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RESUMO

O virus SARS-CoV-2, causador da COVID-19, é um patégeno de elevada
transmissibilidade e taxa de mutacdo, capaz de desencadear quadros sintomaticos
de diversos niveis de gravidade entre os infectados. A apoptose induzida por
granzimas e perforinas é a principal via empregada pelos linfécitos T CD8+ e células
NK no combate a infecgbes virais, sendo a granzima B uma enzima capaz de induzir
a morte celular por diversas vias. E sabido que alguns polimorfismos do gene da
granzima B, como o rs8192917, afetam sua funcdo. A anadlise da frequéncia
genotipica e alélica do polimorfismo rs8192917 foi realizada em individuos
acometidos pela COVID-19, a fim de verificar seu potencial como marcador genético
de prognéstico da doenca. Foram analisadas amostras de 150 pacientes,
classificados em estagios nao severo, severo ou critico de desenvolvimento da
doenga. A genotipagem do polimorfismo Q48R foi realizada por qPCR. Sua
associagcdo com o prognostico da doenca foi determinada por regressao logistica
binaria, ajustada para fatores confundidores como sexo, idade e comorbidades. Nao
foi encontrada associacdo estatisticamente significativa entre os gendtipos da
granzima B para o polimorfismo investigado e a gravidade dos casos de COVID-19
estudados (TC [p=0,14], CC [p=0,06] e TC+CC [p=0,23]). Da mesma forma,
nenhuma correlacao foi observada entre as variantes genéticas e a evolugdo dos
pacientes para 6bito (TC [p=0,88], CC [p=0,99] ou CT+CC [p=0,89]). Portanto, os
resultados obtidos indicam ndo haver associacao entre o polimorfismo Q48R e o
prognéstico da COVID-19.

INTRODUCAO

A apoptose induzida por granzimas e perforinas é a principal via empregada
pelos linfocitos T CD8 (linfécitos T citotdxicos, CTLs) e células NK no combate a
infecgdes virais (Trapani e Smyth, 2002). A granzima B (GzmB) pode induzir a morte
celular através de diversas vias, destacando-se a ativacao da cadeia apoptética das
caspases. Ela também é capaz de agir diretamente sobre virus e células infectadas,
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controlando a infecgdo de maneira nao citotoxica. A expressao de GzmB (em nivel
de intensidade e numero de células com expressado ativa) em uma doenca esta
relacionada ao prognéstico e chances de sobrevivéncia do individuo acometido
(Wang et al., 2021). Em 2003, Mcllroy e colaboradores associaram a ocorréncia de
trés polimorfismos de nucleotideo Uunico (SNPs), no gene GZMB, ao
desenvolvimento de autoimunidade, rejeicdo de transplantes e imunidade
antitumoral. O polimorfismo rs8192917, correspondente a substituicio de um
nucleotideo de adenina por outro de guanina, causa a modificacdo do aminoacido
glutamina (Q) para arginina (R) na posicao 48 da proteina traduzida (Q48R). Neste
estudo, o SNP descrito é representado da seguinte forma: o genétipo TT (variante de
referéncia) indica auséncia de polimorfismo em ambos os alelos do gene, o TC em
apenas um deles e 0 CC em ambos.

A COVID-19 é uma sindrome respiratoria aguda desencadeada pela infeccao
do virus SARS-CoV-2, um patégeno de alta taxa de transmissdo, especialmente
pelas vias respiratorias superiores através do contato préximo com pessoas
contaminadas. Sabidamente, os linfécitos T citotdxicos e as células NK sao
importantes agentes da defesa antiviral. A perda da atividade citotéxica da GzmB,
associada a ocorréncia dos SNPs descritos, pode ter impacto significativo na
eficiéncia da resposta imunoldgica dos individuos portadores contra diversos tipos
de patégenos, como por exemplo o virus da COVID-19. Conforme o guia elaborado
pelo The BMJ (2020) a severidade da COVID-19 pode ser elencada em trés
diferentes niveis: ndo severo (sem sinais associados aos demais estagios), severo
(individuos com saturacdo de oxigénio no sangue inferior a 90%, pneumonia ou
intensa dificuldade respiratéria) e critico (individuos com necessidade de uso
equipamentos de suporte a vida/intubacdo, sindrome respiratéria aguda grave,
sepse ou choque séptico). A analise proposta neste estudo busca esclarecer o papel
do polimorfismo Q48R na imunopatogénese e curso clinico da COVID-19, avaliando
seu potencial como marcador genético de prognédstico da doenca.

MATERIAIS E METODOS

Este estudo faz parte do projeto de pesquisa intitulado “Marcadores
imunologicos da sindrome respiratoria aguda grave causada pelo novo coronavirus”
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade
Estadual de Maringa, pareceres numeros 4.357.896 (Aprovado em 14/10/2020) e
4.508.676 (Aprovado, com modificagdo e emenda, em 18/12/2020).

