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RESUMO

H& mais de 3 anos desde o inicio da pandemia, o virus SARS-CoV-2 ja registrou mais
de 700 milhdes de casos cumulativos de infec¢bes com aproximadamente 6 milhdes de mortes
em todo o mundo. No Brasil, somam 37 milhdes, com mais de 700 mil 6bitos. A vacinacao
contraa COVID-19 é usada como mecanismo de prevencéo, conferindo ao individuo protecédo
contra as formas graves da doenca. Em estudos que avaliam a eficdcia das vacinas é notoria a
diferenca do perfil de resposta imunoldgica entre os individuos vacinados contra a COVID-
19. Entre os fatores que podem contribuir para essa diferenca de respostas vacinal se
encontram os fatores genéticos, que podem colaborar para respostas imunoldgicas distintas ao
virus pelos individuos. Polimorfismos de nucleotideo Unico em genes do inflamassoma sdo
frequentemente descritos na literatura como associados a suscetibilidade, predisposicdo e
protecdo a diversas doencas, podendo estar relacionados a diferentes respostas imunes a
vacinacao e estudos imunogenéticos que avaliem possiveis associaces de variantes genéticas
a eficacia de vacinas sdo escassos. Por esta razdo, o presente trabalho analisou 0s
polimorfismos de base Unica (SNVs) em genes do inflamassoma NLRP3 (rs10754558,
rs10802502, rs3803265), NLRP1 (rs12150220, rs35865013, rs2670660) por PCR quantitativa
em tempo real e citocinas IL1B (rs16944) e 1L18 (rs187238), por cadeia da polimerase-
polimorfismo de comprimento de fragmento de restricdo em individuos vacinados com a
CoronaVac, afim que de analisar possiveis associacbes com perfil de resposta humoral
apresentado pelos individuos imunizados. Foram analisados dados e amostras de 385
participantes, sendo 193 profissionais da Fundacdo HEMOAM vacinados com duas doses da
vacina CoronaVac e 192 controles saudaveis. As amostras dos individuos vacinados foram
coletadas em trés tempos, no tempo 0 (pré-vacina TO n= 193), 30 dias (T1 n=193) e 90 dias
(T2 n=193) apds a segunda dose, para genotipagem e quantificacdo de anticorpos
neutralizantes. Os resultados demostraram diferencas no perfil de resposta imune humoral
apresentado pelos individuos vacinados, com decaimento da producdo de anticorpos
neutralizantes 90 dias apds a administracdo da segunda dose. Observamos diferencas
estatisticas relacionadas ao aumento e manutencdo da producdo de anticorpos neutralizantes
nos trés tempos, associado ao polimorfismo para IL1B rs16944 genétipo T/T (TO, T/T vs. C/T
p=0,039; T1, T/T vs. C/T p=0,001; T2, T/T vs. C/T p=0,021), NLRP1 rs12150220 gendtipo
T/T (T1, T/T vs. AJIA, p= 0,007), NLRP3 rs10802502 genétipo C/C (T1, T/T vs C/C,
p=0,016; T2, T/T vs C/C, p= 0,032, NLRP3 rs3806265 gendtipo C/T e T/T (T1 C/C vs. CIT
p=0,031; T/T vs. C/C p=0,045; T2 C/C vs C/T p=0,009; T/T vs. C/C, p=0,020, enquanto 0s
genoétipos C/T IL1B rs16944, A/A NLRP1 12150220, T/T NLRP3 10802502 e C/C rs3806265
parecem influenciar para uma baixa producdo de anticorpos, podendo estar relacionados a
titulos diminuidos de anticorpos em individuos imunizados com a CoronaVac.

Palavras-chave: Variagbes genéticas. Inflamassoma. SARS-Cov-2. Vacina. Anticorpos.
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ABSTRACT

