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RESUMO

INTRODUGCAOQ: A Coronavirus disease 2019 (COVID-19) é uma infeccdo aguda
causada pelo novo coronavirus denominado Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus 2 (SARS-CoV-2), com mais de mais de 180 milhGes de casos
confirmados e aproximadamente quatro milhdes de casos fatais registrados pelo
mundo. A COVID-19 grave estd ligada a uma resposta inflamatdria excessiva,
incluindo o nivel elevado de citocinas pro-inflamatérias e biomarcadores
inflamatérios sistémicos como proteina C reativa, dimero-D, ferritina e relagéo
neutrofilo/linfécito. A tempestade de citocinas é um dos principais agravantes
observados na COVID-19 grave, levando a faléncia de multiplos 6rgdos ou choque
séptico. Niveis séricos elevados da interleucina (IL)-18 sédo associados a gravidade
da COVID-19 e pior prognéstico. Variantes genéticas no IL18 podem influenciar os
niveis da citocina e podem estar relacionadas a fisiopatologia da COVID-19.
OBJETIVO: Avaliar as variantes genéticas IL18-105G>A (rs360717) e 1L18-137C>G
(rs187238) e sua associacdo com a gravidade e o desfecho da COVID-19, bem
como sugerir modelos preditores para progndéstico e mortalidade em pacientes com
COVID-19. SUJEITOS E METODOS: O estudo transversal incluiu 528 pacientes
com COVID-19 atendidos no Hospital Universitario de Londrina e Unidade de Pronto
Atendimento de Londrina. A gravidade clinica da COVID-19 foi avaliada usando a
classificacacdo da Organizacdo Mundial da Saude e o0s pacientes foram
categorizados de acordo com a gravidade leve (157 pacientes), moderado (63
pacientes) e grave (308 pacientes). A genotipagem das variantes de nucleotideo
anico de 1L18 foram realizadas pela reacdo em cadeia da polimerase em tempo real
quantitativa (QPCR). RESULTADOS: A IL18-105G>A esta associado a um efeito
protetor sobre a gravidade da COVID-19, com o genétipo GA no modelo co-
dominante [Odds ratio (OR): 0,55, intervalo de confianca (IC) 95%: 0,34-0,89, p=
0,015], modelo overdominante (OR: 0,56, IC 95%: 0,35-0,89, p= 0,014) e os
gendtipos AA + GA em um modelo dominante (OR: 0,61; IC 95%: 0,38-0,96, p=
0,031). Assim, a presenca do alelo A em homozigose ou heterozigose foi associado
a protecdo ao desenvolvimento de casos moderados e graves. Similarmente, o
genatipo 1L18-137CG foi associado a um efeito protetor a gravidade da COVID-19
(OR: 0,55, IC 95%: 0,34-0,89, p= 0,015). Para o modelo overdominante, o genoétipo
CG foi associado a um efeito protetor a gravidade da COVID-19 (OR: 0,57, IC 95%:
0,36-0,91, p= 0,018). No modelo dominante, os genoétipos GG + CG também foram
associados a um efeito protetor a gravidade da COVID-19 (OR: 0,59, IC 95%: 0,37-
0,93, p= 0,025) e a presenca do alelo G em homozigose ou a heterozigose foi
associado a protecdo ao desenvolvimento de casos moderados e graves. NOs
propomos um modelo de biomarcador capaz de predizer a gravidade da COVID-19
com IL18-105 GA (negativamente associado), e idade, alteracdes na tomografia
computadorizada de térax (CCTA - do inglés chest computed tomography scan
alteration), indice de massa corporea, doencas cardiacas, diabetes mellitus tipo 2,
hipertenséo e indice de inflamacao (positivamente associados), podem ser usados



para predizer o desenvolvimento de doenca moderada ou grave com uma precisao
de 84,3% (sensibilidade: 83,3% e especificidade: 86,5%). A nao sobreviventes
(versus sibreviventes) foi mais bem prevista por idade elevada, deméncia,
inflamacéo, reducéo de SpO2, admissdo na unidade de terapia intensiva, intubacéo,
indice de massa corpérea e doenca grave; 85,7% dos casos foram classificados
corretamente com uma sensibilidade de 83,3% e especificidade de 86,7%.
CONCLUSOES: Os resultados sugerem que as variantes genéticas 1L18-105G>A e
IL18-137C>G possam exercer um efeito protetor significativo em relacéo a gravidade
da COVID-19, mas nao sobre a mortalidade. Propomos modelos preditivos para
prognostico e mortalidade que podem auxiliar na identificagcéo precoce de pacientes
com maior chance de evoluir para um pior prognéstico, necessitando de tratamento
individualizado.

Palavras-chave: COVID-19; variantes genéticas; IL18; gravidade COVID-19;
modelos preditores.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Coronavirus disease 2019 (COVID-19) is an acute infection
caused by the new coronavirus named Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus 2 (SARS-CoV-2), has more than 180 million confirmed cases and by
almost four million fatal cases worldwide. Severe COVID-19 is linked to an excessive
inflammatory response, including elevated levels of pro-inflammatory cytokines and
systemic inflammatory biomarkers such as C-reactive protein, D-dimer, ferritin and
neutrophil/lymphocyte ratio. Cytokine storm is one of the main aggravations observed
in severe COVID-19, leading to multiple organ failure or septic shock. High serum
levels of interleukin (IL)-18 are associated with severity of COVID-19 and with worse
prognosis. Genetic variants IL18 can influence the cytokine levels and may be
related to pathophysiopatholgy of COVID-19. OBJECTIVE: To evaluate the genetic
variants of IL18-105G>A (rs360717) and IL18-137C>G (rs187238) and their
association with the severity and outcome of COVID-19, as well as to suggest
models to predict the prognosis and mortality in patients with COVID-19. SUBJECTS
AND METHODS: The cross-sectional study consisted of 528 COVID-19 patients
treated at the University Hospital of Londrina and Emergency Rooms in Londrina.
The COVID-19 clinical severity was assessed using the World Health Organization
classification and the patients were categorized according to severity into mild (157
patients), moderate (63 patients) and critical (308 patients). Genotyping of single
nucleotide 1L18 variants were determined using quantitative real-time polymerase
chain reaction (QPCR). RESULTS: The IL18-105G>A was associated with a
protective effect on the severity of COVID-19, with the GA genotype in the co-
dominant model [Odds ratio (OR): 0.55, 95% confidence interval (Cl): 0.34-0.89, p=
0.015], overdominant model (OR: 0.56, 95% CI: 0.35-0.89, p= 0.014) and the AA+GA
genotypes in a dominant model (OR: 0.61; 95% CI: 0.38-0.96, p= 0.031). Thus, the
presence of the A allele in homozygosis or heterozygosis was associated with
protection for development of moderate and severe cases. Similarly, 1L18-137CG
genotype was associated with a protective effect on COVID-19 severity (OR: 0.55,
95% CI: 0.34-0.89, p= 0.015). With the overdominant model, the CG genotype was
associated with a protective effect on severity of COVID-19 (OR: 0.57, 95% CI: 0.36-
0.91, p= 0.018). In the dominant model, the GG+CG genotypes were also associated
with a protective effect on the severity of COVID-19 (OR: 0.59, 95% CI: 0.37-0.93, p=
0.025) and the presence of the G allele in homozygosis or heterozygosis was
associated protection in the development of moderate and severe cases. We
propose biomarker models capable of predicting of the severity COVID-19 with 1L18-
105G>A genotype GA (negatively associated), and age, chest computed tomography
scan alteration (CCTA), body mass index, heart diseases, type 2 diabetes melitus,
hypertension, and inflammation (positively associated) may be used to predict who
will develop moderate or critical disease with an accuracy of 84.3% (sensitivity:
83.3% and specificity: 86.5%). Death was best predicted (versus no-death) by higher
age, dementia, inflammation, lowered peripheral capillary oxigen saturation (Sp0O2),



intensive unit care admission, intubation, body mass index and severe illness; 85.7%
of the subjects were correctly classified with a sensitivity of 83.3% and specificity
86.7%. CONCLUSION: The results suggest that the genetic variants 1L18-105G>A
and IL18-137C>G may exert a protective effect in regard to the severity of COVID-
19, but not to the mortality. We propose prediction models of prognosis and mortality
that may help in the early identification of patients who are more likely to progress to
a worse prognosis, requiring individualized treatment.

Key words: COVID-19; genetic variants; IL18, severity COVID-19; predict models.
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1 INTRODUCAO

1.1AsPecTOS CLINICOS E EPIDEMIOLOGICOS DA COVID-19

A doenca do coronavirus 2019 (COVID-19 - do inglés Coronavirus Disease
2019) é uma doenca infecciosa, altamente contagiosa e mortal, causada por um
patégeno viral denominado pelo Comité Internacional de Taxonomia de Virus como
Sindrome Respiratdria Aguda Grave do Coronavirus-2 (SARS-CoV-2 - do inglés
Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2) (GORBALENYA et al., 2020).
Originalmente encontrado na cidade de Wuhan, na China, em dezembro de 2019, o
SARS-CoV-2 espalhou-se pelo mundo e foi declarado como uma pandemia pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) em 11 de marco de 2020 (ROTHAN;
BYRAREDDY, 2020; ZHOU et al., 2020b; ZHU et al., 2020).

De acordo com a OMS (2021) até o momento, mais de 180 milh&es de casos
confirmados de COVID-19 foram registrados globalmente. As Américas possuem o
maior numero de casos acumulados, com aproximadamente 71 milhdes relatados
até 27 de junho de 2021 (OMS, 2021).

No Brasil, o primeiro caso foi notificado no estado de Sdo Paulo, em 26 de
fevereiro de 2020. Pelo Boletim Epidemiolégico com dados de 20 a 26 de junho de
2021, o pais possui um total de 18.386.894 casos confirmados de COVID-19, com
uma taxa incidéncia de 86.830,7 casos por um milhdo de habitantes e,
aproximadamente 512.375 6bitos registrados em todo o pais (BRASIL, 2021). A
Figura 1 demonstra a distribuicdo dos 6bitos por COVID-19 entre os 20 paises com
maior nimero de casos.

O estado do Paranad é o sexto maior estado brasileiro em termos de
populacdo com aproximadamente 11 milhdes de pessoas e, devido ao grande
namero de habitantes e a proximidade com grandes estados como Sao Paulo, esta
sendo grandemente afetado pela pandemia e esta entre as 10 unidades federativas
com maiores numeros de casos novos registrados, possuindo mais de 1.278.051
casos e 30.539 mortes até o presente momento (BRASIL, 2020; BRASIL, 2021). Em
Londrina, a segunda maior cidade mais populosa do Parana, no Boletim
Epidemiolégico com dados até dia 30 de junho de 2021, o numero total de casos foi
de 66.484, com 1.725 mortes em decorréncia da COVID-19 (LONDRINA, 2021).
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Figura 1 — Distribuicdo da mortalidade por COVID-19 entre os 20 paises com maior nimero de

casos. Dados até 26 de junho de 2021. Fonte: BRASIL (2021).

O quadro clinico do paciente com COVID-19 é caracterizado pela sindrome
gripal e, caso 0 paciente apresente sintomas, o diagnéstico clinico pode ser
realizado por investigacdo clinico-epidemiolégica, anamnese e exame fisico
adequando ao paciente (BRASIL, 2020). A apresentacdo clinica do paciente é
variavel, sendo composta por sintomas mais frequentes, como febre (83 — 99%),
tosse (59 — 82%), fadiga (44 — 70%), sintomas menos frequentes, como anorexia,
falta de ar, mialgia, dor de garganta, cefaléia, congestdo nasal, diarreia, nauseas e
vomito, perda de olfato ou paladar (CHEN et al., 2020b; HUANG et al., 2020; WANG
et al., 2020; ZAIM et al., 2020).

A gravidade da infecgédo por SARS-CoV-2 também é variavel apresentando
desde assintomatico a infec¢éo grave, com pneumonia ou insuficiéncia pulmonar,
sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA), sindrome da resposta
inflamatoria sistémica (SIRS) e pode evoluir para disfuncéo de multiplos 6rgaos com
consequéncias fatais (SALZBERGER et al., 2020). No entanto, geralmente 90% de
todas as infecg¢des, sdo assintomaticas, oligossintomaticas ou com sintomas leves a
moderados (SALZBERGER et al., 2020).
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Dentre os fatores de risco para a COVID-19, a idade avancada esta
relacionada a maior gravidade da infeccéo, enquanto individuos do sexo masculino
s80 mais propensos a infeccdo e piores desfechos (DOCHERTY et al., 2020; YANG
et al., 2020a). Pacientes mais velhos e com doencgas pre-existentes possuem taxas
mais altas de admissdo em unidade de terapia intensiva (UTI) e maiores taxas de
letalidade (SHARIF et al., 2021).

Entre os pacientes com COVID-19, uma maior mortalidade esta relacionada a
comorbidades  pré-existentes incluindo doenca renal cronica, doenca
cerebrovascular, doencga cardiovascular, diabetes mellitus tipo 2 (T2DM), doenga
respiratéria crbnica, hipertensédo e obesidade (RAEISI et al., 2021; SHI et al., 2021).
Dentre essas, as que possuem pior prognostico sdo T2DM e doenca cardiovascular
gue podem estar relacionadas ao receptor de enzima conversora de angiotensina 2
(ECA2), principal local de ligagéo para 0 SARS-CoV-2 (APICELLA et al., 2020;
SHARIF et al.,, 2021). A expressdo desse receptor no pancreas e no coragao
aumenta o risco de infeccdo por SARS-CoV-2 em pacientes com estas doencas
graves (LIU et al., 2020; PATEL; VERMA, 2020). Em um estudo realizado no Reino
Unido, com cerca de 16.749 pacientes hospitalizados com COVID-19, o maior risco
de morte estava associado a pacientes com doenca cardiaca, renal, pulmonar,
deméncia e obesidade (DOCHERTY et al., 2020).

A rapida disseminagdo do SARS-CoV-2 pelo mundo e o elevado namero de
pacientes assintomaticos tornam um dificil desafio de contencéo da disseminacao
viral (MONTICELLI et al., 2021). Variacdes genéticas do hospedeiro sdo de extrema
importancia na suscetibilidade a infeccéo por SARS-CoV-2 (MONTICELLI et al.,
2021). Mesmo que nao se tenha total clareza do fenémeno, a busca por fatores
geneéticos para explicar as diferencas entre a gravidade dos casos se mostra de
grande importancia (MONTICELLI et al., 2021).

Ellinghaus e colaboradores (2020) avaliaram 1.980 pacientes com COVID-19
grave e 2.381 individuos saudaveis realizaram a analise genética em diferentes
locus dentre eles, locus 6p21 do antigeno leucocitario humano (HLA), locus 9g34.2
do ABO e locus 3p21.31 como principais genes candidatos nessa regiao
SLC6A20, LZTFL1, FYCO1, CXCR6, XCR1 e CCR9.Asvariantesgeneticas
rs11385942 em 3p21.31 e rs657152 em 9g34.2 foram associadas a insuficiéncia
respiratoria induzida pela COVID-19. Segundo o mesmo autor, em uma analise

especifica do grupo sanguineo, o locus 9934.2 ABO, foi observado um efeito
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protetor para tipo O e um risco maior entre pessoas com grupo sanguineo A em
comparagdo com 0S outros grupos.

Outros grupos de genes foram analisados e obtiveram uma correlagdo
significativa para infecgao por SARS-CoV-2, dentre eles gene da lecitina ligante de
manose 2”(MBL2 - do inglés Mannose Binding Lectin 2), da Serina Protease
Transmembranar 2 (TMPRSS2 - do inglés Transmembrane Serine Protease 2) e
CD27 (MONTICELLI et al., 2021). Além dessas, a variante rs3819025 (G>A) no
gene que codifica a citocina pré-inflamatéria interleucina (IL)-17A, o alelo G foi
associado a risco de COVID-19 e maior expressao tecidual de IL-17A (AZEVEDO et
al., 2021). Deste modo, o0 historico genético é de extrema importancia na avaliacao
da suscetibilidade a COVID-19 e a descoberta de genes alvo podem ser Gteis no
tratamento e na prevencéao da infeccdo (MONTICELLI et al., 2021).

Para o manejo clinico do paciente com COVID-19, é de suma importancia a
estratificacdo dos casos de acordo com a gravidade, para que se possa definir a
conduta correta para cada caso (BRASIL, 2020). Deste modo, a OMS prop6s uma
classificacao da gravidade da COVID-19 descrita na Tabela 1 (OMS, 2021).

