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RESUMO

A infeccao por SARS-CoV-2 (do inglés, Severe Acute Respiratory Syndrome-related
coronavirus 2) pode se manifestar de forma distinta em diferentes individuos. O
sistema imune desempenha um papel essencial no controle e eliminacdo da
infeccéo viral, seja por acdo da imunidade inata ou adaptativa. Neste contexto, o
receptor de reconhecimento de padrdes, conhecido como TLR9 (Toll-like receptor 9),
presente em células imunes inatas e células epiteliais, pode participar tanto da fase
de combate ao virus, quanto da fase inflamatoria da doenca. Assim, foi realizado um
estudo caso-controle com o objetivo de genotipar o polimorfismo rs5743836 no gene
TLR9 em 80 pacientes diagnosticados com COVID-19, internados nos Hospitais
Universitarios de Maringa e de Londrina, sendo 40 casos graves e 40 casos leves,
através da técnica de PCR-SSP (Polymerase Chain Reaction Sequence-Specific
Primer). Nossos resultados mostraram que houve associa¢éo de protecéo do alelo C
com a gravidade da doenca. Podemos concluir que o polimorfismo rs5743836 do
gene TLR9 esta associado com a gravidade da doenca.

INTRODUCAO

A infeccdo por SARS-CoV-2 apresenta um amplo espectro de possibilidades
de evolucdo clinica, desde casos assintomaticos até o desenvolvimento de uma
sindrome respiratdria aguda grave e morte em alguns casos (OMS, 2022). Apesar
de alguns fatores de risco para o desenvolvimento das formas graves de COVID-19
ja estarem bem estabelecidos, a ocorréncia de quadros clinicos mais severos em
pacientes jovens e sem comorbidades evidencia a influéncia de fatores intrinsecos
ao hospedeiro na progressdo da doenca, tais como fatores imunogenéticos (GAO,
Y-D. et al., 2020). O sistema imune desempenha um papel essencial no controle e
eliminagédo da infecgao viral, seja por agao da imunidade inata ou da imunidade
adaptativa. No entanto, uma resposta inflamatoria descontrolada, conhecida como
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“tempestade de citocinas”, leva a complicacdes associadas ao pior prognéstico da
doenca.

O receptor de reconhecimento de padrbes, conhecido como TLR9, presente
em células imunes inatas e células epiteliais, pode participar tanto da fase de
combate ao virus, quanto da fase inflamatéria da doenca. O engajamento do TLR9
ao seu ligante, induz uma série de reagdes bioquimicas intracelulares que culminam
na ativagéo de fatores de transcrigdo relacionados a expressao de moléculas, como
interferons (IFN) do tipo I, que promovem o estado antiviral e conduzem a ativacao
de células NK e de células T CD4" e CD8", bem como ao recrutamento de linfcitos
Thl (HALL, S. C. et al., 2016). Uma maior frequéncia do alelo C do polimorfismo de
nucleotideo unico (SNP) rs5743836 (-1237T>C) foi associada a varias doencas
autoimunes e inflamatorias crénicas (CARVALHO, A. et al., 2011). Ainda, uma vez
gue as frequéncias dos alelos C e T do SNP rs5743836 variam dependendo da
etnia, estudos de associacdo envolvendo este SNP poderiam explicar 0 maior risco
de algumas doencas observado em individuos de uma determinada ancestralidade
(CARVALHO, A. et al., 2011).

Tais estudos sugerem que este SNP pode estar relacionado com casos mais
graves de COVID-19. Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi investigar a
influéncia dos polimorfismos rs5743836 localizado no promotor do gene TLR9 no
desfecho da infeccdo por SARS-CoV-2.

MATERIAIS E METODOS

Este estudo caso-controle foi realizado com 80 amostras de pacientes
internados nos Hospitais Universitarios de Maringd e Londrina, com diagndstico
laboratorial de Covid-19. Foram selecionados 40 pacientes graves e como controles
40 pacientes que manifestaram quadros leves da doenca. O projeto foi conduzido de
acordo com as normas preconizadas pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Estadual de Maringa CAAE: 38095420.5.0000.0104.