More than 3 years since the start of the pandemic, the SARS-CoV-2 virus has recorded more
than 700 million cumulative cases of infections with approximately 6 million deaths
worldwide. In Brazil, there are 37 million, with more than 700 thousand deaths. Vaccination
against COVID-19 is used as a prevention mechanism, providing the individual with
protection against serious forms of the disease. In studies that evaluate the effectiveness of
vaccines, the divergence of the immunological response profile among individuals vaccinated
against COVID-19 is notable. Among the factors that may contribute to this difference in
vaccine responses are genetic factors, which can contribute to different immunological
responses to the virus by individuals. Single nucleotide polymorphisms in inflammasome
genes are frequently described in the literature as associated with susceptibility, predisposition
and protection to various diseases, and may be related to different immune responses to
vaccination and immunogenetic studies that evaluate possible associations of genetic variants
with vaccine efficacy are scarce. . For this reason, the present work analyzed single base
polymorphisms (SNVs) in NLRP3 inflammasome genes (rs10754558, rs10802502,
rs3803265), NLRP1 (rs12150220, rs35865013, rs2670660) by real-time quantitative PCR and
IL-1beta cytokines (rs16944 ) and IL18 (rs187238), by polymerase chain-restriction fragment
length polymorphism in individuals vaccinated with CoronaVac, in order to analyze possible
associations with the humoral response profile presented by immunized individuals. Data and
samples from 385 participants were analyzed, including 193 professionals from the
HEMOAM Foundation vaccinated with two doses of the CoronaVac vaccine and 192 healthy
controls. Samples from vaccinated individuals were collected at three times, at time O (pre-
vaccine TO n= 193), 30 days (T1 n=193) and 90 days (T2 n=193) after the second dose, for
genotyping and quantification. of neutralizing antibodies. The results demonstrated
differences in the humoral immune response profile presented by vaccinated individuals, with
a decline in the production of neutralizing antibodies 90 days after administration of the
second dose. We observed statistical differences related to the increase and maintenance of
neutralizing antibody production at the three times, associated with the polymorphism for
IL1Brs16944 T/T genotype (TO, T/T vs. C/T p=0.039; T1, T/T vs. . C/T p=0.001; T2, T/T vs.
C/T p=0.021), NLRP1 rs12150220 T/T genotype (T1, T/T vs. A/A, p= 0.007), NLRP3
rs10802502 C genotype /C (T1, T/T vs. C/C, p=0.016; T2, T/T vs. C/C, p= 0.032, NLRP3
rs3806265 genotype C/T and T/T (T1 C/C vs. C/ T p=0.031; T/T vs. C/C p= 0.045; T2 C/C
vs. C/T p= 0.009; T/T vs. C/C, p=0.020, while the C/T IL- genotypes 1B rs16944, A/A
NLRP1 12150220, T/T NLRP3 10802502 and C/C 3806265 seem to influence a decreased
production of antibodies, which may be related to low antibody titers in individuals
immunized with CoronaVac.

Keywords: Genetic variations. Inflammasome. SARS-CoV-2. Vaccine. Antibodies. Innate
Immunity.
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1. INTRODUCAO

A pandemia de COVID-19, doenca infecciosa e inflamatoria provocada pelo virus
SARS-CoV-2, ja registrou cerca de 763 milhdes de infec¢bes cumulativas, com mais de 6
milhdes de Obitos em todo o mundo. No Brasil, 0os nimeros de casos somam 37 milhdes e
acumulam a cota de mais de 700 mil mortes, (OMS et al., 2023).

A imunizacao ativa (vacinas) ainda € considerada a arma mais eficaz no combate ao
novo coronavirus por proporcionar a ativacdo do sistema imunoldgico, sensibilizando-o a
montar mecanismos de defesa para combater de forma especifica 0 SARS COV-2, sendo
assim, indispensavel no enfrentamento da pandemia, (TORAIH et al., 2020).

Existem diversos fatores que podem afetar a imunidade induzida pela imunizacéo,
entre eles destacam-se os fatores intrinsecos ao hospedeiro e dentro destes, encontram-se 0s
polimorfismos genéticos. Diversos estudos apontam que essas variacdes genéticas podem
interferir na resposta imunoldgica, muita das vezes levando a suscetibilidade em doencas
infecciosas, inflamatérias, autoimunes e canceres, (ANDRADE, 2019; CONCEICAO, 2013;
PONTILLO, 2014).

Os inflamassomas sdo complexos multiproteicos que se agrupam no citoplasma em
resposta ao reconhecimento de padrdes moleculares associados a patdégenos (PAMPS) e
padrGes moleculares associados a danos (DAMPS), levando a liberacdo das citocinas pro-
inflamatdrias IL1B e IL18 em sua forma ativa, o que desencadeia um dos principais
mecanismos efetores da imunidade inata, a inflamacédo, (ALVES, 2020).

Estudos demonstram a participacéo ativa dos receptores do tipo Nod, em especial o de
NLRP3, em mediar a formagdo de inflamassoma, na infeccdo pelo SARS-CoV-2 e no
desenvolvimento da COVID-19 grave. Varia¢des genéticas em genes da via do inflamassoma
vem sendo frequentemente associado a suscetibilidade a diversas doencas de importancia
clinica, (ANDRADE, 2019; JUNQUEIRA et al., 2021).

Embora os inflamassomas estejam ativos e participem da patogénese da COVID-19,
bem como sejam associados a diversas doencas, ndo ha até o momento estudos que
relacionem SNVs em genes de NLRP1, NLRP3 e citocinas IL1B e 1L18 com o perfil de
resposta imune apresentada por individuos vacinados, sendo assim, ainda ndo esta claro as
possiveis influéncia que essas variantes genéticas podem exercer na resposta adaptativa dos
individuos imunizados.

