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RESUMO

A COVID-19 foi responsavel por uma pandemia que causou grande prejuizo no
mundo todo. A gravidade dessa doenca tem uma relagdo com caracteristicas
particulares do hospedeiro, como, por exemplo, componentes de sua genética que
terdo influéncia em sua resposta imunologica. Dentre 0s componentes da resposta
imune, as células assassinas naturais (NK) tém importante atuacdo antiviral,
influenciando diretamente no desfecho da COVID-19. As células NK atuam conforme
a sua interacdo com a célula-alvo, principalmente, pela acdo de uma familia de
receptores conhecidos como killer immunoglobulin-like receptor (KIR), que podem
ativar ou inibir a acdo dessas células. Os genes destes receptores sao polimérficos e
herdados em blocos ou haplétipos. Portanto, esse estudo teve como objetivo avaliar
a influéncia da presenca do gene KIR3DS1 na patogénese da COVID-19. Para isso,
foi feito um estudo tipo caso-controle com individuos provenientes das regides
norte/noroeste do Parana, Brasil. As amostras foram coletadas de sangue venoso
dos pacientes e as extracdes de DNA feitas por kit de extracao. A tipificacdo do gene
KIR3DS1 foi realizada utilizando a metodologia PCR-SSP. As frequéncias do gene
entre grupos foram comparadas via teste de regressao logistica no software R
versao 4.2.0, e as covariaveis foram avaliadas por teste de qui-quadrado com
correcdo de Yates ou teste exato de Fisher, e teste t de Student, considerando
P<0,05 como significativo para todos os testes. Nesta populacdo, o observamos que
0 gene ativador KIR3DS1 n&o apresentou associagdo na imunopatogénese da
COVID-19.

INTRODUCAO

A doenca causada pelo coronavirus (COVID-19) é caracterizada como uma
sindrome respiratoria aguda causada pelo virus SARS-CoV-2 e esse virus
estabeleceu uma pandemia global, causando milhdes de Obitos e causou prejuizo no
mundo. De acordo com a Universidade John Hopkins, referéncia na divulgacéo de
dados sobre a COVID-19, até abril de 2022 mais de 490 milhdes de casos da
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doenca foram confirmados, com mais de 6,1 milhdes de mortes no mundo
(https://coronavirus.jhu.edu/map.html). Os individuos afetados apresentavam desde
sintomas mais brandos, até sintomas mais severos. Alguns parametros do
hospedeiro como idade, sexo, presenca de outras doencas, e doencas de bases
como diabetes e doencas cardiovasculares, aparentam ser fatores de risco
importantes que determinavam o seu desfecho. *

A resposta imune a infeccdo pelo SARS-CoV-2 é iniciada pela imunidade
inata, como primeira tentativa de conter o virus, seguida pela resposta imune
adaptativa que é especifica e que contribui para a diminui¢cdo da carga viral por meio
da resposta de linfocitos T citotoxicos e pela liberacdo de anticorpos. Um dos
componentes cruciais da resposta imune inata é a célula NK, que embora possua
especificidade limitada, € essencial na morte de células infectadas e producédo de
interferon (IFN)-y. 2 A acdo dessa célula é modificada pela interacdo com seus
receptores, sendo 0s principais 0s receptores immunoglobulin-like receptor (KIR),
gue podem ser classificados de acordo com seus efeitos ativadores ou inibidores
sobre essas células. ¥ * O KIR3DS1, por exemplo, é um receptor ativador que foi
associado a protecdo & COVID-19 em um estudo em espanhéis. ®> Devido a
variabilidade na resposta de células NK dada por KIR, €& esperado que a
variabilidade genética de seus genes possa ajudar a explicar a complexidade da
resposta imune observada na COVID-19.

MATERIAIS E METODOS

O modelo de estudo foi um estudo caso-controle, no qual selecionamos 91
pacientes atendidos em hospitais nas cidades de Maringa e Londrina, nas regifes
norte/noroeste do Parana, Brasil. O grupo de casos foi constituido pelos pacientes
com sintomas moderados e graves de COVID-19, os quais estavam com internagéo
hospitalar. Enquanto o grupo de controles foi constituido pelos pacientes com
sintomas leves e assintomaticos, sem necessidade de internacdo hospitalar. As
amostras de sangue dos pacientes foram coletadas por puncédo de sangue venoso,
em tubo contendo EDTA, o qual foi armazenado a -20 °C. A extracdo de DNA das
amostras foi feita por kit de extracdo para DNA sanguineo QIAamp® (Qiagen,
Valencia, CA), seguindo as instru¢des fornecidas pelo fabricante. A qualidade e a
concentracdo do DNA extraido foram analisadas por densidade o6ptica em um
aparelno Thermo Scientific Nanodrop 2000 (Wilmington, EUA) com leitura da
densidade Optica no comprimento de onda de 260 nm e 280 nm. ApGs a extracao e
analise do DNA, amostras foram tipificadas para determinar a presenca do gene
KIR3DS1 pela metodologia PCR-SSP (Polymerase Chain Reaction — Sequence
Specific Primer), empregando-se primers especificos para alelos dessa sequéncia