Tabela 1 — Critérios de classificacdo segundo a gravidade da Coronavirus Disease 2019 (COVID-19)

Adulto ou adolescente com sintomaticos com febre, tosse, fadiga, anorexia,
dispneia e mialgia, ou outros sintomas inespecificos dor de garganta, congestao
nasal, cefaleia, diarreia, nauseas e vomito, mas sem evidéncia de hipdxia ou
pneumonia viral.

Doenca Leve

Adulto ou adolescente com sinais clinicos de pneumonia (febre, tosse, dispneia,
Doenca moderada taquipneia), mas sem nenhum sinal de pneumonia grave, incluido os niveis de
saturacao periférica oxigénio (SpO2) 290% em ar ambiente.

Adulto ou adolescente com sinais clinicos de pneumonia (isto e, febre, tosse, dispneia, taquipneia)
associados a um dos seguintes: frequéncia respiratéria >30 respirag6es/minuto; dificuldade respiratéria
grave; ou SpO, <90% em ar ambiente.

Doenca grave .
4D—T—P—d_'_d—d_d—f_t—'_t‘“—ol_oenga Critica Presenca de sindrome do desconforto respiratorio agudo,

sepse ou choque séptico.

Fonte: adaptado de OMS (2021).

O principal modo de transmissédo do SARS-CoV-2, € por meio de goticulas
gue sao produzidas durante a fala, tosse, ou espirros transmissiveis entre infectado
e nédo infectado a uma distancia de até 1,5 m (WIERSINGA et al., 2020). O maior
risco de transmissdo esta associado a contatos breves ou prolongados com
individuos sintomaticos, enquanto a exposicao breve a pacientes assintomaticos é
menos provavel de resultar em transmisséo (WIERSINGA et al., 2020). A rapida

replicacdo no trato respiratério superior, € um fator importante na rapida
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disseminacéao do virus; a replicacédo ocorre também no trato respiratorio inferior e no
trato gastrointestinal (WOLFEL et al., 2020).

Goticulas contendo o virus SARS-CoV-2 também podem contaminar
superficies e, consequentemente, contaminar maos que podem ser levadas as
mucosas da boca, nariz e olhos consistindo em outro modo possivel de transmissao
(MEI-YUE et al., 2020). O SARS-CoV-2 pode, também, se espalhar por meio de
aerossois (goticulas menores que permanecem suspensas no ar), mas nao esta
claro se esta € uma fonte significativa de infeccdo em humanos fora de ambiente
laboratorial (CHU et al., 2020). Apesar da deteccdo de aerossoOis em estado
fisiolégico (tosse) ou acidos nucleicos no ar, ndo significa que essas pequenas
particulas sejam infectantes (BOUROUIBA, 2020). O papel da transmissdo por

aerossol ainda permanece incerto (SOMSEN et al., 2020).

1.2 FISIOPATOLOGIA DA CoVvID-19

Os coronavirus pertencem a familia dos Coronaviridae da ordem Nidovirales,
virus grande envelopado de acido ribonucleico (RNA) de fita simples de sentido
positivo variando de 26 a 32 kilobases (kb) de comprimento, encontrados em
humanos e outros mamiferos (KAUR et al., 2021). O SARS-CoV-2 pertence aos [3-
coronavirus, com genoma de tamanho aproximado de 29,9 kb e possui quatro
proteinas estruturais, sdo elas proteina Spike (S), proteina do envelope (E), proteina
de membrana (M), proteina do nucleocapsideo (N) e as proteinas ndo estruturais
(LU et al., 2020; WU et al., 2020a).

O SARS-CoV-2 € um virus altamente patogénico; em humanos, infecta
células epiteliais brénquicas, pneumacitos e células do trato respiratério superior,
com lesbes pulmonares, podendo evoluir para doencas respiratorias graves com
risco de morte (V’KOVSKI et al., 2021). Ao entrar no corpo humano pela inalagéo, a
proteina S do SARS-CoV-2 reconhece o receptor celular proteico ECAZ2,
abundantemente expresso no epitélio pulmonar (WALLS et al., 2020). Essa proteina
precisa ser clivada por proteases celulares em duas subunidades funcionais S1 e S2
(HOFFMANN et al., 2020; WALLS et al., 2020). A primeira subunidade tem como
funcéo se ligar a célula hospedeira e a segunda quando ancorada a membrana
plasmatica, contém o mecanismo de fusdo (HOFFMANN et al., 2020; WALLS et al.,
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2020). Apos a introducéo do material genético viral na célula, uma vesicula celular
chamada endossomo é formada (HOFFMANN et al., 2020; WALLS et al., 2020). A
Figura 2 apresenta a estrutura genémica do SARS-CoV-2, assim como o dominio

funcional da proteina S e suas subunidades S1 e S2.

Proteina do nucleocapsidea (N)

-
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Comprimento total glicoproteina spike (SARS-CoV-2)

Figura 2 — Estrutura genémica e dominio funcional da proteina S do SARS-CoV-2. As proteinas
da superficie viral Spike (S), do envelope (E) e de membrana (M) estdo incorporadas na bicamada
lipidica, e 0 RNA de fita simples de sentido positivo (+ssRNA) esta associado a proteina do
nucleocapsideo (N). Genoma é formado pelo complexo de replicagdo (ORF1a / ORF1b), as proteinas
estruturais do virus glicoproteina S, envelope E, membrana M, nucleocapsideo N e outras proteinas
acessoOrias. Proteinas S medeia a ligacao viral as células hospedeiras apés a ativacéo pela enzima
TMPRSS2. Legenda: proteinas Spike (S), proteina do envelope (E), proteina de membrana (M),
proteina do nucleocapsideo (N), RNA de fita simples de sentido positivo (+ssRNA), peptideo sinal (SP
- do inglés signal peptide), serina protease transmembranar 2 (TMPRSS2 - do inglés transmembrane
serine protease 2), dominio N terminal (NTD - do inglés N-terminal domain), dominio de ligagdo ao
receptor (RBD - do inglés receptor-binding domain), peptideo de fuséo (FP - do inglés fusion peptide),
heptad reapeat 1 e 2 (HR), dominio transmembrana (TM - do inglés transmenbrane domais), dominio
citoplasmatico (CP - do inglés cytoplasm domain). Fonte: adaptado de Kumar; Khodor (2020).

Apos fusado, o material genético € liberado no citoplasma e o RNA viral utiliza
a maquinaria da célula hospedeira para iniciar a replicacdo do genoma viral e
sintese da cadeia de polipeptidios e formar o complexo de replicacdo-transcrigdo
(RCT) necessario para sintetizar os RNAs subgendmico e proteinas acessorias e
estruturais (envelope e nucleocapsideo) (KUMAR; KHODOR, 2020). Apés a
montagem dos componentes do RNA e das proteinas, 0s novos virus sao
transportados para a superficie celular em vesiculas e liberados por exocitose
(ANDERSEN et al., 2020; DE WIT et al., 2016). A Figura 3 representa o ciclo de vida
do SARS-CoV-2.
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Figura 3 — Ciclo de vida de SARS-CoV-2. [1] O SARS-CoV-2 liga-se a receptor ECA2 das células
hospedeiras, pela proteina spike (S), que medeia a fusdo virus-membrana plasméatica e entrada viral.
[2] A entrada € iniciada por endocitose, uma vez que a particula do virus é envolvida com seu
envelope intacto. [3] Dentro da vesicula endoss6mica, as proteases lisossomais induzidas comegam
a clivar as glicoproteinas S virais, mediando a fusédo do envelope viral com a membrana endossémica
do hospedeiro. [4] O virion nu é liberado no citoplasma, onde as proteinas do nucleocapsideo
comecam a se dissociar, liberando o RNA de fita simples de sentido positivo (+SSRNA) viral.

[5] Liberado +ssRNA no citoplasma se move para os ribossomos hospedeiros, onde o genoma é
decodificado. A configuracdo do genoma policistrénico permite a traducdo primeiro de ORF, que
codifica a poliproteina replicase (polimerase). [6] A replicase entdo gera o genoma viral e mMRNAs
subgendmicos aninhados, que codificam as quatro proteinas estruturais principais: pico (S), envelope
(E), membrana (M) e nucleocapsideo (N). [7] ApOs a traducéo, as proteinas estruturais virais, S, E e

M, séo inseridas no RE [8] e, eventualmente, transportadas para a via secretoria do RE e do
complexo de golgi (ERGIC), formando particulas semelhantes a virus. [9] As proteinas N traduzidas

subsequentemente  polimerizam em torno do genoma viral recém-sintetizado para formar o
nucleocapsideo, que se transforma no complexo ERGIC contendo o envelope associado e as
proteinas estruturais para formar um virion maduro. [10] O genoma viral de comprimento total
encapsidado pela proteina N forma novos virions. [11] Os virions montados saem por exocitose, [12]
e as particulas de virus recém-formadas se espalham para infectar os tecidos adjacentes. Legenda:
compartimento intermediario RE-Golgi (ERGIC - do inglés ER-Golgi Intermediate Compartment),
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reticulo endoplasmatico (RE), RNA mensageiro (MRNASs), RNA de fita simples de sentido positivo
(+ssRNA), enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2). Fonte: Adaptado de ALSHAMMARY; AL-
SULAIMAN (2021).

O SARS-CoV-2 se espalha pelo trato respiratério superior chegando aos
alvéolos responsaveis pela troca gasosa e a infec¢cdo leva a edema pulmonar,
ativacao da coagulagao intravascular disseminada, isquemia pulmonar, insuficiéncia
respiratéria e dano pulmonar progressivo (ZAIM et al., 2020). O virus pode
disseminar-se por diferentes partes do corpo, incluindo o cérebro, trato
gastrointestinal, coracdo, rins e figado, pode levar a insuficiéncia cardiaca,
insuficiéncia renal, lesdo hepatica, choque, faléncia mdiltipla de 6érgdos e morte
(ZAIM et al., 2020).

ECA2 estd presente em células epiteliais nasais e bronquicas e esta
amplamente expressa na superficie de pneumdcitos alveolares do tipo Il, que
também coexpressam varias outras proteinas que estdo envolvidas na regulacao da
reproducdo e transmissao viral, incluindo TMPRSS2 (MENG et al., 2020). Os
pneumdcitos tipo Il produzem surfactantes e exercem fun¢des imunoregulatorias.
Essas células compartiham a mesma membrana basal com células endoteliais
capilares, ambas expressam ECA2 e podem ser o local priméario de entrada do
SARS-CoV-2, resultando em danos nas células do endotélio capilar e da membrana
alvéolo-capilar, além de hiperplasia reativa dos pneumacitos tipo 11 (BOURGONJE et
al., 2020). Com a intensa entrada e replicacdo viral nos pneumdécitos, pode levar a
um circulo vicioso de continua destruicdo e reparo da parede alveolar, culminando
em um progressivo dano alveolar difuso (BOURGONJE et al., 2020). As células
lesionadas liberam, citocinas e componentes intracelulares e podem ser
reconhecidos por células epiteliais vizinhas, células endoteliais e macrofagos
alveolares; esses por sua vez, desencadeiam a geracdo de citocinas pro-
inflamatdrias e quimiocinas, que atraem mondcitos, macrofagos e células T cD8 eT

cb4* promovendo mais inflamacédo, com a adicao de interferon (IFN)-y produzido
pelas células T, estabelecendo um ciclo de feedback pro-inflamatorio (RAHMAN et

al., 2021; TAY et al., 2020).

A COVID-19 grave, é caracterizada por uma desregulac¢do imunoldgica e,
varias alteracdes na rede de citocinas, ocorrem durante a infeccdo por SARS-CoV-2,
incluindo os niveis plasmaticos aumentados de IL-1(3, IL-6, IL-7, IL-8, fator de

necrose tumoral-alfa (TNF-a), fator estimulador de col6nia de granulécito (G-CSF),
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proteina 10 induzida por IFN-y, proteina quimiotatica de mondcitos 1 (MCP-1) e 3

(MCP-3) (HUANG et al., 2020; QIN et al., 2020; YANG et al., 2020b). Deste modo,
foi sugerido que a “tempestade de citocinas”, € a principal causa da les&o tecidual
gue leva a SDRA, faléncia de mdultiplos 6rgdos e morte na COVID-19 (YANG et al.,
2020b)

Em resposta as citocinas liberadas, pode haver a inflamacé&o das células
endoteliais pulmonares (endotelite), que altera a integridade e a funcdo da barreira
vascular (YE et al., 2020). Os mecanismos subjacentes a essas alteracoes,
associadas as citocinas pro-inflamatorias, levam ao aumento da permeabilidade
vascular, aumento na expressado de moléculas de adesdo e induz o recrutamento de
mais células imunoldgicas, como neutrofilos ativados e monécitos (RAHMAN et al.,
2021; YE et al., 2020).

A infecgéo por SARS-CoV-2 causa dano alveolar difuso no pulmé&o e dano na

membrana hialina nos alvéolos, leva ao alargamento intersticial e edema, resultando
em dificuldade respiratéria e deficiéncia de oxigenacdo (MATTHAY et al., 2019).
Além disso, pelo dano ocasionado as células alveolares, menos surfactante é
produzido, prejudicando ainda mais a oxigenacao (GONZALES; LUCAS; VERIN,
2015). Culmina no aparecimento de SDRA, considerada a principal causa de ébito
nos pacientes com COVID-19 (YE et al., 2020).

A liberacdo de mediadores inflamatérios, leucdcitos e células endoteliais
danificadas levam a broncoconstricdo, com a ventilagdo prejudicada devido ao
leucotrieno. As prostaglandinas, juntamente com IL-1, IL-6 e TNF-q, séo
responsaveis pela febre presente em mais de 80% dos casos de COVID-19
(ABDULKHALEQ et al., 2018; COSTELA-RUIZ et al., 2020; ROBB et al., 2020).

Em bibépsia realizada nos pulmdes de pacientes com COVID-19, foram
encontrados dano alveolar difuso com edema bilateral, exsudatos proteicos ou
fibrina alveolar e hiperplasia reativa difusa de pneumdcitos tipo Il (TIAN et al., 2020).
Além disto, ha presenca variavel de infiltracdo irregular, principalmente intersticial de
células mononucleares e, em alguns casos, células gigantes multinucleadas em
alvéolos com alteracgdes virais associadas, e a formacao da camada hialina com
septos alveolares espessados devido a proliferacdo de fibroblastos intersticiais

consistente com fibrose (TIAN et al., 2020).
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1.3 O PAPEL DA IL-18 NA RESPOSTA IMUNOLOGICA

A IL-18 é uma citocina pro-inflamatéria membro da familia da IL-1 e foi
descrita originalmente como fator indutor de IFN-y (OKAMURA et al., 1995).
Sintetizada como precursor inativo, necessita ser clivada intracelularmente pela
caspase-1 para se tornar biologicamente ativa (DINARELLO et al., 2013). O
precursor de IL-18 estd expresso contitutivamente em macréfagos, mondcitos,
células dendriticas, queratindcitos, células de Kupffer, células endoteliais, células
epiteliais intestinais e células epiteliais alveolares tipo 1l (DINARELLO et al., 2013;
PECHKOVSKY et al., 2006).

A pro-caspase-1 precisa ser clivada em sua forma madura caspase-1 ativa
por inflamassomas candnicos como pertencentes a familia dos receptores do tipo
NOD (NLRs - do inglés Nod-like receptors) ou receptores tipo AIM2 (do inglés,
absent in melanoma-2). A caspase-1 ativa IL-18 € secretada por mondcitos e
macrofagos (DINARELLO et al., 2013). A ativacédo de caspase-1 pelo inflamassoma
também pode causar a morte celular denominada de piroptose, por meio da ativacdo
da proteina gasdermina D, que induz poros na membrana e a liberacéo de IL-1B e
IL-18 madura (DINARELLO et al., 2013; JORGENSEN; MIAO, 2015).

Ha, também, mecanismos independentes de caspase-1 para a clivagem de
IL-18, como a ativacao de IL-18 por caspase-8, granzima B de células citotoxicas,
quimase de mastdcitos ou meprina 3 de células epiteliais intestinais e renais que
clivam IL-18 para a forma ativa, e o precursor de IL-18 pode ser processado
extracelularmente quando liberado por células mortas, pelas proteases de neutréfilos
como proteinase-3 (BOSSALLER et al.,, 2012; OMOTO et al, 2006, 2010;
SUGAWARA et al., 2001).

No processo de sinalizagéo, IL-18 se liga ao complexo heterodimérico que
consiste na cadeia de ligacao do ligante denominada de IL-18 receptor alfa (IL-
18Ra), e na cadeia transdutora de sinal IL-18 receptor beta (IL-18Rp) para formar
um receptor de alta afinidade (DINARELLO, 1998; HOSHINO et al., 1999; KIM et al.,
2001). A maioria das células expressa IL-18Ra, mas IL-18RB & expresso em
linfécitos T e células dendriticas, mas ndo comumente expressos em células
mesenquimais (KAPLANSKI, 2018).



