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RESUMO

Uma nova doenca surgiu em dezembro de 2019 em Wuhan, na China, causada pelo
virus SARS-CoV-2, a COVID-19. O receptor de tipo Toll-like receptor (TLR), o qual
reconhece RNA de fita dupla, foi relatado no desencadeamento da resposta
imunologica contra o coronavirus. Das mutacfes no gene TLR3, uma mutacdo nao
sinbnima no éxon 4 (rs3775291) C>T, a qual leva a uma troca de Leucina por
Fenilalanina na proteina, demonstrou prejudicar a expressao de TLR3 e influenciar a
cascata de sinalizacdo subsequente. Variacbes em genes da resposta imune podem
influenciar o desenvolvimento de diversas patologias. Assim, esse estudo objetiva
investigar uma possivel associacdo do SNP rs3775291 no gene TLR3 com a
gravidade da COVID-19, em uma populacdo do Sul do Brasil. Foi realizado um
estudo caso-controle, com pacientes leves e graves diagnosticados com COVID-19
pelo Hospital de Clinicas da Universidade Estadual de Londrina e Hospital Parana,
Paranéa/Brasil, no periodo de marco de 2020 a abril de 2021. No total, 100 pacientes
foram selecionados para o estudo, 50 com a forma leve da doenca e 50 com a forma
grave. Ndo houve associacdo entre polimorfismos de TLR3 com gravidade e
evolucdo da doengca em pacientes moderados/graves para genotipos e alelos.
Podemos concluir, que os SNPs rs3775291 no gene TLR3 n&o foram fatores
contribuintes para a gravidade da COVID-19 independente de sexo, idade,
hipertensao e diabetes nesta populacéo brasileira.

INTRODUCAO

A nova doenca do coronavirus (COVID-19) surgiu em dezembro de 2019 em
Wuhan, na China, e o virus foi oficialmente chamado de SARS-CoV-2. Os sintomas
causados, na maioria dos casos, variam de leves a moderados. Inicialmente, os
infectados apresentam febre, tosse seca, dor de cabeca, mialgia e outros sintomas
comuns em sindromes respiratérias, no entanto, em alguns casos o quadro clinico
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pode evoluir para grave, e 0 paciente pode apresentar pneumonia grave, sindrome
do desconforto respiratério agudo e faléncia de 6rgados (HU et al., 2020).

O TLR3, o qual reconhece RNA de fita dupla, tem sido relatado no
envolvimento do desencadeamento da resposta imunoldgica contra coronavirus. Em
modelos de camundongos, niveis crescentes de transcricdo de TLR3 apds infec¢des
por coronavirus foram relatados j& no 2° dia pés-infeccdo (TOTURA et al., 2015).
Das varias mutacdes no gene TLR3, uma mutacdo ndo sinbnima no éxon 4
(rs3775291) C>T a qual leva uma troca de uma Leucina por uma Fenilalanina na
proteina demonstrou prejudicar a expressdo de TLR3 e influenciar a cascata de
sinalizacdo subsequente (RANJITH-KUMAR et al., 2007). Dessa maneira, este
estudo objetiva avaliar uma possivel associacdo do polimorfismo (rs3775291) C>T
do gene TLR3 com a gravidade da COVID-19.

MATERIAIS E METODOS
Pacientes e Controles

Este estudo foi realizado com amostras de pacientes internados no Hospital
Universitario Regional de Maringda (HUM) e no Hospital de Clinicas (HC) da
Universidade Estadual de Londrina (UEL) suspeitos de COVID-19. Foram
considerados 0s casos confirmados e o0s pacientes acompanhados até sua
recuperacdo ou Obito, por meio dos resultados laboratoriais e boletins clinicos
hospitalares. Foram selecionados 50 pacientes graves e 50 pacientes que
manifestaram quadros leves da doenca. O projeto foi conduzido de acordo com as
normas preconizadas pelos Comités de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
Universidade Estadual de Maringd e Londrina, CAAE: 38095420.5.0000.0104 e
31656420.0.0000.5231, respectivamente.

Coleta das Amostras e Extragcao de DNA

Amostras de sangue total foram coletadas em tubos contendo anticoagulante
EDTA no momento de internamento do paciente e encaminhadas ao Laboratorio de
Imunogenética da UEM (LIG-UEM). O DNA gendmico foi extraido de células do
sangue total com o Kit de extracdo DNA BIOPUR® (Biometrix, Curitiba, Parana,
Brasil), de acordo com o fabricante, e a concentracdo do material obtido foi avaliada
por densidade Optica em equipamento Nanodrop 2000® (Wilmington, USA).

