~UEM="
31° Encontro Anual de Iniciacao Cientifica 31° EAIC 10 e 11 de novembro de
11° Encontro Anual de Iniciacao Cientifica Junior T1° EAIGr 2022

o0

PAPEL DO GENE ATIVADOR KIR2DS2 NA SUSCETIBILIDADE A COVID-19 EM
INDIVIDUOS PARANAENSES

Amanda de Amorim Fernandes Toledo Martins® (PIBIC/CNPg/FA/UEM), Victor Hugo
de Souza?; Fernanda Pelisson Massi’; Jeane Eliete Laguila Visentainer®
(Orientadora), e-mail: jelvisentainer@uem.br

! Académica de Graduacdo em Farmécia, Universidade Estadual de Maringé;
2 Programa de pés-graduacdo em biociéncias e fisiopatologia, Universidade Estadual
de Maringa;
% Docente — Departamento de Ciéncias Basicas da Satide, Universidade Estadual de
Maringa;
Universidade Estadual de Maringa / Centro de Ciéncias Bioldgicas e da
Saude/Maring4, PR

Ciéncias biologicas — Imunologia (21100004) e Imuno  genética (21103003)
Palavras-chave: COVID-19, receptores KIR, reagao em cadeia da polimerase.

Resumo:

A COVID-19 é uma doenca ocasionada pela infeccdo pelo SARS-CoV-2 e que
ocasionou a morte de milhdes de pessoas. Sabe-se que varios fatores influenciam a
gravidade da doenca, como a presenca de comorbidades, mas também ha
reconhecida influéncia dos fatores genéticos dos individuos. Por ser uma doenca
recente, ainda ndo se conhece exatamente o papel dos fatores genéticos
envolvidos. Este estudo comparativo foi realizado com 34 amostras de sangue
(Buffy-coat), sendo 19 destas obtidas de pacientes com COVID-19 grave e as outras
15 de individuos com a forma moderada da doenca. Todas foram obtidas de coleta
de sangue periférico de pacientes do Hospital Universitario Regional do Norte do
Parana, na cidade de Londrina. A extracdo do DNA gendmico foi realizada pelo kit
Biopur®. A genotipagem foi feita por meio da técnica de PCR-SSP e revelada por
eletroforese em gel de agarose 2%. A andlise estatistica foi feita utilizando o
programa SNPStats, sendo considerado significativo P < 0,05. O resultado obtido
mostrou que nao houve associacdo significativa do gene KIR2DS2 com a
susceptibilidade & COVID-19, mas é necessario a realizacdo de novos estudos para
comprovar estes resultados.

Introducéo

O SARS-CoV-2 foi descoberto em dezembro de 2019, na China, pela
investigacdo de diversos casos de pneumonia com causa desconhecida. O
desenvolvimento de um quadro clinico ocasionado por este virus é chamado de
COVID-19, que pode ser assintomatica ou sintomatica. Um paciente sintomatico
pode apresentar sintomas respiratorios (como espirros, tosse), problemas
gastrointestinais, entre outros.
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De acordo com a Johns Hopkins University, até agosto de 2022, foram
registrados 584 milhdes de casos de COVID-19 no mundo e 6,4 milhdes de mortes
(https://coronavirus.jhu.edu/map.html). O continente americano foi o segundo
continente com maior quantidade de casos, com aproximadamentel57 milhdes de
casos, correspondendo a 30% dos casos mundiais. O intenso nimero de casos em
um curto periodo de tempo ocasionou sobrecarga no sistema de saude em todo
mundo e, principalmente aqui no Brasil. O Estado e as instituicbes de saude
precisaram desenvolver estratégias para suprir a grande demanda dos pacientes
necessitando de suporte hospitalar, e dentre estas, foi necessario a locacao de leitos
privados pelo Sistema Unico de Satde (SUS), com objetivo de atender os pacientes
na lista de espera por um leito publico. (MASSUDA; TASCA; MALIK, 2020).

Observou-se que a COVID-19 é influenciada também por fatores genéticos,
especialmente aqueles que interferem em algum aspecto da resposta imunoldgica
do hospedeiro. Segundo Plasencia (2020), alteracfes no gene codificante da enzima
conversora de angiotensina 2 (ECA-2) pode facilitar a entrada do SARS-CoV-2 na
célula do hospedeiro e, além disso, a ECA-2 esta presente no trato gastrointestinal e
no epitélio pulmonar (GUIHOT et al., 2020).

A resposta imune pode ser dividida em duas etapas: a humoral e celular. A
resposta humoral envolve a liberagcdo de anticorpos produzidos pelos linfocitos B, a
celular compreende a resposta mediada por linfocitos T. No entanto, algumas
variantes do SARS-CoV-2 possuem estruturas chamadas de open Reading frames
(ORFs), como a proteina Orf6, que inibem a resposta humoral. As células natural
killer (NK) séo responsaveis pela deteccao e destruicdo das células infectadas por
virus (HONG et al., 2011). Segundo Guilhot et al. (2020), pacientes com a COVID-19
possuem numeros reduzidos de células NK, o que pode ser justificado pela
guantidade de receptores ativadores e inibidores expressos na superficie desta
célula . No grupo dos inibidores, um que se destaca é o KIR2DS2, que em estudos
preliminares apresentou efeito protetor no agravo da COVID-19, ou seja, a
frequéncia deste KIR esta relacionada com alteracdes na resposta imune da COVID-
19 (LITTERA et al., 2021)

Este estudo teve como objetivo avaliar a influéncia do gene ativador KIR2DS2
na imunopatogénese da COVID-19 em uma populacao do Parana, Brasil.