Desta forma, nesse estudo descrevemos a frequéncia dos polimorfismos em genes do
inflamassoma mediado pela proteina de NLRP3 (rs10754558, rs10802502, rs3806265),
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NLRP1(rs12150220, rs35865013, rs2670660), bem como das citocinas IL1B (rs16944) e
IL18 (rs187238) em profissionais de salde vacinados com a CoronaVac e sua associagdo com

a producao de anticorpos neutralizantes nesses individuos.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Coronavirus, taxonomia e estrutura

Os coronavirus fazem parte da ordem Nidovirales, familia Coronaviridae e subfamilia
taxonémica Orthocoronavirinae, este ultimo se divide em quatro géneros principais:Os
Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus e Deltacoronavirus. Os géneros
Alpha e Beta estdo entre os que mais infectam seres humanos e animais, € onde estdo

inseridas as sete espécies que causam infec¢cdes em humanos, (SHEREEN et al., 2020).
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Figura 1: Taxonomia e arvore filogenética da familia Coronaviridae segundo o Comité
Internacional de Taxonomia de Virus. A imagem, demonstra a arvore filogenética de 37 coronavirus
com sequéncias nucleotidicas parciais de RNA polimerase dependentes de RNA. Os coronavirus sdo
classificados em quatro géneros, Alfa, Beta (linhagens a, b, ¢ e d), Gama e Delta. A arvore foi

construida pela unido de parentesco. A barra de escala & esquerda, indica o nimero estimado de
substituicGes por 20 nucleotideos.

Fonte: Adaptado de Sheren et al., 2020.

No género Alphacoronavirus, por exemplo, se encontram as espécies HCoV-229E e
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HCov -NL63, que infectam seres humanos causando infecgdes respiratérias comuns e de
menor gravidade, (PALU, 2021).

No género Betacoronavirus se encontram as espécies HCoV-OC43 e HCoV- HKU1
que assim, como os descritos acima, também causam infec¢des comuns de menor gravidade,
mas também se encontram as espécies de implica¢des clinicas mais relevantes como a SARS
CoV, SARS-CoV-2 e MERS-CoV, (DA SILVA et al., 2021).

Na espécie SARS-CoV se encontram as cepas SARS-CoV e SARS-CoV-2 que
causam a Sindrome respiratoria aguda grave (SARS) e a doenca do coronavirus 2019
(COVID-19), respectivamente. Outra espécie relevante é a MERS-CoV, causadora da
Sindrome Respiratdria do Médio Oriente, (PEREIRA DA CRUZ; TOME, 2021).

A maioria dos Coronavirus (CoVs) que infectam seres humanos causam usualmente
infeccdes leves e moderadas, no entanto, alguns individuos apresentam evolucdo de maior
gravidade, (SANTOS et al., 2021).

Os casos que evoluem para gravidade geralmente apresentam como caracteristica
clinica em comum, o acometimento principalmente das vias respiratorias, no entanto, outros
orgaos também podem ser afetados como o trato gastrointestinal, hepatico e sistema nervoso
central, (GOES, 2012).

Os CoVs, fazem parte de uma grande familia de virus descobertos em meados da
década de 60, responsaveis por causar infec¢des respiratérias em seres humanos e animais.
Sdo virus que possuem envelope e medem aproximadamente cerca de 100 a 160 nm de
diametro sendo revestidos por proteinas de superficie, dentre estas se encontram a proteina E
(proteina de envelope), a proteina S que forma as projecdes de espiculas que d&o
caracteristica de coroa ao virus e de onde deriva seu nome, (GOES, 2012; PALU, 2021).

Os CoVs também apresentam uma proteina M e N (proteina de membrana e
nucleocapsideo, respectivamente), esta Gltima ancora o genoma viral, um RNA de fita
simples de sentido positivo contendo 30 kb aproximadamente e essa caracteristica gendémica
confere ao virus a capacidade de ter seu material genético diretamente transcrito e traduzido,
logo apds entrar na célula hospedeira, (DA SILVA et al., 2021).

Na sua estrutura genémica, na porcao 5', seus dois tercos iniciais apresentam genes
que codificam uma poliproteina. As ORFla e ORF1b estdo envolvidas na transcri¢do e
replicacdo do genoma viral e quando traduzidas sdo clivadas em mais 16 proteinas nao
estruturais dando origem a replicase. Esta, por sua vez, é constituida por um conjunto de
enzimas responsaveis por realizar a transcri¢cdo e traducdo do genoma pelo complexo de
transcriptase viral, (AZEVEDO, 2020).
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trutura gendmica dos betacoronavirus SARS-CoV-2, SARS-CoV e MERS-CoV, com
demonstracdo das semelhancas e diferencas gendmicas entre as trés espécies. Os genomas
iniciam com a regido ndo traduzida da extremidade 5’ (5' -UTR), seguido dos quadros
abertos de leitura (ORFs) la e b (Verde) responsaveis pela codificagcdo das proteinas ndo
estruturais (NSP) necessarias para a replicagdo que sdo altamente conservadas entre as
espécies. Apobs, estdo os genes que codificam as proteinas estruturais incluindo a proteina
espicula (Azul), seguido de envelope (Laranja), membrana (Marrom) e proteinas do
nucleocapsideo (Azul). Os genes que codificam as proteinas acessérias (em branco) sdo
exclusivos de cada cepa de coronavirus em termos de numero, organizagdo gendmica,
sequéncia e funcéo.

