos e foi identificado
que esse polimorfismo estd associado a valores mais altos de hemacias e hemoglobina em

homens (SEIKI ef al, 2018). Além disso, uma populagdo chinesa para esse mesmo
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polimorfismo também encontrou uma associacdo para o risco aumentado de aterosclerose
(FENG; NIAN; ZHANG, 2014).

Apesar da fungdo bioldgica deste polimorfismo ndo estar totalmente elucidada,
encontra-se localizado em uma regido descrita como regulatoria do gene TERT (TAYLOR et
al., 2006). Além disso, rs2736100*C foi relatado como um fator critico para ativacao e sintese
do gene (MELIN et al., 2012). Ademais, esse mesmo polimorfismo foi associado com uma
redug¢do do comprimento telomérico no cancer de pulmao (MCKAY et al., 2008) e em FPI
(MUSHIRODA et al., 2008).

Esses resultados demonstram que a associagdo genética desta variante pode depender
da populagdo e doenca analisada. Além disso, esta associado a diversas doengas pulmonares, e
a sintomas que estdo presentes nos individuos com gravidade avancada da Covid-19
(WHITAKER et al., 2022). Desta forma, o rs2736100 pode ser um potencial polimorfismo

envolvido na patogénese da doenga.

1.4.3 Polimorfismo de nucleotideo tinico — rs2853669

Um estudo de meta-analise para a susceptibilidade ao cancer de pulmao identificou
que o polimorfismo rs2853669 do gene TERT esta associado a doenca. Neste caso, o alelo
152853669°G foi avaliado como um fator de risco para o aumento da incidéncia de cancer de
pulmao em uma populacao asiatica (LIU, Z. et al., 2018). Esse mesmo resultado para a doenga
foi encontrado em um estudo feito com uma amostra da populac¢ao chinesa (ZHONG, Rong et
al., 2013), africana (MIMOUNI et al., 2020) e coreana (YOO et al., 2015).

Um estudo de caso-controle avaliou uma amostra da popula¢do polonesa com a
presenga de diabetes e o polimorfismo rs2853669. Os resultados sugerem que o alelo
152853669°G esta associado a quadros mais graves de diabetes e pacientes idosos que tém esse
alelo apresentam uma maior redu¢do no comprimento telomérico (GUTMAIJSTER et al.,
2018).

Estudos funcionais demonstraram que o polimorfismo rs2853669, pode estar
relacionado com a regulacao da expressdao de TERT no cancer de prostata, através da modulagao
de dois genes (MYC e E2F1) que atuam como elementos regulatorios. A troca com o alelo A
ou G desempenham papéis na regulacdo do gene TERT e foram determinadas através da
sinalizagdo de receptores androgénicos, embora outros fatores que ainda sdo desconhecidos
também podem atuar nessa regulacao. Dessa forma, os resultados sugerem que o alelo A ou G

do polimorfismo rs2853669 podem atuar como risco quando as células estao sob determinadas
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condigdes moleculares (DONG et al., 2021; KO et al., 2016). Além disso, o fator de transcrigao
E2F1 foi relacionado com a expressao de genes virais, como no caso da familia dos herpesvirus
(SHARON; VOLCHEK; FRENKEL, 2014). Interessantemente, estudos in silico indicam que
o fator de transcricdo E2F1 pode estar relacionado com o ciclo de vida do SARS-CoV-2 (DI
BARI et al., 2021).

Diante desse contexto, os trabalhos avaliados demonstraram que ha uma associagdo
genética desta variante com doencas pulmonares, além de estar relacionada a comorbidades
clinicas que agravam o quadro da Covid-19, podendo esta variante estar relacionada com fatores
de transcricdo que regulam seu ciclo (RUSSELL; LONE; BAILLIE, 2023). Desta forma, o
polimorfismo 152853669 do gene TERT pode ser um potencial marcador envolvido na

patogénese da doenca.
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2 JUSTIFICATIVA

Em 2020, a Covid-19 foi classificada como um evento pandémico, sendo uma doenga
causada pelo virus SARS-CoV-2. Foi considerada um problema global de saude publica com
impactos relevantes nas taxas de morbidade e mortalidade. Desde entdo, estudos vém buscando
compreender os fatores associados a suscetibilidade e aos progndsticos clinicos da doenga.

Diversos fatores podem estar envolvidos na complexidade dessa doenga, justificando
os motivos de tantos quadros clinicos distintos. Entretanto, apesar de inimeras pesquisas, 0s
mecanismos envolvidos na fisiopatologia e a contribuicdo genética ainda nao estdo totalmente
esclarecidos na patogénese da doenca.

As evidéncias encontradas até o momento sugerem que a Covid-19 ¢ uma doenga
emergente associada ao envelhecimento, considerando que sua taxa de letalidade cresce
exponencialmente com a idade e com a presenca de comorbidades cronicas majoritariamente
relacionadas ao envelhecimento.

Foi demonstrado que marcadores associados ao envelhecimento, como ¢ o caso dos
telomeros, assim como mutagdes em genes que possam atuar na sua regulagdo, como o gene
TERT, estio associados a diversas patologias, entre elas distintos tipos de cancer, hipertensao,
diabetes e a prognosticos mais severos em infec¢des virais.

Apesar do envelhecimento ser o principal fator de risco para a Covid-19 e os teldmeros
estarem diretamente relacionados a senescéncia celular, at¢ o momento, poucos estudos
abordam a influéncia dos telomeros e da telomerase na patogénese da doenga e ndo ha estudos
que investigaram possiveis contribui¢cdes de polimorfismos do gene TERT relacionados a
Covid-19.

Além disso, no contexto da populagdo brasileira, houve apenas um estudo avaliando
os teldmeros com a patologia (SANTOS et al., 2021), com foco na regido sudeste e com poder
amostral relativamente baixo. Dessa forma, se faz relevante que mais estudos sejam realizados
em diferentes amostras dentro desse grupo populacional, como neste caso a populagdo
catarinense, para que seja possivel compreender uma possivel relagdo entre fatores genéticos e
condi¢des clinicas nesse grupo alvo.

Dessa forma, um estudo com um grupo amostral mais significativo pode colaborar
para um melhor esclarecimento das causas genéticas associadas a fisiopatologia, assim como
estabelecer dados para uma melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos na doenga,
podendo ser utilizado em conjunto com outros fatores como um marcador genético de

suscetibilidade.
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Devido ao prévio conhecimento da associagdo de polimorfismos genéticos do gene
TERT estarem envolvidos em outras patologias, a hipotese cientifica deste trabalho ¢ de que os
polimorfismos abordados estardo associados com diferentes gravidades e condig¢des clinicas
especificas encontradas em grupos que apresentam caracteristicas semelhantes como a faixa

etaria, e que foram infectados pela Covid-19.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a associagao dos polimorfismos rs2853669 e rs2736100, do gene TERT com
Covid-19, através de um estudo caso-controle no estado de Santa Catarina, buscando
compreender o envolvimento destes polimorfismos no agravamento e desenvolvimento da

doenca.

3.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

e (Caracterizar a amostra populacional a partir dos dados clinicos obtidos pelos prontuérios

médicos.

e Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos genéticos
1s2853669 e rs2736100 do gene TERT em pacientes com Covid-19.

e Verificar se ha associagdo entre alelos e genotipos dos polimorfismos rs2853669 e
2736100 com as manifestagoes clinicas da Covid-19.

e Verificar a aderéncia ao Equilibrio de Hardy-Weinberg.

e Calcular o desequilibrio de ligagdo e derivar os haplotipos, caso necessario.

e Relacionar os resultados deste estudo com a patogénese da doenca.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ASPECTOS ETICOS

Este trabalho fez parte de um macroprojeto intitulado “Busca de marcadores genéticos
e epigenéticos em pacientes com Covid-19: formagao de um biorrepositério”, proposto pelo
Laboratorio de Polimorfismos Genéticos vinculado ao Centro de Ciéncias Bioldgicas e com
projeto aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade
Federal de Santa Catarina (CEPSH-UFSC) sob parecer de numero 4.164.291, disponivel no
Anexo A.

42  CARACTERIZACAO AMOSTRAL

A amostra foi constituida de 280 pacientes diagnosticados com Covid-19, sendo 137
nao-hospitalizados e 143 hospitalizados. Todos os participantes desse estudo apresentaram
testes laboratoriais com resultados positivos para a doenca ¢ ndo apresentaram ciclo vacinal
completo para a Covid-19.

Os participantes foram classificados em dois grupos de acordo com a gravidade do
caso clinico levando em considera¢do a sintomatologia clinica dos pacientes. O grupo 1,
engloba os pacientes que nao necessitaram de hospitalizacdo, e que foram considerados
assintomaticos, ou apresentaram sintomas brandos ou moderados para a Covid-19. O grupo 2,
por sua vez, ¢ composto pelos pacientes que necessitaram de hospitalizacdo, podendo esta ser
referente a intubacdo ou atengdo médica especializada, tendo sua gravidade classificada entre
grave e critica. A classificacdo dos sintomas foi definida a partir das diretrizes propostas pela
OMS.

Todos os participantes e seus devidos responsaveis, em caso de pacientes entubados,
foram esclarecidos sobre os objetivos da pesquisa, o sigilo das suas informagdes e assinaram
um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE). Os dados clinicos dos pacientes foram
obtidos a partir do preenchimento de um formulario online, disponivel no Anexo B, para os
participantes leves e moderados e através de prontuario médico disponibilizado pelo Hospital
Universitario Professor Polydoro Ernani de Sdo Thiago, vinculado a UFSC, e autorizado pelos
responsaveis dos pacientes inconscientes nos casos severos. Todas as amostras bioldgicas e os

questionarios obtidos foram catalogadas e fazem parte do Banco de Dados e Amostras do
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LAPOGE-UFSC e foram coletadas entre os anos de 2020 ¢ 2021, antes do periodo de vacinacao

no Brasil.

43  COLETA, EXTRACAO E CONSERVACAO DAS AMOSTRAS

4.3.1 Coleta de Saliva e extracao de DNA do grupo 1

Para realizar a coleta de saliva dos voluntarios foi utilizado um tubo Salivette® com
fundo em V e swab em algodao. A utilizagdo consiste na inser¢ao do swab em algoddo na
cavidade oral, em seguida foi solicitado ao paciente a estimulacdo da saliva e a raspagem do
algodao na regido das bochechas. Todos os participantes receberam manual de instrucdes
contendo as informagdes de uso adequado do produto, além de serem acompanhados pelos
responsaveis legais do projeto. ApoOs a coleta as amostras foram mantidas em refrigeragdo no
freezer a uma temperatura de -20°C.

A extragdo de DNA gendmico da saliva foi realizada através de um protocolo padrio

de extragdo de DNA — Salting out modificado baseado em (MILLER; DYKES; POLESKY,
1988). Todas as amostras foram extraidas, nomeadas e armazenadas no freezer em microtubos

a uma temperatura de -20°C.

4.3.2 Coleta de sangue e extracio de DNA do grupo 2

Para a coleta, foram utilizados tubos Vacutainer® (em cor roxa, contendo
anticoagulante EDTA) e centrifugadas a 3000 g por 20 minutos (Centrifugue 206 BL Excelsa
1I®) a temperatura ambiente para separagdo dos componentes sanguineos. Apds a centrifugacao
foram separadas as hemaécias, o plasma e o buffy coat, sendo este Ultimo utilizado para a
extracdo do DNA gendmico.

A extragdo de DNA gendmico do sangue foi realizada através de um protocolo padrao
de extracao de DNA — Salting out modificado baseado (MILLER; DYKES; POLESKY, 1988).
QIlTodas as amostras foram extraidas, nomeadas e armazenadas no freezer em microtubos a

uma temperatura de -20°C.
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4.4  GENOTIPAGEM DOS POLIMORFISMOS

A genotipagem dos Polimorfismos de Nucleotideo Unico (SNP) rs2736100 e
1s2853669 foi realizada com sondas de hidrolise, utilizando o ensaio TagMan® SNP
Genotyping Assays (cat nr 4351379; C 1844009 10) e (cat nr 4351379; C 8773290 20)
respectivamente (Thermo Fisher Scientific®), através da Reacdio em Cadeia da Polimerase em
Tempo Real (Real-time PCR, do inglés Real-Time Polymerase Chain Reaction), também
conhecida como Reagdo em Cadeia da Polimerase Quantitativa (gPCR). As sequéncias das
sondas utilizadas neste ensaio e seus respectivos polimorfismos no local de interesse estao
descritas na Tabela 1.

O ensaio TagMan® emprega a atividade da exonuclease 5°-3’ da enzima DNA
polimerase para determinar a discriminagao alélica. Para esse propdsito, sao utilizados primers
de PCR complementares, senso e antissenso, em conjunto com duas sondas de hidrolise
distintas. Cada sonda se ligara a um alelo especifico, sendo diferenciadas a partir de um reporter
fluorescente (FAM® ou VIC®) na extremidade 5°. Dessa forma, uma sonda correspondera ao
alelo de referéncia, enquanto a outra ao alelo alterado. A molécula quencher, localizada na
extremidade 3’ da sonda, desempenhara o papel de suprimir a emissao de fluorescéncia pelo
reporter. Quando ocorre a hibridizagao da sonda especifica com a regido de interesse do DNA,
a DNA Polimerase cliva a molécula reporter da sonda, durante a etapa de extensdo da fita
complementar. Essa clivagem, resulta na separa¢do do seu inibidor, ocorrendo a emissdo da

fluorescéncia.

Tabela 1. Sequéncias das sondas especificas referentes aos polimorfismos 1s2736100 e

152853669.

SNP Sequéncia
TERT

2736100 GAAAAGCAGGGCGGGGGCAAAGCTAJA/CIAGAAACACTCAACACG
" GAAAACAAT
A>C
TERT

GTCCCCAGTCCCTCCGCCACGTGGGJA/GIAGCGCGGTCCTGGGCGTC
rs2853669
Ao G TGTGCCC
>

Legenda: Demonstrado em colchetes, o local onde ocorre a troca de um tnico nucleotideo.

Fonte: Thermo Fisher Scientiﬁc®

Para realizar a reacdo de amplificagdo foram adicionadas aos microtubos do tipo

eppendorf: 2,375uL de agua Milli-Q; 2,50ul. de TagMan® Genotyping Master Mix,
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0,125uLTagMan® SNP Genotyping Assays. Todos os reagentes com seus respectivos volumes
e concentragdes estdo descritos na Tabela 2. Foram utilizadas placas MicroAmp™ Optical de
96 pocgos para insercao das amostras no equipamento, sendo adicionados SuL de reagentes e

1uL de DNA, totalizando 6uL de volume final por pogo amostral.

Tabela 2. Componentes utilizados durante uma reacdo de qPCR

Reagentes [] Volume
AmpliTaq Gold® DNA Polymerase, Ultra |
Pure (UP)
TagMan® Genotypin irri 1 i
Mags‘ter ix (2X)J’P g glel:\?%()lé')rlbonucleotldeos trifosfatos 200nM 2,50l
ROX™ Passive Reference Dye 500nM
Tampao para enzimas 10nM
Iniciador senso 900nM
TagMan® SNP Genotyping Iniciador antissenso 900nM 0.125,L
Assays (40X) Sonda VIC® 200nM
Sonda FAM™ 200nM
Agua Milli-Q 2,375uL
DNA 20ng luL
Vol. Total 6uL

[ ]: Concentracao dos reagentes; U: unidade; nM: nanomolar; ng: nanograma; pL: microlitro.