~N o o »~ W0DN P

26

Ao se ligar ao complexo do receptor, IL-18 ativa vias de sinalizacdo e recruta
MyD88, mediado por IRAK4, e IRAK1 e 2 formando um complexo denominado
Myddosome. Este complexo recruta TRAF6 e ativa as vias de fator nuclear kappa B
(NF-kB) (ADACHI et al., 1998; SUZUKI et al., 2003; TSUTSUMI et al., 2014). E a
regulacao de IL-18 € mediada pela proteina de ligacdo da IL-18 (IL-18BP - do inglés
IL-18 binding protein), se liga com maior afinidade que IL-18Ra a IL-18 (DINARELLO
et al., 2013). A Figura 4 apresenta a via de sinalizacéo da IL-18 na COVID-19.

PIROPTOSE PAMP

~~~~~~ o
-1.....’.'_'_'.'.'.'.'.'.'_

IL-18 Pro-IL-18
\/ Internalizacio e
IRAK1/2 replicacao viralk
NF-xB -
‘ CCa’ * liberado pelo RB
y Inflamassoma NLRP3
EXPRESSAQ ( Desestabilizacao )
DO GENE lisossomal
118 DD e

Figura 4 — Via de sinalizagao interleucina (IL)-18 na COVID-19. Ap0s a infeccao viral, ha a
montagem do inflamssoma pelo reconhecimento de padr8es moleculares associados a patégenos
(PAMPs) e padrbes moleculares associados a dano (DAMPs) ativando a caspase-1, essencial para a
clivagem de pro-IL-18 em sua forma ativa. Apds a externalizacdo, essa citocina pode induzir piroptose
e ativar seus receptores para promover a expressdo de moléculas proé-inflamatérios. Legenda:
espécies reativas de oxigénio (ROS), DNA mitocondrial (mt DNA), reticulo endoplasmatico (RE),
receptor de reconhecimento de padrdo (PRR - do inglés Pattern Recognition Receptor), fator nuclear
kappa B (NF-kB), receptor do tipo NOD, dominio pirina contendo a proteina 3 (NLRP3), padrdes
moleculares associados a patdgenos (PAMPs) e padrdes moleculares associados a dano (DAMPs).
Fonte: adaptado de Calado; Santana; Crovella (2021).

A sinalizacdo mediada por IL-18 é responséavel pela inducao de varios fatores
inflamatorios envolvidos nas respostas imunes inatas e adaptativas. IL-18 é uma
citocina envolvida na ativagéo e diferenciacdo de populactes de células T, com

importante defesa contra patégenos intracelulares pela inducdo da producéo de IFN-
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y e da resposta imune mediada por células T auxiliares 1 (Th1 - do inglés T helper
cell) (CHAIX et al., 2008; KAPLANSKI, 2018).

IL-12 ou IL-15 regula positivamente a expresséo de IL-18Ra, em células Th1,
essencial para a transducao de sinal de IL-18. Deste modo, IL-18 na presenca de IL-

12 ou IL-15, induz uma resposta antiviral por meio da inducéo de IFN-y (NAKANISHI

etal., 2001a). IL-18 e IL-12, em combinac&o, atuam em células T CD4", células T

CD8" e células Natural Killer (NK) para induzir a producéo de IFN-y, pela indugéo da
ativacao simultanea de NF-kB por IL-18 e STAT-4 por IL-12 (DINARELLO et al.,

2013; NAKANISHI et al., 2001a).

Sem a presenca de IL-12 ou IL-15, IL-18 em combinagédo com IL-3, estimula
baséfilos e mastdcitos a produzir em IL-4 e IL-13 que desencadeiam uma resposta
tipo Th2 (NAKANISHI et al., 2001a)

IL-18 também regula positivamente a citotoxicidade em células NK e células T
CcD8" com Fas-ligante (FasL) que pode induzir a apoptose em células alvo que
expressam Fas, ou por meio de perforina formadora de poros na célula alvo e
granzimas participam diretamente da morte de células-alvo (KAGI et al., 1996;
TSUTSUI et al., 1996). A Figura 5 apresenta a representacdo esquematica das

principais atividades funcionais da IL-18.

IFN-y  €— ' NK i
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TCDS'
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Figura 5 — Representacdo esquematica das atividades funcionais da IL-18. IL-18 com IL-12 ou
IL-15 induz a producéo de IFN-y por células Th1, e IL-18 com IL-12 induz a liberacéo IFN-y por
células T CD8*, T CD4* e NK. IL-18 regula positivamente a citotoxicidade em células TCD8* e NK. Em
basdfilo e mastocitos, IL-18 induz a producéo de IL-4 e IL-13 e desencadeia resposta tipo Th2.
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Legenda: T helper cell (Th)-1 e (Th)-2, interferon (IFN)-y, Natural Killer (NK) e interleucina (IL)-18.
Fonte: o proprio autor.

Outros mediadores induzidos por IL-18 incluem O6xido nitrico
induzivel, ciclooxigenase-2, citocinas pré-inflamatérias IL-18, IL-6, quimiocinas IL-8,
MCP-1 e proteina inflamatéria de mondcito-18 (MIP-1B), molécula de adeséao
intercelular 1 (ICAM-1) e fator estimulador de colénias de granuldcitos-macréfagos
(GM-CSF) (DINARELLO, 1998; KOHKA etal., 1998; NAKANISHI et al.,, 2001a;
OLEE et al., 1999). Segundo Valero e colaboradores (2019), o aumento dos niveis
ferritina e IL-18 foram associados com a gravidade da dengue em criancas
infectadas com diferentes sorotipos do virus da dengue e, sugere que IL-18 /

ferritina poderia ser um biomarcador para infeccao viral.

1.4 1L-18 E COVID-19

O sistema imune inato é a primeira linha de defesa do organismo frente a
estimulos estranhos como leses, inflamag6es, danos celulares ou microrganismos
invasores (CRUVINEL et al., 2010). Para que essa resposta seja eficaz, o sistema
imune possui uma série de barreiras, células fagociticas e proteinas sanguineas,
gue fardo o reconhecimento, liberacdo de citocinas, quimiocinas, assim como
fiscalizacdo ou inicio de uma resposta imunoldgica mais especializada, denominada
resposta imune adaptativa (CRUVINEL et al., 2010).

A SDRA, a forma mais grave de lesdo pulmonar aguda, € uma sindrome que
carece de tratamentos especificos e auséncia de biomarcadores, sendo o
diagnodstico baseado em uma combinacdo de manifestagdes clinicas. Acomete cerca
de 15% dos pacientes sintomaticos, com alta taxa de internagdo em UTI e
mortalidade (CALADO; SANTANA; CROVELLA, 2021; FAN; BRODIE; SLUTSKY,
2018).

A doenca grave na COVID-19 esta ligada a uma resposta inflamatéria
excessiva exuberante, incluindo o nivel elevado de citocinas pro-inflamatorias,
proteina C reativa (PCR), dimero-D, ferritina, lactato desidrogenase (LDH), razéo
neutrofilo/linfécito (NLR), procalcitonina, alanina aminotransferase (ALT), enquanto
gue linfopenia, hipoalbuminemia e trombocitopenia também sdo achados
importantes na gravidade da COVID-19 (CHEN et al., 2020a; JIANG et al., 2020;
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MOORE; JUNE, 2020; QIN et al., 2020; RUAN et al., 2020; XU et al., 2020). Um
aumento repentino da inflamacao é caracteristico da transicdo de doenca leve para
doenca grave ou critica da COVID-19, provocada por uma tempestade de citocinas
(CARICCHIO et al., 2021).

Nas infecgdes virais, a atividade excessiva do inflamassoma desempenha um
papel fundamental nessa patogénese, resultando em inflamacédo destrutiva e
sistémica nos pacientes com COVID-19 (SAEEDI-BOROUJENI et al., 2021b).
Células como mondcitos, macrofagos e células dendriticas sao sentinelas e acionam
0 sistema imune inato ao detectar infeccéo invasiva e ativam o inflamassoma, esse
por sua vez constitui um mediador importante da inflamacéo liberando citocinas
como IL-18 (DINARELLO, 2009; LIU et al., 2021).

Em um estudo realizado por Junqueira e colaboradores (2021), marcadores
especificos da piroptose, dentre eles LDH, IL-1RA, IL-18 e gasdermina D foram
associados com a gravidade da infeccdo por SARS-CoV-2, uma vez que se
apresentam elevados no plasma de pacientes graves quando comparados com
aqueles com doenca leve ou moderada.

Segundo Rodrigues e colaboradores (2020), em um estudo que analisou
niveis séricos de IL-18 de pacientes COVID-19 e individuos saudaveis, encontraram
niveis séricos elevados de caspase-1 ativa e IL-18, sugerindo assim que o
inflamassoma é ativado em pacientes com infeccdo por SARS-CoV-2. Uma
associacao entre os niveis séricos de IL-18 e de IL-6 foi encontrada, e niveis séricos
de IL-18 estédo associados a biomarcadores inflamatorios como PCR, LDH e ferritina
na COVID-19 (RODRIGUES et al., 2021).

As concentracgfes de IL-18 também se associam com marcadores de lesao
organica dentre eles creatinina, enzimas hepaticas e troponina, sugerindo a sua
contribuicdo para faléncia de multiplos 6rgéos na infec¢éo por SARS-CoV-2, o que
indica que producao exacerbada de IL-18, se relaciona a gravidade da COVID-19 e
pior prognostico, o inflamassoma do receptor do tipo NOD, dominio pirina contendo
a proteina 3 (NLRP3) ndo sO é ativado, mas também desempenha um papel
importante na progressao da COVID-19 (LUCAS et al., 2020; RODRIGUES et al.,
2020; SATIS et al., 2021).



© 0O N o o b~ W DN P

o T S T S
o M W N P O

30

1.5VARIANTES GENETICAS IL18-105G>A E IL18-137G>C

O gene IL18 humano compreende seis exons e cinco introns e esta localizado
no cromossomo 11 em 11¢g22.2-g22.3, com um comprimento total de,
aproximadamente, 19,5 kilobar (kbA) e codifica a citocina pro-inflamatoria IL-18
(LEBEL-BINAY et al., 2000; NOLAN; GREAVES; WALDMANN, 1998). A IL-18
desempenha um papel critico na inflamacao crénica, doencgas autoimunes e em
doencas infecciosas (MOTAVAF; SAFARI; ALAVIAN, 2014; PIZARRO et al., 1999;
SAHOO et al., 2011; TANAKA et al., 2001).

A variante genética 1L18-105G>A esta localizada na regido 5’ ndo traduzida
(5’UTR) do gene IL18, enquanto a variante IL18-137G>C esta localizada na regido
promotora do gene IL18 e parece influénciar o nivel de producdo da IL-18
(BARBAUX et al., 2007; KHRIPKO et al., 2008). A Figura 6 apresenta o diagrama do
gene IL18 e a localizacé@o das variantes genéticas I1L18-105G>A e IL18-137G>C no

gene.
GENE /L18 (11922.2-22.3)
2 3 4 §
5 5'UTR 7 M H 3
20 kb

Figura 6 — Diagrama do gene IL18 e a localizagd@o das variantes genéticas IL18-105G>A e |L18-
137G>C. O gene IL18 esté localizado no cromossomo 11 em 11g22.2-g22.3, com um comprimento
total de, aproximadamente 20 kilobase (Kb). A variante genética IL18-105G>A esta localizada na
5’'UTR, enquanto a variante 1L18-137G>C esta localizada na regido promotora do gene IL18.
Legenda: regido 5’ nao traduzida (5’UTR), kilobase (Kb). Fonte: adaptado de Tiret e colaboradores

(2005).

Em 2001, Giedraitis e colaboradores, observaram que a mudanca de G para
C na posigéo -137 alterou o local de ligagéo do fator 1 de transcri¢cdo especifico do
gene da histona H4 (H4TF-1), para um local de ligacdo desconhecido em GM-CSF,
0 que pode influenciar a expressao de IL18 e alterar a producao da citocina.

Em um estudo relacionando a variante IL18-137G>C e o nivel de producao
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de IL-18 estimulada por lipopolissacarideos, foi relatado que alelo G esta associado
ao aumento da producdo espontanea e estimulada de IL-18 por células
mononucleares periféricas isoladas de individuos saudaveis (KHRIPKO et al., 2008).
Em concordancia com esse estudo, Arimitsu e colaboradores (2006), mostraram que
essa variante influencia a producdo de IL-18 por mondcitos, e a producdo
espontanea e estimulada por lipopolissacarideos de IL-18 foi maior no genotipo
IL18-137GG do que naqueles com o gendtipo 1L18-137CG em individuos
saudaveis.

A infeccdo por SARS-CoV-2 leva a danos de pneumdcitos tipo Il que
resultam na producdo de citocinas pro-inflamatérias (RAHMAN et al., 2021).
Portanto, variantes genéticas das citocinas pro-inflamatérias e outros genes
relacionados sao importantes nas respostas inflamatorias e imunes (RAHMAN et al.,
2021).

N&o encontramos na literatura, até o presente momento, estudos que
abordem as variantes 1L18-105G>A e 1L18-137G>C na infecgéo por SARS-CoV-2.
Entretanto, 1L18-137G>C do IL18 foi associada a outras doencas como colite
ulcerativa (BEN ALEYA et al., 2011), diabetes mellitus tipo 1 (DM1) (KRETOWSKI et
al., 2002; TAVARES et al., 2013) e tuberculose (ZHOU et al., 2015). E escassos
estudos avaliaram IL18-105G>A e a suscetibilidade a doencas; dentre os estudos
estdo a relacdo entre o esta variante e carcinoma papilfero de tireoide, aborto
idiopatico recorrente e aborto espontaneo recorrente (AL-KHATEEB et al., 2011;
CHUNG et al., 2015; MESSAOUDI et al., 2012).

Chung e colaboradores (2015) anallisaram a correlagcéo entre a variante do
IL18-105G>A com carcinoma papilifero de tireoide em 94 pacientes e 260 individuos
livres de neoplasia, na populagéo sul coreana, e constataram que essa variante
estava associado a diminui¢cdo do risco de metastase.

Em 2005, Takagawa e colaboradores avaliaram 1L18-137G>C e sua
associacao com colite ulcerativa e doenca de Crohn em uma amostra da populagéo
japonesa, que incluiu 205 pacientes com doenca de Crohn, 210 com colite ulcerativa
e 212 individuos saudaveis. Para colite ulcerativa, a presenca do alelo C foi
significativamente maior nos pacientes com proctite do que nos controles, da mesma
forma, a frequéncia do genétipo GC. Entretanto, a variante em questao nao esta

associada a doenga, mas parece estar relacionada a extensao da colite ulcerativa.
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Tavares e colaboradores (2013) avaliaram, na populacdo brasileira, a
associacao de trés variantes genéticas (-656 C>A rs1946519, -607 G>T rs1946518, -
137G>C rs187238) do IL18 em 181 pacientes com DM1 e 122 individuos saudaveis.
Em relacéo a variante 1L18-137G>C, alelo G foi associado a suscetibilidade de
desenvolver DM1, com 1,8 vezes mais suscetiveis ao inicio de DM1.

Em uma metanalise que correlacionou estudos com a variante 1L18-137G>C
e a predisposicdo a doenca inflamatéria intestinal (DII), foram incluidos seis estudos
e as analises quantitativas combinadas demonstraram que a variante IL18-137G>C,
foi significativamente associada a predisposicdo a doenca de Crohn no modelo
dominante, mas isso nédo foi observado para a colite ulcerativa (SU; ZHAO, 2020).

Diante deste cenario, variantes na regido promotora do IL18 sdo fortes
candidatas devido a seu impacto na producéo de IL-18, e consequentemente, pode
estar relacionada a fisiopatologia da COVID-19. A tabela 2 e 3 sintetizam os dados
de diversos estudos que avaliaram a variante 1L18-137G>C e IL18-105G>A,
respectivamente, e a suscetibilidade a doencas inflamatorias, autoimunes, assim
como aborto idiopético recorrente e aborto espontaneo recorrente. Os resultados
conflitantes podem ser explicados pelo tamanho das amostras, pelo método de

genotipagem e pelas diversas etnias.
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Tabela 2 — Variante 1L18-137G>C avaliada em pacientes com doencas autoimunes e inflamatdrias.

Estudo (pais)

Populacdo Amostra

Frequéncia Alélica

Efeito

Ben Aleya e

colaboradores (2011)  Africana Casos: 105 Caso: C=0,40/G=0,60 N&o houve associagdo da variante com doenca de Crohn.
. Controles: 100 Controle: C=0,40/ G=0,60

(Tunisia)
Ben Aleya e . o~ _ Gendtipo IL18-137GG foi mais frequente em pacientes com
colaboradores (2011) Africana ggﬁ?&gg 100 ggﬁ?r.o(lf;%ﬁg ﬁ_loc’f_% 60 colite ulcerativa do que em controles (OR:1,99, IC 95%:
(Tunisia) ' S o 0,98-4,05, p=0,038).
Takagawa e . o~ _ N&o houve associacdo da variante com colite ulcerativa.
colaboradores (2005) Asiatica ggﬁ?r%lezsl'oﬂz ggﬁ?r.ofef%ié /1?7(2523?) 89 Porém, o alelo C I1L18-137G>C relacionado a extenséo da
(Japéo) ' T o doenca (OR: 2,39, IC 95%: 1,32-4,33, p =0,0068).
Aizawa e

L Casos: 99 Caso: C=0,10/G=0,90 . o . ,
colakzoradores (2005) Asiatica Controles: 102 Controle: C=0.12 / G=0,88 N&o houve associacao com colite ulcerativa.
(Japao)
Aizawa e

s Casos: 79 Caso: C=0,17 / G=0,83 - .
colatzoradores (2005) Asiatica Controles: 102 Controle: C=0.12 / G=0,88 N&o houve associacdo com doenca de Crohn.
(Japao)
Huang e

. Casos: 58 Caso: C=0,21/G=0,79 ~ N A
E:gﬁgg;adores (2016) Asiatica Controles: 113 Controle: C=0.13 / G=0,87 N&o houve associacdo com esclerose sistémica.
|cj(;ﬂlgtiitjnaraedores (2013) Europeia Casos:187 Caso: C=0,30/G=0,71 N&o houve associacdo com DM1

L P Controles: 236  Controle: C=0,33/ G=0,67 & ’

(Croécia)