Fonte: Shereen et al., 2020.

Como mostrado na figura 1 a parte 5' é relativamente conservada entre 0s coronavirus
e as diferencas entre as espécies € observada principalmente na sua porcdo 3', onde se
encontram 0Ss genes responsaveis pela codificacdo das proteinas estruturais (ORFs
estruturais), como as proteinas de superficie, envelope e spike, bem como de membrana e
nucleocapsideo, sendo 0s genes S e M 0s que apresentam as principais diferencas estruturais
observadas, conferindo caracteristicas a cada espécie, (PALU, 2021; SHEREEN et al., 2020).

A porcdo 3' também codifica as proteinas ndo estruturais, que ndo possuem uma
funcdo especifica na replicacdo, mas que demonstraram ser necessarias para 0 processo de
recombinacéo do virus, (PEREIRA DA CRUZ; TOME, 2021).

2.1.1 Origem, evolucéo e coronavirus de importancia médica.

A emergéncia de novas espécies ou cepas virais se da por um processo natural de
adaptacéo e evolucdo, onde cepas que apresentam melhor capacidade de adequar-se ao meio

e maior viruléncia durante a passagem por diferentes organismos, sdo selecionadas,
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(AZEVEDO, 2020).

Em geral, os virus emergentes tém como material genético moléculas de RNAs o que
Ihes conferem uma elevada capacidade de mutacgéo, seja por erros de transcricdo e traducéo
ou recombinacgdo génica, (SHEREEN et al., 2020).

Existem alguns fatores que podem contribuir para a emergéncia de doencas
ocasionadas por cepas virais previamente caracterizadas ou ndo, uns inerentes ao proprio
hospedeiro, como, por exemplo, 0 aumento de individuos imunossuprimidos na populacéo,
resultando em suscetibilidade a infecgdes diversas; outros inerentes a espécie viral, como as
alteragbes genéticas que podem conferir ao microrganismo uma maior capacidade de
adaptacao e viruléncia como ocorreu com o sarampo e Zika virus, (BORGES, 2020).

As modificacbes no ecossistema ocasionado pelo homem, como a destruicdo
da biodiversidade, expansdo demografica, poluicdo e consequentemente, aquecimento global,
podem induzir a infeccbes de novos hospedeiros vertebrados, servindo de vetores ou
reservatorios e assim, levar a uma adaptacdo, favorecendo a emergéncia de novos virus, uma
vez que perturbacdes ecoldgicas podem induzir a novos ciclos de transmissdo e consequente
adaptacéo, (GRAF, 2020).

Entre os hospedeiros naturais dos coronavirus se encontram 0s morcegos e roedores,
todas as sete espécies conhecidas que infectam os seres humanos evoluiram de coronavirus
de outros animais, (SHEREEN et al., 2020).

Algumas espécies de coronavirus vém ganhando énfase mundial em razdo de sua
emergéncia, grande variabilidade clinica, tratamento divergente e sua capacidade de
propagacao, (BORGES, 2020).
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Fonte: International Journal of Biological Science., 2020.
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H4 trés cepas de coronavirus emergentes de importancia médica capazes de ocasionar
doencas em humanos, apresentando um impacto elevado a saude publica, sendo o primeiro,
responsavel por surtos de Sindrome Respiratéria Aguda Grave em 2002 e 2003 na China,
SARS-CoV-1, a MERS-CoV, que levou a surtos de Sindrome Respiratoria do Oriente Médio
em 2012 e, de consequéncia mais grave, 0 novo coronavirus SARS-CoV-2, responsavel pela
pandemia de COVID-19, que assim como a SARS-CoV-1 também teve origem na
china, (BORGES, 2020; GRAF, 2020; SHEREEN et al., 2020).

O agrupamento das espécies de coronavirus € feito por meio de andlises filogenéticas,
essas andlises incluiram as trés espécies emergentes no grupo dos betacoronavirus. As trés
espécies apresentam relacfes de parentesco tendo a SARS-CoV 79% de homologia genética
com 0 SARS-CoV-2 e a MERS-CoV 51,8% de semelhanca genética, (PALU, 2021).

Estudos associam a emergéncia do SARS-CoV as mutagbes surgidas em genes de
coronavirus de morcego, o qual é o reservatorio natural de grande parte dos coronavirus, (R.
FEHR ANTHONY, 2015).