Fonte: Thermo Fisher Scientific®

A reagdo de amplificacao foi realizada através do equipamento StepOnePlus™ Real-
Time PCR system (Thermo Fisher Scientific®). A ciclagem utilizada est4 descrita na Tabela 3.
Além disso, este equipamento também detecta as diferentes fluorescéncias emitidas pelas

sondas de hidrdlise, tornando possivel a discriminagao alélica.

Tabela 3. Programa de ciclagem da qPCR

Etapa T(°C) Duraciao Ciclos
Ativagdo da Enzima AmpliTaq Gold® 95 10 min HOLD
Desnaturacao 92 15 seg 50
Anelamento/Alongamento 60 1:30 min

Fonte: Thermo Fisher Scientific®
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45 ANALISE ESTATISTICA

A determinagdo da frequéncia alélica ocorreu por meio de contagem direta. As
frequéncias genotipicas foram calculadas para avaliar se os polimorfismos estavam em
Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) utilizando o software Arlequin (versao 3.5.2.2).

Foi conduzida uma avaliagdo de distribui¢do normal para as variaveis, e a escolha dos
testes a serem empregados basearam-se no resultado da estatistica de Shapiro-Wilk. Variaveis
que apresentaram distribuicdo normal foram submetidas ao teste t para amostras independentes,
enquanto aquelas com distribuigdo assimétrica foram analisadas por meio do teste de Mann-
Whitney. A andlise das varidveis categodricas foi realizada por meio do teste de qui-quadrado
de homogeneidade. Para as varidveis continuas com distribuicdo normal, foram apresentadas a
média e o desvio padrao, enquanto as variaveis com distribui¢ao assimétrica foram descritas
pela mediana e intervalo interquartil. Por fim, as variaveis categoricas foram apresentadas em
termos de propor¢ao.

Além disso, realizaram-se andlises de regressdo logistica univariada e multivariada
com o proposito de identificar as associagdes entre os polimorfismos selecionados ¢ a
predisposi¢do a doenca. Adotou-se um nivel de significincia com p<0,05 como critério. As
analises foram executadas por meio do software SPSS versao (25 IBM Corp. Released 2017.

IBM SPSS Statistics for Windows, Version 25.0. Armonk, NY: IBM Corp).
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S RESULTADOS

5.1 EQUILIBRIO DE HARDY-WEINBERG

As frequéncias do polimorfismo rs2853669 para o grupo de nao-hospitalizados, nao
estava de acordo com o Equilibrio de Hardy-Weinberg (valor de p < 0,05) (Tabela 4).
Considerando que as amostras deste grupo, em sua maioria, sdo provenientes de uma coleta
regional da Grande Floriandpolis, existe a possibilidade de viés de selecdo. Dessa forma, pode-
se existir a possibilidade de que a premissa da aleatoriedade proposta pelo EHW nao tenha sido
cumprida no grupo analisado em especifico, o que poderia aumentar a probabilidade da
populagdo ndo se enquadrar nas condicdes exigidas.

Além disso, outra premissa importante estabelecida para o EHW seria o tamanho da
amostra analisada frente a populagdo total. Entretanto, a amostra de estudo quando comparada
a populagdo total do estado de Santa Catarina, pode ser considerado pequena, apesar de
clinicamente relevante e capaz de apresentar dados estatisticos para a doenga em si.

Ressalta-se que os outros grupos analisados aderiram ao EHW sendo que constituem
0 mesmo grupo amostral alterando somente o polimorfismo avaliado.

Os polimorfismos avaliados ndo se encontravam em desequilibrio de ligagdo e,
portanto, ndo foram avaliadas em haplotipo. O coeficiente normalizado de Lewontin foi de
0,623 com R?de 0,176. Diante deste resultado, todas as demais analises foram conduzidas com

cada variante 1soladamente.
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Tabela 4. Distribui¢do das frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos rs2736100 e

rs28533669 em pacientes hospitalizados e nao hospitalizados com Covid-19.

TERT Hospitalizados n (%) Nio hospitalizados n (%)
rs2736100 A/C

AA 43 (31,4) 47 (38,6)
AC 65 (47.4) 37 (30,3)
CC 29 (21,2) 38 31,1
A 151 (0,55) 131 (0,54)
C 123 (0,45) 113 (0,46)
p-valor 0,63 1,6x105

rs2853669 A/G

AA 87 (61,3) 71 (52,2)
AG 44 (31,0) 48 (35.,3)
GG 11(7,7) 17 (12,5)
A 218 (0,77) 190 (0,70)
G 66 (0,23) 82 (0,30)
p-valor 0,11 0,06
%: Frequéncia percentual; Valor p: destacados em negrito valores estatisticamente significantes, considerando

p<0,05
Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

52  CARACTERIZACAO AMOSTRAL

As informacdes sociodemograficas e epidemioldgicas da amostra investigada estdao
detalhadas na Tabela 5 Observa-se que determinadas caracteristicas, como idade, IMC, sexo,
habitos tabagistas e etilismo, tém relevancia clinica no contexto da gravidade da infeccao.
Pacientes hospitalizados apresentaram valores de idade e IMC, em média, superiores quando
comparados com os pacientes nao hospitalizados (p=0,0001). Além disso, o sexo feminino
apresentou uma menor taxa de hospitalizagao quando comparado com o sexo masculino. Foram
considerados pacientes tabagistas aqueles que fizeram uso indiscriminado em algum momento
da vida e pacientes etilistas como aqueles que apresentam hébitos regulares (sejam didrios,
semanais ou mensais) de consumo de substancias alcoolicas em quaisquer doses. Pacientes

com habitos tabagistas apresentaram maiores taxa de hospitalizagdo, enquanto os pacientes
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etilistas apresentaram menores taxa de hospitalizacdo. Nao foram observadas diferencas
significativas entre os grupos com relacdo a etnia, pratica de atividade fisica e habitos

alimentares.

Tabela 5. Caracterizacdo amostral das variaveis sociodemograficas e epidemiologicas entre

pacientes hospitalizados e ndo hospitalizados com Covid-19.

Nao hospitalizados n (%) | Hospitalizados n (%) | p-valor

Idade (média + SD) 37,5 (11,8) 53,2 (15,5) 0,0001
IMC (média + SD) 26,9 (4,9) 30,4 (6,3) 0,0001
Sexo (Feminino) 109 (58,6) 60 (41,4) 0,003
Etnia (Branca) 155 (89,6) 119 (88,8) 0,972
Fumo (Sim) 43 (26,7) 48 (39,3) 0,034
Alcool (Sim) 83 (78,3) 38 (40,9) 0,0001
Atividade Fisica (Sim) 61 (38,1) 26 (40,6) 0,845
Alimentagao (saudavel) 48 (45,3) 23 (42,6) 0,876

(%): frequéncia percentual; SD: Desvio padrdo da média; p-valor: destacados em negrito valores estatisticamente
significantes, considerando p<0,05.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

A Tabela 6 representa, comparativamente, os grupos em relacdo aos sintomas e fatores
de risco mais prevalentes em pacientes positivos hospitalizados e nao hospitalizados,
associados ao surgimento da doenca.

Com relagdo a sintomatologia dos pacientes durante o periodo de infec¢ao pela Covid-
19, notou-se que os pacientes hospitalizados apresentaram uma maior prevaléncia de tosse seca,
febre e dispneia (p=0,0001), enquanto os pacientes ndo hospitalizados apresentaram com mais
frequéncia cansaco, perda de paladar ou olfato, dores de cabeca (p= 0,0001) e dores de garganta
(p= 0,001). O sintoma de diarreia nao foi associado estatisticamente a nenhum dos grupos
avaliados.

Considerando as comorbidades clinicas, observou-se que o grupo de pacientes nao
hospitalizados apresentaram uma maior prevaléncia de valores mais altos de colesterol ou
triglicerideos (p= 0,038), de infec¢des prévias por parasitoses (p=0,014) e gripes ou resfriados
(p= 0,0001). Em contrapartida, os pacientes hospitalizados apresentaram uma maior
prevaléncia de hipertensdao (p= 0,0001), diabetes (p= 0,0001), obesidade (p= 0,05), e
cardiopatias (p= 0,016). Para os grupos analisados, ndo houve diferengas estatisticas entre as
seguintes comorbidades: coagulopatias, doencas pulmonares, infec¢des sexualmente

transmissiveis, problemas hormonais e doengas autoimunes.
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Tabela 6. Caracterizagdo clinica entre os pacientes hospitalizados e nao hospitalizados com

Covid-19.
Nao hospitalizados n Hospitalizados n
(%) (%) p-valor
Sintomatologia
Tosse seca 82 (46,6) 95 (68.,8) 0,0001
Febre 81 (46,0) 95 (68,8) 0,0001
Cansago 120 (68,2) 66 (47,8) 0,0001
Perda de olfato ou paladar 98 (55,7) 30 (21,7) 0,0001
Dor de Garganta 61 (34,7) 24 (17,4) 0,001
Dor de cabega 102 (58,0) 36 (26,1) 0,0001
Diarreia 50 (28,4) 43 (31,2) 0,685
Dispneia 48 (27,3) 113 (81,9) 0,0001
Comorbidades
Colesterol ou Triglicerideos alto 31(17,6) 13 (9,0) 0,038
Coagulopatias 6 (4,3) 3(12,2) 0,397
Hipertensao 28 (15,9) 67 (46,2) 0,0001
Diabetes 4(2,3) 38 (26,2) 0,0001
Obesidade 45 (24,1) 50 (34,5) 0,05
Doengas Pulmonares 12 (6,8) 12 (8,3) 0,779
ISTs 7 (5,8) 2(1,5) 0,127
Parasitoses 8(7,5) 0 (0) 0,014
Gripe ou Resfriado 86 (81,1) 8(7.,8) 0,0001
Problemas Hormonais 15 (12,4) 12 (8,9) 0,479
Doencas Autoimunes 4(3,3) 9 (6,7) 0,348
Cardiopatias 22 (29,7) 66 (47,8) 0,016

(%): frequéncia percentual; p-valor: destacados em negrito valores estatisticamente significantes, considerando

p<0,05.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Foram avaliados se os polimorfismos estariam associados diretamente aos grupos de

pacientes hospitalizados e ndo hospitalizados. A Tabela 7 representa os valores identificados

para essa analise, de forma que ndo foram identificadas associacdes significantes para os

polimorfismos analisados.
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Tabela 7. Andlise dos polimorfismos genéticos do gene TERT entre os grupos de

hospitalizados e ndo hospitalizados com Covid-19.

Nao hospitalizados n (%) Hospitalizados n (%) p-valor

rs2736100 (C) 106 (46,1) 121 (44,5) 0,788
152853669 (G) 76 (29,9) 69 (24,3) 0,170
(%): frequéncia percentual; p-valor: destacados em negrito valores estatisticamente significantes, considerando

p<0,05.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Ao examinarmos as variaveis clinicas mencionadas anteriormente, procedemos a
analise individual de cada grupo com base nos alelos de cada polimorfismo. Esse
aprofundamento objetivava avaliar se algum alelo apresentaria associagdo com a presenca de
comorbidades. Os resultados encontrados estdo apresentados na Tabela 8.

A Tabela 8 demonstra os resultados de associagdo alélica dos polimorfismos de
interesse para as comorbidades avaliadas. Foi observado que o histérico prévio de aneurisma,
derrames ou acidentes vasculares cerebrais (AVC) (p= 0,026); gripes ou resfriados (p= 0,021);
e problemas hormonais (p= 0,004) apresentaram significancia clinica para o polimorfismo
152853669 (A/G). A partir dos dados obtidos foi possivel estabelecer que o alelo’G desse
polimorfismo estava associado a uma maior prevaléncia nas condigdes avaliadas.

Para as demais varidveis investigadas do polimorfismo rs2853669 (A/G) e para todas
as varidveis do polimorfismo rs2736100 (A/C) os valores de p > 0,05, ndo apresentaram
significancia.

Os polimorfismos de interesse foram associados com os desfechos de importancia
clinica para a Covid-19 no grupo de pacientes hospitalizados, a fim de estabelecer possiveis
relagdes entre a doenca e os alelos avaliados. Os resultados dessa interacao estdo apresentados
na Tabela 9 a partir da analise de regressao logistica univariada.

Com relagao ao polimorfismo rs2736100 (A/C), foi possivel identificar que pacientes
que possuem o alelo C apresentaram mais chances de virem a 6bito devido a Covid-19 do que
os pacientes que apresentaram o alelo A (p= 0,048; OR= 1,674). Esse mesmo alelo foi
associado a maiores chances do quadro clinico de sepse (p= 0,042; OR= 1,625). Para o
polimorfismo 152853669 (A/G), os pacientes que possuem o alelo G, apresentaram quase o
triplo de chances de desenvolverem quadros de tromboembolismo quando comparados com os
pacientes que possuem o alelo A (p=0,029; OR= 2,657). Os demais desfechos clinicos nao

apresentaram valores significativos para ambos os polimorfismos analisados.
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rs2736100 A C P-valor rs2853669 A G p-valor
IMC (média = SD) 28,7 (6,1) | 28,5(5,3) | 0,729 IMC (média + SD) 28,8 (5,7) | 28,1 (5,5) | 0,203
Colesterol ou Triglicerideos alto | 30 (11,2) | 30(13,8) | 0,473 Colesterol ou Triglicerideos alto 48 (12,6) | 18(12,9) | 0,999
Aneurisma, Derrame ou AVC 4(1,7) 6 (3,3) 0,496 Aneurisma, Derrame ou AVC 5(L,6) 7(6,3) 0,026
Coagulopatias 8(3.,5) 6 (3,3) 0,999 Coagulopatias 11 (3,5) 7 (6,3) 0,334
Hipertensao 87(32,5) | 73(33,5) | 0,887 Hipertensao 124 (32,5) | 44 (31,7) | 0,931
Diabetes 44 (16,4) | 30(13,8) | 0,494 Diabetes 58 (15,2) | 20(14,4) | 0,923
Doenga Pulmonar 17 (6,3) | 23(10,6) | 0,130 Doenga Pulmonar 24 (6,3) 16 (11,5) | 0,074
ISTs 13 (5,7) 3(1,6) 0,064 ISTs 13 (4,1) 5(4,5) 0,999
Parasitose 3(1,5) 13 (8,6) 0,004 Parasitose 10 (3,8) 4(4,3) 0,999
Cancer 4 (1,7) 6(3,3) 0,496 Cancer 7(2,2) 5(4,5) 0,371
Gripe ou Resfriado 69 (35,2) | 65(42,8) | 0,185 Gripe ou Resfriado 94 (35,6) | 46(50,0) | 0,021
Obesidade 84 (30,5) | 64(28,2) | 0,634 Obesidade 120 (30,5) | 44(30,3) | 0,999
Problemas Hormonais 15(6,5) | 23(12,5) | 0,055 Problemas Hormonais 24 (7,6) | 20(17,9) | 0,004
Doenca Autoimune 13 (5,7) 9@4,9) 0,903 Doenca Autoimune 20 (6,4) 4 (3,6) 0,388
Cardiopatia 87 (45,8) | 65(42,8) | 0,653 Cardiopatia 124 (44,3) | 36 (40,0) | 0,554

(%): frequéncia percentual; SD: Desvio padrdo da média; p-valor: destacados em negrito valores estatisticamente significantes, considerando p<0,05.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.
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Tabela 9. Relacao entre os polimorfismos genéticos e os desfechos clinicos para o grupo de

pacientes hospitalizados com Covid-19.