O DNA da amostra foi amplificado no termociclador (Veriti 96-Well Termal
Cycler) e visualizado apés a eletroforese no gel de agarose a 2% para observar as
bandas com seus respectivos pesos moleculares, utilizando um marcador de peso
molecular 100 pares de bases (DNA Ladder,Thermo Fisher; Vilnius, Lithuania), como
mais um controle para o tamanho das bandas. Posteriormente, foi analisado e
fotografado no Quantum ST4 transilluminator (Vilber Lourmat; Collegien, France).
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As frequéncias do gene entre grupos foram comparadas via teste de
regressdo logistica no software R versdo 4.2.0, considerando P<0,05 como
significativo. Para verificar a existéncia de diferencas estatisticamente significativas
entre as frequéncias de cada grupo das amostras de pacientes e controles e para
comparar variaveis categoricas foram realizados o teste de qui-quadrado com
correcdo de Yates ou teste exato de Fisher bicaudal, utilizando-se a tabela de
contingéncia 2x2, com intervalo de confianca (IC) de 95%. A estimativa de risco foi
feita pelo calculo do Odds Ratio (OR), utilizando o programa OpenEpi versao 3.03a
(http://www.openepi.com/TwobyTwo/TwobyTwo.htm). Para todos os testes foi
considerado significativo o valor de P<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo teve 91 participantes para analisar a associacdo entre a presenca e
auséncia do gene KIR3DS1 e o agravamento do quadro de COVID-19, sendo 61
participantes do grupo de pessoas com sintomas grave e moderado de COVID-19 e
30 participantes do grupo de pessoas com sintomas leve. Foi feito uma tabela
descritiva com o perfil dos pacientes através dos dados obtidos do programa
OpenEpi e software R.

O gene pesquisado por este estudo, KIR3DS1, ndo demonstrou diferenca na
frequéncia entre os grupos. Este receptor presente na superficie das células NK atua
ativando acdes de killing delas, sendo assim, possui uma associacdo protetora
contra as infec¢des virais que ja foi demonstrada em outros estudos. Essa
discordancia pode ter ocorrido por conta do baixo niumero de individuos em nosso
estudo, o que significa um baixo poder estatistico de andlise. Além disso, 0s
receptores KIR3DS1 realizam seu efeito ativador somente quando juntos de seu
ligantes, sendo essencial a avaliacdo de KIR em conjunto com seu ligante HLA para
avaliar se, teoricamente, a célula NK efetuara sua acao antiviral.

Na Tabela 1, analisando-se as covariaveis tabagismo e obesidade, observou-
se uma nao associacdo entre 0s grupos, com o valor de P>0,05, ndo sendo
condizente com as pesquisas feitas atualmente. No entanto, tabagismo e obesidade
séo fatores de risco nos quadros de COVID-19. Isso pode ser explicado pelo baixo
namero de individuos para formar uma amostra meramente representativa para a
populacao.

Enquanto as outras covaridveis, como diabetes e doenca cardiovascular,
foram visualizadas as associac¢des significativas entre os grupos, mostrando como
fatores de risco para COVID-19, portando reforcando as pesquisas que existem
atualmente. As pesquisas mostram que a glicoproteina Spike encontrada na
superficie do coronavirus SARS-CoV-2 interage com o receptor ACE2 (enzima
conversora de angiotensina 2), desempenhando papel importante para a entrada do
virus na célula. E este receptor atua na regulacdo do da pressdo arterial, sendo
assim essa interacdo da glicoproteina com o receptor pode causar implicacdo na
regulacao do sistema cardiovascular.

Caracteristicas COVID-19 GRAVE E COVID-19 LEVE Total (n = 91) P
MODERADO (n=61) (n=30)
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Sexo Masculino 15 (50%) 15 (50%) 45 (49,5%) 0.941
Feminino 15 (50%) 15 (50%) 46 (50,5%)
Idade Média 56 anos 51 anos 58 anos 0,104
Desvio padréo +17,382 +12,946 +14,482

uTI Sim 12 (19,7%) 0 (0%) 12 (13,2%) 0,015
Néo 49 (79,3%) 30 (100%) 79 (86,8%)

Intubagao Sim 8 (13,1%) 0 (0%) 8 (8,8%) 0,044
N&o 53 (86,9%) 30 (100%) 83 (91,2%)

Desfecho Sobrevivéncia 48 (78,7%) 30 (100%) 78 (85,7%) 0,01
Morte 13 (21,3%) 0 (0%) 13 (14,3%)

Tabagismo Sim 10 (16,4%) 2 (6,7%) 12 (13,2%) 0,198
N&o 51 (83,6%) 28 (93,3%) 79 (86,8%)

CVD (Doenca Sim 36 (59%) 7 (23,3%) 43 (47,3%) 0,001

Cardiovascular)
N&o 25 (41%) 23 (76,7%) 48 (42,7%)

Diabetes Sim 19 (31,1%) 3 (10%) 22 (24,2%) 0,027
N&o 42 (68,9%) 27 (90%) 69 (75,8%)

Obesidade Sim 19 (31,1%) 12 (40%) 31 (34,1%) 0,402
N&o 42 (68,9%) 18 (60%) 60 (65,9%)

KIR3DS1* Sim 18 (29,5%) 15 (50%) 33 (36,3%) 0,3
N&o 43 (70,5%) 15 (50%) 58 (63,7%)

Tabela 1 - perfil dos pacientes analisados.

CONCLUSOES

Nesse estudo, observamos que o gene ativador KIR3DS1 ndo apresentou

associagao com a imunopatogénese da COVID-19. No entanto, dada a quantidade
de amostras, € recomendado um estudo com um numero maior de participantes,
para confirmar esses resultados.
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