O SARS-CoV tem uma proteina de superficie denominada proteina S que interage
com um receptor celular humano conhecido como Enzima Conversora de Angiotensina 2
(ACE2), essa interacdo promove a entrada do virus na célula, (LI et al., 2003).

Esses mesmos fatores virais que facilitam a ocorréncia de mutacGes genéticas
no genoma viral permitiram, por exemplo, a emergéncia de uma nova cepa de SARS-CoV. O
SARS-CoV-2 apresenta mutacdes que conduziram a troca de aminoacidos na proteina S do
virus que conferiu uma maior especificidade de interacdo com o receptor celular humano
ACE2, resultando em aumento da capacidade do virus de infectar células humanas, maior
viruléncia e alto poder de contagio entre pessoas, (GRAF, 2020; WALLS et al., 2020).

Sendo assim, a disseminacdo intra e inter-espécie, bem como 0s processos
de recombinacdo génica, fatores intrinsecos dos hospedeiros, e desequilibrio ecolégico sao
fatores essenciais que favorecem o pulo entre espécies e emergéncia de novas linhagens de
coronavirus. Esses processos ajudam na sobrevivéncia e selecdo de novas linhagens,
(CORMAN et al., 2018).

2.2 SARS-CoV-2, agente etioldgico da COVID-19

No final de 2019, a China teve um surto de pneumonia severa de causa desconhecida
que acometia principalmente adultos, que posteriormente através de estudos foi demonstrado
que se tratava de um coronavirus, (PALU, 2021).

A SARS-CoV-2, responsavel pela doenca infecciosa denominada COVID-19, se
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disseminou rapidamente para varios paises, sendo em 11 de mar¢o de 2020 declarado
pandemia pela Organizacdo Mundial de Saude, (BORGES, 2020).

Ainda ha muitas incertezas sobre a origem do SARS-CoV-2, mas andlises genéticas
apontaram uma similaridade gendmica que varia de 80 a 90% com coronavirus de morcegos
que causam sindrome respiratoria aguda grave: bat-SL-CoVZC45 e bat-SL-CoVZXC2,
indicando assim, que 0s morcegos sdo 0s reservatorios do agente etioldgico da COVID-19, o
SARS-CoV-2, (PEREIRA DA CRUZ; TOME, 2021).

A duvida sobre como 0 SARS-CoV-2 conseguiu fazer esse pulo entre espécies e qual
animal seria o hospedeiro intermediério que teria auxiliado o virus nesse processo evolutivo
que atinge seres humanos ainda esta em discussdo, mas pesquisas apontam que o mamifero
pangolim seria o animal responsavel por este feito, (AZEVEDO, 2020).

Nas epidemias de SARS e MERS, observou-se interacdo reduzida da proteina
de superficie dos virus com o receptor da mucosa respiratoria humana, tendo como
consequéncia o contagio diminuido. Essa interacdo diminuida foi um dos motivos principais
do crescimento do contagio ndo ser tdo elevado como da COVID-19, (PIMENTEL et al.,
2020).

A evolucédo da nova cepa de coronavirus € um resultado da selecdo natural que geram
mutacdes na estirpe viral de um coronavirus de morcego que conferiu ao SARS-CoV-2 uma
elevada capacidade de interacdo com o receptor celular da mucosa respiratoria, esse modelo
chave fechadura garantiu ao virus um alto poder de contagio, fazendo com que o virus
pudesse ser disseminado com facilidade para diversas partes do mundo, (GRAF, 2020;
SHEREEN et al., 2020).

Diferentemente da SARS-CoV, 0 novo coronavirus consegue acionar uma protease
transmembrana chamada furina que esta presente em qualquer tipo celular, a utilizacdo da
furina pré-ativa as proteinas de superficie do virus favorecendo disseminacdo viral entre as
células, (SHANG, 2020), bem como favorecendo o escape da resposta imunolégica humoral
promovida pelo hospedeiro, gerando maior capacidade de liberacédo de particulas virais, sendo
apontado como um dos fatores que fazem a COVID-19 ser mais transmissivel do que a
SARS-CoV, (PEREIRA DA CRUZ; TOME, 2021).

2.2.1 Aspectos epidemioldgicos da COVID-19

Apesar de possuir uma letalidade mais baixa, em relagdo a SARS-CoV-1 e MERS-
CoV, 0 SARS- CoV-2 apresentou uma maior sustentabilidade bioldgica na espécie humana,

0 que proporcionou a sua rapida propagacdo para diversos paises e devido ao crescimento
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exponencial do nimero de casos a Organiza¢do mundial de saude (OMS) declarou em janeiro
de 2020 o surto causado pelo novo coronavirus como uma Emergéncia de Saude Pdblica de
Importancia Internacional (ESPII), em fevereiro de 2020, a OMS nomeou a infec¢do causada
pelo novo coronavirus 2 de COVID-19, (PALU, 2021).