Obito por COVID Sim Nio OR (95% CI) p-valor
rs2736100 A 21 (15,2) 117 (84,8) 1 0,048
rs2736100 C 27 (25,5) 79 (74,5) 1,674 (1,004 —2,790)
1s2853669 A 36 (18,6) 158 (81,4) 1 0.128
152853669 G 16 (27,6) 42 (72,4) 1,487 (0,892 —2,477) ’

Ventilagao Mecanica
1s2736100 A 85 (65,9) 44 (34,1) 1 0.970
rs2736100 C 65 (65,7) 34 (34,3) 0,996 (0,825 —1,204) ’
1s2853669 A 128 (70,3) 54 (29,7) 1 0.072
152853669 G 30 (55,6) 24 (44,4) 0,790 (0,611 —1,021) ’
Sepse
rs2736100 A 22 (25,0) 66 (75,0) 1 0,042
rs2736100 _C 26 (40,6) 38(59,4) 1,625 (1,018 —2,594)
1s2853669 A 38 (31,4) 83 (68,6) 1 0.456
1s2853669 G 14 (37,8) 23 (62,2) 1,205 (0,738 — 1,966) ’
Alteragoes Neurologicas

rs2736100 A 42 (34,4) 80 (65,6) 1 0.779
rs2736100 C 28 (32,6) 58 (67,4) 0,946 (0,640 — 1,398) ’
1s2853669 A 61 (36,5 106 (63,5) 1 0216
152853669 G 13 (26,5) 36 (73,5) 0,726 (0,437 — 1,206) ’

Tromboembolismo
rs2736100 A 8(12,9) 54 (87,1) 1 0.455
rs2736100 _C 8 (18,2) 36 (81,8) 1,409 (0,573 — 3,468) ’
1s2853669 A 9(11,0) 73 (89,0) 1 0,029
152853669 G 7(29,2) 17 (70,8) 2,657 (1,106 — 6,386)

Acometimento Pulmonar
rs2736100 A 81 (82,7) 17 (17,3) 1 0.605
152736100 C 65 (85,5) 11(14,5) 1,035 (0,909 —1,178) ’
1s2853669 A 116 (82,9) 24 (17,1) 1 0.739
152853669 G 34 (85,0) 6 (15,0) 1,026 (0,883 — 1,192) ’
UTI
rs2736100 A 82 (63,6) 47 (36,4) 1 0.625
rs2736100 _C 66 (66,7) 33(33,3) 1,049 (0,866 — 1,269) ’
1s2853669 A 124 (68,1) 58 (31,9) 1 0.250
152853669 G 32 (59,3) 22 (40,7) 0,870 (0,683 —1,108) ’

OR: odds ratio (razdo de chances); IC95%: intervalo de 95% de confianga; p-valor: destacados em negrito valores
estatisticamente significantes, considerando p<0,05.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.
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Foram avaliados se os polimorfismos genéticos poderiam estar associados as variaveis
sociodemograficas e epidemioldgicas da amostra investigada através de regressdo logistica
univariada. Os resultados encontrados estao disponiveis na Tabela 10.

O polimorfismo rs2853669 (A/G) foi associado ao indice de massa corporal (p= 0,024)
de forma que os individuos homozigotos para o alelo G, apresentaram maior prevaléncia da
condicdo eutrofica quando comparados com o0s outros gendtipos, ao passo que individuos
homozigotos para o alelo A, apresentaram uma maior prevaléncia das condi¢des de sobrepeso
e obesidade.

Esse mesmo polimorfismo foi associado ao consumo de bebidas alcoolicas (p= 0,025),
de forma que os individuos homozigotos para o alelo G apresentaram uma maior prevaléncia
para o consumo da substancia quando comparados com os outros genotipos avaliados. Para as
demais varidveis clinicas ndo houve associagdes significativas para o polimorfismo rs2853669,

assim como para o rs2736100.
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Tabela 10. Relacdo entre os polimorfismos genéticos e as variaveis sociodemograficas e

epidemioldgicas.
1s2736100 1s2853669
Variaveis Total AA AC TT AA AG GG
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Sexo
Feminino 125 (48,3) | 38 (40,4) 32(34) 24(25.)5)| 53(57) 29(31,2) 11(11,8)
Masculino 134 (51,7) | 37 (33,9) 47 (43,1) 25(22.9)|70(60,9) 31(27) 14(12,2)
p-valor 0,410 0,797
Etnia
Branco 209 (86,4) | 65(38,9) 63(37,7) 39(23,4) | 97 (56,4) 53 (30,8) 22(12.,8)
Outros 33(13,6) | 8(36,4) 10(45,5) 4(18,2) 18 (75) 4(16,7) 2(8.,3)
p-valor 0.755 0,219
IMC
Eutréfico 62 (28.8) | 18(42,9) 11(26,2) 13(31) [22(22,7) 10(19,2) 12(52.2)
Sobrepeso  75(34,9) | 19 (31.1) 29(47.5) 13(21,3) | 38(39,2) 17(32,7) 5(21.7)
Obeso 78 (36,3) | 26(39.4) 24 (36,4) 16(24,2) | 37(38,1) 25(48,1) 6(26.,1)
p-valor 0,282 0,024
Atividade Fisica
0 104 (68,4) | 34 (43) 23(29,1) 22(27.,8) | 48 (60) 18(22,5) 14(17,5)
1 48 (31,6) | 16 (42,1) 13(34,2) 9(23,7) 18 (50) 13(36,1) 5(13,9)
p-valor 0,823 0,308
Fumo
0 140 (66.,4) | 45 (40.2) 40(35,7) 27(24,1) | 65(58) 30(26,8) 17(15)2)
1 71 (33,6) | 21(35) 25(@41.,7) 14(23,3) | 36(59) 19(31,1) 6(9.8)
p-valor 0,723 0,571
Alcool
0 77 (40,1) | 24 (39,3) 27 (44,3) 10(16,4) | 42 (46,7) 18 (41,9) 3(14,3)
1 115(59,9) | 36 (39,1) 28(30.4) 28(30,4) | 48 (53,3) 25(58,1) 18(85,7)
p-valor 0,088 0,025
N° de Sintomas
,00 37(14,2) | 11 (42,3) 6(23,1) 9(34,6) | 14 (56) 8(32) 3(12)
1,00 15 (5,8) 7(63,6) 4 (36,4) 0 (0) 9 (75) 1(8,3) 2(16,7)
2,00 30(11,5) | 10(43,5) 7(304) 6(26,1) |21(80,8) 3(11,5) 2(7,7)
3,00 33 (12,7) 12 (40) 10(33,3) 8(26,7) | 18(62,1) 7(24,1) 4(13.,8)
4,00 32 (12,3) 7 (28) 10 (40) 8 (32) 13(54,2) 8(33,3) 3(12,5)
5,00 45 (17,3) | 8(23,5) 18(52,9) 8(23,5) | 15(39,5) 18(47.4) 5(13,2)
6,00 43 (16,5) | 13(37,1) 17 (48,6) 5(14,3) | 26(74,3) 6(17,1) 3(8,6)
7 ou mais 25 (9,6) 7(36,8) 7(36,8) 5(26,3) 8 (40) 9 (45) 3(15)
p-valor 0,322 0,060
N° de comorbidades
,00 54 (20,8) | 17 (39,5) 18(41,9) 8(18,6) |29(65,9) 13(29,5) 2(4,5)
1,00 72 (27,7) | 23 (42,6) 18(33,3) 13(24,1) | 30(54,5) 17(30,9) 8(14.,5)
2,00 46 (17,7) | 13(40,6) 9(28,1) 10(31,3) | 19(57,6) 6(18.,2) 8(24,2)
3,00 44 (16,9) | 11 (30,6) 1541, 7) 10(27.8) | 26 (66,7) 12 (30.,8) 1(2,6)
4,00 24 (9,2) 5(23,8) 12(57,1) 4(19) 11 (52,4) 8(38,1) 2(9,5)
5 ou mais 20 (7,7) 6(35,3) 7(41,2) 4235 | 9(52,9) 4(23,5) 4(23,5)
p-valor 0,719 0,126

(%): frequéncia percentual; p-valor: destacados em negrito valores estatisticamente significantes em que p<0,05.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023
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Com relagdo aos resultados na Tabela 11, observa-se que para a variavel sexo (p=
0,001), conforme ocorre o aumento da faixa etaria o numero de individuos do sexo masculino
cresce ¢ as do sexo feminino decresce, além disso, na menor faixa etaria ¢ possivel observar
que o numero de mulheres ¢ maior quando comparado aos homens. Quando comparados para
a variavel de IMC (p= 0,031), identificou-se que os individuos eutréficos vao decrescendo
conforme o aumento da faixa etdria, enquanto sobrepeso e obesidade sdo crescentes conforme
o aumento da faixa etéria.

Ao analisar a variavel de hébitos tabagistas, nota-se que dentro do grupo de nao
fumantes, a prevaléncia de individuos mais jovens & superior aos individuos da faixa etaria
intermediaria e o triplo da maior faixa etaria (p> 0,001). Além disso, no grupo de fumantes, os
idosos apresentam maior prevaléncia quando comparados com os outros dois grupos
analisados. Com relagdo ao etilismo (p= 0,003), os individuos pertencentes ao grupo mais
jovem apresentaram uma maior incidéncia no consumo de alcool, quando comparados com os
demais grupos avaliados. As demais faixas etarias avaliadas de etilismo n3o apresentaram
diferencas relevantes para comparagao.

Avaliou-se a sintomatologia apresentada pelos pacientes. Observou-se que o grupo de
faixa etaria mais elevada apresentou um menor nimero total de sintomas quando comparado
com os demais grupos, assim como, obtiveram uma maior prevaléncia nas faixas de 2 a 5
sintomas, quando comparados com os demais grupos. Ademais, o grupo de faixa etaria mais
baixa apresentou um maior nimero de assintomaticos (p= 0,024).

Quantificou-se o nimero de comorbidades presentes nos individuos, os quais foram
classificados entre valores de 0 a 5 ou mais. Identificou-se que o grupo de maior faixa etaria
apresentou maior numero de multiplas comorbidades quando comparados aos demais grupos.
Além disso, o grupo de menor faixa etaria apresentou uma maior prevaléncia de individuos sem
comorbidades, e de nimeros mais baixos de comorbidades entre os grupos avaliados (p<
0,001). Para as variaveis de etnia e pratica de atividades fisicas, ndo foram encontrados valores

significantes.



Tabela 11. Relacdo entre faixa etaria e as varidveis sociodemograficas e epidemiologicas.
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Idade
Variaveis Total 201]-- 39 40 |-- 59 60 |--| 90
n (%) n (%) n (%) n (%)

Sexo
Feminino 125 (48,3) 64 (55,2) 31(26,7) 21 (18,1)
Masculino 134 (51,7) 42 (32,3) 54 (41,5) 34 (26,2)
P 0,001
Etnia
Branco 209 (86.4) 88 (42.7) 68 (33) 50 (24.,3)
Outros 33 (13,6) 18 (54,5) 10 (30,3) 5(15,2)
P 0,37
IMC
Eutréfico 62 (28,8) 39 (38,6) 12 (17,2) 9(21,4)
Sobrepeso 75 (34.,9) 30 (29.7) 29 (41,4) 16 (38,1)
Obeso 78 (36,3) 32 (31,7 29 (41.4) 17 (40.5)
P 0,031
Atividade Fisica
0 104 (68.4) 60 (58,3) 29 (28,2) 14 (13,6)
1 48 (31,6) 19 (40.4) 20 (42,6) 8(17)
P 0,119
Fumo
0 140 (66.4) 70 (50,7) 46 (33,3) 22 (15,9)
1 71 (33.6) 18 (25,7) 24 (34,3) 28 (40)
P <0,001
Alcool
0 77 (40,1) 24 (27,3) 32 (51,6) 21 (52.,5)
1 115 (59.,9) 64 (72,7) 30 (48.4) 19 (47.5)
P 0,003
N° de Sintomas
0 37 (14,2) 17 (16) 9(10,6) 1(1,8)
1 15 (5,8) 4 (3,8) 7(8,2) 3(5,5)
2 30(11,5) 9 (8,5) 8(9,4) 12 (21,8)
3 33 (12,7) 10 (9,4) 14 (16.5) 9(16,4)
4 32 (12,3) 12 (11,3) 9(10,6) 10 (18,2)
5 45 (17,3) 16 (15,1) 17 (20) 12 (21.8)
6 43 (16,5) 24 (22.,7) 14 (16.5) 5(9)
7 ou mais 25 (9.,6) 14 (13,2) 7 (8.,2) 3(5,5)
P 0,024
N° de Comorbidades
0 54 (20,8) 22 (20,8) 15 (17,7) 8 (14,6)
1 72 (27,7) 39 (36,7) 27 (31,8) 3(5,4)
2 46 (17.,7) 21 (19.8) 18 (21,2) 6(10,9)
3 44 (16,9) 13 (12,3) 11 (12.,8) 19 (34.6)
4 24 (9.,2) 4 (3,8) 8(9,4) 12 (21.8)
5 ou mais 20 (7,7) 7 (6,6) 6(7,1) 7(12,7)
P <0,001

(%): frequéncia percentual; p-valor: destacados em negrito valores estatisticamente significantes em que p<0,05.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.
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Com o objetivo de avaliar a interagdo entre a idade, os polimorfismos e os desfechos
clinicos de interesse, realizou-se a andlise de regressao logistica multivariada. Os resultados
obtidos estdo descritos nas Tabelas 12, 13, 14 e 15.

A Tabela 12 representa a analise entre a interagao do polimorfismo rs2736100, a idade
e a sintomatologia apresentada pelos pacientes durante o periodo de infeccao pela Covid-19.
Com relagdo a tosse seca, o polimorfismo apresentou associagao (pPpolimorfismo= 0,036) com o
desfecho clinico em destaque, em que os pacientes heterozigotos apresentaram uma maior
incidéncia desse sintoma quando comparados com os outros genotipos.

A andlise do desfecho clinico de cansago (pidade= 0,013), apresentou associagcdo com a
idade dos pacientes, onde o grupo de menor faixa etaria apresentou uma maior incidéncia de
cansaco quando comparados com o grupo intermediario. Ao mesmo tempo, o grupo de maior
faixa etaria ndo apresentou diferencas estatisticas entre os dois grupos.

A condicao clinica de dores e desconfortos apresentou uma associagdo com a idade e
0 polimorfismo (pinteracio= 0,047) em que o grupo com maior faixa etaria e com o genétipo CC,
apresentou uma menor taxa de prevaléncia dessa condi¢cao quando comparados com as demais
faixas etarias.

Com relagdo a dor de cabega, foi encontrado uma associacdo com a idade
(Pidade<0,001). Observou-se que o grupo de pacientes de menor faixa etaria apresentaram uma
maior de prevaléncia dessa condi¢do quando comparados com o grupo intermediario de idade.
Entretanto, essa associagdo deve ser vista com cautela devido a auséncia de individuos com a
condi¢do em uma das analises (individuos acima de 60 anos com o genotipo CC), que podem
justificar o resultado encontrado.

A perda de paladar ou olfato foi associada com a idade (pidade= 0,025) em que os
individuos com menor faixa etaria apresentaram uma maior prevaléncia da condi¢do quando
comparados com os individuos de maior faixa etaria. A faixa intermedidria nao apresentou
associacao entre os grupos analisados.

A condicdo de dispneia apresentou associacdo com a idade (pidade< 0,001), no qual as
trés faixas etarias foram divergentes entre si, sendo que o grupo mais jovem apresentou a menor
prevaléncia dessa condi¢do, enquanto o grupo mais velho a maior prevaléncia.

Os desfechos clinicos de febre, dor de garganta e diarreia ndo apresentaram valores

significativos para nenhuma das condicdes estabelecidas.