Kretowski e . o _ O genotipo -137GC esta associado a suscetibilidade
colaboradores (2002) Europeia Casos: 201 Caso: C=0, 38 /G=0,62 genética a DM1 (p=0,0015). O alelo C papel na

(Polbnia)

Controles: 194

Controle: C=0,27/G=0,73

predisposicdo ao DM1 (p=0,002).
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Continuacao tabela 3 — Variante IL18-137G>C avaliada em pacientes com doencas autoimunes e inflamatérias.

Estudo (pais) Populacdo Amostra Frequéncia Alélica Efeito
Tavares e O alelo G foi associado com suscetibilidade a DM1 (OR:
colaboradores (2013) Ameérica Casos: 181 Caso: C=0,29/ G=0,71 1,96, IC 95%: 1,37-2,80, p=0.0001), esse alelo aumenta em
(Brasil) latina Controles: 122  Controle: C=0,44 / G=0,56 1,8 vezes a suscetibilidade surgimento de DM1 (OR: 1,82,
IC 95%: 1,24-2,69, p=0,0015).
Htoon e
. Casos: 189 Caso: C=0,19/G=0,81 ~ .
colabo_radores (2011) Europeia Controles: 253 Controle: C=0.20 / G=0,80 N&o houve associacdo com LES.
(Turquia)
Hirankarn e . o _ N&o houve associacdo com LES. O alelo C foi associado
colaboradores (2009)  Asiatica Casos: 116 Caso: C=0,15/ G=0,85 com artrite no LES (OR: 6,88, IC 95%: 1,54-42,93, p=
A Controles: 142 Controle: C=0,15/ G=0,85
(Tailandia) 0,003).
Rueda e
. Casos: 362 Caso: C=0,28/ G=0,72 ~ L
E:é)lsa;)k;%rﬁg)ores (2005) Europeia Controles: 339 Controle: C=0.27 / G=0,73 N&o houve associacdao com AR.

LES: lapus eritematoso sistémico, AR: artrite reumatoide, DM1: diabetes mellitus tipo 1, VHS: velocidade de hemossedimentagdo. Fonte: o proprio autor.
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Tabela 4 — Variante IL18-105G>A em pacientes com aborto idiopatico recorrente e aborto esponténeo recorrente.

Estudo (pais) Populacdo Amostra Frequéncia Alélica

Efeito

Messaoudi e Casos: 235 Caso: A=0,49/G=0,51

O alelo A foi significativamente associado com aborto

colaboradores (2012 Africana idiopatico recorrente (OR: 2,18, IC 95%: 1,70-2,78,
- ( ) Controles: 235 Controle: A=0,30/G=0,70 P (
(Tunisia) p<0,001).
Al-Khateeb e Foi significativamente associado ao aborto  espontaneo
Casos: 282 Caso: A=0,48/G=0,52 gnitice __esp

colaboradores (2011) Asiatica i o - recorrente, independentemente do modelo genético usado,

! Controles: 283 Controle: A=0,30/G=0,70 . ) _
(Barém) dominate (p<0,001) ou recessivo (p=0,007).

Fonte: o préprio autor.
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A participacdo dessas variantes genéticas na patogenese da COVID-19
ainda permanecem desconhecidas; porém, a associacao destas com outras doencas
podem sugerir uma possibilidade dessas variantes estarem associadas também a
infeccdo por SARS-CoV-2. Com isso, poderiamos extrapolar esse conhecimento
para o desfecho no paciente com COVID-19.
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2 JUSTIFICATIVA

Diante da fisiopatologia complexa da COVID-19, o estudo das variantes
genéticas do IL18 permite avaliar sua associacdo com diferentes evolugdes clinicas
dos pacientes com infeccdo por SARS-COV-2. Até a presente data, nao
conhecemos estudos que tenham avaliado as variantes IL18-105G>A (rs360717) e
IL18-137C>G (rs187238) na COVID-19. Essas variantes séo localizadas em regibes
importantes do gene, podendo estar relacionadas a modificacdo da expressao de
IL18 e, consequentemente, influenciar o nivel de producdo da citocina IL-18.
Pacientes com COVID-19 possuem niveis plasmaticos elevados dessa citocina, que
estd associado a gravidade da COVID-19. Além disso, fatores progndésticos séo
importantes para identificacdo precoce de pacientes que podem evoluir pior,
necessitando de tratamento individualizado. Deste modo, estudos de modelos
preditivos para prognéstico e desfecho da COVID-19, sdo de suma importancia. Pela
falta de estudos dessas variantes genéticas e a importancia desses genes na
regulacdo do IL-18, nossos resultados podem contribuir para a compreensédo da
heterogeneidade clinica e correlacdo na gravidade e desfecho em uma amostra da

populacao brasilera de pacientes com COVID-19.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as variantes genéticas [L18-105G>A e 1L18-137C>G e suas
associacbes com a gravidade e mortalidade da COVID-19, bem como sugerir

modelos preditores para prognoéstico e mortalidade em pacientes com COVID-19.

3.2 OBJETIVOS ESPECIiFICOS

e Comparar a frequéncia dos genétipos das variantes I1L18-105G>A e IL18-
137C>G em pacientes com COVID-19 com diferentes graus de gravidade.

e Avaliar modelos dominante, overdominante e recessivo das variantes do gene
IL18 com a gravidade da infeccdo por SARS-CoV-2.

e Propor modelos de biomarcadores que possam predizer prognéstico e
mortalidade em pacientes com COVID-19.
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4 SUJEITOS E METODOS

4.1 AsPECTOS ETICOS

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres
Humanos da Universidade Estadual de Londrina (UEL) sob o parecer de aprovacao
numero CAAE: 31656420.0.0000.5231 (ANEXO A). Os individuos foram convidados
a participar voluntariamente da pesquisa, informados sobre o estudo e assinaram um

termo de consentimento livre e esclarecido (APENDICE A).

4.2 DELINEAMENTO DO EsTupo E AMOSTRAGEM

Trata-se de um estudo do tipo transversal com 528 pacientes com
diagndstico de infeccdo por SARS-CoV-2, de ambos os sexos, com idade entre 19 a
100 anos, atendidos no Hospital Universitario de Londrina e Unidade de Pronto
Atendimento (UPA), da cidade de Londrina, Parana. O diagnéstico de COVID-19 foi
realizado por Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real Via Transcriptase
Reversa (RT-gPCR). Os pacientes foram classificados em trés grupos de acordo
com a gravidade da doenca dos quais 157 classificados como leve, 63 moderado e
308 grave, seguindo os critérios de classificacdo da OMS (2021). Os dados
demograficos, epidemiolégicos e antropométricos dos pacientes, bem como a
histéria clinica foram obtidos por meio de um questionario padrdo na admissdo dos
individuos (APENDICE B). O indice de massa corporal (IMC) foi calculado como
peso (kg) dividido pela altura (m) ao quadrado. Os critérios de inclusdo foram
pacientes de ambos 0s sexos e maiores de 18 anos. Os critérios de exclusao foram

a presenca de infec¢des agudas e cronicas, cancer e doengas autoimunes.

4.3 COLETA DE SANGUE E EXAMES BioQuiMICOS

Os pacientes foram submetidos a uma coleta sangue periférico utilizando
tubos estéreis a vacuo sem coagulante ou contendo o anticoagulante &acido
etilenodiaminotetracético (EDTA), 10 mL e 10 mL, respectivamente. As amostras
foram encaminhadas ao laboratdrio para a realiza¢do do cadastro, processamento,
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separacéo e armazenamento. O material foi centrifugado a 3.000 r.p.m. por 15
minutos e aliquotas do soro, plasma e buffy-coat foram armazenadas a -80°C até o
momento das andlises, quando as amostras nao eram analisadas no mesmo dia.

O biomarcador inflamatério PCR foi determinado com ensaio de alta
sensibilidade usando turbidimeria (Architect C8000, Abbott Laboratory, llinois, EUA);
os niveis de ferritina foram determinados por imunoensaio quimioluminescente
(Alinity i, Abbott, llinois, EUA) e as analises hematoldgicas (plaquetas, neutrofilos,
linfécitos e leucacitos totais) foram determinadas por dispersdo de luz e andalise de
fluorescéncia (BC-6800 Mindray, Nanshan, China).

4.4 ExTRACAO DE DNA

O DNA gendmico foi extraido do buffy-coat de células do sangue periférico
com o Kit Biopur Mini Spin Plus (Biometrix Diagnoéstica, Curitiba, Brasil) de acordo
com as instrucbes do fabricante. As amostras de DNA foram quantificadas por
espectrofotometria em aparelho NanoDrop 2000c® Spectrophotometer (Thermo
Scientific, Wilmington, EUA) a 260 nm; a pureza do DNA foi avaliada pela razéo
260/280 nm e o material armazenado a -80°C.

4.5 GENOTIPAGEM DE I1L18-105G>AE I1L18-137C>G

As variantes do gene IL18 localizados no cromossomo 11 foram
genotipadas, uma na regido 5’UTR IL18-105G>A (rs360717) na posi¢cdo 112164002
e outra na regido promotora I1L18-137C>G (rs187238) na posicdo 112164265, de
acordo com o listado no banco de dados internacional.

As variantes 1L18-105G>A (rs360717) e IL18-137C>G (rs187238) foram
avaliadas por reagdo em cadeia da polimerase em tempo real quantitativa (QPCR)
pelo método de TagMan®. Foram utilizados ensaios validados (C__ 2898462 10,
C__ 2408543 10, Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA,
respectivamente) com primers especificos e sondas fluorescentes para
determinacado dos possiveis genotipos [VIC/FAM] IL18-137C>G [VIC/FAM] (TGT
AAT ATC ACT ATT TTC ATG AAA T[C/G]T TTT CTT CCG TAA AAG TTG GGG
CTC) and IL18-105G>A [VIC/FAM] (GTG TAG ACT GCA GCA GGT GGC AGC
C[A/G]C TTT AGC AGC CAG AGT TGG CAG CCA). O ensaio foi realizado
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utilizando 0,25 uL de Tagman SNP Genotyping Assay 40X (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) contendo dois primers e duas sondas TagMan® MGB alelo-
especificas com um corante reporter na extremidade §' (VIC® ou FAM®), 5 pyL de
TagMan Universal Genotyping Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA) e 5 ng de DNA gendmico. Os niveis de fluorescéncia foram avaliados pelo
termociclador QuantStudio™ 6 Flex (Applied Biosystems Life Techonologies,
Carlsbad, CA, USA).

4.6 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis categoricas foram expressas como numero (n) e porcentagem
(%) e as variaveis continuas foram expressas como média + desvio padrdao (DP).
Transformacgfes logaritmias (Ln) ou de raiz quadrada de dados continuos foram
usadas para normalizar a distribuicdo de dados ou para ajustar a heterogeneidade
de variancia entre os grupos de estudo (conforme avaliado com o teste de Levene).
A andlises das tabelas de contingéncia foi feita por meio do teste Qui-quadrado (x2)
(ou teste exato de Fisher, quando apropriado) ou andlise de variancia (F) para
verificar as associacfes entre as variaveis categoricas. A analise de regressao
logistica binaria automatica stepwise entre as variaveis dependentes e exploratérias,
permitindo os possiveis efeitos das varidveis explicativas, controlando possiveis
efeitos de variaveis como idade, sexo e etnia. Os resultados foram expressos como

Odds ratio (OR) ajustado com o intervalo de confianca (IC) de 95% correspondente.

Os valores de Nagelkerke foram usados como tamanhos de efeito pseudo R%e a

precisdo com sensibilidade e especificidade foram calculadas em todas as andlises
de regressdo. A analise de regressdo mdltipla automatica foi usada para prever
variaveis de escala dependentes com base em biomarcadores e dados
demograficos (SpO2, CCTA, indice de inflamacao, variantes genéticas, idade, sexo,
IMC e assim por diante) ao avaliar as alteragbes de R2, homocedasticidade (usando
teste de White e Breusch-Pagan modificado para homocedasticidade),
multicolinearidade (usando tolerancia e VIF) e normalidade multivariada (distancia de
Cook). Usamos um método automatico stepwise (step-up) com 0,05 p-para-entrar e
0,06 p-para-remover. Os resultados dessas analises de regressdo foram sempre

bootstrapped com 5.000 amostras bootstrap, e os ultimos resultados sdo exibidos se
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os resultados ndo forem concordantes. Todos os testes foram bicaudais e um nivel
alfa de 0,05 indicou resultados estatisticamente significativos. Construimos um
indice z de inflamacédo de hsCRP (zCRP) + z ferritina + z NLR.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados desta dissertacdo foram apresentados e discutidos em um
artigo cientifico intitulado: “Protective effects of IL18-105G>A and IL18-137C>G

genetic variants on severity of COVID-19”.
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ABSTRACT

Introduction: Coronavirus disease 2019 (COVID-19) is characterized by a strong
inflammatory process including increased interleukin-18 (IL-18).

Objective: To delineate the effects of 1L18-105G>A (rs360717) and 1L18-137C>G
(rs187238) variants on COVID-19.

Subjects and Methods: This cross-sectional study recruited 528 COVID-19 patients,
157 with mild, 63 moderate and 308 critical COVID-19 (assessed using the World
Health Organization classification). The 1L18-105G>A and 1L18-137C>G variants
were determined using real time polymerase chain reaction.

Results: I1L18-105G>A was significantly associated with the severe subtypes
(moderate + critical) versus mild COVID-19, with significant effects of the GA
genotype in the co-dominant model [Odds ratio (OR): 0.55, 95% confidence interval
(Cl): 0.34-0.89, p=0.015], overdominant model (OR: 0.56, 95% CI: 0.35-0.89,
p=0.014) and the AA+GA genotypes in a dominant model (OR: 0.60; 95% CI: 0.38-
0.96, p=0.031). IL18-137GC was also significantly associated with both severe
subtypes, with significant effects in the co-dominant model (OR: 0.55, 95% CI: 0.34-
0.89, p= 0.015),overdominant model (OR: 0.57, 95% CI: 0.36-0.91, p= 0.018) and in
the GG+CG genotypes in a dominant model (OR: 0.59, 95% CI: 0.37-0.93, p= 0.025).
IL18-105 GA coupled with age, chest CT scan alteration, boldy mass index, heart
diseases, type 2 diabetes mellitus, hypertension, and inflammation may be used to
predict who will develop moderate or critical disease with an accuracy of 84.3%
(sensitivity: 83.3% and specificity: 86.5%).

Conclusion: The IL18-105G>A and IL18-137C>G variants contribute significantly to
COVID-19 severity. The latter association may be explained by the effects of 1L18-
137C>G modulating IL-18 production and Th1l-mediated immune responses.
Keywords: COVID-19, IL18, inflammation, inflammasome, CRP, biomarkers, oxygen

saturation, chest CT scan abnormalities
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Introduction

Coronavirus disease 2019 (COVID-19) is an infectious viral disease caused by
a new and highly pathogenic virus called severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2 (SARS-CoV-2) (GORBALENYA et al., 2020). It emerged in Wuhan,
Hubei Province, China, in December 2019, causing a clinical syndrome with
pneumonia-like symptoms (ZHU et al., 2020). SARS-CoV-2 has rapidly spread
across the globe, with more than 180 million confirmed cases worldwide resulting in
almost 4 million fatal cases, in late June, 2021 (WHO, 2021). The highest mortality
risk was observed in patients with advanced age, male sex, current smoking status,
obesity, preexisting comorbidities (chronic kidney, respiratory, diabetes mellitus and
cardio cerebrovascular diseases) (RAEISI et al., 2021; SHI et al., 2021).

SARS-CoV-2 infection is accompanied by activation of immune-inflammatory
pathways including increased plasma levels of interleukin (IL)-1p, IL-6, IL-7, IL-18, IL-
10, granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF), and tumor necrosis factor (TNF)-a
(HUANG et al.,, 2020; QIN et al., 2020; YANG et al., 2020). Exuberant cytokine
production, named “cytokine storm”, is thought to be the main cause of tissue injury
leading to acute respiratory distress syndrome (ARDS), multi-organ failure and death
in COVID-19 (YANG et al., 2020). High serum levels of IL-18 are associated with
disease severity and pyrin domain-containing protein 3 (NLRP3) inflammasome are
highly active in patients with severe infection (BERG; VELDE, 2020; JUNQUEIRA et
al., 2021; RODRIGUES et al., 2021). In the early stages of viral infections, IL-18
induces the production of interferon (IFN)-y, which is important in the host defense
against infections (LAGUNAS-RANGEL; CHAVEZ-VALENCIA, 2020;
PROMPETCHARA; KETLOY; PALAGA, 2020). Markedly elevated serum IL-18 levels
are associated with severe disease and mortality in some viral infections
characterized by cytokine storm (VALERO et al., 2019).