A alta capacidade de contagio do SARS-CoV-2, unida a inexisténcia de imunidade
prévia, vacinas e tratamento especifico para a populacdo, fez com que o nimero de casos e
Obitos crescesse rapidamente em todo o mundo, declarado em 11 de marco de 2020 pela
Organizacdo Mundial de Saude, situacdo de pandemia, (PIMENTEL et al., 2020).

O inicio de 2021 foi marcado pela segunda onda de infec¢des pelo SARS-CoV-2 no
Brasil, sendo muito mais grave que a primeira, e apesar de ja existir vacina disponivel, a sua
aquisicdo e distribuicdo seguia em ritmo lento, possibilitando assim, o avanco da doenga em
todo o pais, (CLINICAS, 2021).

A cidade de Manaus, capital do Amazonas, foi a cidade mais afetada pela segunda
onda de COVID-19 no pais ocasionada pela nova variante do SARS-CoV- 2, denominada de
P.1 (variante Gama) que levou ao colapso do servico de saude e falta de oxigénio,

ocasionando a morte de varias pessoas, (MOURA et al., 2021).

Ccasos

Total

novos casos nas ultimas 24
horas

764.474.387

casos cumulativos

6.915.286

mortes cumulativas

Figura 4: Mapa epidemioldgico mundial com cumulativo de nimero de casos e Obitos.
Fonte: WHO et al., 2023.

Em 3 anos desde seu inicio, mais de 700 milhdes de casos cumulativos de infecgédo
pelo SARS-CoV-2 ja foram confirmadas e mais de 6 milhdes de individuos vieram a oObito
pela doenca a nivel global. Ao todo, mais de 13 bilhGes de doses de vacina foram aplicadas
em todo o mundo. Os Estados Unidos lideram em nUmero de casos cumulativos e mortes,
(WHO et al., 2023).
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No Brasil, 0os nimeros de casos cumulativos somam mais de 37 milhdes e o nimero de
mortes acumulam uma cota de mais de 700 mil. Para conter o avango da doencga, vacinas
estdo sendo aplicadas na populacdo e, no Brasil atualmente, mais de 500 milhdes de doses de
vacinas ja foram administradas, (OPAS et al., 2023).

Dentre as variantes do SARS-CoV-2 de preocupacdo que seguem circulando nas
populacdes destacam-se: Alfa, Beta, Gama, Delta e Omicron. A Organizacdo mundial de
salde declarou em 26 de novembro de 2021 a variante B1.1.529, também conhecida como
omicron, a variante do SARS-CoV-2 de maior preocupacdo, por apresentar um maior
quantitativo de mutagdes, ocasionando maior capacidade infectiva e escape do sistema
imunologico, (WHO et al., 2022).

casos

Total

0]

novos casos nas Ultimas 24
horas

37.407.232

casos cumulativos

701.215

mortes cumulativas

Figura 5: mapa epidemiolégico da COVID-19 no Brasil
Fonte: WHO et al., 2023.

2.2.2 Estrutura do SARS-CoV-2

O virus SARS-CoV-2 é um virus envelopado de RNA e seu material genético é
composto por apenas uma fita de RNA de polaridade positiva (RNA+) e é assim classificado
devido a direcdo 5' 3', isso permite que o material genético viral seja lido diretamente pelos
complexos ribossémicos de eucariotos, (SHEREEN et al., 2020). O gene do SARS-CoV-2,
codifica cerca de 29 proteinas virais distintas, sendo quatro dessas, proteinas estruturais, que
estdo relacionadas a estrutura do virus e regulacdo da sua fungdo, sendo as proteinas de

Membrana (M), envelope (E), proteina de espicula ou spike (S) e a nucleoproteina (N),
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(HELMY et al., 2020; L1 et al., 2020).

As duas Ultimas, desempenham um papel importante para o virus, a proteina S é
responsavel pela entrada do virus na célula por meio da ligagdo a enzima conversora
de angiotensina 2 (ECAZ2), sendo importante no processo de infeccdo e a proteina
de nucleocapsideo participa do processo de regulacdo, replicacdo e estruturacdo viral,
(BORGES, 2020).

O genoma dos CoVs, estdo relacionados a varias coOpias de nucleoproteina
que originam um nucleocapsideo helicoidal, e esse nucleocapsideo é revestido pelo envelope
viral, que por sua vez é constituido de uma bicamada lipidica, que ancoram as proteinas de
superficie M, E S, (PEREIRA DA CRUZ; TOME, 2021).

Proteina
de
] Envelope

(E)

Proteina Espicula (S)

Proteina de Membrana (M)

100 nm

Proteina Nucleocapsidio (N)

Envelope de bicamada E RNA gendmico

lipidica

Figura 6: Esquema ilustrativo da estrutura de um coronavirus demonstrando as proteinas

estruturais e genoma.
Fonte: Adaptado de Masters et al., 2006.