Tabela 12. Associagdo entre o polimorfismo rs2736100, idade e desfecho clinico através de regressdo logistica multivariada.
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rs2736100 Analise
Faixa etaria AA AC CcC Total Ppolimorfismo Didade PDinteragio
% [IC95%] % [1C95%] % [1C95%] % [1C95%]
Tosse Seca
20 |-- 39 50 [34,1; 65,9] 62,5 [37,9; 82,7] 55,6 [32,9; 76,4] 56,1 [43,5; 68] 0,036 0,685 0,541
40 |-- 59 501[29,1; 70,9] 75,8 [59,1; 87.8] 57,9 [35,6; 77,8] 61,8 [49,7; 72,7]
60 |--| 90 68,7 [43,9; 87,1] 80 [61,1;91,9] 40 [14,9; 70,3] 64 [48.9; 77,2]
Total 56,5a [44; 68,3] 73,2b [61,8; 82,6] 51,1a [36.,4; 65,7]
Febre
20 |-- 39 55,6 [39,3; 70,9] 56,3 [32,3; 78,1] 44,4 [23,6; 67,1] 52,1[39,7; 64,3] 0,132 0,286 0,097
40 |-- 59 55[33,5; 75,1] 66,7 [49,5; 80,9] 57,9 [35,6; 77,8] 59,9 [48; 71]
60 |--| 90 37,5[17,3; 62,1] 68 [48,3; 83,6] 90 [58.,8; 99] 68,3 [51,3; 82,1]
Total 49,3 [37,2; 61,5] 63,8 [51,9; 74,4] 67,3 [50,1; 81,4]
Cansaco
20 |-- 39 50 [34,1; 65,9] 62,5 [37,9; 82,7] 72,2 [48,9; 88,6] 61,9a [49,2; 73,4] 0,067 0,013 0,22
40 |-- 59 25[10,2; 46,9] 60,6 [43,5; 75,9] 26,3 [10,7; 48,9] 36,5b [25,3; 48,9]
60 |--| 90 43,8 [21,9; 67,7] 521[32,9; 70,6] 30[9; 61,5] 41,7ab [27,8; 56,7]
Total 39,1 [27,6; 51,6] 58,4 [46,4; 69,7] 42,5[27,9; 58,2]
Dores e Desconfortos
20 |-- 39 55,6 [39,3; 70,9] 50 [27; 73] 61,1a [38; 80,8] 55,6 [43,1; 67,6] 0,384 0,102 0,047
40 |-- 59 30 [13,5; 52,1] 57,6 [40,5; 73,3] 47,4a [26,4; 69,1] 44,7 [33,1; 56,8]
60 |--| 90 56,3 [32,3; 78,1] 44 [26; 63,4] 10b [1; 41,2] 33,5[19,3; 50,6]
Total 47 [34,9; 59.4] 50,5 [38,7; 62,3] 36,1 [21,2; 53,6]
Dor de Garganta
20 |-- 39 13,9 [5,5; 28,3] 251[9; 49,7] 33,3 [15,2; 56,7] 23,3 [14,1; 35] 0,432 0,278 0,603
40 |-- 59 20[7,1; 41,5] 18,2 [8; 34,1] 15,8 [4,6; 37,3] 17,9 [10,2; 28,5]
60 |--| 90 6,3 [0,6; 28,4] 20 [8,1; 38,9] 10[1; 41,2] 11,1 [4,2; 24]
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Total 12,4 [5,8; 23,1] 20,9 [12,7; 31,8] 18,3 [8,5; 33]

Diarreia

20 |-- 39 25[13,1;40,9] 43,8 [21,9; 67,7] 38,9 [19,2; 62] 35,5 [24,5; 48] 0,086 0,184 0,672
40 |-- 59 20[7,1; 41,5] 36,4 [21,6; 53,5] 15,8 [4,6; 37,3] 23,2 [14,2; 34,8]

60 |--| 90 2519; 49,7] 32[16,4;51,7] 10[1; 41,2] 21[10,4; 36,1]

Total 23,3 [14,2; 34,8] 37,3 [26,5; 49,2] 19,6 [9,4; 34,7]

Dor de Cabeca

20 |-- 39 50 [34,1; 65,9] 62,5[37,9; 82,7] 55,6 [32,9; 76,4] 56,1a [43,5; 68] 0,221 <0,001 0,454
40 |-- 59 25[10,2; 46,9] 39,4 [24,1; 56,5] 26,3 [10,7; 48,9] 30b [19,9; 41,8]

60 |--| 90 18,8 [5,5; 43] 12 [3,5; 29,5] 0 [0; 100] 0,2 [0; 100]

Total 30,1[19,5; 42,8] 35,4 [24; 48,2] 0,9 [0; 100]

Perda de Olfato ou Paladar

20 |-- 39 44,4 129,1; 60,7] 37,5[17,3; 62,1] 55,6 [32,9; 76,4] 45,8a [33,6; 58,3] 0,911 0,025 0,479
40 |-- 59 25[10,2; 46,9] 24,2 [12,2; 40,9] 36,8 [18,1; 59,5] 28,4ab [18,8; 40]

60 |--| 90 31,3[12,9; 56,1] 28 [13.,4;47,6] 10[1;41,2] 21,6b [10,9; 36,8]

Total 33,2 [22,5; 45,6] 29,719,9; 41,3] 31,1[17.4; 48,1]

Dispneia

20 |-- 39 33,3 [19,6; 49,7] 43,8 [21,9; 67,7] 38,9 [19,2; 62] 38,6a [27,2; 51,1] 0,414 <0,001 0,85
40 |-- 59 60 [38,1; 79,1] 72,7 [55,9; 85,6] 47,4 [26,4; 69,1] 60,4b [48,4; 71,5]

60 |--| 90 81,3 [57;94,5] 84 [65,7; 94,4] 80 [48,2; 95,8] 81,8¢ [68,5; 90,9]

Total 59,4 [46,2; 71,5] 68,5 [56,3; 78,9] 56,5 [40,6; 71,4]

(%): frequéncia percentual; IC95%: intervalo de 95% de confianga; p-valor: destacados em negrito valores estatisticamente significantes, considerando p<0,05.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.



52

A Tabela 13 representa a andlise entre a interagcdo do polimorfismo rs2853669, a idade
e a sintomatologia apresentada pelos pacientes durante o periodo de infeccao pela Covid-19.
Com relagdo a tosse seca, foi encontrada uma associagdo com a idade (pidgade= 0,043) em que os
individuos com idade intermediaria para o genotipo GG apresentaram uma maior prevaléncia
do que os outros dois grupos analisados. Entretanto, essa analise requer maiores observagoes,
pois essa associacdo pode estar relacionada com a questdo de que todos os individuos nesse
grupo em especifico apresentaram o desfecho, o que pode ter causado viés nos resultados
obtidos.

Com relacdo a dor de cabeca e perda de paladar ou olfato, também foi apresentado
uma associa¢do com a idade (pidade< 0,001) € (pidade< 0,013), respectivamente. Em ambos os
desfechos nao houve individuos representantes do grupo de maior faixa etaria e genotipo GG.
Dessa forma, esses dados podem ter sido enviesados pela falta de um niimero amostral nesses
grupos. Entretanto, para perda de paladar ou olfato, houve uma associacdo significativa entre
as faixas etarias restantes, em que a menor faixa etaria apresentou uma maior prevaléncia do
sintoma quando comparada com a faixa etaria intermediaria.

A andlise do desfecho clinico de dispneia, apresentou associagdo com a idade dos
pacientes (pidade< 0,001), em que houve diferengas entre as trés faixas etarias. Em que os dados
sugerem que hd uma prevaléncia crescente do sintoma conforme o aumento da faixa etaria.
Entretanto, mais uma vez, essa associacao pode estar enviesada, pois todos os individuos da
maior faixa etaria e para gendtipo GG apresentaram o sintoma estabelecido.

Apesar dos dados acima terem apresentado associagdes, sd0 necessdrias maiores
investigagoes para estabelecer resultados mais assertivos. Além disso, os desfechos clinicos de
febre, cansago, dores e desconfortos, dor de garganta e diarreia ndo apresentaram valores

significativos para nenhuma das condicdes estabelecidas.



Tabela 13. Associagdo entre o polimorfismo rs2853669, idade e desfecho clinico através de regressao logistica multivariada.
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rs2853669 Analise
Faixa etaria AA AG GG Total Ppolimorfismo Didade Dinteragio
% [1C95%] % [1C95%] % [1C95%] % [1C95%]
Tosse Seca
20 |-- 39 50 [34,9; 65,1] 72,2 [48,9; 88,6] 38,5[16,2; 65,5] 53,9 [40,7; 66,8] 0,149 0,043 0,05
40 |-- 59 58,1[43,2; 72] 63,6 [42,6; 81,2] 100 [0; 100] 99,1 [0; 100]
60 |--| 90 63,6 [46,5; 78,4] 75[50,3; 91] 50[11; 89] 63,3 [44,2; 79,7]
Total 57,3 [48,1; 66,2] 70,5 [57.,4; 81,3] 98,1 [0; 100]
Febre
20 |-- 39 551[39,6; 69,7] 61,1 [38; 80,8] 38,5[16,2; 65,5] 51,5 [38,5; 64,3] 0,323 0,08 0,453
40 |-- 59 58,1[43,2; 72] 72,7[51,8; 87,8] 85,7 [46,8; 98,7] 73,4 [57,2; 85,8]
60 |--| 90 57,6 [40,5; 73,3] 68,7 [43.,9; 87,1] 75 [25,4; 97,8] 67,4 [47,5; 83,3]
Total 56,9 [47,7; 65,7] 67,7 [54,5; 78,9] 68,5 [44,1; 86,7]
Cansaco
20 |-- 39 551[39,6; 69,7] 61,1 [38; 80,8] 76,9 [49,3; 93,2] 64,9 [51,5; 76,6] 0,125 0,102 0,485
40 |-- 59 32,6 [20; 47,5] 54,5 [34,1; 73,9] 71,4 [33,8;93,9] 53[37,5; 68,1]
60 |--| 90 39,4 [24,1; 56,5] 56,3 [32,3; 78,1] 25[2,2; 74,6] 39,7 [22; 59,8]
Total 42,1 [33,3;51,4] 57,3 [44,1; 69,8] 58,3 [34,5; 79,3]
Dores e Desconfortos
20 |-- 39 551[39,6; 69,7] 72,2 [48.,9; 88,6] 46,2 [21,8; 72,1] 58,2 [45; 70,5] 0,622 0,162 0,412
40 |-- 59 44,2 [30,1; 59,1] 45,5 [26,1; 65,9] 71,4 [33,8;93,9] 54,1 [38,6; 68,9]
60 |--| 90 39,4 [24,1; 56,5] 43,8 [21,9; 67,7] 25[2,2; 74,6] 35,7 [19; 55,7]
Total 46,2 [37,2; 55.,4] 54,2 [40.8; 67,2] 47,3 [25,3; 70,2]
Dor de Garganta
20 |-- 39 15[6,5; 28,7] 33,3 [15,2; 56,7] 38,5 [16,2; 65,5] 27,9 [17,6; 40,4] 0,083 0,107 0,512
40 |-- 59 16,3 [7,6; 29,6] 22,719,2; 43,4] 14,3 [1,3; 53,2] 17,5[8,3; 31,6]
60 |--| 90 9,1[2,7; 23,1] 25[9; 49,7] 0 [0; 100] 0,2 [0; 100]



13,2 [7,9; 20,5]

26,8 [16,5; 39,7]

0,4 [0; 100]
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27,5 [15.,6; 42,7]
30,2 [18,1; 45,1]
24,2 [12,2; 40,9]
27,3 [19,7; 36]

55,6 [32,9; 76,4]
22,7 19,2; 43.,4]
25 [9; 49,7]
33,4 [21,8; 47]

38,5 [16,2; 65,5]
28,6 [6,1; 66,2]
25[2.,2; 74,6]
30,5 [13,3; 53,5]

40,1 [28; 53.2]
27,1[15,5; 41,8]
24,7 [11,4; 43,6]

0,719

0,247

0,427

55[39,6; 69,7]
27,9 [16,2; 42,6]
15,2 [6; 30,5]
31 [22,6; 40,4]

55,6 [32,9; 76,4]
40,9 [22,4; 61,7]
6,3 [0,6; 28.4]
29,4 [17; 45]

53,8 [27.,9; 78,2]
28,6 [6,1; 66,2]
0 [0; 100]

1 [0; 100]

54,8 [41,9; 67,2]
32,3 [19,6; 47,4]
0,1 [0; 100]

0,622

<0,001

0,6

Perda de Olfato ou Paladar

42,5[28,1; 58]
18,6 [9,2; 32,3]

24,2 [12,2; 40,9]
27,6 [20; 36,5]

50 [28,1; 71,9]

36,4 [18,8; 57,4]

31,3 [12,9; 56,1]
39 [26,8; 52.4]

46,2 [21,8; 72,1]
28,6 [6,1; 66,2]
0 [0; 100]
0,8 [0; 100]

46,2a [33,7; 59,1]
27,3b [15,8; 42]
0,5 [0; 100]

0,176

0,013

0,568

Total
Diarreia
20 |-- 39
40 |-- 59
60 |--| 90
Total
Dor de Cabeca
20 |-- 39
40 |-- 59
60 |--| 90
Total

20 |-- 39
40 |-- 59
60 |--| 90
Total
Dispneia
20 |-- 39
40 |-- 59
60 |--| 90
Total

40 [25,9; 55,6]
65,1 [50,1; 78]
81,8 [65.,9; 92]
63,6 [54; 72,4]

50 [28,1; 71,9]
63,6 [42,6; 81,2]
81,3 [57; 94,5]
66 [52,3; 77.8]

7,7 [0,8; 33,6]
42,9 [13,3; 77,5]
100 [0; 100]
95 [0; 100]

28,8a [16,7; 44]
57,4b [42,3; 71,5]
99,7 [0; 100]

0,946

<0,001

0,222

(%): frequéncia percentual; IC95%: intervalo de 95% de confianga; p-valor: destacados em negrito valores estatisticamente significantes, considerando p<0,05.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.
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A Tabela 14 representa a andlise entre a interagdo do polimorfismo rs2736100, a idade
e as comorbidades apresentadas pelos pacientes. Com relagdo a presenca de quaisquer
comorbidades, encontrou-se uma associagao com a faixa etaria (pigade< 0,001), em que os dados
sugerem que ha uma prevaléncia crescente de comorbidades clinicas conforme o aumento da
faixa etaria.

Para hipertensdo e diabetes foram encontradas associacdes com a faixa etaria dos
individuos (pidade< 0,001). Em ambos os casos, foram apresentadas diferencas entre as trés
classes etarias, tendo em vista que os mais jovens apresentaram menor prevaléncia dessas
condi¢des, enquanto os idosos as maiores. Além disso, todos os individuos que compdem o
grupo de diabetes para a menor faixa etdria e com gendtipo CC, ndo apresentaram essa
comorbidade, o que pode ter causado viés nos dados. Entretanto, por ser um grupo jovem, a
auséncia de diabetes ¢ um dado esperado, tendo em vista que essa condigdo ¢ descrita na
literatura como prevalente em grupos de maior faixa etaria.

Para a analise do histérico de gripes ou resfriados, assim como para cardiopatias,
houve associagdes com a faixa etaria dos individuos (pidade< 0,001). Para os quadros de gripes
ou resfriados, observou-se que o grupo mais jovem apresentou uma maior prevaléncia, quando
comparados com os outros dois grupos. Para cardiopatias, a maior faixa etria, apresentou uma
maior prevaléncia quando comparados com os demais grupos analisados.