In addition, one study reported that serum IL-18 levels were significantly higher
in COVID-19 patients compared to healthy subjects, with the highest levels in
patients with severe pneumonia (SATIS et al., 2021). These authors showed that IL-
18 serum concentrations were almost four-fold higher in patients with worse outcome
compared to those with good outcome. Genetic variants may be associated with

altered host responsivity because single nucleotide variants (SNVs) can impact gene
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expression and change serum protein levels (AZEVEDO et al., 2021; LANDER,
2011; SHEN et al., 2019). SNVs in the promoter region of the IL18 gene can
influence protein expression and could play a role in the physiopatholgy of COVID-19
(BARBAUX et al., 2007; GIEDRAITIS et al., 2001; ZHOU et al., 2015). There is an
increasing number of association with the genetic variants located on promoter
regions of the IL18 gene in other diseases, such as ulcerative colitis (BEN ALEYA et
al., 2011), type 1 diabetes mellitus (KRETOWSKI et al., 2002; TAVARES et al., 2013)
and tuberculosis (ZHOU et al., 2020). However, to date, there are no studies which
have evaluated IL18 genetic variants in patients with COVID-19 and their association
with disease severity.

The clinical manifestations of COVID-19 are very heterogeneous, although
most of the patients have mild clinical course, some have severe pneumonia with
high mortality rate requiring intensive care unit (ICU) treatment (BASTUG et al.,
2020). Therefore, predictive models that combine several variables or features to
estimate the severity of the COVID-19 and the increased risk of dying from the
infection could assist medical staff in screenig patients when allocating limited
healthcare resources (WYNANTS et al., 2020). In addition, models that predict the
disease course may be of great utility for personaled treatments, monitoring clinical
progress, and allocating proper resources at all levels of care to mitigate morbidity
and mortality (MARIN et al., 2021).

Hence, the main aim in the present study was to delineate the associations
between the 1L18-105G>A (rs360717) and IL18-137C>G (rs187238) genetic variants
and severity of COVID-19 including the increased mortality due to COVID-19.

Subjects and Methods

This cross-sectional study consisted of 528 COVID-19 patients treated at the
University Hospital of Londrina (HU) and Emergency Rooms (ER) in Londrina,
Parana, Brazil. COVID-19 clinical severity was assessed using the WHO
classification, 157 were classified as mild, 63 as moderate and 308 as critical (WHO,
2021). Patients were followed up until the end of the infection: cure or death.
Inclusion criteria were patients of both sexes and over 18 years of age. Exclusion
criteria were the presence of acute and chronic infections, cancer and autoimmune

diseases.


https://www-sciencedirect.ez78.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/pribnow-box
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The protocol was approved by the Institutional Research Ethics Committee of
the State University of Londrina, Parand, Brazil (CAAE:31656420.0.0000.5231) and
all of the individuals invited were informed in detail about the research and gave

written informed consent.
Demographic, clinical and laboratory data

Demographic, epidemiological and anthropometric data for patients, as well as
clinical history, comorbidities, and drug treatments were obtained using a standard
guestionnaire at the admission. Body mass index (BMI) was calculated as weight (kg)
divided by height (m) squared and the ethnicity was self-reported as Caucasian and
non-Caucasian.

The measurement of SpO2 were obteined by pulse oxymetry at adimission
and after that, a arterial blood gas to abtein a O2 saturation.

Venous blood collection (20 mL) was performed at infection onset with EDTA
anticoagulant and clot activator or serum Vacutainer System tubes (Becton-
Dickinson, New Jersey, U.S). Plasma, serum and buffy coat were stored at -80°C
until the analyzed. The inflammatory biomarker C-reactive protein (CRP) was
determined with high sensitivity assay (hsCRP) using turbidimetry (Architect C8000,
Abbott Laboratory, Abbott Park, IL, USA) and ferritin levels were determined by
chemiluminescent immunoassay (Alinity i, Abbott, Ilinois, EUA) e hematology
analysis, included white blood cell counts (WBC) and leukocyte differentiation were
determined by light scattering and fluorescence analysis (BC-6800 Mindray,
Nanshan, China). We also evaluated an inflammation index, computed as a z unit
weighted composite score of z hsCRP + z ferritin + z neutrophil/lymphocyte ratio
(NLR).

Assessment of chest computed tomography (CT) scan abnormalities (CCTA)

The CCTA were obtained from all subjects at Hospital adimission. For all
patients noncontrast chest CT were performed on BRYGHTSPEED/ GE 16 chanels
(GE- Healthcare- America: Milwaukee, USA). The CT features were findings: ground-

glass opacities, consolidations with halo sign, presence of nodules, pleural effusion
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and lymphadenophathy, and pulmonary involvement divided in 0-25%, 25-50%,
50-75% and more than 75%.

Genomic DNA extraction and 1L18 genotyping

Genomic DNA was extracted from the buffy coat of peripheral blood cells
using a resin column procedure (Biopur, Biometrix Diagnostika, Curitiba, Brazil),
following the manufacturer’s instructions. DNA concentration was measured using a
NanoDrop 2000c™ spectrophotometer (ThermoScientific, Waltman, MA, USA) at 260
nm, and the DNA purity was assessed by 260/280 nm ratio.

IL18-137C>G (rs187238) and 1L18-105G>A (rs360717) variants were
determined using real time polymerase chain reaction (QPCR) with the TagMan®
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) method. Validated assays
(C_2408543_10, C 2898462 10, respectively, Life Technologies Corporation,
Carlsbad, CA, USA) with specific primers and fluorescent probes for the genotype
determination 1L18-137C>G [VIC/FAM] (TGT AAT ATC ACT ATT TTC ATG AAA
T[C/G]T TTT CTT CCG TAA AAG TTG GGG CTC) and 1L18-105G>A [VIC/FAM]
(GTG TAG ACT GCA GCA GGT GGC AGC CIA/G]C TTT AGC AGC CAG AGT TGG
CAG CCA) were utilized. The level of fluorescence of the qPCR products were
evaluated using the Quantum Studio VI (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Statistical analysis

Logarithmic (Ln) or square root transformations of continuous data were used to
normalize the data distribution or to adjust for heterogeneity of variance between
study groups (as assessed with the Levene test). Analysis of contingency tables was

performed using Chi-square test ()(2) (or Fisher exact test, when appropriate) to

check the associations between categorical variables, and analysis of variance (F) to
assess differences in scale variables between groups. Automatic stepwise binary
logistic regression analysis was performed to assess the association between
dependent binary and explanatory variables while allowing for the possible effects of
background variables including age, sex, and ethnicity. The results were expressed
as adjusted odds ratio (OR) with the corresponding 95% confidence interval (Cl).

Nagelkerke values were used as pseudo R? effect sizes and accuracy with sensitivity

and specificity were computed in all regression analyses. Automatic multiple
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regression analysis was used to predict dependent scale variables based on
biomarkers and demographic data (SpO2, CCTA, inflammation index, genetic
variants, age, sex, BMI, and so on) while assessing R? changes, homoscedasticity
(using White and modified Breusch-Pagan tests for homoscedasticity),
multicollinearity (using tolerance and VIF), and multivariate normality (Cook's
distance and leverage). We used an automatic stepwise (step-up) method with 0.05
p-to-enter and 0.06 p-to-remove. The results of these regression analyses were
always bootstrapped with 5.000 bootstrap samples, and the latter results are
displayed if the results were not concordant. All tests were two-tailed and an alpha
level of 0.05 indicated statistically significant results. We constructed an inflammatory
index z score of hsCRP (zCRP) +z ferritin + z NLR.

RESULTS

Mild, moderate, and critical COVID-19 infection

Table 1 shows the differences in socio-demographic and clinical data among
COVID-19 patients with mild, moderate, and critical infection. Male sex was
significantly higher in those with moderate/critical infection as compared to those with
mild infection. Patients with mild COVID-19 infection were significantly younger than
patients with moderate/critical infection. BMI was significantly higher in those with
moderate/critical infection as compared to those with mild infection, although there
was no significant difference in obesity frequency between those groups. The
prevalence of hypercholesterolemia, stroke, heart disease, dementia, chronic
obstructive pulmonar disease (COPD), and chronic kidney disease (CKD) was
significantly higher in patients with critical infection compared with those with mild
and moderate infection. The prevalence of hypertension and type 2 diabetes mellitus
(T2DM) were higher in patients with moderate and critical symptoms than in those
with mild symptoms.

The CCTA and NLR were significantly increased and peripheral capillary

oxygen saturation (SpO2) was significantly lower in patients with critical infection as

compared with those with mild and moderate infection. The inflammation index,
hsCRP, and frequency of ICU admission were significantly different between the
three study groups and increased according to the severity of infection. The
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frequencies of orotracheal intubation and death were significantly higher in COVID-

19 patients with critical infection than in those with mild/ moderate infection.
Genotypic dustribution and severity of illness

Table 2 shows the IL18 genotype distribution in patients with moderate and
critical versus mild infection The two genotype distributions were in Hardy-Weinberg
equilibrium, namely IL18-105G>A: x2:0.23, df=1, p=0.135; and IL18-137C>G:
x2=1.48, df=1, p=0.224. Logistic regression analyses showed significant associations
between severe+critical COVID-19 (reference group is mild COVID-19) and the IL18-
105G>A (p=0.008) and IL18-137C>G (p=0.01) variants, and these differences
remaned significant after false discovery rate p-correction at p=0.01, and after
adjusting for sex, ethnicity and age. Consequently, we have examined the
asociations between moderate+critical COVID-19 and the genotypes of both variants
using different genetic models (Table 2). We observed significant differences in the
IL18-105G>A overdominant model with a lowered frequency of moderate + critical
patients in GA carriers as compared with AA and GG carriers. The GG genotype also
showed an increased frequency in moderate and critical patients as compared to
AA and GA carriers. IL18-137 GC patients showed a lowered frequency of more
severe disease when compared with GG+CC genotypes. The CC genotype showed
an increased incidence of more severe disease than GG and GC patients. The
recessive models did not differ in both IL18 SNVs (p>0.05).

Predictive models of severe illness and death

Table 3 shows the characteristics of non-survivors and survivors with COVID-
19. Non-survivors were significantly older than survivors and showed lower SpO2
values. Non-survivors showed a significantly higher number of WBCs, NLR, hsCRP,
ferritin and inflammation index. They also showed a higher frequency of ICU
admission and orotracheal intubation, T2DM, stroke, and CKD.

Table 4, model 1 shows the results of a binary logistic regression analysis with
moderate and critical disease as dependent variables and age, sex, ethnicity,

genotypes, the inflammation index, CCTA, SpO2, BMI, and comorbid disorders as
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explanatory variables. We found that moderate and critical disease was best
predicted by higher age, more CCTAs, BMI, inflammation, heart disease,
hypertension, and T2DM, while the IL18-105G>A variant GA genotype was
protective; 84.3% of the subjects were correctly classified with a sensitivity of 83.3%
and specificity of 86.5%. In Table 4, model 2, death was best predicted (versus no-
death) by higher age, dementia, inflammation, lowered SpO2, ICU admission,
intubation, BMI and severe illness; 85.7% of the subjects were correctly classified

with a sensitivity of 83.3% and specificity 86.7%.

DISCUSSION

The main results of the present study are that the genetic variants of IL18 -
105G>A and 1L18-137C>G have significant protective effects on severity of COVID-
19 (in the overdominant and dominant models). Moreover, we found that IL18 -105
GA (inversely associated) and age, CCTA, BMI, heart diseases, T2DM, hypertension
and inflammation index (all positively) may be used to predict who will develop
moderate or critical disase. Furthermore, we showed that a combination of increasing
age, dementia, inflammation, ICU admission and intubation, BMI and severity of
infection, and lowered SpO2 may be used to predict who will die following COVID-19
infection.

In agreement with previous studies, we found that classic risk factors were
associated with moderate and critical infection in the COVID-19 (GAO et al., 2021).
Many risk factors have been identified in the progression of COVID-19 into a severe
and critical stage, including old age, male sex, underlying comorbidities, such as
hypertension, T2DM, chronic lung diseases, heart, liver and kidney diseases (GAO et
al., 2021). Older age is associated with more comorbidities, weaker immune defense,
and higher levels of proinflammatory cytokines than younger age. The discrepancy of
COVID-19 severity between male and female patients can be attributed to the
differences in sex hormones involved in inflammatory processes, expressed levels of
angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2), and transmembrane serine protease 2
(TMPRSS2), a cell surface protein primarily expressed by endothelial cells across the

respiratory and digestive tract, and lifestyle (GAO et al., 2021).
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COVID-19 severity is linked to higher levels of proinflammatory cytokines such
as IL-1, IL-6, IL-18, G-CSF, IFN-y, and TNF-a (FREEMAN; SWARTZ, 2020). IL-18 is
a cytokine that belongs to the IL-1 family and is involved in both innate and adaptive
immune responses. The activation of inflammasomes particularly the NOD-, LRR-,
and NLRP3 inflammasomes, is required for their stimulation (DAVIS; WEN; TING,
2011). Previous research found that patients with COVID-19 had higher IL-18 levels,
which was associated with disease severity (LUCAS et al., 2020; SATI et al., 2021).
As a result, the pathophysiology of severe COVID-19 may be influenced by genetic
NLRP3 variations that impact cytokine release.

Our results demonstrated that the IL18-137C>G and 1L18-105G>A genetic
variants were associated with COVID-19 severity and exert a significant protective
effect. Our findings revealed that in the overdominant model, the frequency of the
IL18-137 CG genotype was lower in patients with moderate and severe disease,
whereas in the dominant model, the IL18-137 CC genotype had a higher incidence in
patients with moderate and severe disease than those with mild severity. Thus, our
results suggested that G allele presence could have a protective effect to COVID-19