Genotipagem do SNP ( rs3775291) C>T do gene TLR3

A genotipagem de variantes do gene foi realizada por meio da Reacdo em
Cadeia da Polimerase em Tempo Real (QPCR) utilizando o ensaio TagMan SNP
Genotyping C__ 1731425 10 (Thermofisher®, Chicago, Estados Unidos).

Analise Estatistica
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A discriminacdo alélica foi realizada por meio do software que classifica as
amostras em homozigotas para o alelo normal, homozigotas para o alelo mutado e
heterozigotas. Para avaliar o equilibrio de Hardy-Weinberg, assim como a
associacdo entre o polimorfismo genético e a COVID-19, foi utilizado o software
SNPStats (https://www.snpstats.net/start.htm?).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as caracteristicas dos pacientes associadas a gravidade do COVID-19
neste estudo estdo presentes na Tabela 1. Observou-se que houve diferenca entre
sexo e a comorbidade diabetes entre pacientes leves e graves, enquanto as
comorbidades como hipertensdo e obesidade ndo demonstraram diferencas
estatisticas dentre os casos leves e graves de pacientes acometidos pela COVID-19.
Houve diferenca entre a média de idade entre pacientes leves e graves, motivo pelo
qual essa variavel foi incluida na analise de regresséo linear.

Tabela 1. Caracteristicas de pacientes leves e graves com COVID-19.

CARACTERISTICAS LEVES N = 50 GRAVES N =50 p valor
SEXO (F/M) 32/18 20/ 30 p < 0,05°
IDADE 49,74 + 15,84° 61,68 +17,03° p < 0,05°
COMORBIDADES

HIPERTENSAO 9 16 p > 0,05°
DIABETES 3 11 p < 0,05°
OBESIDADE 14 18 p > 0,05°

a - Média + desvio padréo (todos esses valores), b - A andlise estatistica foi realizada pelo OpenEpi pela tabela de
contingéncia, c- A andlise estatistica foi realizada pelo teste T para duas amostras independentes. Abreviaturas: N, nimero

total de individuos; F, sexo feminino; M, sexo masculino.

As distribuicdes de frequéncia dos gendtipos e alelos de TLR3 estavam de
acordo com o esperado pelo equilibrio de Hardy-Weinberg (p > 0,05). Nao houve
associacao entre os polimorfismos de TLR3 e gravidade da doenca com gendtipo e
alelo, conforme a Tabela 2.

Tabela 2. Distribuicdo dos genotipos e alelos do polimorfismo (rs3775291) C>T no
gene TLR3 de acordo com a gravidade dos casos de COVID-19.

SNP LEVESN=50 GRAVES N =50 OR (95% IC) p valor
rs3775291 C>T n (f) n (f)

c/C 20 (0,40) 21 (0,42) 1,00 0,822
CIT 25 (0,50) 24 (0,48) 1,03 (0,39 - 2,74)

TIT 5 (0,10) 5 (0,10) 1,60 (0,35 - 7,25)

Alelos

C 65 (0,65) 66 (0,66) 1,00 p > 0,99°
T 35 (0,35) 34 (0,34) 0,95 (0,53 - 1,71)

Abreviaturas: N, tamanho da populagéo; n, nimero de individuos com o alelo ou genétipo; OR, odds ratio; IC, intervalo de
confianca; SNP, polimorfismo de nucleotideo Unico; a — A andlise estatistica foi realizada pelo software SNPStats com base em
um modelo estatistico Codominante. b — A andlise estatistica foi realizada pelo OpenEpi tabela dois por dois.

FUNDACAO

ARAUCARIA

@ Tecnolégico do Porand




32° Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica
12° Encontro Anual de Iniciagdo Cientifica Junior LR s sl

Nossos resultados demonstraram que n&o houve associacdo entre o
polimorfismo rs3775291 com os quadros leves e graves de pacientes com COVID-
19. Um estudo em escala populacional mostrou associacdo entre o alelo T e o risco
de mortalidade em pacientes com COVID-19 (DHANGADAMAJHI, 2021), porém
esses dados foram contestados em carta ao editor onde mostraram a né&o
associacao (PATI et al., 2021). No entanto, até onde se tem conhecimento, nenhum
estudo de caso controle avaliando uma possivel associagdo entre essa variagcéo e a
gravidade da COVID-19 foi realizado. Embora ndo tenhamos encontrado uma
associacao entre o polimorfismo rs3775291 com a gravidade da COVID-19, para
comprovarmos esses resultados, um numero maior de pacientes devem ser
genotipados.

CONCLUSAO

O polimorfismo (rs3775291) do gene TLR3 nao foi associado com a gravidade
da COVID-19 entre os pacientes diagnosticados com quadros leves e graves, uma
vez que ndo houve uma diferenca genotipica e alélica significativa para os diferentes
guadros da doenca.
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