As condi¢oes de dislipidemias (alteracdes de colesterol e triglicerideos), doengas
pulmonares (asma, enfisema, DPOC, etc) e obesidade, ndo apresentaram associagdes
estatisticas significativas.

Os desfechos clinicos de doenga arterial coronariana, aneurismas ou AVC,
coagulopatias, infecgdes sexualmente transmissiveis, parasitoses, cancer, doencas autoimunes
e alteragdes hormonais, ndo foram apresentadas nesta tabela, pois ndo atingiram um valor
amostral em multiplos grupos, decorrentes das subdivisdes realizadas, fazendo com que a

analise nao obtivesse poder estatistico.



Tabela 14. Associagdo entre o polimorfismo rs2736100, idade e comorbidades clinicas através de regressao logistica multivariada.
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rs2736100 Analise
Faixa etaria AA AC CcC Total Ppolimorfismo Didade Dinteragio
% [IC95%] % [IC95%] % [IC95%] % [IC95%]
Comorbidades
20 |-- 39 22,2 [11,1;37,9] 43,8 [21,9; 67,7] 33,3 [15,2; 56,7] 32,6a [21,9; 45] 0,902 <0,001 0,238
40 |-- 59 501[29,1; 70,9] 66,7 [49,5; 80,9] 63,2 [40,5; 81,9] 60,1b [48,1; 71,2]
60 |--| 90 93,7 [71,6; 99.,4] 76 [56,7; 89,3] 90 [58.,8; 99] 88c [74,7; 95,4]
Total 60,1 [44,3; 74,4] 62,8 [50,7; 73,8] 65,4 [47,9; 80,1]
Colesterol ou Triglicerideos Alto
20 |-- 39 11,1 [3,9; 24,9] 6,3 [0,6; 28.,4] 16,7 [4,9; 39] 10,7 [4,7; 21] 0,675 0,926 0,627
40 |-- 59 510,5; 23,6] 12,1 [4,3; 26,9] 21,1 [7,5; 43,3] 11,4 [5.,2;21,5]
60 |--| 90 18,8 [5,5; 43] 12 [3,5; 29,5] 10[1; 41,2] 13,3 [5,6; 26,1]
Total 10,5 [4,6; 20,6] 9,8 [4,3; 19,3] 15,4 [6,8; 29,2]
Hipertensao
20 |-- 39 13,9 [5,5; 28,3] 6,3 [0,6; 28,4] 5,6 [0,6; 25,8] 8a [3; 17,8] 0,528 <0,001 0,551
40 |-- 59 25[10,2; 46,9] 42,4 [26,7; 59,5] 31,6 [14,3; 54,3] 32,7b [22,3; 44,7]
60 |--| 90 81,3 [57; 94,5] 76 [56,7; 89,3] 60 [29,7; 85,1] 73,1c [58,7; 84.,4]
Total 38,6 [26; 52,5] 36,7 [23,1; 52,2] 27,2 [14,5; 43,9]
Diabetes
20 |-- 39 2,8 10,3; 14,2] 6,3 [0,6; 28,4] 0 [0; 100] 0 [0; 100] 0,233 <0,001 0,292
40 |-- 59 510,5; 23,6] 21,2 [10; 37,5] 5,3 [0,5; 24,7] 8,8a [3.4; 18,7]
60 |--| 90 56,3 [32,3; 78,1] 40 [22,7; 59,6] 40 [14,9; 70,3] 45,4b [31,3; 60,1]
Total 12,8 [5,5; 25,2] 19,4 [10,4; 32] 0,3 [0; 100]
Doenca Pulmonar (Asma, Enfisema, DPOC, etc)
20 |-- 39 5,6 [1,2;17,7] 12,5 [2,6; 35,8] 11,1[2,3; 32,5] 9,3 [4; 18,6] 0,641 0,854 0,95
40 |-- 59 510,5; 23,6] 9,11[2,7;23,1] 10,5 [2,2; 31] 7,9 [3,2; 16,7]
60 |--| 90 6,2 [0,6; 28.,4] 410,4; 19,5] 10[1; 41,2] 6,4[1,9;16,9]



5,6 [1,8; 13,7]

7,9 [3,2; 16,6]

10,5 [4; 22,7]
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62,5 [45,1; 77,7]
33,3 [15,2; 56,7]
6,7 [0,7; 30]
29,5[17,2; 44,9]

58,3 [30,7; 82,3]
11,1 [3,2; 27,6]
15,8 [4,6; 37,3]

25,1 [14.,4; 38,9]

77,8 [54,8; 92,1]
43,8 [21,9; 67,7]
28,6 [6,1; 66,2]
50,6 [33,4; 67,6]

66,7a [53,1; 78,4] 0,064
27,3b [16,9; 40,2]
15,3b [6,2; 30,5]

<0,001 0,504

22,2 [11,1;37,9]
30 [13,5; 52,1]
25 [9; 49,7]
25,6 [16,2; 37,3]

31,3 [12,9; 56,1]
39,4 [24,1; 56,5]
24 [10,7; 43,3]
31,3 [21,1; 43,1]

27,8 [11,4; 51,1]
36,8 [18,1; 59,5]
10 [1; 41,2]
23,1 [11,8; 38,8]

27[17,2; 38,9] 0,623
35,3 [24,7; 47,3]
18,7 [9; 33,2]

0,165 0,852

46,2 [21,8; 72,1]
35,3 [16,1; 59,3]
87,5 [64,2; 97,4]

Total

Gripe ou Resfriado
20 |-- 39

40 |-- 59

60 |--| 90
Total
Obesidade
20 |-- 39

40 |-- 59

60 |--| 90
Total
Cardiopatia
20 |-- 39

40 |-- 59

60 |--| 90
Total

58,9 [43; 73,5]

25[5,3; 60,6]
48,1 [30,2; 66,5]
79,2 [59,7; 91,6]
51,2 [35,6; 66,6]

25[2,2; 74,6]
42,9 [20; 68,5]
70 [38,5; 91]
45,6 [24,9; 67,6]

31,5a [14,2; 54,3] 0,604
42a [29,5; 55,5]
79,6b [65,8; 89,5]

<0,001 0,632

(%): frequéncia percentual; IC95%: intervalo de 95% de confianga; p-valor: destacados em negrito valores estatisticamente significantes, considerando p<0,05.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.
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A Tabela 15 representa a andlise entre a interagcdo do polimorfismo rs2853669, a idade
e as comorbidades apresentadas pelos pacientes. Com relacdo a presenga de quaisquer
comorbidades (pidade< 0,001), hipertensao (pidade< 0,001), diabetes (pidade< 0,001) e cardiopatias
(pidade= 0,017) houve associa¢des com a faixa etaria dos individuos.

Nos desfechos clinicos citados acima, os grupos de menores faixas etarias foram
associadas a menor prevaléncia dessas condi¢des, enquanto os grupos de maiores faixas etarias
foram associados as maiores prevaléncias. Dentro do grupo considerando quaisquer
comorbidades, os individuos da faixa etaria mais alta e com gendtipo GG, 100% dos individuos
apresentaram a condi¢do observada, o que pode ter gerado viés nessa analise. Por outro lado, o
grupo mais jovem e com gendtipo GG para o desfecho clinico de diabetes, apresentou auséncia
de individuos com essa condi¢do, que por sua vez podem estar relacionados aos valores de
associagao encontrados.

Com relagdo as doengas pulmonares, foram encontradas associa¢des na intera¢ao entre
aidade, o polimorfismo e o desfecho clinico (pinteracio= 0,043). Observou-se que houve auséncia
de individuos representativos para o grupo de faixa intermediaria que possuem o genétipo AG,
que poderiam justificar a associagdo encontrada nessa analise.

Para a anélise do historico de gripes ou resfriados, houve associagdes com a faixa etdria
dos individuos (pidade< 0,001). Analisou-se que o grupo mais jovem apresentou uma maior
prevaléncia, quando comparados com os outros dois grupos. Entretanto, para o grupo de maior
faixa etaria e que possuiam o genotipo GG, ndo houve individuos representativos para essa
condicao.

Os desfechos clinicos de doenga arterial coronariana, dislipidemias, aneurismas ou
AVC, coagulopatias, infeccdes sexualmente transmissiveis, parasitoses, cancer, doencas
autoimunes e alteragdes hormonais, ndo foram apresentadas nesta tabela, pois ndo atingiram
um valor amostral em multiplos grupos, decorrentes das subdivisdes realizadas, fazendo com

que a analise nao obtivesse poder estatistico.



Tabela 15. Associagdo entre o polimorfismo rs2853669, idade e comorbidades clinicas através de regressao logistica multivariada.

59

1s2853669 Analise
Faixa etaria AA AG GG Total Ppolimorfismo Didade Dinteragio
% [IC95%] % [IC95%] % [IC95%] % [IC95%]
Comorbidades
20 |-- 39 30[17,5; 45,4] 27,8 [11,4; 51,1] 15,4 [3,2; 42,4] 23,8a [14; 36,6] 0,731 <0,001 0,43
40 |-- 59 60,5 [45,5; 74] 68,2 [47,1; 84,6] 57,1 [22,5; 86,7] 62b [47; 75,4]
60 |--| 90 87,9 [73,1; 95,7] 75 [50,3; 91] 100 [0; 100] 99,7 [0; 100]
Total 61,9 [51,7;71,4] 57,4 [43,3; 70,5] 97,1 [0; 100]
Hipertensao
20 |-- 39 10 [3,5; 22,6] 5,6 [0,6; 25,8] 7,7 [0,8; 33,6] 7,6a [2,7; 17,3] 0,781 <0,001 0,917
40 |-- 59 32,6 [20; 47,5] 36,4 [18,8; 57,4] 42,9 [13,3; 77,5] 37,2b [23,9; 52,2]
60 |--| 90 78,8 [62,5; 90] 68,8 [43,9; 87,1] 75 [25.,4; 97,8] 74,3¢ [55,4; 88|
Total 37,8 [28; 48,4] 31,4 [18,3;47,4] 37,8 [17,1; 62,8]
Diabetes
20 |-- 39 2,510,3; 12,9] 5,6 [0,6; 25,8] 0 [0; 100] 0 [0; 100] 0,611 <0,001 0,579
40 |-- 59 11,6 [4,6; 24,1] 13,6 [4; 33] 28,6 [6,1; 66,2] 17,1a [8,4; 30]
60 |--| 90 45,5[29,4; 62,3] 50 [27; 73] 25[2,2;74,6] 39,6b [22; 59,8]
Total 13,8 [7,5; 23] 18,5[9,2; 32,2] 0,5[0; 100]
Doenca Pulmonar (Asma, Enfisema, DPOC, etc)
20 |-- 39 2,510,3; 12,9] 22,2 [7,9; 45,2] 7,7 10,8; 33,6] 8,3 [3,1; 18,4] 0,083 0,774 0,043
40 |-- 59 7 125 18,2] 0 [0; 100] 28,6 [6,1; 66,2] 0,2 [0; 100]
60 |--| 90 310,35 15,3] 6,3 [0,6; 28,4] 25 12,25 74,6] 8,7[2,4;22,9]
Total 3,8[1,4;9,1] 0,2 [0; 100] 18,7 [6,2; 40,4]
Gripe ou Resfriado
20 |-- 39 57,6 [40,5; 73,3] 68,8 [43,9; 87,1] 84,6 [57,6; 96,8] 71,5a [57,5; 82,7] 0,967 <0,001 0,599
40 |-- 59 23,7[12,4; 39] 31,3[12,9; 56,1] 28,6 [6,1; 66,2] 27,7b [15,7; 43,2]
60 |--| 90 17,2 [6,9; 34,2] 8,3 [0,8; 35,8] 0 [0; 100] 0,2 [0; 100]



Total

31,2 [22,3; 41,4]

32,2 [18; 49,8]

2,1 [0; 100]

60

Obesidade
20 |-- 39
40 |-- 59
60 |--| 90
Total

25 [13,6; 40]

32,6 [20; 47,5]

18,2 [8; 34,1]
24,9 [17,6; 33,5]

22,2 [7.9; 45,2]
50 [30; 70]
25[9; 49,7]

31,6 [20,2; 45]

15,4 [3,2; 42,4]
28,6 [6,1; 66,2]
25[2,2; 74,6]
22,6 [8,5; 44,6]

20,6 [11,6; 32,9]
36,7 [23,2; 52,2]
22,6 [10,1; 41]

0,615

0,199

0,836

Cardiopatia
20 |-- 39

40 |-- 59

60 |--| 90
Total

26,7 [9,6; 52,3]
43,2 [28,2; 59,3]
87,5 [72,4; 95,6]
54,7 [41,9; 67,1]

37,5 [11,4; 71,4]
41,2 [20,5; 64,7]
68,8 [43,9; 87,1]
49,3 [33,2; 65,5]

50 [4,1; 95,9]
60 [19,5; 91,4]
75 [25,4; 97.8]
62,1 [30,5; 87]

37,7a [15,8; 64,6]
48,1a [31,2; 65,4]
78b [59,6; 90,3]

0,753

0,017

0,613

(%): frequéncia percentual; IC95%: intervalo de 95% de confianga; p-valor: destacados em negrito valores estatisticamente significantes, considerando p<0,05.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.
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6 DISCUSSAO

6.1 VARIAVEIS SOCIODEMOGRAFICAS E EPIDEMIOLOGICAS

O virus SARS-CoV-2 ¢ caracterizado por sua capacidade de afetar primordialmente as
vias aéreas superiores e inferiores. Entretanto, devido a complexa fisiopatologia, os demais
sistemas organicos podem ser afetados e danos irreparaveis podem ser causados (PARIS et al.,
2021). Além disso, diversos fatores de risco podem influenciar nas gravidades clinicas da
doenga, entre elas a presenca de condigdes médicas preexistentes, 0 comprometimento do
sistema imunologico, ser do sexo masculino, fatores genéticos e a idade avangada (ZHANG, J.
jinet al., 2023).

Diante desse contexto, foram avaliadas varidveis sociodemograficas e epidemiologicas
de forma isolada, para que fosse possivel identificar possiveis interagdes entre estas e a doenga.
Alinhado com nossos dados, uma meta-anéalise proposta por, ROMERO STARKE et al., 2021,
demonstrou que hd um risco aumentado de mortalidade por Covid-19 e taxa de hospitalizacao
de 5,7% e 3,4% respectivamente, a cada aumento de um ano na idade. Ao mesmo tempo, nossos
dados sugerem que os pacientes hospitalizados apresentaram idade média de 53 anos, enquanto
os nao hospitalizados de 37 anos (p< 0,0001). O aumento da gravidade de acordo com a faixa
etaria pode estar relacionado com a reduc¢do da imunovigilancia do organismo, o que pode
contribuir para quadros da Covid-19 desproporcionalmente mais graves € a uma maior taxa de
letalidade (WITKOWSKI; FULOP; BRYL, 2022).

Estudos preliminares demonstraram que o género pode ser um determinante
importante, tendo em vista que o sexo masculino apresenta piores quadros clinicos da doenca.
Nosso estudo se mostrou alinhado aos resultados obtidos na literatura, tendo em vista que o
sexo feminino apresentou menores indices de hospitalizagdo quando comparados aos homens.
STATSENKO, 2022 e colaboradores demonstraram que homens necessitaram de mais
tratamento intenso para todas as idades, quando comparados as mulheres. Além disso, foram
propensos a terem a gravidade da doenga como moderada ou acima. Nesse mesmo estudo foi
observado que o parénquima pulmonar do grupo de homens apresentava mais lesdes quando
comparado as mulheres, o que poderia ser uma justificativa para o género masculino ser um
fator de risco para a condicao.

