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RESUMO

A COVID-19 é uma sindrome aguda respiratoria desencadeada pela infec¢do pelo
SARS-CoV-2, possui alta taxa de transmissdo e se disseminou mundialmente,
causando a morte de milhdes de pessoas. Ainda sdo desconhecidos os aspectos
intrinsecos a doenca que fazem exibir diferentes progndésticos de individuo para
individuo. As Killer-cell Immunoglobulin-like Receptors (KIR), s&o moléculas
presentes na superficie de células natural killer (NK), capazes de regular a liberacao
de citocinas imunorreguladoras nas antivirais das NK. Este estudo foi realizado com
202 amostras de sangue periférico, sendo 15 destas obtidas de pacientes com
COVID-19 leve, 68 de individuos com a forma moderada da doenca e as outras 118
de pacientes com a forma grave da doenca. As amostras moderadas e graves foram
obtidas no Hospital Universitario Regional do Norte do Parana, na cidade de
Londrina e as amostras leves foram obtidas no Hospital Paran4 de Maringad. A
genotipagem de KIR2DS2 e KIR2DS4 foi realizada através da técnica de PCR-SSP.
Foi realizada analise de correlacdo entre os genes estudados com os parametros
clinicos da doenca através do teste Tau-b de Kendall. O resultado obtido mostrou
gue houve associacao significativa do gene KIR2DS2 e a presenca de tosse, febre,
coriza, dispneia e disgeusia; ja no caso do gene KIR2DS4 a COVID-19 tende a ser
mais grave, houve associagéo significativa com a transferéncia para a Unidade de
Terapia Intensiva (UTI), intubacao e dispneia.

INTRODUCAO

A COVID-19 foi descoberta em dezembro de 2019, na provincia de Wuhan,
na China, ao investigarem centenas de casos de, até entdo, pneumonia. A
explicacdo para essa hipdtese se da ao fato de que a COVID-19 é responsavel por
causar, principalmente, sintomas respiratérios. Para tanto, estudos mostraram
influéncia genética na sintomatologia e resposta imunoldgica dos pacientes. Como
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escreveu Plasencia (2020), as altera¢gfes existentes no gene da enzima conversora
de angiotensina Il podem facilitar a entrada do virus na célula do hospedeiro, e esse
peptideo esta presente no epitélio pulmonar humano.

As células assassinas naturais (do inglés, Natural Killer ou NK) sdo um grupo
de células com origem linféide que desempenham um papel importante na resposta
imune inata e podem exercer um papel importante no desfecho da COVID-19. Estas
células possuem receptores denominados Receptores de Células Assassinas
Naturais (do inglés, Natural Killer-cell Immunoglobulin-like Receptors - KIR)
responsaveis pela ativagédo ou inibicdo da célula NK por meio da interacdo com seus
ligantes (CARRINGTON; NORMAN, 2003).

Os receptores KIR e seus ligantes HLAs de classe 1 foram associados com a
susceptibilidade ou resisténcia do hospedeiro frente a diversas doencas infecciosas
e nao-infecciosas (CARRINGTON; NORMAN, 2003).. Dentro deste contexto, o
objetivo deste trabalho foi verificar uma possivel associacdo entre a presenca dos
genes de receptores ativadores KIR2DS2 e KIR2DS4 com os parametros clinicos da
COVID-109.

MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos (CAAE 38095420.5.0000.0104, numeros 4.357.896 e 4.508.676). Para
este estudo, foram selecionadas 202 amostras de pacientes com quadros de
COVID-19 classificados como leve, moderado ou grave (conforme a classificacao da
Organizacdo Mundial de Saude).

As amostras de sangue venoso foram coletadas em tubo contendo EDTA, no
Hospital Universitario Regional do Norte do Parana, de Londrina — PR e Hospital
Parana, de Maringa - PR. Destas amostras foram separados o Buffy-coat que foi
armazenado em freezer a -20°C.

A extracdo do DNA genomico foi realizada com o kit Biopur® (Biometrix
Diagnostica, Curitiba, Brazil). A pureza e concentracdo de DNA foram determinados
através do NanoDrop® UV-Vis spectrophotometer (Thermo Fisher; Wilmington, DE,
USA), utilizando os comprimentos de onda de 260 e 280 nm.

Para a genotipagem, foi realizada a técnica de reacdo em cadeia da
polimerase com uma sequéncia especifica de primers (PCR-SSP), de acordo com
Zhuang et al. (2012). As condi¢bes da PCR foram: MgCl, 50 mM, buffer 10x, dNTP
10 mM, primer forward 10 mM, primer reverse 10 mM, primer HGH 10 mM, Taq
polymerase Invitrogen™ 5U/uL (Invitrogen Life Technologies, Grand Island, NY),
com um volume final de 20uL.