O gene que codifica a RNA polimerase do SARS-CoV-2 possui similaridade de 98,7%
com RNA polimerase de morcego Rhinolophus sp. O seu genoma viral, apresenta no minimo
10 ORFs, codons sequenciais, sem codons de parada que codificam polipeptideos, estando
boa parte do genoma do virus concentrado nas duas primeiras Open Reading Frames
(ORFs), (AZEVEDO, 2020).

O virus SARS-CoV-2 apresenta na extremidade 5 e 3' de seu RNA genémico
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regides ndo traduzidas (UTRs). As ORFs la e 1b que tomam dois tercos do genoma viral,
estdo localizadas apo6s a UTR da extremidade 5' e sdo traduzidas em duas poliproteinas
denominadas ppla e pplab que ddo origem a 16 proteinas ndo estruturais que participam do
processo de transcricdo e replicacdo viral, (L1 et al., 2020). Na extremidade 3’ se encontra o
genoma que codifica as proteinas estruturais e algumas proteinas acessorias que ainda ndo
possuem fungdo especifica, mas sdo importantes para os processos de recombinacdo do
virus,, (HELMY et al., 2020).

No SARS-CoV-2, as proteinas estruturais desempenham papéis distintos, a proteina
E, por exemplo, participa do processo de producdo de novos virus e brotamento, possui
menor tamanho e se encontra em menor quantidade na particula viral que as demais
proteinas, mesmo estando presente em quantidades elevadas na célula durante o processo de
replicacdo, (BORGES, 2020).

A proteina M, além de participar da montagem de novas particulas, define o local de
brotamento e formato do envelope (na qual essa proteina se encontra de forma abundante),
bem como auxilia na ancoragem do nucleocapsideo por meio da interacdo com a proteina N,
(PIMENTEL et al., 2020).

A proteina N ao ancorar o RNA gendmico, gera o nucleocapsideo, sua fungédo
principal estd na participacdo da traducdo e sintese do RNA, além de reprimir RNA de
interferéncia, facilitando o processo de replicacdo viral, (LI et al., 2020).

Ja a proteina S é uma das chaves que possibilita a entrada do virus na célula. Esse
processo de ligacao ocorre em duas etapas, a primeira se da através da interacdo da proteina S
com o receptor celular humano ACE 2 e a segunda etapa se da através da serina protease
(TMPRSS2) que cliva e ativa essa proteina atuando como priming da mesma, que
consequentemente permite a ligacdo especifica da proteina S ao ACE2, facilitando a adesdo
viral & membrana plasmatica e entrada do virus na célula, (GRAF, 2020; PALU, 2021).

No SARS-CoV-2 a proteina espicula (S), mantém preservado alguns dominios e
residuos de aminoacidos com o SARS-CoV, no entanto, muta¢cdes em algumas regides
concederam uma afinidade ao ECA 2 humano bem mais elevada em relagdo ao SARS-CoV,
(GRAF, 2020).

Como demonstrado abaixo na figura 7, a proteina espicula possui duas subunidades
denominadas S1 e S2. A primeira integra os dominios de ligacdo ao receptor (RBD), que ¢
altamente imunogénico e responsavel por mediar a interacdo da proteina viral com receptor
celular humano (ACE2), definir tropismo, bem como o potencial de disseminacdo viral,

(HOFFMANN et al., 2020). Este dominio pode ser alvo de atuacdo de anticorpos que ao se
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ligarem a essa regido, neutralizam a interacdo da proteina S com o receptor ACE2. A
subunidade S2 possui peptideo de fusdo, dominio transmembrana e dominio citoplasmaético,
(L1etal., 2020).

B)

SARS-CoV-2

Proteina Spike

TMPRSS2

Ativagdo da proteina spike por quebra proteolitica

Infecgdo

Figura 7: A) Esquema representativo da proteina S e subunidades S1 e S2; B) Interacdo da
proteina S com ACE2 humano, ativagdo pelo TMPRSS2 e entrada do virus na célula.
Fonte: Adaptado de The University of Tokyo., Masters et al., 2006

2.2.3 Patogénese da COVID-19, mecanismo de entrada e replicacdo do SARS-CoV-2

na célula humana

O SARS-CoV-2 entra no organismo pelas vias aéreas por meio dos cilios apicais, se
ligando a proteina transmembrana ACE2. O gene que codifica a Enzima conversora de
angiotensina 2 (ACE?2), é expresso em células epiteliais de diversos 6rgaos como, intestinos,
vasos sanguineos, células epiteliais renais, mas principalmente e de maneira mais abundante
nas células epiteliais pulmonares, (SOUTH et al., 2020).

Nas células epiteliais pulmonares é onde comumente ocorre o reconhecimento e
ligacdo da proteina S ao receptor celular ACE2. Apoés a entrada do virus na célula, este passa
a se replicar nas células epiteliais alveolares, danificando-as, além disso, a resposta
imunoldgica frente a infeccdo pelo SARS-CoV-2, pode favorecer significativamente a
patogénese da COVID-19, (DA SILVA et al., 2021).