Diversos fatores podem estar relacionados as diferengas observadas entre os sexos,
sendo considerados de maior risco para os homens, como, redugdo imunologica devido a

componentes hormonais; estilos de vida que aumentam a predisposi¢do ao risco de infecg¢do
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(GAO et al., 2021); niveis séricos normais de testosterona que podem promover a entrada viral
nas células hospedeiras e facilitar a disseminagdo sistémica do virus (LISCO et al., 2021;
PAPADOPOULOS; LI; SAMPLASKI, 2021); menores produgdes de anticorpos e atrasos na
depuracao viral; maior risco de tempestade de citocinas; e maiores frequéncias de doengas
subjacentes (PRADHAN; OLSSON, 2020).

Fatores ambientais podem desempenhar um papel fundamental em desfechos clinicos
especificos para a Covid-19. Dentre os de maior relevancia destacam-se a pratica de atividades
fisicas; habitos alimentares e tabagistas; e etilismo. Estes, por sua vez, podem estar relacionados
diretamente com a resiliéncia do organismo frente a infec¢ao viral, contribuindo na modulagao
do sistema imunologico (ZHANG, J. jin et al., 2023). Os dados obtidos neste estudo nao
apresentaram associagdo estatistica para a pratica de atividades fisicas e alimentagao.
Entretanto, habitos tabagistas foram mais prevalentes em pacientes hospitalizados com Covid-
19 (p=0,034), sendo corroborado com os dados propostos por meta-analises, em que as taxas
de hospitalizagdo, gravidade e mortalidade tiveram um crescimento de 30 a 50% entre os
pacientes fumantes (DESSIE; ZEWOTIR, 2021; REDDY et al.,2021). Uma possivel atribui¢ao
desse aumento, pode ser identificado pela indugao de alteragcdes mecanicas e estruturais no trato
respiratorio e de alteragdes das respostas imunologicas mediadas por células humorais,
causadas pelo consumo do cigarro (GALLUS et al., 2023).

Além disso, apesar do aumento crescente no consumo de alcool durante o periodo
pandémico (QUEIROGA et al., 2021), os dados apresentados na literatura sdo inconsistentes
quanto as possiveis relagcdes entre esse consumo e a Covid-19. Os trabalhos propostos por
ZHONG, Rui et al., 2021 e LIU, M. et al., 2020, nao apresentaram significancia entre uso de
alcool e as gravidades da Covid-19. Entretanto, BHALLA ef al., 2021, demonstrou que
pacientes que fizeram uso da substancia tiveram uma maior chance de desenvolverem formas
mais graves da doenca, pois o alcool a ser exalado pelos pulmdes poderia prejudicar sua funcao
e aumentar os niveis de toxicidade do organismo, além de comprometer a resposta do sistema
imunoldgico, o que poderia justificar um quadro clinico mais grave nesses pacientes. Apesar
dos dados expostos, nosso estudo sugere que o consumo de alcool foi mais prevalente em
pacientes ndo hospitalizados (p= 0,0001). Entretanto, esses dados precisam ser avaliados com
cautela, pois os maiores consumidores de alcool neste estudo eram majoritariamente individuos
entre 20 e 40 anos, considerado um grupo jovem o que pode causar viés nesses resultados.

A presenca de comorbidades clinicas ¢ outro aspecto relevante que pode levar ao
agravo da infecg¢do. Apesar de doencas subjacentes estarem associadas ao aumento da faixa

etaria, estudos avaliando coortes clinicas demonstraram que pacientes jovens que apresentam
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comorbidades clinicas apresentaram maiores chances de desenvolver as gravidades mais
severas da Covid-19 quando comparados com pacientes que nao as apresentaram (TSANKOV
etal.,2021).

Uma meta-analise proposta por CHENCHULA et al., 2023, avaliou a prevaléncia de
comorbidades em pelo menos 105 milhdes de pacientes com Covid-19 espalhados pelo globo.
Entre as principais comorbidades associadas aos piores prognosticos da doenga estdo:
hipertensao, obesidade, diabetes ¢ doencas pulmonares, como asma. Nossos dados vao ao
encontro deste estudo, tendo em vista que o grupo de pacientes hospitalizados apresentou uma
maior prevaléncia de hipertensao (p= 0,0001); diabetes (p=0,0001) e obesidade (p=0,05). Para
0s problemas respiratorios ndo foram encontrados valores de associago significativas em nossa
analise. Além disso, CHENCHULA et al., 2023 demonstrou que essas condi¢des pré-existentes
sdo mais prevalentes na América do Sul do que em outros continentes, excetuando os problemas
respiratorios, que sao mais comumente identificados na Europa e América do Norte.

Em pacientes com diabetes, as causas associadas a hiperglicemia parecem
desempenhar um papel chave na alteracdo de processos imunoldgicos e inflamatodrios,
predispondo os pacientes a Covid-19 grave e potencialmente fatal (YANG, Jing; et al., 2020).
Além disso, a obesidade foi associada a alteragdes na distribuicdo e quantidade de células de
defesa nos tecidos adiposos, apresentando reducdo de células T reguladores (Treg), células Th2
e macrofagos M2, resultando em uma diminuic¢do substancial nas cé€lulas, particularmente em
macrofagos M1 e aumento crescente nas células T CD8+, de maneira analoga a condig¢des
autoimunes. Dessa forma, o excesso de peso demonstra impactar diretamente o sistema
imunologico e as funcdes celulares (BADAWI; GWAN, 2020). De maneira geral, a hipertensao
esta ligada a lesdes no endotélio vascular, disfuncdes no sistema hemostatico, estados de pro-
inflamagdo cronica, que podem resultar em um aumento da tempestade de citocinas e causar
impactos nos quadros clinicos da Covid-19 (MAHAMAT-SALEH et al., 2021).

Apesar das comorbidades apresentarem uma relagdo direta com a gravidade dos
quadros clinicos entre os pacientes, a sintomatologia também deve ser avaliada, tendo em vista
que o diagnostico da doenca ¢ primordialmente investigado através destes. Embora alguns
sintomas sejam mais bem esclarecidos para a Covid-19, diversos estudos epidemioldgicos
demonstraram que a infeccdo pelo SARS-CoV-2 pode resultar em uma ampla gama de
desfechos clinicos. Estes, por sua vez, podem variar desde pacientes assintomaticos a pacientes
que podem apresentar pelo menos um dentre 50 sintomas descritos durante o periodo de
infec¢do ou pos-infecgdo viral. Essa heterogeneidade clinica torna o diagnostico precoce da

doenca complexo e mais dificil de ser realizado (LOPEZ-LEON et al., 2021).
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Dentro desse contexto, nossos dados vao ao encontro do proposto por BURKE et al.,
2020, o qual avaliou uma populacao americana, em que febre e dispneia foram prevalentes no
grupo de hospitalizados, enquanto cansago, perda de paladar ou olfato, dor de garganta e dor de
cabeca, foram mais comumente identificados no grupo de ndo hospitalizados, além disso a
diarreia foi prevalente nos pacientes ndo hospitalizados, embora em nossos dados a associagao
a esse sintoma ndo se mostrou significativa. Uma analise realizada na populagdo chinesa por
TIAN et al., 2020, demonstrou que os sintomas de febre e tosse seca foram mais prevalente no
grupo de ndo hospitalizados, indo de encontro aos nossos resultados. Entretanto o sintoma de
dispneia foi avaliado como um sintoma mais prevalente nos pacientes hospitalizados, sendo
semelhante ao encontrado neste trabalho. A heterogeneidade desses sintomas pode estar
relacionada diretamente com a populacdo analisada, tendo em vista que diferentes fatores
ambientais e genéticos podem atuar na sua modulacdo (MAGESH et al., 2021), o que poderia

justificar as divergéncias encontradas entre os grupos.

6.2  VARIAVEIS CLINICAS E POLIMORFISMOS GENETICOS

Foram avaliados polimorfismos genéticos no gene TERT, tendo em vista que esse gene
interage com sinais intra ou extracelulares, € pode modificar a expressao de diversos genes alvo,
que atuam na defesa do organismo, como vias inflamatodrias, reparo do DNA, apoptose e
estresse oxidativo. Alteragdes nesse gene podem estar relacionados a ampla gama de sintomas
apresentados pela Covid-19 (ROMANIUK et al., 2019).

Ambos os polimorfismos avaliados, foram associados a outras doencas respiratorias
como cancer de pulmao para o alelors273100*C (HU et al., 2011) e fibrose pulmonar idiopatica
para 1s2736100*A (ARIMURA-OMORI et al., 2020), além de condigdes clinicas que podem
ser compartilhadas com a Covid-19, como diabetes para o alelo 1s2853669*G (GUTMAJSTER
et al., 2018) e aterosclerose para rs2736100*C (FENG; NIAN; ZHANG, 2014). Entretanto os
resultados encontrados dependem da populagao analisada e do polimorfismo analisado. Além
disso, até o presente momento, os polimorfismos elencados ndo foram avaliados para a Covid-
19.

Um estudo proposto por DONG et al., 2021 demonstrou que a variante rs2853669
confere risco de cancer de prostata. A variagdo depende da populacdo analisada, de forma que
o alelo G se mostrou como de risco em caucasianos, enquanto em chineses foi o alelo A. As
investigagdes funcionais demonstraram que a ligagao especifica de MYC e E2F'] nesta variante,

esta associado a niveis elevados de TERT na doenca. Esta relagdo se da através de estimulacdes
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androgénicas promoverem a ligagdo do MYC ao alelo A, ativando TERT, enquanto as privagdes
hormonais aumentaram a ligacdo do E2F'I no alelo G, regulando positivamente a expressao de
TERT. Os dados clinicos apresentados apresentaram efeitos sinérgicos da expressao de
MYC/E2F1/TERT ou com o gendtipo GG ou AA no prognostico e gravidade da doenga. Além
disso, a andlise realizada por ACHEAMPONG et al., 2020 demonstrou que o aumento de
hormdnios androgénicos confere uma superativagao de células do sistema imune, € uma grave
inflamacao, o que predispde os homens a um maior risco de desenvolverem a Covid-19 severa.

Os estudos citados acima, demonstram uma possivel associagdo entre fatores
hormonais e a regulacdo génica, ao mesmo tempo nosso estudo encontrou uma relagdo, em que
o alelo G foi associado a pacientes que tiveram uma maior prevaléncia de alteragdes hormonais
(p=0,004). Além disso, os homens foram associados com uma maior taxa de hospitalizagao,
quando comparados as mulheres, o que poderia indicar que essas alteragdes hormonais,
poderiam estar ligados ao sexo masculino, entretanto, maiores investigacdes a respeito da
expressao hormonal nesses pacientes precisam ser realizadas para que se possa concretizar essa
relacdo.

A aterosclerose ¢ a causa mais comum no desenvolvimento de quadros mais graves
para acidentes vasculares cerebrais, aneurismas, derrames e tromboses, além de estar
relacionada a maiores riscos de Obito nos pacientes com essa condi¢do prévia (HARBOE-
GONCALVES; VAZ; BUZZI, 2005; JULIA MACHLINE-CARRION, 2021). A analise
realizada por ZHANG, W. et al., 2012, demonstrou que o alelo rs2853669°G esta associado a
um risco elevado no desenvolvimento da aterosclerose. Apesar de o envelhecimento ser um
fator de risco importante para essa condi¢do, o trabalho citado anteriormente demonstra que
esse polimorfismo estd associado a um risco aumentado da doenga, independente dos fatores
de risco vasculares convencionais. Além disso, os resultados apresentados, sdo apoiados por
uma anélise funcional de que o haplotipo (entre rs2853669°G e 1s2735940°G) afeta a
capacidade de transcri¢ao do gene TERT a partir da intera¢dao deste com outros genes alvo (MYC
e ETS2).

Nesse contexto, apesar do presente estudo ndo avaliar a aterosclerose em si, foram
avaliadas causas compartilhadas por essa condi¢do, em que foram obtidas associagdes entre o
alelo rs2853669*G e uma maior prevaléncia de quadros de aneurisma, derrames e AVC (p=
0,026). Além disso, esse mesmo alelo foi associado como um fator de risco para o
desenvolvimento de quadros de tromboembolismo, em que os pacientes que possuem o alelo G
apresentaram quase o triplo de chances de desenvolver o quadro, quando comparados com os

que possuem o alelo A.
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Em nosso estudo, o alelo 1s2736100°C demonstrou ser um fator de risco para os
desfechos clinicos de obito (p= 0,048) e sepse (p= 0,042), em que os pacientes que possuem o
alelo C apresentaram o dobro de chances de desenvolverem o quadro, quando comparados com
0s que possuem o alelo A. Apesar de, at¢ o momento, ndao haver estudos avaliando esse
polimorfismo com a condi¢do de sepse, esta pode ser considerada um quadro clinico grave,
precedente ao 6bito. Sendo assim, o estudo proposto por MA et al., 2019, demonstrou que o
alelo rs2736100°C apesar de nao estar associado aos quadros de 6bito, estava associado a uma
menor sobrevida em pacientes com cancer renal. Além disso, esse mesmo alelo foi descrito
como um fator de risco para piores prognosticos em diversos tipos de cancer (YANG, Jihua;
JIAO, 2014; ZHAN et al., 2023). Até o momento nao existem trabalhos funcionais que possam
justificar uma possivel relagdo entre os quadros de oObito ao polimorfismo, entretanto, a
regulacdo do polimorfismo no gene TERT atua diretamente no comprimento telomérico, o qual
esta relacionado a um envelhecimento celular precoce e consequentemente pode impactar

diretamente nos quadros clinicos observados (MAHMOODPOOR et al., 2023).

6.3  ANALISE POR REGRESSAO LOGISTICA MULTIVARIADA

A Covid-19 ¢ considerada uma doenga emergente associada ao envelhecimento e a
idade tem um impacto direto nos piores prognosticos clinicos da doenga (FILHO et al., 2021).
Dessa forma, nosso estudo buscou avaliar o impacto da idade nos desfechos clinicos de forma
conjunta com os polimorfismos genéticos, através de regressao logistica multivariada. Foram
definidas trés principais faixas etarias para a analise dos dados, sendo elas: adultos de 20 a 39
anos; 40 a 59 anos; e acima de 60 anos. Apesar da tentativa de avaliar uma possivel interagao
entre as condigdes clinicas estabelecidas com os polimorfismos e idade, em quase a totalidade
dos nossos achados, os desfechos clinicos foram primordialmente associados com as distintas
faixas etérias. Entretanto, essa questdo pode ser explicada, devido aos diversos subgrupos que
foram elencados, o que diminuiu consideravelmente o nosso poder amostral para a analise
genética.

O trabalho apresentado por MENGES et al., 2021, demonstrou que o desfecho clinico
de cansaco foi mais prevalente em individuos entre 18 a 39 anos, e que conforme ocorre o
aumento da faixa etdria diminui-se gradativamente a presenga deste sintoma. Este dado,
corrobora com nossos achados, tendo em vista que pacientes mais jovens apresentaram uma
maior prevaléncia do sintoma, ao passo que conforme a faixa etaria crescia, a prevaléncia

diminuia (p= 0,013). Ao mesmo tempo, PEREZ-CAMACHO, 2020, demonstrou que pacientes
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a partir de 65 anos apresentaram maiores resisténcias ao cansago durante o periodo de pds-
Covid. Por outro lado, uma meta-analise proposta por CEBAN et al., 2022 aborda que conforme
a idade aumenta, a qualidade de vida desses pacientes ¢ prejudicada pela Covid-19 durante o
periodo da infecgdo e pds-infecgao viral. Além disso, os dados abordando o desfecho clinico de
cansaco sdo controversos ¢ devem ser analisados cautelosamente para a Covid-19, tendo em
vista que determinadas analises apresentam uma associacdo com comorbidades clinicas pré-
existentes como ansiedade e depressao (SOLDATI et al.,, 2021), enquanto analises em
condig¢des semelhantes encontraram resultados opostos (WOO et al., 2020).