As amostras de sangue total foram coletadas em tubos contendo EDTA. O
DNA genbmico foi extraido utilizando o Kit de extracdo DNA BIOPUR® (Biometrix,
Curitiba, Parana, Brasil), de acordo com o fabricante, e a concentracdo e pureza do
material obtido foram mensuradas utilizando o equipamento Nanodrop 2000®
(Wilmington, USA).

A genotipagem do SNP foi realizada por PCR-SSP utilizando os iniciadores
(primers) sequéncia-especifica. A visualizacdo do produto amplificado foi feita por
eletroforese em gel de agarose a 2% corado com Syber Green (ThermoFisher®).

As analises estatisticas e o equilibrio de Hardy-Weinberg (HW) foram
avaliados utilizando o] software SNPStats (disponivel em:
https://www.snpstats.net/start.htm), que também foi utilizado para deteccdo da razao
de chances equilibrio, com intervalo de confian¢a (IC) de 95% pelo teste do x2 e
regressao logistica. O programa OpenEpi foi utilizado para calcular a analise
estatistica dos alelos e diferencas nas caracteristicas dos pacientes pelo teste x° e
teste T. (https://www.openepi.com/Menu/OE_Menu.htm).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as caracteristicas dos pacientes associadas a gravidade do COVID-19
neste estudo estdo presentes na Tabela 1. Em relacdo a idade dos pacientes, o
Teste T mostrou uma diferenca estatisticamente significativa entre pacientes leves
(50 + 14) e graves (62 * 15), observou-se também que houve diferenca entre sexo e
a comorbidade diabetes, motivo pelo qual essas variaveis foram incluidas na analise
de regressao logistica (p < 0,05).

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

CARACTERISTICAS LEVES N=40 GRAVES N =40 p valor
SEXO (F/M) 30/10 20/20 p < 0,05°
IDADE 50 + 142 62 + 152 p < 0,05°
COMORBIDADES

HIPERTENSAO 6 14 p > 0,05°
DIABETES 3 11 p < 0,05°
OBESIDADE 14 13 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 TLR9 estavam de
acordo com o esperado pelo equilibrio de Hardy-Weinberg (p> 0,05). Nao houve
associacdo entre os diferentes genotipos relativos ao polimorfismo rs5743836 e a
gravidade da doenca. Na analise das frequéncias alélicas, o alelo C foi associado
com protecao para gravidade da doenca. Os dados estéo presentes na Tabela 2.

Tabela 2. Distribuicdo dos gendétipos e alelos do polimorfismo (rs5743836) no gene
TLR9 de acordo com a gravidade dos casos de COVID-19.

SNP LEVES N =40 GRAVES N =40 OR (95% IC) p valor
rs5743836 n (%) n (%)

T/T 26 (65) 34 (85) 1,00

TIC 13 (32,5) 6 (15) 0,44 (0,12 - 1,57)° 0,22
c/C 1(2,5) 0 (0) 0,00 (0,00 - NA)?

T/IC - CIC 14 (35) 6 (15) 0,40 (0,11 -1,39)° 0,14
Alelos

T 65 (81) 74 (92) 1,00 0,03
C 15 (19) 6 (8) 0,35 (0,12 — 0,95)°
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Abreviaturas: N, tamanho da populacéo; n, nimero de individuos com o alelo ou genétipo; OR, odds ratio; IC, intervalo de
confianga; 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 software SNPStats com base em um modelo
estatistico Dominante; c - A andlise estatistica foi realizada pelo OpenEpi tabela de contingéncia.

Nossos resultados mostraram que houve associacédo de protecdo do alelo C
com a gravidade da doenca. Um recente estudo mostrou associagéo entre o alelo C
do polimorfismo rs5743836 e um maior risco de infecgcdo por COVID-19 e também
com a gravidade da doenca (ALHABIBI, A. M. et al., 2023). Embora verifique-se
divergéncia entre os resultados, uma possivel explicacdo pode ser as diferencas
étnicas entre as populacdes, além da influéncia de outros genes na
imunopatogénese da doenca. Para comprovarmos esses resultados, um numero
maior de pacientes devem ser genotipados.

CONCLUSOES

O polimorfismo rs5743836 (-1237T>C) do gene TLR9 foi associado com
protecéo para o desenvolvimento de COVID-19 grave.
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