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Resumo:

A existéncia de casos graves de COVID-19 em pacientes jovens e sem
comorbidades evidencia que fatores imunogenéticos do hospedeiro podem estar
relacionados a progresséo da doenca, O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia
de variacdes nos genes KIR na imunopatogénese da COVID-19 em uma populacéo
do Parana, Brasil. Para tanto, amostras de sangue total de 64 pacientes com
COVID-19 foram utilizadas para obtencédo do DNA gendmico que foi posteriormente
utilizado para determinacdo do genétipo KIR utilizando a metodologia PCR-SSO
(Luminex). Com base no conteudo génico do cluster KIR foram determinados os
gendtipos KIR das amostras, classificados em haplotipos A e Bx. A analise dos
dados foi realizada utilizando o software HLA Fusion Research 6.0, e as analises
estatisticas foram feitas utilizando o programa OpenEpi. A presenca dos genotipos
AA e/ou Bx nao foi associada estatisticamente a evolucéo clinica (grupo moderado x
grave) e ao desfecho da doenca (6bito x alta hospitalar). Todavia, a presenca do
gene KIR2DL2 mostrou-se como um fator de protecdo contra a evolucéo para oObito
(p= 0,02053, OR= 0,1018, 95% IC= 0,0124-0,8352). Assim, a partir dos resultados
deste estudo, podemos concluir que variagdes individuais nos genes que codificam
os receptores KIR podem influenciar no desfecho da infec¢cdo por SARS-CoV-2.

Introducéo

Em dezembro de 2019, um novo coronavirus, SARS-CoV-2, foi identificado na
China. Alguns meses depois, essa nova doenca foi nomeada COVID-19 pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), e em marco de 2020 foi declarada uma
pandemia. Ainda que a maioria dos individuos infectados pelo SARS-CoV-2
desenvolva uma forma assintomatica, grupos considerados de risco (profissionais de
saude da linha de frente, idosos, individuos com comorbidades etc.) tém maior
chance de manifestar a forma grave da COVID-19 (BRASIL, 2020). Em
contrapartida, mesmo individuos jovens e sem comorbidades podem desenvolvé-la,
evidenciando a possibilidade de influéncia de polimorfismos em genes da resposta
imune no desfecho da infec¢ao por SARS-CoV-2.
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A resposta imune, dessa forma, € varidvel em cada individuo, e dentre os
componentes capazes de frear a invasao e proliferacdo viral nas células hospedeiras
estdo as células natural killer (NK). A atividade das células NK €& regulada por
receptores de superficie celular, dentre eles, os KIR (do inglés, Killer-cell
Immunoglobulin-like Receptors) (CANIATTI, 2016; AGUIAR et al., 2021).
Dependendo da variabilidade genética individual presente no locus KIR, localizado
no cromossomo 19 (19q13.4), diferentes receptores KIR inibidores ou ativadores
podem ou nao estar presentes nas células NK. Do total de genes KIR, quatro estao
presentes em todos os individuos. Todos os outros genes KIR podem ou nao estar
presentes, dependendo do haplétipo KIR herdado dos individuos parentais (A ou B).
Assim, os genotipos KIR possiveis sdo AA, AB e BB (CANIATTI, 2016).

O alto grau de polimorfismo dos genes KIR pode refletir no surgimento de diferentes
respostas imunes frente a agentes infecciosos, como o0 SARS-CoV-2. Nesse sentido,
0 objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia de variagcbes nos genes KIR na
imunopatogénese da COVID-19 em uma populagédo do Norte do Parana, Brasil.

Materiais e Métodos

Foram selecionados 64 pacientes previamente diagnosticados com COVID-19
internados no Hospital Universitario Regional de Londrina, os quais foram divididos
em 2 grupos dependendo da evolugéo clinica: um grupo foi formado por pacientes
gue evoluiram com sintomas moderados (N= 32), enquanto o outro foi formado pelos
gue apresentaram quadros graves (N= 32). Amostras de sangue total coletadas com
EDTA foram utilizadas para extracdo do DNA gendmico utilizando kits da Biopur. A
genotipagem dos genes KIR foi realizada com o kit comercial KIR SSO Genotyping
Test (One Lambda, USA), e a analise dos dados gerados foi feita utilizando o
software HLA Fusion Research 6.0. Uma vez que a técnica utilizada neste estudo
nao permite a definicdo de fase dos genes KIR, a detec¢cdo de um gene presente em
haplétipos B nos indica a possibilidade de ambos os genétipos AB e BB. Assim,
nestes casos, o genotipo do individuo foi denominado Bx, como sugerido pela base
de dados Allele Frequency (http://www.allelefrequencies.net). Andlises estatisticas
foram realizadas pelo OpenEpi 3.03a, utilizando o teste de qui-quadrado com
correcdo de Yates ou teste exato de Fisher quando aplicavel. A estimativa de risco
foi feita pelo calculo do Odds Ratio (OR), com intervalo de confianca (IC) de 95%,
sendo o valor de p < 0,05 considerado significativo.