Foi avaliado em nosso estudo o desfecho clinico de perda de paladar ou olfato, em que
0 grupo mais jovem apresentou uma maior prevaléncia quando comparado com o grupo de
maior faixa etaria (p= 0,025). Esses dados vao ao encontro do proposto por IZQUIERDO-
DOMINGUEZ et al., 2020, em que os idosos apresentaram uma frequéncia menor do sintoma,
e que apesar de apresentarem quadros mais graves da Covid-19, recuperaram o paladar ou olfato
em menor tempo. Apesar desse sintoma apresentar uma maior predicao para a doenga (MENNI
et al., 2020), os mecanismos envolvidos para a doenca ainda ndo estdo totalmente esclarecidos.
Possiveis explicacdes podem estar relacionadas a expressao dos genes UGT2A41 e UGT2A2 que
atuam no epitélio olfatorio e desempenham um papel importante na metabolizagdo de odores
(SHELTON et al., 2022). Entretanto mais trabalhos funcionais precisam ser realizados para
estabelecer uma relagdo entre os genes e o desfecho clinico.

O sintoma clinico de dispneia foi avaliado e observou-se em nossos dados que além
do sintoma ser mais prevalente nos casos de hospitalizacdo (p= 0,0001) também esta
diretamente relacionado com a idade, em que o grupo mais jovem apresentou uma menor
prevaléncia, ao passo que ocorreu um aumento conforme a faixa etaria se elevava (p< 0,001).
O estudo apresentado por BAREK; AZIZ; ISLAM, 2020, vai ao encontro dos nossos resultados,
em que demonstra que a prevaléncia da dispneia foi associada aos piores desfechos clinicos
apresentados, além disso, essa condicdo provavelmente estd atrelada a outros sintomas
respiratorios, € quando iniciado precocemente, 0s pacientes apresentaram uma maior taxa de
letalidade. Ao mesmo tempo, NIU et al., 2020, demonstrou que a populacdo com idade mais
avancada, apresentou a dispneia como um dos sintomas mais prevalentes, entretanto, ndo foram
avaliadas as menores faixas etarias para identificar diferencas entre os grupos. O estudo
proposto por LI et al., 2020, demonstrou que os pacientes com maior idade apresentaram uma
maior prevaléncia do quadro e de obitos relacionados a presenca da dispneia, enquanto ndo foi
considerado um risco para o grupo mais jovem. Entre as possiveis explicagdes relacionando o

desfecho clinico a idade, tem-se que pacientes com idade avangada podem reduzir a titulagado
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viral abruptamente, o que desencadearia uma hiperativacao do sistema imunologico, através de
uma cascata de tempestade de citocinas. Essa condicdo, por sua vez, agrava a dispneia e
desencadeia uma inflamagao nos tecidos pulmonares (HENTSCH et al., 2021). Entretanto, até
0 momento, permanece incerto na literatura de que forma os idosos sdo mais propensos a
ativacdo da tempestade de citocinas (AMBER L. MUELLER; MAEVE S.MCNAMARA;
DAVID A. SINCLAIR, 2020).

As comorbidades clinicas foram avaliadas por regressao multivariada, entretanto, nao
houve associa¢des significantes relacionadas aos polimorfismos de forma isolada ou na
interagdo entre idade e polimorfismo. Apesar disso, foram encontradas associagdes com as
distintas faixas etarias.

O estudo realizado por MASON et al, 2021, demonstrou que pessoas com
comorbidades clinicas subjacentes a Covid-19, estdo super-representadas em casos de
hospitalizagdo, as quais sdo diretamente relacionados com o aumento da faixa etaria, sendo esta
a principal responsavel pelo aumento dos riscos de internagdo nesses pacientes. Dessa forma, a
idade associada as condig¢des clinicas especificas pode causar quadros desproporcionalmente
mais graves em idosos. Ao mesmo tempo, nossos dados indicam que a presenca de quaisquer
comorbidades estdo relacionadas com o aumento crescente da faixa etaria (p< 0,001).

Foi demonstrado que os coronavirus utilizam fatores do hospedeiro para sua
replicacdo, que por sua vez, sdo afetados por mecanismos associados as caracteristicas do
envelhecimento (STRONG, 2023). Algumas dessas caracteristicas, em conjunto com as
respostas imunologicas e a presenca de comorbidades clinicas, podem desempenhar um papel
crucial na gravidade apresentada pela infec¢do (FARSHBAFNADI et al., 2021). Entre os
fatores envolvidos pode-se citar: a tempestade de citocinas; anticorpos neutralizantes; resposta
imune celulares, como as células T CD4 e CD8, células B, células NK, monocitos e macrofagos;
resposta inflamatoria do hospedeiro; e epitopos de antigenos virais especificos. Todos esses
fatores atuam de forma interativa e pode contribuir no desenvolvimento da Covid-19. Além
disso, a diminui¢dao das reservas e da capacidade de resposta ao estresse, juntamente com a
reduc¢do da resposta imunitaria, colocam os idosos em um maior risco de quadros criticos,
principalmente durante os periodos de estresse agudo (SALIMI; HAMLYN; LE COUTEUR,
2020).

Nosso estudo encontrou associagdes com hipertensao (p< 0,001) e diabetes (p< 0,001)
para as analises de regressdo logistica multivariada, entretanto, somente a idade foi associada

envolvendo os diferentes polimorfismos e em ambos os casos os valores foram idénticos.
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Nossos dados demonstram que a prevaléncia da hipertensdo e da diabetes aumentam de acordo
com o aumento da faixa etéria.

A associagdo especifica entre hipertensao, idade e Covid-19 permanece controversa.
A analise realizada por GUAN et al., 2020 associou a presenca da hipertensdo aos piores
prognosticos clinicos da doenga, ao passo que os estudos apresentados por LEIVA
SISNIEGUEZ; ESPECHE; SALAZAR, 2020 e IACCARINO et al., 2020, demonstram que a
hipertensdao pode ser um fator que induz a uma relacdo causal entre a idade, doengas
cardiovasculares ¢ aumento da mortalidade devido a Covid-19. Apesar das divergéncias,
estudos funcionais vém buscando uma relagdo entre esses trés fatores. O estudo proposto por
ABDALLA; EL-ARABEY; GAI, 2023, demonstrou que a hipertensdo ¢ um fator de risco
substancial para a hospitalizagdo por Covid-19, e que pode estar relacionada a deplecao do gene
ABCG1, o qual esta associado a baixa exportacdo de colesterol. Além disso, identificaram que
pacientes hipertensos mais velhos e positivos para a Covid-19 apresentaram maior risco de
hospitalizagdo quando comparados com pacientes jovens hipertensos devido a diminui¢do do
efluxo de colesterol. Entretanto, todos os mecanismos envolvidos € o impacto da faixa etaria
dentro deste contexto ainda ndo estdo totalmente esclarecidos.

Com relacdo a diabetes, identificou-se que pacientes idosos com a condig¢do clinica,
apresentaram uma maior chance de desenvolverem os quadros mais graves da Covid-19
(BLAGOSKLONNY, 2020). Além disso, observou-se que a Covid-19 pode ativar o diabetes
em pacientes sem historico prévio da doenca (CHAWLA; KASHYAP; HUSAIN, 2021;
HUSAIN, 2021) e a diabetes por si s0, foi associada em acelerar o processo de envelhecimento
biolégico (MORLEY, 2008).

No contexto da Covid-19, foi demonstrado que os pacientes idosos apresentaram
maiores taxas de estresse oxidativo (CECCHINI; CECCHINI, 2020; CEKEREVAC et al.,
2021; LAFORGE et al., 2020). Ao mesmo tempo, relatou-se que o estresse oxidativo
desempenha um papel fundamental na patogénese e avanco do diabetes, tendo em vista que a
resisténcia a insulina nas células ocorre devido a formagao de radicais livres por oxidag¢ao da
glicose e aumento na peroxidacdo lipidica (ROJAS; MORALES, 2004). Dessa forma, as
espécies reativas de oxigénio (ERO) geradas devido ao estresse oxidativo, regulam
negativamente a sinaliza¢do da insulina, levando a sua resisténcia. Além disso, as ERO podem
causar danos nas células, no DNA e em diversos componentes celulares. Esses danos, estdo
associados a um envelhecimento acelerado e podem resultar no comprometimento do sistema
imunolégico (STYSKAL et al., 2012). Dessa forma, a redu¢do do sistema imune em idosos

mediada pelo aumento das espécies reativas de oxigénio, podem estabelecer uma ligacao entre
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a Covid-19, a diabetes e a idade avangada. Ademais, outros mecanismos podem estar
envolvidos nessa relacdo, entre eles: tempestade de citocinas; genes pré-inflamatorios; genes
que atuam na sindrome metabolica e genes que atuam na resposta imune (MAUVAIS-JARVIS,
2020). Entretanto, mais investigacdes precisam ser realizadas para estabelecer uma resposta
com maior acuracia.

Por fim, o tamanho amostral para realizar regressdo logistica multivariada foi
considerada uma limitagao deste estudo em determinados subgrupos, e as associacdes
significativas devem ser observadas com cautela, especialmente nas que envolvem a interacao
entre o desfecho clinico, polimorfismo e idade. Além disso, esses dados podem colaborar na
compreensdo de como a doenga se comporta no estado de Santa Catarina. Ademais, em uma
doenca multifatorial como a Covid-19, diversos polimorfismos genéticos podem contribuir
nessa populacdo que ¢ considerada miscigenada, o que pode influenciar no perfil genético
resultante. Apesar de inumeros estudos, os mecanismos envolvidos na patogénese da doenga
ainda ndo sao totalmente esclarecidos, necessitando de maiores correlagdes entre os desfechos

clinicos e a genética dos individuos.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A infecgdo pelo SARS-CoV-2, pode afetar particularmente cada individuo de formas
diversas. A progressao clinica da doenga, pode estar relacionada a uma ampla gama de fatores,
que podem envolver as caracteristicas genéticas do hospedeiro, assim como as do patdégeno.

Dentro desse contexto, identificou-se que paciente que possuem o alelo C do
polimorfismo rs2736100, apresentam quase o dobro de chances de virem a 6bito e apresentarem
quadros de sepse do que possuidores do alelo A. Além disso, foi visto que os pacientes que
possuem o alelo G do polimorfismo rs2853669 apresentam quase o triplo de chances de
desenvolverem os quadros de tromboembolismo quando comparados aos que possuem o alelo
A.

Um aspecto relevante ¢ relacionado a presencga de valores associados aos fatores de
risco que contribuem para o agravo da enfermidade, como a faixa etaria elevada, sexo, IMC e
as comorbidades clinicas associadas, principalmente hipertensdo e diabetes. Além disso, a
sintomatologia clinica apresenta dados relevantes e em diversos estudos foi utilizada como
preditiva para classificacdo dos piores quadros de Covid-19.

Além disso, em nosso trabalho, a idade mostrou ser um fator determinante para a
classificagcdo da gravidade, do sexo predominantemente afetado, da sintomatologia e presenca
de comorbidades clinicas nos pacientes quando divididos em subgrupos etarios.

Apesar do envelhecimento ser considerado o principal fator de risco para a Covid-19,
os mecanismos envolvidos na progressao da doenca ainda ndo sao totalmente esclarecidos, além
disso, as possiveis contribuicdes genéticas em marcadores de envelhecimento permanecem
pouco exploradas. Dessa forma, este estudo explorou as interagdes entre polimorfismos
genéticos associados ao envelhecimento e a Covid-19, atuando como uma importante
ferramenta para a compreensao dos mecanismos associados e a doenga. Além disso, esses dados
podem ser utilizados em conjunto com outros marcadores para o desenvolvimento de scores de

risco e painéis de susceptibilidade genéticas.
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ANEXO A - PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA EM
PESQUISA (CEP)

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Dados do projeto de pesquisa:

Titulo da Pesquisa: Busca de marcadores genéticos e epigenéticos em pacientes com COVID-
19: formagdo de um biorepositorio.

Pesquisador: JULIANA DAL RI LINDENAU

Area Tematica: Genética Humana: (Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que
nao necessita de analise ética por parte da CONEP;);

Versdo: 2

CAAE: 32858820.0.0000.0121

Instituicio Proponente: Universidade Federal de Santa Catarina
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.164.291

Apresentacio do Projeto: Trata-se de macroprojeto coordenado pela professora Juliana Dal-
Ri Lindenau, do Departamento de Biologia Celular, Embriologia e Genética, com participagao
dos pesquisadores Yara Costa Netto Muniz e Guilherme de Toledo e Silva do
BEG/CCB/UFSC; Sharbel Weidner Maluf e Tania Beatriz Creczynski-Pasa do PPGFar/UFSC.
Estudo transversal do tipo caso x controle, com 2000 participantes, divididos em dois grupos
de 1000 casos e 1000 controles.

Critérios de inclusio: Individuos maiores de 18 anos que estejam internados com diagnostico
de COVID-19 e individuos saudaveis sem o diagnostico da infec¢do. Em carta resposta a
pesquisadora informa que os participantes-controle ““Os pacientes controles serdo recrutados
em diferentes ambulatorios do hospital, tendo como critérios de inclusdo ser maior de idade e
ndo apresentar infeccdo ativa ou ter sido infectado pelo novo coronavirus”.

Critérios de exclusido: Individuos menores de 18 anos.
Intervencdes: coleta de swab nasal, coleta de sangue, questionario



93

Hipétese: Parte-se da hipotese de que determinadas variantes genéticas relacionadas com maior
expressdo de genes inflamatdrios e com menor produgdo de marcadores sanguineos estarao
relacionadas com maior suscetibilidade a COVID-19, além de se relacionarem com pior quadro
clinico. Além disso, miRNAs que atuam em vias importantes para a expressdo desses genes
podem contribuir para estes quadros. Adicionalmente, pessoas em tratamento medicamentoso
para COVID-19 podem responder de forma diferente devido & presenca de variantes que
aumentam ou diminuem a expressao de genes de metabolizagdo e ou transporte de farmacos.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

1. Constituir um biorepositério de amostras de pacientes com diagnostico confirmado de
COVID-19 que serao utilizadas para as analises propostas;

2. Investigar a influéncia de polimorfismos genéticos e marcadores epigenéticos sobre a
expressdo de genes relacionados a resposta imune e a suscetibilidade e/ou severidade da
infec¢do por COVID-19;

3. Analisar polimorfismos genéticos que podem influenciar no ajuste de dose ou no
desenvolvimento de efeitos adversos em pacientes tratados para COVID-19.

Objetivo Secundario:

1- Verificar se ha associagdo entre variantes em diversos genes de HLA (classe Ia, Ib, II e III)
e em genes relacionados a citocinas e a suscetibilidade a COVID-19. Avaliar a expressao desses
marcadores nos pacientes e comparar estes achados com informagdes disponiveis em bancos
de dados populacionais de individuos sem infec¢ao buscando determinar marcadores genéticos
de suscetibilidade.