severity.

According to Giedraitis et al. (2001), the rs187238 SNV changes G to C and
affects the expression of the IL18 gene and its activity, by changing the binding site
of the nuclear factor H4TF-1 to a binding site for a factor unknown found in the GM-
CSF promoter, affecting the promoter activity. Arimitsu et al. (2006) showed that a
polymorphic variant of the 1L18 gene influenced IL-18 production by monocytes in
vitro. In particular, they showed that spontaneous and lipopolysaccharide-stimulated
production of IL-18 in volunteers with the GG genotype was higher than in those with
the GC genotype, thus a genetic tendency 1L18-137G>C allele G, to produce greater
quantities of IL-18. Khripko et al. (2008) investigated the association of SNV in the
IL18-137G>C promoter with the level of IL-18 protein production by peripheral blood
mononuclear cells in vitro from healthy donos, showed that peripheral blood
mononuclear cells from donors carrying allele C had lower levels of both
spontaneous and lipopolysaccharide-stimulated IL-18 production. Together, those
results suggested that allele G is involved to higher IL-18 production.

In the presence of IL-12, IL-18 can stimulate Th1l cells, nonpolarized T cells,
NK cells, B cells, dendritic cells, and macrophages to release IFN-y (NAKANISHI et
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al., 2001a, 2001b). Furthermore, IL-18 directly activates CD8+ T cells and
upregulates cytotoxic activities of NK cells and cytotoxic T cells, and exerts their
cytocidal action through the use of perforin and FasL, FasL induces apoptosis in Fas-
expressing target cells, and Perforin is a potent pore-forming molecule against target
cell membrane, playing a central role in viral clearance (KAGI et al., 1996;
NAKANISHI et al., 2001b; TIZAQUI et al., 2020; TSUTSUI et al., 1996; YOSHIMOTO
et al., 1998). In addition to the above mentioned functions, IL-18 may stimulate the
synthesis of granulocyte-monocyte colony estimulator factor (GM-CSF) (UDAGAWA
et al., 1997). The C allele alters GM-CSF promoter binding site, which can stimulate
neutrophil production. The increased neutrophils in the alveoli can lead to increased
production of neutrophil extracellular traps (NETS), causing increased clot formation,
endothelial damage and alveolar damage associated with COVID-19 (ZHAO; DI; XU,
2021).

Similarly, the frequency of the IL18-105GA genotype in the overdominant
model was reduced in moderate and severe patients, and in the dominant model the
IL18-105GG genotype demonstrated an increased frequency in moderate and severe
patients. Thus, the presence of the A allele in homozygosis or heterozygosis
conferred about 44% protection in the development of moderate and severe cases.
The IL18-105G>A variant is located in the potentially regulatory 5' untranslated
region (5’'UTR) of IL18 which can then affect the level of gene expression and is
consequently linked to altered levels of IL-18 (BARBAUX et al., 2007). Few studies
have evaluated the association between this genetic variant and diseases. Among
them, Messaoudi et al. (2012) found an association between the A allele and
recurrent idiopathic abortion, and Al-Khateeb et al. (2011) found an association with
increased risk of developing recurrent miscarriage, regardless of the genetic model
used. In fact, there are no studies correlating this genetic variant with altered
expression of IL-18. We hypothesize that this variant may behave similarly to 1L18-
137C>G since it is also located in a regulatory region of the IL18 gene. As far as we
know, this is the first study in the Brazilian population that investigated the
association between IL18 genetic variants and the severity of COVID-19.

We showed in this work that both IL18 variants were connected to enhanced
IL-18 production and had a protective effect against COVID-19 severity, which is

contrary to what we predicted. As a possible explanation for these findings, we
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hypothesized that high levels of IL-18 play a vital role in the host defense against
intracellular pathogen infection (NAKANISHI et al., 2001b), and that the shift to a
neutrophilic response lowered antiviral defense.

The clinical profile and laboratory characteristics of COVID-19 patients who
died were examined in the current investigation. When compared to surviving
patients, those with this outcome were older, had less symptoms, and had lower
oxygen saturation at the time of infection. The death group had a greater rate of ICU
admission, intubation, T2DM, stroke, and non-dialysis chronic kidney disease. Our
findings are consistent with prior research, which found that older patients and those
with comorbidities are more likely to die from COVID-19. Younger patients with no
major underlying conditions, on the other hand, may develop potentially fatal
consequences such fulminant myocarditis and disseminated intravascular
coagulopathy (TERPOS et al.,, 2020). Regarding the laboratory changes, death-
outcome patients showed higher levels of WBCs, NLR, hsCRP, ferritin and
inflammation index. It has also been reported that patients with severe disease and
fatal outcomes present a decreased lymphocyte/WBCs ratio both in admission and
during hospitalization compared with those who survived (DENG et al., 2020). High
levels of hsCRP have been linked to unfavorable prognosis of COVID-19 disease,
such as death (DENG et al., 2020). Our data agree with most of those obtained by
Lino et al (2021) identified high levels of ferritin, C-reactive protein and serum
creatinine were significantly associated with mortality. A similar result was obtained in
another study for ferritin, where the high levels of ferritin were found in non-survivor
patients (AHMED et al., 2021).

Some studies developed prediction models which combine a variety of
clinical and laboratory indicators in order to better understand COVID-19's clinical
course. It is critical to identify characteristics that predict COVID-19 problems in order
to guide clinical care, improve patient outcomes, and allocate limited resources
(ASSAF et al.,, 2020; BASTUG et al., 2020; MARIN et al., 2021). Our findings
demonstrated that a panel of biomarkers, including the IL18-105GA genetic variant
(negatively), as well as old age, CCTA, cardiac disorders, T2DM, hypertension, and
inflammatory index, can predict the severity of COVID-19 by about 60% (all
positively). Assaf et al. (2020) examined clinical, hematological, and biochemical

markers at admission and used machine-learning algorithms to predict the risk of



56

critical COVID-19. Three distinct machine-learning models were employed to predict
patient deterioration, and their results were compared to current predictors as well as
the APACHE Il risk prediction score. Machine-learning models beat all other criteria,
including the APACHE Il score, in this investigation, predicting crucial COVID-19 with
88 percent sensitivity, 92.7 percent specificity, and 92 percent accuracy. The
APACHE Il score, WBCs, time from onset of symptoms to admission, oxygen
saturation, and blood lymphocyte counts were the most important factors in the
models (ASSAF et al., 2020).

Other studies showed that laboratory parameters, including percentage of
large unstained cell (% LUC), NLR, D-dimer, and CRP made the highest contribution
to the prediction of the disease severity besides age, comorbidity presence, and
symptoms on the admission. The binary logistic regression model included ferritin, %
LUC, NLR, and D-dimer, which correctly classified 91.7% of the cases (BASTUG et
al., 2020). Although other studies have suggested predictive models for COVID-19
severity with high sensitivity and specificity, our study was the first to include a
genetic variant combined with clinical and laboratory parameters associated with
prognosis.

Another interesting finding of our study was the identification of positively
associated host factors, such as age, dementia, inflammation index, ICU admission,
intubation, BMI and severe iliness, as well as negatively associated host factor, such
as SpO2, which could predict death by 64%. A systematic study found 107
prognostic models for COVID-19 patients' diagnosis and prognosis. The majority of
the studies employed alternative outcomes, with 39 estimating mortality risk and 28
attempting to predict progression to a severe or critical disease (WYNANTS et al.,
2020). Vital signs, age, comorbidities, imaging characteristics, sex, lymphocyte count,
and CRP are the most common predictors in COVID-19 prediction models
(WYNANTS et al., 2020). These researchers found two interesting models (one
diagnostic and the other prognostic) that should be validated in many cohorts as
soon as possible. Knight and colleagues (2020) and Jehi and colleagues (2020)
developed models that are strong candidates for validation investigations in other
data. All of the studied prediction models were found to have an unclear or high risk
of bias, according to this systematic review, and data from independent external

validations of the newly constructed models is still lacking. The urgency of prognostic
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models to aid in early and efficient patient screening in the COVID-19 pandemic, on
the other hand, may inspire physicians and researchers (WYNANTS et al., 2020).

There are limitations in the current study that should be considered, such as
the cross-sectional design, which does not allow to make causal inferences and the
unavailable data of the IL-18 plasma measurents of the patients with COVID-19
enrolled in this study. However, the present study also has some strengths. To the
best of our knowledge, this is the first study which investigated the relationship
between 1L18-105G>A and IL18-137C>G genetic variants in COVID-19 patients.
Another strength is that this study controlled for possible confounding variables
including sex, age and ethnicity by the robust statistical analysis.

In conclusion, the IL18-105G>A and 1L18-137C>G variants contribute
significantly to COVID-19 severity. The latter association may be explained by the
effects of IL18-137C>G increasing IL-18 production thereby activating Thl-mediated
immune responses.This result suggests that the quantitative alteration of IL-18 could
be one of the factors involved in the susceptibility and severity of COVID-19. The
findings that involve the presence of protective-associated alleles may identify
individuals with different susceptibility to the worst outcome when infected with
SARS-CoV-2. In addition, we propose with a panel of biomarkes as predictive models
of prognosis and outcome of COVID-19 that could help in the early identification of

patients who may progress to a worse prognosis, requiring personalized treatment.
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Table 1 — Sociodemographic data, symptoms and laboratory parameters on the severity of SARS-CoV-2 infection, named
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Mild disease * Moderate disease ° Critical disease ~ 2
Variables n=157 n=63 n=308 F/X df p value
Sex (Female / Male) 93(59.2) / 64(40.8) B¢ 25(39.7)/38(60.3) A  127(41.2)/181(58.8) B 1485 2 0.001
Age (years) 43.2 (16.3) BC 60.2 (16.5) A€ 66.0 (15.7) B 105.94 2/525  <0.001
Ethnicity (C/NC) 124(79.0) / 33(21.0) 49(77.8) | 14(22.2) 248(80.5) / 59(19.5) 0.41 2 0.816
Body mass index (kg/m?) 26.56 (4.40) BC 28.96 (6.08) A 28.38 (6.04) A 531 2/379  0.005
Obesity (Yes/No) 29(18.5) / 128(81.5) 14(22.2) | 49(77.8) 73(23.7) / 235(76.3) 1.66 2 0.436
Hypercholesterolemia (Yes/No) 2(1.3) / 155(98.7) 4(6.3) / 59(93.7) 30(9.7) / 278(9.3) # FEPT 0.001
Hypertension (Yes/No) 24(15.3) /133(84.7) B¢ 31(49.2)/32(50.8) A  178(57.8)/130(42.2) A 76.95 2 <0.001
T2DM (Yes/No) 8(5.1) / 148(94.9) B 14(22.2) 1 49(77.8) A 100(34.5)/208(67.5) A 4354 2 <0.001
Stroke (Yes/No) 1(0.6) / 156(99.4) 2(3.2) / 61(96.8) 24(7.8)1284(92.2) %  FEPT 0.001
Heart diseases (Yes/No) 3(1.9) / 154(98.1) 5(7.9) / 58(92.1) 61(19.8) / 247(80.2) *  FEPT <0.001
Dementia (Yes/No) 1(0.6) / 156(99.4) 5(7.9) / 58(92.1) 24(7.8)1284(92.2) %  FEPT 0.001
COPD (Yes/No) 0(0) / 157(100) 4(6.3) / 59(93.7) 16(5.2) /292(94.8) *  FEPT 0.002
Dialysis chronic kidney disease (Yes/No) 1(0.6) / 156(99.4) 7(11.1) / 56(88.9) 14(4.5) / 294(95.5) FEPT 0.002
Non-dialysis chronic kidney disease (Yes/No) 2(1.3) / 155(98.7) 4(6.3) / 59(93.7) 30(9.7) / 278(9.3) # FEPT 0.001
CCTA 2.65 (1.41) © 2.83(1.16) © 3.38 (1.25) AB 7.74 2349  0.001
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Continued table 1 — Sociodemographic data, symptoms and laboratory parameters on the severity of SARS-CoV-2 infection, named
Coronavirus Disease 2019 (COVID-19)

Mild disease Moderate disease ° Critical disease “ 2
Variables n=157 n=63 n=308 FIX  df p value
SpO2 (%) 93.6 (5.1) © 90.8 (4.1) © 86.3(7.5) AB 21.97 2/381  <0.001
ICU (Yes/No) 1(0.6%) / 156(99.4%)BC  7(11.1)/56(88.9) AC  136(44.2)/ 172(55.8) B 108.71 2 <0.001
Orotracheal intubation (Yes/No) 0(0%) / 157(100%) 3(4.8) / 60(95.2) 119(38.6) / 189(61.4) # 10092 2 <0.001
Death (Yes/No) 0(0%) / 35(100%) 2(3.2) / 61(96.8) 134(43.5)/ 174(56.5) #  57.48 2/406  <0.001
WBC (cells /mm?3) 7272.1 (2739.4) 7264.6 (4675.4) 8398.60 (7077.73) 112 2/402  0.328
NLR * 7.53(6.29) © 6.96 (7.29) © 11.54 (11.27) AB 7.73 2/401  0.001
Platelets (mil/mm3) 229.7 (78.6) 202.3 (77.4) 206.7 (88.3) 1.26 2/402  0.286
hsCRP (mg/L) * 70.3 (60.7) B€ 95.7 (73.7) A€ 139.8(94.3) AB 21.32 2/398  <0.001
Ferritin (ng/mL) * 724.7 (767.5) © 1348.4 (1689.4) 1557.2(2688.3) A 6.27 2/391  0.002
Inflammation index -1.326 (1.096) BC -0.462 (2.281) AC 0.771 (2.279) AB 58.93 2/525  <0.001

All results of Chi-square tests (x2) or analysis of variance (F). FEPT: results of Fisher’s exact probability test. Categorical variables are expressed as number
(n) and percentage (%). Continuous variables are expressed as mean * standard deviation (SD). C: Caucasian, NC: Non Caucasian, CCTA: Chest computed
tomoraphyscan alteration, SpO2: peripheral capillary oxygen saturation (infection onset), ICU: Intensive care unit; T2DM : type 2 diabetes mellitus (on oral
hypoglycemiants), COPD: Chronic obstructive pulmonar disease, WBC: white blood cells, NLR: Neutrophil / lymphocyte ratio, hsCRP: High sensitivity C-
reactive protein. Bold values represent statistically significant values (p<0.05)

Inflammation index: computed as a z unit weighted composite score of z high sensitivity CRP + z ferritin + z neutrophil/lymphocyte ratio

* Processed in Ln transformation; A8:C: multiple comparisons among treatment means: #: significant different from mild + moderate (chi-square test).



Table 2 — Association between IL18-105G>A and 1L18-137C>G variants in patients with COVID-19 according to their severity

(moderate + critical versus mild severity)
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Genotype Mild Moderate + critical p value OR (95% CI)
GG 68 (43.3) 211 (56.9) Reference
IL18-105G>A A GA 75 (47.8) 125(33.7) 0.015 0.552 (0.341-0.893)
AA 14 (8.9) 35(9.4) 0.784 0.895 (0.404-1.984)
B GG 68 (43.3) 211(56.9) Reference
IL18-105G>A AA+GA 89 (56.7) 160 (43.1) 0.031 0.606 (0.384-0.957)
c AA+GG 82 (52.2) 246 (66.3) Reference
IL18-105G>A GA 75 (47.8) 125(33.7) 0.014 0.563 (0.355-0.891)
D GG+GA 143 (91.1) 336 (90.6) Reference
IL18-105G>A AA 14 (8.9) 35(9.4) 0.669 1.181 (0.551-2,529)
CC 67 (42.7) 210 (56.6) Reference
IL18-137C>G CG 75 (47.8) 128 (34.5) 0.015 0.551 (0.340-0.892)
GG 15 (9.6) 33(8.9) 0.564 0.794 (0.363-1.737)
B CC 67 (42.7) 210 (56.6) Reference