As amostras foram amplificadas em termociclador (Veriti 96-Well Thermal
Cycler), e o protocolo de ciclos incluiu: desnaturacao inicial a 94°C por 3 minutos, 35
ciclos de 45 segundos a 94°C, 30 segundos a 62°C, 1,5 minuto a 72°C, e uma
extensdo final de 5 minutos a 72°C. Os resultados das amplificacbes foram
analisados por eletroforese em gel de agarose 2%, juntamente com marcador de
peso molecular de 100 pares de base.
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Foi realizado o teste Tau-b de Kendall, utilizando o software estatistico SPSS
versao 22.0 (SPSS Inc., Chicago, USA), e o nivel de significancia adotado foi de 5%.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre os pacientes estudados, 92 eram do sexo feminino (45,5%) e 110 do
sexo masculino (54,5%), e a média de idade dos pacientes foi de 65,2 anos (+16,8
anos). De acordo com os padrdes da Organizacdo Mundial de Saude, 15 pacientes
apresentaram quadro clinico leve, 68 quadros clinico moderado e 118 quadro clinico
grave.

Nenhum dos dois genes mostraram associacdes significativas com o
desfecho clinico da doenca (6bito ou alta hospitalar), ocorréncia de aneurismas,
historico de doenca cardiaca, presenca de dores musculares, fadiga, cefaléia,
hiposmia, sintomas gastrointestinais e neuroldgicos.

Como mostra a Tabela 1, o gene KIR2DS2 mostrou associagdes significativas
com a presenca de todos os sintomas da COVID-19, enquanto o KIR2DS4 foi
associado significativamente apenas a presenca de dispneia.

Tabela 1. Analise de correlagéo entre a presenca de KIR2DS2 e KIR2DS4 com o0s
parametros clinicos de pacientes com COVID-19.

KIR2DS2 KIR2DS4
Parametro clinico n (%) n (%)
Auséncia Presenca Auséncia Presenca
ausente 61 (93,9%) 70 (86,4%) 12 (100%) 119 (90,2%)
Coriza presente 4 (6,1%) 11 (13,6%) 0 (0,0%) 13 (9,8%)
p =0,010% (0 = 0,191 p =0,169; [0 = 0,098

ausente | 33 (50,8%) | 27(33,3%) | 4(33,3%) | 57 (43,2%)
Febre presente | 32(49,2%) | 54(66,4%) | 8(66,7%) | 75 (56,8%)

p =0,003% [1 =0,220 p=0,770; [ = 0,022

ausente | 21(32,3%) | 18(22,2%) | 4(33,3%) | 40 (30,3%)
Tosse presente | 44 (67,7%) | 63(77,8%) | 8(66,7%) | 92 (69,7%)

p =0,018% [1=0,177 p = 0,408; [ = 0,062

ausente | 24 (36,9%) | 23(28,4%) | 8(66,7%) | 40 (30,3%)

Dispneia presente | 41(63,1%) | 58 (71,6%) 4 (33,3%) 92 (69,7%)
p = 0,033 (1= 0,159 p =0,023* [1=0,162
Disgeusia | ausente | 59(90,8%) | 70(86,4%) | 10(83,3%) | 115 (87,1%)
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presente 6 (9,2%) 11 (13,6%) | 2 (16,7%) ‘ 17 (12,9%)

p = 0,036% (1 = 0,157 p = 0,565; [ = 0,047

* valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

O gene KIR2DS2 né&o foi associado com a severidade da COVID-19 (p =
0,784). Por outro lado, o gene KIR2DS4 foi associado ao quadro mais grave da
doenca. Este resultado esta de acordo com o estudo de Bernal et al. (2021). Ao
contrario de KIR2DS2, o KIR2DS4 também foi associado a transferéncia do paciente
para Unidade de Terapia Intensiva (p = 0,004) e necessidade de intubacao traqueal
(p<0,05), demonstrando uma associacdo deste gene com 0 pior prognostico da
COVID-19.

CONCLUSOES

O receptor de superficie KIR2DS2 foi associado significativamente a sintomas
clinicos da COVID-19, entre eles tosse, febre, coriza, dispneia e disgeusia. Ja o
receptor de superficie KIR2DS4 foi associado ao quadro mais grave da COVID-19,
incluindo a transferéncia para a Unidade de Terapia Intensiva (UTI), a intubacéo e a
dispneia do paciente. Estes resultados indicam que as células NK desempenham um
papel importante no prognostico da COVID-19 e que os receptores KIR sao
potenciais marcadores da doenca.
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