2- Verificar se ha diferenca no curso clinico de pacientes infectados que possuem
polimorfismos nos genes analisados. Avaliar se essas variantes influenciam na expressao dos
marcadores e correlacionar esses dados com as informacgdes clinicas disponiveis nos
prontuarios dos pacientes buscando determinar marcadores genéticos de gravidade da infecg@o.
3- Identificar variantes 8 71 genéticas associadas com a presenca e com o risco de complicagdes
induzidas por farmacos utilizados para tratamento de COVID-19. Explorar o efeito de
polimorfismos em genes candidatos relacionados ao transporte e metabolizacdo destes
farmacos sobre a dose recomendada e construir um algoritmo incluindo varidveis genéticas,
clinicas e ambientais para predi¢ao de dose.

4- Analisar a expressao dos miRNAs em amostras de pacientes diagnosticados com a COVID-
19 em comparacdo com amostras de individuos sadios buscando por marcadores de
suscetibilidade.

5- Analisar a expressao dos miRNAs em amostras de pacientes com diferentes -quadros clinicos
de COVID-19, além de pacientes recuperados e saudaveis buscando por marcadores de
gravidade da doenca.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios: Analise adequada dos riscos e beneficios.

Riscos: faremos uma coleta de sangue periférico e uma coleta com swab nasal (que € parecido
com um cotonete). Nenhum dos dois procedimentos acarretara em dor, entretanto, vocé pode
sentir um leve desconforto no momento da coleta e pode ficar com um hematoma no local da
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coleta do sangue. Mas ndo se preocupe, este hematoma desaparecerd em poucos dias sem a
necessidade de nenhuma intervengdo de sua parte. Para minimizar estes riscos, aconselhamos
que vocé ndo carregue peso com o bragco onde foi realizada a coleta. Também sera realizada
uma entrevista através de questionario semiestruturado, onde coletaremos informagdes
sociodemograficas e habitos de vida (coisas como fumar, beber, fazer atividade fisica, entre
outras). Vocé pode se sentir um pouco constrangido ao longo da entrevista, por incomodo em
falar ou, ainda, por mobilizagao emocional. Desta forma, os riscos serdo minimizados, pois,
vocé ndo precisarad responder a qualquer pergunta ou fornecer quaisquer informagdes durante a
entrevista se sentir- se desconfortavel ou achar que a resposta trata-se de algo muito particular,
contudo os pesquisadores estardo dispostos a lhe ouvir, interromper a entrevista se assim vocé
desejar, retornando a coletar os dados sob sua anuéncia tdo logo se sinta a vontade para
continud-la. Contudo, destacamos que apesar de nossos esfor¢os para manter os dados
andnimos, sempre existe a possibilidade mesmo que remota de quebra de sigilo, ainda que
involuntaria e nao intencional. Caso isso acontega, serdo tomadas as providéncias necessarias
de acordo com a legislacao.

Beneficios: Vocé ndo tera nenhum beneficio direto ao participar desta pesquisa, mas 0s
resultados deste projeto permitirdo compreendermos o que faz com que algumas pessoas sejam
mais suscetiveis a doenga do que outras e porque algumas pessoas respondem melhor aos
tratamentos medicamentosos utilizados do que outras. Essas informag¢des podem contribuir para
uma melhor triagem de individuos de maior risco e uma melhor personalizacdo de tratamentos
em caso de novas infecgoes.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa: Destacamos que o projeto informa que “Este
macroprojeto pretende constituir um biorrepositorio de amostras de pacientes com diagnostico
confirmado de COVID-19 que serdo utilizadas para as andlises propostas” especificos
posteriormente informando a ligagdo com o presente macroprojeto, quando da realizacao
efetivamente das propostas apresentadas”.

Em carta resposta a pesquisadora informa que “Todas as amostras serdo armazenadas em um
freezer - 80°C no Laboratorio de Polimorfismos Genéticos (LAPOGE) da Universidade Federal
de Santa Catarina (UFSC) localizado no Centro de Ciéncias Bioldgicas, Campus Jodo David
Ferreira Lima, Setor F — Blocos B — 3° andar - Sala 306 sob responsabilidade da pesquisadora
principal”.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacio obrigatoria:
Folha de rosto assinada pelo pesquisador responsavel e pelo Chefe do Departamento de
Biologia Celular, Embriologia e Genética, professor Marcio Ferreira Dutra.

Consta autorizacdo institucional, nos termos da resolucdo 466/12, assinada pela Gerente de
Ensino e Pesquisa/HU/UFSC/EBSERH.

TCLE atende as exigéncias da resolugdo 466/12, no entanto apresenta muitos termos técnicos
ou expressoes que dificultam a compreensdo por todos os grupos de pacientes atendidos no
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HU/UFSC/EBSERH. Consta TCLE especifico para o biorrepositorio. Consta o questionario
aos participantes. Consta o instrumento para coleta de dados do prontuario.

Recomendacdes: Nao ha.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes: Aprovado.

As pendéncias ou inadequagdes foram sanadas e o biorrepositorio, conforme cronograma no
formulario base da PB estd aprovado até 30 de junho de 2025. No TCLE do biorrepositério ha
dois campos de autorizagdo de uso das amostras do biorrepositério: (1) o participante do estudo
deve autorizar o uso a cada novo projeto ou (2) o participante do estudo autoriza seu uso para
projetos com a mesma temadtica deste projeto. Sendo, portanto, de responsabilidade da
coordenadora deste projeto o uso de cada amostra conforme autorizagdo do participante.

Consideracdes Finais a critério do CEP: Este parecer foi elaborado baseado nos documentos
abaixo relacionados:

. c Postage Slt?
Tipo de Documento Arquivo m Autor aca
0
Informacdes bésicas do PB_INFORMACOES BASIC | 10/07/2 Ace
projeto dAfS_DO_PROJ ETO 1559520.p 1(;2(())6 ito
10/07/2 | Juliana Dal- Ace
Outros Carta_resposta.pdf 020 Ri ito
19:06 Lindenau
10/07/2 | Juliana Dal- Ace
Outros Prontuario.pdf 020 Ri .
19:05 Lindenau 1to
TCLE/Termos de 10/07/2 | Juliana Dal- Ace
Assentimento/Justificativa | TCLE _COVID19.pdf 020 Ri .
de Auséncia 19:04 Lindenau 1to
TCLE/Termos de 10/07/2 | Juliana Dal- Ace
Assentimento/Justificativa | TCLE_CONTROLES.pdf 020 Ri .
de Auséncia 19:04 | Lindenau 1to
TCLE/Termos de 10/07/2 |Juliana Dal- Ace
Assentimento/Justificativa | TCLE Biorepositorio.pdf 020 Ri .
de Auséncia 19:03 Lindenau 1to
Projeto Detalhado / . 01/06/2 Juhanq Dal- Ace
Brochura investigador Projeto.pdf 020 Ri ito
16:26 Lindenau
Declaragao de Instituigdo e A o 01/06/2 Juhanq Dal- Ace
Infracstrutura Ciéncia_da_Instituicao.pdf 020 ‘ Ri ito
16:24 Lindenau
01/06/2 |Juliana Dal- Ace
Folha de Rosto Folha de rosto.pdf 020 Ri o
16:21 Lindenau




Situacio do Parecer: Aprovado

Necessita Apreciacio da CONEP: Nao

FLORIANOPOLIS, 20 de Julho de 2020

Assinado por:
Nelson Canzian da Silva (Coordenador(a))
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ANEXO B - QUESTIONARIO APLICADO AOS PACIENTES INFECTATOS PELO
SARS-COV-2

Nome:

Prontuario:

Sexo: ( )F ( )M

Data de nascimento: / /

Data coleta: /1
Telefone para contato:

E-mail:

Estado civil: ( ) casado(a)/unido consensual  ( ) solteiro(a) ( )Separado(a)/
divorciado(a) ( )viuvo(a)

Grau de escolaridade: ( ) fundamental incompleto ( ) fundamental completo (
)ensino médio incompleto  ( ) ensino médio completo () superior incompleto  (
) superior ( ) pos-graduacao

Qual é a sua principal ocupac¢io (que gera maior renda):

Bloco Historico de Saude:

Entrevistador, leia as opgdes abaixo e em caso de categorias com mais de uma patologia
possivel, sublinhe a(s) condi¢ao(des) apresentada(s) pelo participante. As questdes sobre
tratamento medicamentoso somente devem ser aplicadas aqueles participantes que
responderam Sim na pergunta sobre a condi¢do e se referem a situagdes atuais ou anteriores.

I.1) Doenca arterial coronariana ( ) Nao( ) Sim
Ha quanto tempo?
I.1.1) Utiliza algum medicamento? ( ) Nao( ) Sim
Qual?
Dose:
Ha quanto tempo?

Efeitos adversos?

1.2) Colesterol e/ou Triglicérides alto (gordura no sangue) ( ) Nao ( ) Sim
Ha quanto tempo?
1.2.1) Utiliza algum medicamento? ( ) Nao( ) Sim
Qual?
Dose:
Ha quanto tempo?

Efeitos adversos?

I.3) Aneurisma, derrame ou acidente vascular cerebral ( ) Nao ( ) Sim
Ha quanto tempo?
1.3.1) Utiliza algum medicamento? ( ) Nao( ) Sim
Qual?
Dose:
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Ha quanto tempo?
Efeitos adversos?

I.4) Coagulopatias (trombose, hemofilia, anemia falciforme, outras) ( ) Nao( ) Sim
H4 quanto tempo?

1.4.1) Utiliza algum medicamento? ( ) Nao( ) Sim

Qual?
Dose:

Ha quanto tempo?
Efeitos adversos?

I.5) Hipertensao arterial/ pressiao alta ( ) Nao( ) Sim
H4 quanto tempo?
I.5.1) Utiliza algum medicamento? () Nao ( ) Sim
Qual?
Dose:

Ha quanto tempo?
Efeitos adversos?

1.6) Diabetes (actiicar no sangue) ( ) Nao( ) Sim
H4 quanto tempo?
1.6.1) Utiliza algum medicamento? ( ) Nao( ) Sim
Qual?
Dose:
Ha quanto tempo?
Efeitos adversos?

1.7) Doenca pulmonar (asma, enfisema, DPOC, outra) ( ) Nao( ) Sim
Ha quanto tempo?
I.7.1) Utiliza algum medicamento? ( ) Nao( ) Sim
Qual?
Dose:
Ha quanto tempo?
Efeitos adversos?

1.8) Doencga respiratoria viral (gripe, resfriado comum, faringite, laringite, bronquite,
bronquiolite, pneumonia) ( )Nao( ) Sim

Com que frequéncia? ou

Ha quanto tempo?
1.8.1) Utiliza algum medicamento? ( ) Nao( ) Sim
Qual?
Dose:
Ha quanto tempo?
Efeitos adversos?
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1.9) Costuma realizar a vacina da gripe? ( )Nao( ) Sim
Com que frequéncia?

1.10) Infeccdes sexualmente transmissiveis (AIDS, sifilis, clamidia, gonorreia, HPV,
herpes genital, tricomoniase, outras)? ( ) Nao ( ) Sim

H4 quanto tempo?
1.10.1) Utiliza algum medicamento? ( ) Nao( ) Sim Qual?
Dose:

Ha quanto tempo?
Efeitos adversos?

I.11) Doen¢a causada por parasita (amebiase, giardiase, leishmaniose, malaria,
toxoplasmose, chagas, tricomoniase, esquistossomose, ascaridiase, teniase, outras)

( )Nao( )Sim

H4 quanto tempo?
I.11.1) Utiliza algum medicamento? ( ) Nao ( ) Sim
Qual?
Dose:
Ha quanto tempo?
Efeitos adversos?

I.12) Cancer ( ) Nao( ) Sim
Ha quanto tempo?
Qual?
1.12.1) Utiliza algum medicamento? ( ) Nao ( ) Sim
Qual?
Dose:
Ha quanto tempo?
Efeitos adversos?

1.13) Problemas hormonais (hipo ou hipertireoidismo, osteoporose, menopausa, ovario
policistico, caréncia de testosterona, obesidade, outras) ( ) Nao( ) Sim

Ha quanto tempo?
1.13.1) Utiliza algum medicamento? ( ) Nao ( ) Sim
Qual?
Dose:
Ha quanto tempo?

Efeitos adversos?

1.14) Outras doencas ou problemas de
saude?
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I.15) Algum outro medicamento ou suplemento? (Informar nome, indica¢do, dose,
frequéncia semanal e horario do dia. Entrevistador, dar aten¢ao especial aos suplementos
de vitamina D, C, ferro e 6mega 3

Bloco Estilo de Vida:

I1.1) Atualmente, vocé pratica alguma atividade fisica de maneira regular (pelo menos 2
vezes por semana)?  IL1.1) Se sim, qual (is): ( ) corrida ( ) hidroginastica ( )
caminhada () futebol ( ) musculacdo ( )volei ( ) ginastica ( )natacdo (
) outro (especifique)

I1.1.2) Total de minutos dispendidos nestas atividades elencadas acima, por semana: ( )
40-60 minutos/semana ( ) 61-80 minutos/semana () 81-100 minutos/semana (
) 100 ou mais minutos/semana

I1.1.3) Como vocé classificaria seu nivel de condicionamento fisico?

Sedentario | Pouquissimo | Pouco Ativo Ativo Bastante Atleta
Ativo Ativo

I1.2) Vocé possui alguma limitacio fisica (dor, lesdo ou cirurgia nos ossos, musculos ou
articulacoes) que limite e/ou impeca a pratica de atividades fisicas?

I1.3) Vocé fuma ou ja fumou? ( )Nao ( )Sim,éfumante (  )Ex-fumante (
) Fumante passivo

II.3.1) Se sim, em média quantos cigarros vocé fuma por dia?

I1.3.2) Em caso de utilizaciao de narguilé, com qual frequéncia?

I1.4) Vocé bebe alcool ou ja bebeu? ( )Nao ( ) Sim,socialmente  ( ) Alcodlatra
() Ex- Alcodlatra

I[1.4.1) Se sim, em média quanto vocé bebe por dia e qual bebida?

I1.5) Voceé ingere frutas e verduras regularmente (todos os dias)? ( )Nao ( )Sim

I1.5.1) Se sim, em média quantas porgoes por dia?
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I1.5.2) Quantas porcoes sdo de frutas e vegetais ricos em vitamina C (laranja, limao,
tangerina, tomate, brocolis, couve-flor, kiwi, batata doce, morangos, mamaio...) por dia?

I1.5.3) Quantas por¢oes de leguminosas e oleaginosas (como feijao e castanhas) por dia?

I1.6) Voceé ingere doces ou bebidas acucaradas regularmente (todos os dias)? ( ) Nao
() Sim

11.6.1) Se sim, em média quantas por¢oes por dia?

I1.7) Vocé ingere frituras regularmente (todos os dias)? ( )Nao ( )Sim

I1.7.1) Se sim, em média quantas porc¢odes por dia?

I1.8) De maneira geral, como vocé classificaria sua alimentacio?

Nada Saudavel Pouquissimo | Pouco Saudavel Saudavel Muito Saudavel
Saudavel

Bloco Informacgées da familia:

I11.1) Algum parente (primeiro grau) ja teve problema respiratorio? ( )Nao( ) Sim
() Nao sabe informar

Qual condig¢ao?
Nivel de parentesco:

I11.2) Algum parente (primeiro grau) ja teve problema de coagulacio? () Nao ( ) Sim
() Nao sabe informar

Qual condi¢ao?
Nivel de parentesco:

I11.3) Algum parente (primeiro grau) ja teve algum tipo de cincer? ( )Nao( ) Sim
() Nao sabe informar

Qual condigao?
Nivel de parentesco:

Espaco extra:

Entrevistador, utilize este espago para anotar qualquer outra informagao relevante fornecida
pelo participante
Nome do entrevistador:
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