Materiais e Métodos

Para este estudo foram selecionadas 34 amostras de pacientes com quadros
de COVID-19 classificadas como moderadas ou graves, conforme classificacdo da
OMS, fornecidas pelo Hospital Universitario Regional do Norte do Parana, em
Londrina, no estado do Parana. Os pacientes foram separados em casos e
controles, sendo os casos aqueles com sintomas graves (UTI) e os controles
aqueles pacientes com sintomas moderados (enfermaria). O estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos e esta sob: CAAE
38095420.5.0000.0104, n° 4.357.896 e 4.508.676.

As amostras foram coletadas por puncdo de sangue venoso, em tubo
contendo EDTA, passaram pelo processo de centrifugacéo para selecdo do Buffy-
coat e foram armazenadas em freezer a -20°C. A extracdo do DNA gendmico foi
realizada a partir do Buffy-coat, utilizando o kit de extracdo para DNA sanguineo
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Biopur®, seguindo as instru¢cdes do fabricante. ApOs extraido, a pureza e
concentracdo do DNA foram determinadas pelo NanoDrop® UV-Vis
spectrophotometer (Thermo Fisher; Wilmington, DE, USA), com a leitura de
densidade Optica no comprimento de onda de 260 nm e 280 nm. A concentracao
utilizada estava no intervalo entre 10 e 25 ng/uL e as amostras que possuiam
concentracdo superior a determinada foram diluidas. Posteriormente, todas foram
armazenadas em freezer a -20°C.

A genotipagem foi feita pela reacdo em cadeia da polimerase com uma
sequéncia especifica de primers (PCR-SSP), de acordo com Zhuang et al. (2012) e
as alteracbes estdo descritas neste texto. O procedimento constituiu-se da
preparacdo de um mix de reacdo com volume final de 20 pL. Foi utilizado os
seguintes reagentes e suas concentracdes finais: MgCl, 50 mM, PCR buffer 10x,
dNTPs 10 mM, primers forward e reverse 10 mM, primer HGH 10 mM (controle
interno de reacéo), Taq polimerase Invitrogen 5U/uL (Invitrogen Life Technologies,
Grand Island, NY). Depois foi realizada a amplificacdo em um termociclador (Veriti
96-Well Termal Cycler), com 35 ciclos sendo: 3 minutos a 94°C, 30s em 94°C, um
ciclo de 30s em 60°C, e depois outro de 1 min e 30s em 72°C, finalizando 5 minutos
a 94°C.

O resultado da amplificacdo foi analisado em gel de agarose a 2%, junto com
um marcador de peso molecular de tamanho de 100 pares de base. O gel foi
colocado em eletroforese por 10 minutos, nas configuragbes de 150V, 300 mA,
150W, sendo analisado e fotografado depois em um transiluminador (Quantum ST4
transilluminator).

Para a analise estatistica, foram feitos testes pareamento de covariaveis
(idade, sexo, contagem dos alelos), feitas pelo teste t de Student e pelo teste do qui-
guadrado, ambos realizados atraves do OpenEpi (disponivel em:
http://www.openepi.com). Teve-se o valor de P<0,05 como significancia estatistica

Resultados e Discusséao

A amostragem contou com 34 individuos: 15 com quadro clinico moderado e
19 com quadro grave. Analisando a covariavel idade, tem-se que a média dos casos
€ de 66,7 anos e em controles é de 59,3 anos. Estatisticamente, ndo ha diferenca
significativa entre os grupos, ou seja, uma maior média de idade ndo esta
relacionada com o desenvolvimento da doenca grave (P = 0,2573). Isso pode ser
explicado pelo baixo niamero de individuos para formar uma amostra meramente
representativa para a populacéo, visto que em outros estudos o resultado obtido foi
gue a idade interfere sim na gravidade da COVID-19 (MBLHAVE; AGERGAARD;
WEJSE, 2022).

O desfecho dos individuos teve diferenca significativa (P = 0,0013), ou seja, a
gravidade do quadro clinico do paciente interferiu no resultado do tratamento, sendo
com alta hospitalar ou morte, e 52,7% dos pacientes com COVID-19 grave foram a
Obito. Sendo assim, os individuos que apresentam o quadro grave da COVID-19 tém
mais chance de morrer do que 0s que apresentam apenas o0 moderado.

J& algumas caracteristicas individuais como doencas cardiovasculares (P =
0,7903), diabetes (P = 0,2180), etnia (P = 0,7436), uso de cigarros (P = 0,4361),
indice radiologico pulmonar (P = >0,9999) e a saturacdo de oxigénio (P = 0,6030)
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nao foram associadas com a intensidade da doenca neste estudo. Ainda, o gene
KIR2DS2 néo foi significativo para o estado clinico do paciente.

A maioria dos sintomas néo teve associagcdo estatisticamente significativa
com a gravidade da doenca, apenas nauseas e vomitos (P = 0,0024) e SARS (P =
0,0005). Os pacientes com COVID-19 moderada apresentaram mais nauseas e
vomitos do que os individuos com estado clinico grave.

Conclusdes

O gene ativador KIR2DS2 nédo foi associado ao agravamento dos casos de
COVID-19 nesse estudo na populacdo paranaense. Novos estudos precisam ser
realizados em cima deste assunto e com um namero maior de pacientes.
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