Resultados e Discussao

Neste estudo, foi investigada a associacdo entre os polimorfismos dos genes KIR e
sua relacdo com os sintomas clinicos da COVID-19, bem como os desfechos
gerados em cada individuo ap0s a infeccdo. Os resultados obtidos apontaram que a
presenca do gene KIR2DL2 é um fator de protecdo contra desfechos mais graves
(6bito) em pacientes infectados pelo SARS-CoV-2.

A tabela 1 traz a distribuicdo da frequéncia dos genes e gendtipos KIR na populacéo
de estudo, de acordo com a forma clinica e o desfecho da infecgéo.
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Tabela 1 — Frequéncia dos diferentes genes KIR na populacéo de estudo de acordo
com a forma clinica e o desfecho apés a COVID-19.

Forma clinica Desfecho
Moderado Grave Obito Alta

(N=32)n (%) | (N=32)n (%) | (N=16)n (%) hospitalar

(N = 48) n (%)
Gendtipo KIR
AA 12 (37,5%) 13 (40,62%) 7 (43,75%) 18 (37,5%)
Bx 20 (62,5%) 19 (59,38%) 9 (56,25%) 30 (62,5%)
Gene KIR

2DL1 31 (96,88%) 32 (100%) 16 (100%) 47 (97,92%)
2DL2 18 (56,25%) 13 (40,62%) 1 (6,25%)* 19 (39,58%)*
2DL3 28 (87,5%) 31 (96,88%) 16 (100%) 43 (89,58%)

2DL4™ 32 (100%) 32 (100%) 16 (100%) 48 (100%)
2DL5 12 (37,5%) 14 (43,75%) 6 (37,5%) 20 (41,67%)

2DP1 31 (96,88%) 32 (100%) 16 (100%) 48 (100%)
2DS1 8 (25%) 11 (34,38%) 5 (31,25%) 14 (29,17%)
2DS2 17 (53,12%) 13 (40,62%) 5 (31,25%) 25 (52,08%)
2DS3 6 (18,75%) 6 (18,75%) 1 (6,25%) 11 (22,92%)
2DS4 30 (93,75%) 30 (93,75%) 14 (87,5%) 46 (95,83%)

2DS5 8 (25%) 8 (25%) 5 (31,25%) 12 (25%)
3DL1 30 (93,75%) 30 (93,75%) 14 (87,5%) 46 (95,83%)

3DL2¢ 32 (100%) 32 (100%) 16 (100%) 48 (100%)

3DL3* 32 (100%) 32 (100%) 16 (100%) 48 (100%)

3DP1° 32 (100%) 32 (100%) 16 (100%) 48 (100%)
3DS1 8 (25%) 10 (31,25%) 5 (31,25%) 13 (27,08%)

N = ndmero de individuos da amostra; n = nimero de individuos portadores do genétipo ou do gene; * gene ativador ou inibidor;
% genes framework; *(P= 0,02053; OR= 0,1018; IC 95%= 0,0124-0,8352).

Embora a associacdo genética encontrada neste estudo pareca ser contraditoria
uma vez que o receptor KIR2DL2 € um receptor inibitorio de células NK, este
resultado esta em consonancia com achados de outros estudos. Pesquisas mostram
gue pacientes com outros tipos de SARS, além de possuirem uma quantidade
reduzida de células NK, também possuem uma diminuicdo da expressdo de
receptores KIR2DL2/3 por essas ceélulas, conferindo maior gravidade a doenca.
Adicionalmente, a maioria dos estudos aponta que pacientes com a COVID-19
exibem um aumento na expressao de moléculas inibitorias, incluindo receptores KIR
(AGUIAR et al., 2021; BOZZANO et al., 2021; DEMARIA et al., 2020).

Em relacdo a distribuicdo de frequéncia dos genoétipos AA e Bx, alguns autores
apontaram o genétipo Bx como sendo mais comum dentre os individuos com a
COVID-19, independente da forma clinica (HAJEER et al., 2021). Esse dado foi
confirmado em nosso estudo (61% de individuos Bx versus 39% AA), embora nossa
amostra ndo contemple individuos ndo doentes para fins de comparacdo. Ja em
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relacdo a prevaléncia desses gendtipos de acordo com a manifestacdo da doenca,
estudos recentes mostraram que 0 genotipo AA esta mais associado aos pacientes
com a forma grave da COVID-19, ao passo que o genétipo Bx é mais frequente em
casos leves/moderados da doenca (HAJEER et al., 2021). Ao contrario do exposto,
em nosso estudo o gendtipo AA ndo foi maioria dentre os pacientes do grupo grave
(40,62% AA versus 59,38% Bx), ainda que sem relevancia estatistica. Uma das mais
provaveis explicagfes para essa discrepancia observada foi 0 nimero pequeno de
individuos na amostra total de pacientes analisados.

Conclusoes

Ao avaliar as possiveis associacfes entre os polimorfismos dos genes KIR, as
formas clinicas e os desfechos da COVID-19 em pacientes infectados pelo virus,
encontrou-se que a presenca do gene KIR2DL2 foi considerada como sendo fator de
protecdo contra a evolugéo para desfechos mais graves da doenca.
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