Foram analisadas amostras de 150 pacientes diagnosticados com COVID-19,
coletadas em trés diferentes hospitais de Maringa, no Parana. O grupo amostral
contava com individuos em diferentes estagios de evolucao da doenca, distribuidos
em trés categorias: ndo severo, severo e critico. Os critérios utilizados para a
formagao dos grupos foram orientados com base nos parametros determinados pelo
The BMJ (2020), em um guia elaborado de acordo com a classificagdo oficial da
Organizacao Mundial de Saude. A genotipagem das amostras foi realizada pela
técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em tempo real (qPCR)
utilizando sondas fluorescentes TagMan especificas para o polimorfismo genético
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rs8192917 da granzima B. Para sua amplificacdo, foram utilizados 5uL de volume
total de reagentes, sendo 2 pL de DNA e 3uL do Mix da reagéo. O sistema utilizado
para medir a fluorescéncia foi o termociclador StepOne Plus (Thermo Fisher
Scientific, 2013). A investigacdo da associacdo do SNP com a gravidade e o
desfecho da doencga (sobrevivéncia/ébito) foi realizada por meio de regressao
logistica binaria, ajustada para potenciais fatores de confusao (sexo, idade, doenca
cardiovascular, tabagismo, diabetes e obesidade) utilizando o software IBM SPSS
Statistics versdo 31.0 (IBM Corp., 2024). Para todas as andlises o nivel de
significAncia adotado foi de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela abaixo, encontram-se descritos os resultados para a andlise de
correlacdo entre os trés diferentes gendtipos do SNP Q48R da granzima B e a
classificacao do nivel de gravidade do quadro clinico de pacientes com COVID-19.
As classificacdes “severo” e “critico” foram agrupadas em uma unica categoria, a fim
de viabilizar a realizacdo da analise apesar da baixa ocorréncia do genétipo CC.

Tabela 1. Associacao do polimorfismo Q48R com a gravidade da COVID-19.

Genétipo Nao severo Severo/Critico OR IC (95%) Valor de p
TT 47 (31,3%) 42 (28%) 1,00 - -
TC 23 (15,3%) 33 (22%) 1,89 0,81-442 0,14
CC 4 (2,6%) 1 (0,6%) 0,06 0,004 - 1,17 0,06
TC+CC 27 (17,9%) 34 (22,6%) 1,59 0,73 - 3,48 0,23

Nao foi encontrada associagdo estatisticamente significativa entre o
prognéstico da COVID-19 e os gendétipos TC e CC. A escolha de inclusdo do modelo
dominante (TC+CC) na analise foi realizada a fim de aumentar seu poder estatistico,
uma vez que a prevaléncia do genoétipo CC foi muito baixa com relacao aos demais.
Apesar disso, o0 resultado obtido para este grupo também néao foi significativo. De
modo semelhante, ndo foi encontrada relagao entre a evolugdo do quadro dos
pacientes a o6bito aos genétipos TC (p=0,88), CC (p=0,99) ou CT+CC (p=0,89). E
possivel que a baixa frequéncia do genétipo CC esteja associada a composicao
étnica do grupo amostral (majoritariamente branca). Em 2003, Mcliroy e
colaboradores identificaram uma porcentagem consideravelmente superior de
individuos portadores do alelo T dentre caucasianos quando em comparacao a
grupos de africanos e vietnamitas.

Evidenciando a dualidade dos efeitos imunolégicos da GzmB, Wang e
colaboradores (2021) relacionaram sua expressao a ocorréncia e agravamento de
doengas como inflamacao e fibrose. Foram relatados também efeitos benéficos da
inibicdo da granzima em doengas como asma humana e infarto agudo do miocardio.
O aumento dos niveis de GzmB é capaz de induzir uma resposta imune inespecifica,
com impactos negativos na patogénese, risco e progressao de doencas. E plausivel
assumir, portanto, que sua expressao inadequada em individuos portadores do
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gendtipo CC possa ser responsavel pelo desenvolvimento da forma mais leve da
COVID-19. A tempestade de citocinas € um dos principais quadros responsaveis por
ocasionar maior dano tecidual e, consequentemente, maior gravidade da doenca
(Land, 2021). A expressdo normal da granzima B, associada aos gendtipos TT e TC,
pode estar relacionada a intensificacao desse processo.

CONCLUSOES

Nao foi encontrada associacao entre o polimorfismo Q48R e o prognéstico da
COVID-19. O aparente carater protetor do alelo C é um achado que sugere a
necessidade da realizacdo de estudos mais aprofundados no futuro. A clareza e
qualidade dos resultados podem ser aprimoradas com 0 aumento do grupo amostral.
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