IL18-137C>G GG+CG 90 (57.3) 161 (43.3) 0.025 0.592 (0.375-0.935)
c GG+CC 82 (52.2) 243 (65.5) Reference
IL18-137C>G CG 75 (47.8) 128 (34.5) 0.018 0.574 (0.363-0.909)
D CC+CG 142 (90.4) 338(91.1) Reference
IL18-137C>G GG 15 (9.6) 33(8.9) 0.892 1.053 (0.499-2.220)

" Co-dominant models; © dominant models; ~ overdominant models; “recessive models. x2: results of analyses of contingency tables. Data were expressed as

absolute number (n) and percentage (%). OR: odds ratio; Cl: conmfidence interval; Bold values represent statistically significant values (p<0.05). Adjusted by

age, sex, and ethnicity.
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Table 3 — Sociodemographic data, symptoms, and biomarkers among the non survivors and survivors patients with SARS-CoV-2

infection
: Survivors Non survivors p

Variables n1=270 n=136 F/X. df value
Sex (Female / Male) 115 (42.6) / 155 (57.4) 52(38.2) / 84(61.8) 0.71 1 0.400
Age (years) 60.4 (15.9) 71.8(13.7) 50.99 1/404 <0.001
Ethnicity (C/NC) 216 (80.0) / 53(20.0) 110(80.9) / 26(19.1) 0.02 1 0.888
Body mass index (kg/mz) 28.37 (5.65) 28.24 (6.51) 0.03 1/258 0.871
CCTA 3.14 (1.23) 3.43(1.34) 3.81 1/350 0.052
SpO2 (infection onset) 89.4 (5.8) 84.0 (8.5) 53.67 1/382 <0.001
Platelets (miI/mm3) 208.8 (81.2) 206.2 (95.0) 0.09 1/403 0.768
WBC (cell/mm3) 7240.6 (3684.6) 9882.1(9740.2) 15.44  1/403 <0.001
NLR * 9.15 (10.31) 13.15(10.57) 19.83  1/402 <0.001
hsCRP (mg/L) * 111.6 (83.7) 158.0 (99.7) 22.41  1/400 <0.001
Ferritin (ng/mL) * 1347.9 (2163.2) 1680.6 (2967.4) 5.67 1/392 0.018
Inflammation index -0.018 (2.436) 1.203(2.070) 25.03 1/404 <0.001
ICU (Yes/No) 54(20.0) / 216(80.0) 90(66.2) / 46(33.8) 84.26 1 <0.001
Need for orotracheal intubation (Yes/No) 30(11.1) / 240(88.9) 92(67.6) / 44(32.4) 137.53 1 <0.001
Hypertension (Yes/No) 142(52.6) / 128(47.4) 80(58.8) / 56(41.2) 1.42 1 0.234
T2DM (on oral hypoglycemiant) (Yes/No) 66(24.4) / 204(75.6) 54(39.7) /1 82(60.3) 10.12 1 0.002
Stroke (Yes/No) 11(4.1) / 259(95.9) 16(11.8) / 120(88.2) 8.62 1 0.003
Non-dialysis chronic kidney disease (Yes/No) 16(5.9) / 254(94.1) 20(14.7) 1 116(85.3) 8.63 1 0.003

All results of Chi-square tests (X°) or analysis of variance (F). Categorical variables are expressed as number (n) and percentage (%). Continuous variables
are expressed as mean + standard deviation (SD). * Processed in Ln transformation. Bold values represent statistically significant values (p<0.05).
C: Caucasian, NC: Not Caucasian, CCTA: Chest computed tomoraphyscan alteration; SpO2: peripheral capillary oxygen saturation (infection onset), WBC:
white blood cells, NLR: Neutrophil / lymphocyte ratio, hsCRP: High sensitivity C-reactive protein, ICU: Intensive care unit, T2DM: type 2 diabetes mellitus (on

oral hypoglycemiant).

Inflammation index: computed as a z unit weighted composite score of z CRP + z ferritin + z neutrophil/lymphocyte ratio
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Table 4 — Results of binary logistic regression analysis with different dichotomies as dependent variables and demographic,

clinical, genetic variant and laboratory data as explanatory variables in patients with COVID-19 infection

Explanatory Nagelkerke
Depedent Variables variables B SE W pvalue OR 95% CI X2 df pvalue pseudo-R2
Model 1 286.37 8 <0.001 0.596
Age 1.112 0.163 46.43 <0.001 3.04 2.21-4.18
CCTA 0.440 0.157 8.51 0.004 155 1.16-2.09
Moderate+critical BMI _ 0.373 0.148 6.32 0.012 145 1.09-1.94
versus Mild Heart diseases 1.950 0.709 7.57 0.006 7.03 1.75-28.20
T2DM 0.968 0.444 4,76 0.029 2.63 1.10-6.28
Hypertension 0.917 0.326 7.91 0.005 250 1.32-4.74
nflammation index 0.953 0.183 27.18 <0.001 259 1.81-3.71
IL18-105GA -0.631 0.275 5.25 0.022 0.53 0.31-0.91
Model 2 25236 8 <0.001 0.642
Age 0.085 0.014 31.08 <0.001 1.09 1.06-1.12
Dementia 1.278 0.540 5.60 0.018 3.59 1.25-10.34
Death versus Inflammation 0.428 0.161 7.04 0.008 153 1.12-2.10
Survival Sp02 -0.056  0.023 5.88 0.015 0.95 0.90-0.99
ICU 0.973 0.411 5.59 0.018 265 1.19-5.92
Intubation 2.280 0.410 30.94 <0.001 9.78 4.38-21.84
BMI 0.317 0.156 411 0.043 1.37 1.01-1.87
Severe illness 2.717 0.841 10.44 0.001 15.14 2.91-78.71

Results of binary logistic regression analysis with different dichotomies as dependent variables and demogrtaphic, clinical, genetic variant and
laboratory data as explanatory variables in patients with COVID-19 infection
X2: Chi-square tests; Cl: confidence intervals; OR: odds ratio; df: degree of freedom; CCTA: Chest computed tomoraphyscan alteration; BMI:
body mass index, T2DM: type 2 diabetes mellitus, SpO2: peripheral capillary oxygen saturation; ICU: intensive care unit admission.

Model 1: 84.3% of the subjects were correctly classified with a sensitivity of 83.3% and specificity of 86.5%.

Model 2: 85.7% of the subjects were correctly classified with a sensitivity of 83.3% and specificity 86.7%).
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7 CONCLUSOES DA DISSERTACAO

Levando em consideracéo os objetivos propostos por esse estudo, podemos concluir

que:

e Em relacado a variante IL18-105G>A, a frequéncia dos gendtipos GG, GA e

10

11
12
13
14
15
16
17

18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28

AA diferiu entre pacientes com doenca leve e pacientes com doenca
moderada e grave, e 0 gendtipo GA foi diretamente associado a protecao da
gravidade na COVID-19. O SNV IL18-137C>G, demonstrou frequéncia
diferente entre os gendtipos CC, CG e GG e o genotipo CG foi mais frequente
nos pacientes com doenca leve, conferindo um efeito protetor sobre a
gravidade da COVID-19.

e A variante 1L18-105G>A foi associada a protecéo da gravidade da COVID-19,

com os gendtipos GA e AA + GA no modelo overdominante e no modelo
dominante, respectivamente; portanto a presenca alelo A em homozigose ou
heterozigose confere protecao a gravidade da COVID-19. Do mesmo modo,
0s genotipos CG e GG + CG (modelo overdominante e modelo dominante,
respectivamente) da variante genética 1L18-137C>G e o alelo G foram

associados a um efeito protetor sobre a gravidade da COVID-19.

e O painel de biomarcadores incluindo 1L18-105 GA (negativamente associado)

e idade, CCTA, IMC, doencas cardiacas, T2DM, hipertenséo e indice de
inflamacéo (todos positivamente associados) foram capaz de predizer em
guase 60% o prognostico de COVID-19, 84,3% dos casos foram corretamente
cassificados com sensibilidade de 83,3% e especificidade de 86,5%.
Mostramos que os perfis de biomarcadores incluindo idade, deméncia, indice
de inflamagdo, admissdo na UTI, intubacdo, IMC e doenca grave foram
associados positivamente, enquanto SpO2 foi associado negativamente,
podendo predizer 64% a morte nesta coorte de pacientes brasileiros com
COVID- 19, com acuracia de 85,7% (sensibilidade: 83,3% and especificidade:
86,7%).
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Esse estudo pretende contribuir com o melhor entendimento das variantes
genéticas e a sua influéncia na gravidade da COVID-19. O presente estudo
demonstrou que o alelo A da SNV I1L18-105G>A e o alelo G da SNV IL18-137C>G
tanto em heterozigose como em homozigose exercem um efeito protetor significativo
no que se refere a gravidade de COVID-19, mas ndo a mortalidade desses
pacientes. A principal limitacédo foi o delineamento transversal do estudo, que néo
permite fazer inferéncia de causalidade. No entanto, até onde sabemos este foi 0
primeiro estudo a investigar a relacédo entre as variantes genéticas IL18-105G>A e
IL18-137C>G em pacientes com COVID-19, e demonstrou a associacado de
variantes genéticas da IL18 com a gravidade da COVID-19, exercendo efeito
protetor.

Modelos prognésticos sao de grande importancia na pratica clinica uma vez
gue a triagem rapida e eficiente dos pacientes € essencial na pandemia de COVID-
19 para a descarga do sistema de saude e auxilio para os profissionais de satde no
cuidado clinico adequado do paciente. Deste modo, este estudo propés modelos
preditivos de prognéstico e desfecho clinico que podem auxiliar na identificacéo
precoce de pacientes que podem evoluir para pior progndstico, necessitando de

tratamento individualizado.
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APENDICE A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

“INVESTIGAGAO DE FATORES GENETICOS E IMUNOLOGICOS NA INFECGAO POR
SARS-CoV-2: ASSOCIAGAO COM O PROGNOSTICO, MORBIDADE E MORTALIDADE”

Prezado(a) Senhor(a): B

Gostariamos de convida-lo (a) para participar da pesquisa “INVESTIGACAO DE
FATORES GENETICOS E IMUNOLOGICOS NA INFECCAO POR SARS-CoV-2:
ASSOCIAGAO COM O PROGNOSTICO, MORBIDADE E MORTALIDADE”, a ser realizada
no Hospital Universitario de Londrina (HU). O objetivo deste estudo é avaliar biomarcadores
genéticos e imunoldgicos associados ao prognéstico, morbidade e mortalidade da doenga
causada por SARS-CoV-2.

Este estudo esta selecionando pacientes atendidos no HU com diagnédstico de
Sindrome Gripal, que pode ter como causa 0 SARS-CoV2 ou outros virus respiratérios. Ao
aceitar participar, apés o diagnéstico laboratorial, vocé podera ser alocado em um dos dois
grupos a seguir: Grupo Outros Virus Respiratérios (OVR) e Grupo COVID-19. Os pacientes
alocados em qualquer dos dois grupos necessitardo fornecer informagdes clinicas e realizar
uma coleta de sangue, no momento da internacdo (tempo zero do estudo). Seréo realizados
exames laboratoriais que para determinar quantitativamente as subpopulacdes de linfocitos,
0s niveis circulantes de citocinas, biomarcadores inflamatérios e de estresse oxidativo e 0s
genes relacionados [IFNG (rs2069718, rs1861493, rs1861494), TGFBR2 (rs308465,
rs9831477, rs6790424), TGFBRI (rs1800468, rs1800469, rs1800470, rs1800471,
rs1800472), IL10 (rs1800896, rs1800871, rs1800872), FOXP3 (rs2232365, rs3761548),
APOBEC (APOBECS3A/B deletion), TNFA, IL6 (rs1800795, rs1800796), IL17R (rs2241043,
rs2241049 e rs6518661), IL17 (rs3819024, rs2275913 e rs3819025), IL18 (rs360717,
rs187238), IL22R (rs3795300, rs4233051 e rs4292900), 1L22 (rs2227484, rs2227485 e
rs2227513), IL23R (rs12401432 e rs6656929), IL23 (rs2066808 e rs2371494), HLA de
classe | e Il, genes associados ao inflamassoma). Seré realizado o sequenciamentodo viral
para determinacdo da linhagem do virus SARS-CoV2,responsavel pela infecca. No entanto,
caso vocé seja diagnosticado com COVID-19 vocé sera acompanhado pela equipe de
pesquisadores por 28 dias, e os dados laboratoriais e clinicos associados a morbidade e
mortalidade da doenca serdo obtidos de seu prontuario no 7°, 14° e 28° dia apés o inicio do
estudo.

Esclarecemos, que suas informacdes serdo utilizadas somente para os fins desta
pesquisa e serdo tratadas com o mais absoluto sigilo e confidencialidade, de modo a
preservar a sua identidade. Todos os dados coletados, clinicos e laboratoriais, seréo
descartados ap0s a publicacdo do estudo. Esclarecemos que sua participagdo é totalmente
voluntéaria, podendo vocé: recusar-se a participar, ou mesmo desistir a qualquer momento,
sem que isto acarrete qualquer énus ou prejuizo a sua pessoa. Esclarecemos que vocé nédo
pagara e nem sera remunerado(a) por sua participacdo. Garantimos, porém, que todas as
despesas decorrentes da pesquisa serdo ressarcidas, quando devidas e decorrentes
especificamente de sua participacao

A sua participacdo neste estudo ndo resultard em beneficios diretos a vocé. No
entanto, ressaltamos que sua participacdo contribuira para o melhor entendimento dos
mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos no desenvolvimento e progressdo da doenca,
resultando em beneficios para a sociedade como um todo. Além disso, 0 sequenciamento
viral possibilitard& dados epidemiolégicos importantes para o Estado do Parang,
possibilitando determinar qual a linhagem circulante e seu envolvimento com a evolucdo
clinica da doenca.
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Quanto aos riscos, informamos que sua participacdo ndo acarretara qualquer risco a
sua saude nem alteracdo de qualquer um dos seus tratamentos. A coleta de sangue pode
ocasionar sinais decorrentes da puncao venosa e consiste: dor no local da pun¢éo venosa
ou pequeno hematoma e, muito raramente, vermelhiddo ou infeccéo local. Mesmo sendo
minimos, caso ocorra algum tipo de desconforto o participante sera prontamente atendido e
amparado pelos farmacéuticos responsaveis pela coleta de sangue e um dos pesquisadores
deste estudo.

Caso vocé tenha duvidas ou necessite de maiores esclarecimentos podera nos
contatar (Walton Luiz Del Tedesco Junior, Avenida Robert Koch 60, telefone: 99650-
0552, drwaltontedesco@gmail.com _ou Andréa Name Colado Simé&o, Avenida Robert
Koch 60, telefone 99627-8181), ou procurar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina, situado junto ao prédio do LABESC
— Laboratdrio Escola, no Campus Universitario, telefone 3371-5455, e-mail: cep268@uel.br.
Este termo devera ser preenchido em duas vias de igual teor, sendo uma delas devidamente
preenchida, assinada e entregue a vocé.

Este termo devera ser preenchido em duas vias de igual teor, sendo uma delas
devidamente preenchida, assinada e entregue a voceé.

Londrina, de de 20__.

Pesquisador Responséavel
Walton Luiz Del Tedesco Junior
RG: 7.511.648-9

Tel: 99650-0552

Andréa Name Colado Siméao
RG: 6.226.736-4
Tel: 99627-8181

Eu, (colocar nome por extenso
do participante da pesquisa), tendo sido devidamente esclarecido sobre os procedimentos
da pesquisa, concordo em patrticipar voluntariamente da pesquisa descrita acima.

Assinatura (ou impresséo dactiloscépica):
Data:
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APENDICE B

FICHA CONSULTA PACIENTE

PROJETO DE PESQUISA COVID-19 - SWAB E SANGUE

Nome:

Etnia: CAUCASIANO () NAO CAUCASIANO ()

Prontuario: Data de nascimento:

Telefone:

Classificacdo COVID-19 (OMS): LEVE () MODERADO () GRAVE ()
Endereco:

CEP: Data de isolamento:

CPF: RG:

Sexo Masculino () Feminino ()
Medidas Peso: Altura:
Comorbidades Nao () Sim ()
Doenca cardiaca () Qual? Doenca cardiaca () Qual?
Diabetes () Qual? Gestante () Quantas semanas?
Doenca hepética () Qual? Doenca neuroldgica () Qual?
Hipertensao (HAS) () Hipercolesterolemia ()
Obesidade () Tabagismo ()

Acidente vascular cerebral () Doenca renal crbnica dialitica ()
DPOC () Doenca renal crénica nao dialitica ()

Outras doengas:

Tempo de inicio dos sintomas:

Sintomas Febre () Tosse ()

Odinofagia () Mialgia () Diarreia ()
Nausea/vomito () Cefaleia () Coriza ()

Tontura () Fadiga () Disgeusia ()

Calafrios () Congestéo nasal () Congestéo conjuntiva ()
Dificuldade de deglutir () Rash cutaneo () Asas nasais ()

Cianose () Dispneia () Anosmia ()

Perda de apetite () Outros sintmas:

Tratamento para infecgdo pré-internagdo H.U. SIM () NAO ()
Antitérmico ()
Antibiotico ()
Outros ()

Medicamentos de uso continuo |Anti-hipertensivos () | Nome dos Medicamentos
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Hipolipemiantes ()
Hipoglicemiantes Orais ()
Insulina ()

Ansioliticos ()
Antidepressivo ()
Corticoide ()

Outros imunossupressores

()
Kit COVID ()

SpO2 na admisséao:

Tomografia de térax:

Coleta das amostras:

COLETA

DATA

N° DO MOVIMENTO

PCR SARS-CoV-2
Orofaringe

Sangue

Desfecho até a alta do paciente:

SIM

Alta

Obito

10T

UTI

Tempo de internacao na UTI

Tempo de internacao hospitalar

Infeccdes secundérias




ANEXOS

84



ANEXO A

PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA UNIVERSIDADE

ESTADUAL DE LONDRINA

oun e UNIVERSIDADE ESTADUAL DE 1
e LONDRINA - UEL

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Investigacao de fatores genéticos e Imunolégicos na infecgdc por SARS-CaV-2:
associagdo com o pregnostico, morbidade e mortalidade

Pesquisador: Andréa Name Colado Siméac

Area Tematica:

Versao: 5

CAAE: 31656420.0.0000.5231

Instituicao Proponente: CCS - Departamento de Patologia. Analises Clinicas e Toxicologias
Patrocinador Principal: Financiamente Propno

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4629527

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de emenda de projeto |a aprovado:

1. Inclus@o de pesquisadores: serdo Inseridos novos pesquisadores ao grupo de pesquisa pois possuem
experiéncia na realizac&o especlfica das avallacdes laboratoriais propostas:

- Profa Dra. Jeane Eliete Laguila Visentainer & Prof, Dr. Quinno Alves de Lima Neto docentes da
Universidade Estadual de Maringa (UEM) serdo responsaveis pela genotipagem do sistema HLA em seus
respectivos laboratérios na UEM - Prof. Dr. David Livingstone A. Figueiredo: sera responsavel pelo
sequenclamento viral e do exoma humano

2. Inclusdc de novas objetivos.

- Assoclar a analise microbioiogica de amostras biologicas de pacientes com COVID-19 a sua evolucio
clinico-laboratorial @ ao desfecho do periodo de Internagéo.

- Comparar os marcadores de estresse oxilativo em pacientes de acordo com a gravidade da doenga;

- Determinar polimorfismos de genes HLA classe | (A. B e C) e de classe || (DR e DQ)

- Investigar se as alteracdes genéticas do SARS-CaV-2 e de seus racaplores estdo correlacionadas com a
evolucdo clinica dos paciente com COVID-18

- Classificar, por meio de abordagem gendmica, os subtipos de SARS-CoV-2 em uma amostragem de
pacientes dos estados do Parana & de S&o Paulo. - Caracterizar o perfil de expressao global de miRNAs e
mRNAs de linfécitos de pacientes da coorte,

Endereco: LABESC - Sala ¢

Bairro: Campus Universitario CEP: 88.057-970
UF: PR Municipio: LONORINA
Telefone: (43)3371-5455 E-mail: cep288@uel.br
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3. Novas Metodologias

Foram Incluidas novas metodologias na secdo de Sujeitos e Mélodos para contemplar os novos objetivos
propostos. Pacientes com COVID-19 com & sem diagndstico de Infecgdo hospitalar durante a internacao
serdo submetidos a coleta e analise de dados clinicos, laboratorials e de terapla antimicrobiana prévia,
assim como seu desfecho clinico. Os resultados das analises microbiologicas de sangue, aspirado traqueal,
lavado bronco- alveolar, liquido pleural, liquor e urina dos pacientes com diagnostico de COVID-192 serdo
avaliados quanto ao agente isolado, sua contagem em Unidades Formadoras de Colénias (UFC/mL), bem
como a presenca de perfil inflamatério nos resultados das analises laboratoriais sanguineas de rotina. Serdo
avaliados os prontudarios eletrdnicos e notificacdes de pneumonia hospltalar, infeccdo urinaria e infeccdo da
corrente sanguinea da Comissdo de Controle de Infecc3o Hospitalar do Hospital Universitario segundo os
Critérios Diagnésticos das Infecgdes Relacionadas & Assisténcia & Saude (Nota Técnica GVIMS/GGTES
03/2018) para determinar quais pacientes tiveram diagndstico clinico de infecgdo hospitalar durante a

intermagao. Serdo avaliados os perfis de susceptibilidade, a terapia antimicrobiana utilizada previamente,

aquela estabelecida apos o diagnéstico da etiologia infecciosa bacteriana ou fingica associada & o desfecho
clinico em 7 dias. 14 dias e 28 dias.

- Analise de polimorfismos de genes HLA classicos de classe | e ||

- Sequenciamento de genoma do virus SARS-CoV-2

- Exoma: Para ¢ sequenciamento do exoma, sera preparado uma biblioteca de DNA com o kit Nextera

- RNA-seq: Para o sequenciamento do RNA total sera utilizade o sequenciamento em larga escala
denominado RNA-seq.

- Avaliagao do Estresse Oxidativo: Determinagdo de metabolitos de oxido nitrico (NOx): A quantificagdo de
subprodutos de oxido nitnco (NOx) sera medida através da determinac@o da concentragdo de nitritos no
plasma.

- Capacidade Antioxidante Total Plasmatica (TRAP): A capacidade antioxidante total plasmatica (TRAP)
sera avaliada por quimiluminescéncia (QL) em uma adaptacio do método da técnica descrita por Repetto et
al.

- Quimiluminescéncia Induzida por t-Butil Hidroperéxidos (QL): A avalia¢do da formacdo de lipoperéxidos por
QL sera efetuada em uma adaptagdo da técnica descrita por Flecha e colaboradores

- Determinagdo de hidroperoxidos lipidicos: As concentra¢gdes de hidroperoxidos lipidicos serdo

Enderego. LABESC - Safa 14

Balrro: Campus Universitanco CEP: B6.057-970
UF: PR Municipio: LONDRINA
Telefone: (43)3371-5455 E-mail: cep268@uel v
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determinados pela técnica de Ferrous Oxidation-xylenol Orange Assay

- Determinacgao dos produtos avangados de oxidagdo proteica (ADPP). Concentragdes plasmaticas de
AOPP serdo determinados utilizando método semiautomatizado descrito por Witke-Sarsat et al

- Determinag@o da superdxido dismutase (S0D): A atividade da SOD nos entrocitos sera determinada
usando o método do pirogalol descrita por Marklund & Marklund

- Determinagdo da catalase (CAT): A analise da CAT sera através da medida do decaimento na
concentragdo de H202 e da geragdo do oxigénio, utilizando a técnica descrita por Aebi et al

- Determinacdo da glutationa peroxidase (Gpx): A atividade da GPx sera determinada segundo o método
descrito por Sies

- Determinagao da atividade da paraoxonasel (PON 1). A atividade total PON1 e dos seus gendtipos
(PON1Q/Q1982, PON1R/R192e PON1Q/R192) sera realizado pela metedologia descrita por Richter,
JarvinkeFurlong

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

. Avaliar biomarcadores genéticos & imunologicos associados ao prognéstico, morbidade e mortalidade da
doenca causada por SARS-CoV-2.

Objetivo Secundario:

. Estabelecer o perfil diferencial, quantitativo e qualitativo, da resposta imunolégica Inflamatéria, Th1,
Th2,Th17 e T regulatoria (Treg) em pacientes com SARS-CoV-2;

. Associar os biomarcadores da resposta imunologica (populagdes celulares e perfis de citocinas) com a
presenga de comorbidades, sintomas clinicos, prognéstico, morbidades e mortalidade;

. Comparar a frequéncia alélica. genotipica e haplotipica dos diversos SNPs avaliados entre as populacdes
estudadas;

. Associar os genétipos/haplétipos com as subpopulagdes de linfocitos e os niveis plasmaticos de citocinas
assim como com sintomas clinicos, prognostico, sucesso terapéutico com o tratamento convencional @ com
os indicadores de morbidade e mortalidade.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Segundo a pesquisadora, quanto aos riscos: "A coleta de sangue pode ocasionar sinais decorrentes da
puncdo venosa e consiste: dor no local da puncgio venosa ou pequeno hematoma e, muito raramente,
vermelhiddo ou infec¢do local. Mesmo sendo minimos, caso ocorra algum tipe de desconforto o participante
sera prontamente atendido e amparado pelos farmacéuticos responsaveis pela coleta de sangue & um dos
pesquisadores deste estudo,

Enderego: LABESC - Sals 14

Bairro: Campus Liniversitanio CEP: 88057970
UF: PR Municipio: LONDRINA
Telefone: (43)3371-5455 E-mail: cep26&ituet br
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Beneficios:"Este estudo contribuird para o conhecimento das frequéncias de varios polimorfismos genéticos
em pacientes com COVID-19. Espera-se com este estudo contribuir para o entendimento dos mecanismos
fisiopatologicos envolvidos no desenvolvimento e evolugdo da doenga, assim como propor preditores de que
auxiliem na progressao da doenga. Por fim, a avaliagdo do envolvimento de genes relacionados a citocinas
pro e anti- inflamatérias. a identificagac do perfil de citocinas plasmaticas podera contribuir para o melthor
entendimento da fisiopatologia da doenca. possibilitando a identificag3o de novos biomarcadores e alvos
terapéuticos.”

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

"Justificativa da Emenda: Vimos por meio deste, solicitar a autorizac3o deste Comité para a realizacdo de
novos testes laboratoriais no Projeto “INVESTIGAGAC DE FATORES GENETICOS E IMUNOLOGICOS NA
INFECGAQ POR SARSCoV-2: ASSOCIAGAC COM O PROGNOSTICO. MORBIDADE E MORTALIDADE".
Abaixo listamos as principais alteragbes realizadas e que todas elas foram destacadas em grifo amareio no
projeto de pesquisa anexado a Plataforma Brasil. Informamos também que foram anexados Autorizagles
dos Pesquisadores que participardo do projeto. 1. Inclusdo de pesquisadores: serdo inseridos novos
pesquisadores ao grupo de pesquisa pols possuem experiéncia na realizacdo sspecifica das avaliagdes
laboratoriais propostas: - Profa Dra. Jeane Eliete Laguila Visentainer e Prof. Dr. Quirino Alves de Lima Neto
docentes da Universidade Estadual de Maringa (UEM) serdo responsaveis pela genotipagem do sistema
HLA em seus respectivos laboratérios na UEM - Prof. Dr. David Livingstone A. Figueiredo: sera responsavel
pelo sequenciamento viral e do exoma humano 2. Inclusdo de novos objetivos: Foram acrescentados novos
objetivos ac projeto:

- Associar a analise microbioldgica de amostiras bioldgicas de pacientes com COVID-19 a sua evolugdo
clinico-laboratorial e ac desfecho do periodo de internacgio.

- Comparar os marcadores de estresse oxidativo em pacientes de acordo com a gravidade da doenca

- Determinar polimorfismos de genes HLA classe | (A, Be C)e declasse || (DR e DQ)

- Investigar se as alteracdes genéticas do SARS-CoV-2 e de seus receptores estdo correlacionadas com a
evolugdo clinica dos paciente com COVID-19.

- Classificar, por meic de abordagem genémica, os subtipos de SARS-CoV-2 em uma amostragem de
pacientes dos =stados do Parana e de S3o Paulo.

- Caracterizar o perfil de expressdo global de miRNAs @ mRNAs de linfocitos de pacientes da coorte.
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3. Novas Metodolegias; Foram incluidas novas metodologias na se¢d3o de Sujeitos e Métodos para
contemplar os novos objetivos propostos. A inclusdo de novos pesquisadores. novos objetivos e
metodologias ira proporcionar a obtengdc de dados de suma importancia para o entendimento da
fisiopatologia da COVID 18, proporcionando o desenvolvimento de uma pesquisa mais robusta e em
concordancia com as necessidades/dlvidas emergentes na comunidade cientifica.”

Consideragoes sobre os Termos de apresentagéao obrigatoria:

Documentos inseridos para a emenda:

1. Informagdes Basicas do Projeto

2. Projeto detalhado com as alteracdes grifadas

3. Carta de justificativa ac CEP

4. Termo de Responsabilidade dos pesquisadores da UEM incluidos no grupo de pesquisa: Jeane Eliete
Laguila Visentainer e Quinno Alves de Lima Neto.

5. Declaragdo de Concordancia dos Servi¢os Envolvidos e/ou de Instituicdo Co-Participante

do Instituto para a Pesquisa do Cancer (IPEC) de Guarapuava assinada por David Livingstone A.
Figueiredo, que foi incluide como membro do grupo de pesquisa.

Nao foram inseridos:

1. Novo TCLE com as alteragdes propostas,

2. Nova autorizacdo da Instituicdo Coparticipante, uma vez que houve modificacdes na coleta de dados
referentes resultados das andlises microbioldgicas de sangue, aspirado traqueal, lavado bronco-alveolar,
liquido pleural, liquor & urina dos pacientes com diagnéstico de COVID-19 referentes ao agente isolado,
presenc¢a de perfil inflamatério nos resultados das analises laboratorials sanguineas de rotina, Coleta de
dados em prontuarios eletrénicos e notificacdes de pneumonia hospitalar, infec¢de urinaria e infeccdo da
corrente sanguinea da Comissdo de Controle de Infecgdo Hospitalar do Hospital Universitario;

3. Declaragdc de Concordancia dos Servigos Envolvidos da Universidade Estadual de Maringa (UEM).

4. Esclarecimentos referente a origem dos dados de pacientes de S3o Paulo citados em um novo objetivo
secundario.

Recomendacgoes:

Esclarecemos que segundo o Manual do Pesquisador: "As modificacdes propostas pelo pesquisador
responsavel ndo podem descaracterizar o estudo originalmente proposto e aprovado pelo Sistema CEP-
CONEP. Em geral, modificagdes substanciais no desenho do estudo, nas
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hipoteses, na metodologia e nos objetivos primarios n3o podem ser consideradas emendas, devendo o
pesquisador responsavel subhmeter novo protocolo de pesquisa para ser analisado pelo Sistema CEP-
CONEP."

http://plataformabrasil. saude.gov.brivisao/publico/indexPublico.jsf

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:

Para a aprovacdo da emenda a pesquisadora devera:

1. Apresentar nove TCLE com as altera¢des propostas;

ANALISE: A pesquisadora anexou novo TCLE com as alteragdes propostas,
PENDENCIA RESOLVIDA.

2. Apresentar nova autorizagdo da Instituicdo Coparticipante (HU) ou emenda da aprovagdo, uma vez que

houve modificacdes na coleta de dados referentes resultados das "analises microblolégicas de sangue,

aspirado traqueal, lavado bronco-alveolar, liquido pleural, liquor e urina dos pacientes com diagnéstico de
COVID-19 referentes ao agente isolado, presenca de perfil inflamatério nos resultados das analises
laboratoniais sanguineas de rotina, Coleta de dados em prontuarios eletrénicos e notificagdes de pneumonia
hospitalar, Infecgdo urinaria e infecgdo da corrente sanguinea da Comissdo de Controle de Infecgdo
Hospitalar do Hospital Universitario”;

ANALISE: A pesquisadora informa que: “Essa parte foi retirada da Emenda. Os pesquisadores decidiram
submeter um novo projeto especifico para coleta destas informagdes.”

PENDENCIA RESOLVIDA

3. Declaracdc de Concordancia dos Servigos Envolvidos da Universidade Estadual de Maringa (UEM) uma
vez que havera atividades da pesquisa nessa Institui¢do ("serdo responsavels pela genotipagem do sistema
HLA em seus respectivos laboratérios na UEM™);

ANALISE: A pesquisadora anexou a autorizagdo solicitada (declaracdo de concordancia do Laboratério de
Imunogenética da UEM),

PENDENCIA RESOLVIDA

4, Esclarecimentos referente a origem dos dados de pacientes de S3o Paulo citados em um novo objetivo
secundario ("Classificar, por meio de abordagem gendmica, os subtipos de SARS-CoV-2 em uma
amostragem de pacientes dos estados do Parana e de Sao Paulo”). Apresentar também os documentos
referentes aos mesmos (TCLE, Autorizacdo da Instituicdo ou autorizacdo de uso de
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banco de dados);
ANALISE: A pesquisadora informou que: " Nao teremos amostra de Sdo Paulo, esta informacao foi colocada

erroneamente no projeto. Desta forma, retiramos essa informacao do objetivo secundarnio.”
PENDENCIA RESOLVIDA.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situagé@o
Informacdes Basicas PB_INFORMACOES_BASICAS_I81978 05/04/2021 Aceito
do Projeto 6_E1.pdf 12:36:14
Projeto Datalhado / | Projetoadendofinal.pdf 05/04/2021 | Andréa Name Colado| Acsito
Brochura 12:24:17 | Siméo
Investigador
Qutros RespostaCEPfinal.pdf 05/04/2021 |Andréa Name Colado| Aceito
12:23:38 | Siméo

TCLE / Termos de | TCLEfinal.pdf 05/04/2021 | Andréa Name Colado| Aceito

Assentimento / 12:21:57 |Siméo

Justificativa de

Auséncia

Outros AnueciaDavid.pdf 22/03/2021 |Andrea Name Colado| Aceito
10:34:28 | Simdo

Declaracdo de concordanciaJeane.pdf 22/03/2021 |Andréa Name Colade| Aceito

concordancia 10:20:23 _|Simao

Declaracdo de materialbiologico.pdf 26/05/2020 [Andrea Name Colado| Aceito

Manuseio Material 18:26:24 |Simao

Bioléaico /

Biorepositério /

Biobanco

Folha de Rosto Folhaderosto.pdf 09/05/2020 |Andréa Name Colado| Aceito
18:50:42 | Siméo

Qutros AutorizacaoHU.pdf 07/05/2020 |[Andréa Name Colado| Aceito
17:28:49 | Siméo

Situacdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao
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LONDRINA, 05 de Abril de 2021

Assinado por:
Adriana Lourenco Soares Russo

(Coordenador(a))
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