A entrada dos CoVs de modo geral, se inicia com a adsor¢éo, ou seja, com a interagéo
da regido RBD da subunidade S1 da proteina S com receptor de membrana celular, (R. FEHR
ANTHONY, 2015). No SARS-CoV-2, ha uma segunda interacdo da proteina S, que sofre a
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acdo das proteases celulares em sitios de clivagem entre as subunidades S1 e S2, que é
necessario para a entrada do virus na célula, pois durante a protedlise, os peptideos de fusdo
sdo exibidos, mediando a fusdo do envelope com a membrana celular do hospedeiro,
(ROUJIAN LU, XIANG ZHAO, 2020).

No SARS-CoV-2, a clivagem pode ocorrer por Serina Protease Transmembranar 2
(TMPRSS2) que permite a entrada do virus por fusdo, por catepsinas lisossomais, que
permite uma entrada alternativa do virus por endocitose, e por furinas, (HOFFMANN et al.,
2020; SHANG, 2020).

A acdo de entrada do virus na célula é seguida do desnudamento do RNA gendmico,
que consiste na liberacdo do RNA viral no citoplasma celular, e por ser composto de RNA de
fita simples de polaridade positiva seu genoma pode ser transcrito pelas estruturas celulares
de imediato, comecando pelas ORF1a e ORF1b dando origem as poliproteinas ppla e pplb,
que em seguida sdo clivadas em proteinas ndo estruturais, das quais se enquadram enzimas
do complexo replicase-transcriptase e proteases, (NIEMI et al., 2021; R. FEHR ANTHONY,
2015; SHANG, 2020).

A formacdo do complexo replicase-transcriptase é importante por garantir um
ambiente colaborativo para que a sintese do RNA viral ocorra, gerando o0 RNA genémico que
¢ usado para montar novas particulas e RNA subgendmico, que age como RNA mensageiro
(mRNA), isto é, servindo de molde para traducdo tanto das proteinas estruturais como das
proteinas acessorias. As enzimas que participam desse complexo sdo: RNA polimerase, RNA
dependente, o dominio da RNA helicase e a exoribonuclease, (R. FEHR ANTHONY, 2015).

A traducdo do RNA subgenémico nas proteinas estruturais E, M e S, ocorre no
reticulo endoplasmatico rugoso, apés é direcionado para o complexo de Golgi onde ocorre a
finalizacdo das novas particulas, seguindo para ser secretado, (HOFFMANN et al., 2020). No
decorrer desse processo, é possivel que as regides das subunidades S1 e S2 da proteina S
sejam pré ativadas por furinas no meio trans-Golgi (compartimento intermediario do reticulo
endoplasmatico Golgi,), pois estas proteases apresentam afinidade pelos sitios polibasicos das
subunidades S1 e S2. A afinidade por regides polibasicas das subunidades da proteina S pelas
proteases furinas ocorre apenas no virus SARS-CoV-2 e é devido mutacGes que conferiram a
adicdo de quatro aminoacidos na proteina S, (LI et al., 2020; NIEMI et al., 2021).

As novas particulas virais que apresentam uma pré-ativagdo da proteina S sdo mais
eficientes em mediar a fusdo célula a célula, contribuindo assim, para a transmissao do virus,
uma vez que este processo permite a evasdo da resposta imune, o que pode ser considerado

como um fator de contribuicdo para a patogenicidade do SARS-CoV-2, (CARRIO-
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CARVALHO, 2020).

As particulas virais maduras sdo montadas por meio da combinacéo da proteina N
com o RNA e durante esse processo as proteinas de envelope (E) e membrana (M) participam
da montagem, brotamento e composi¢cdo do envelope de novos virus, que em seguida sao

conduzidos para a superficie da célula e liberados por exocitose, (SHEREEN et al., 2020).
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Figura 8: Representacdo esquematica ciclo de vida e replicacdo do SARS-CoV-2
Fonte: Hereen et al., 2020

2.2.4 COVID-19 e comorbidades

A infeccdo por SARS-CoV-2 pode se manifestar de variadas formas, podendo incluir
desde uma infec¢do assintomatica, que ocorre aproximadamente em 80% dos individuos
infectados, a um quadro leve e moderado, que abrange cerca de 20% dos pacientes e o quadro
grave da doenga, em que 5% aproximadamente dos pacientes acometidos necessitam de
atendimento especializado devido a insuficiéncia respiratéria e outras complicacdes,
(BRODIN, 2021; CARRIJO-CARVALHO, 2020).

Grande parte dos individuos que evoluem para quadros graves possuem
comorbidades como Diabetes, Cardiopatias, DPOC, Hipertensdo arterial, Imunossupressdo
entre outros que contribuem para complicacdes relacionadas a patogénese, (WHO, 2020).
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Individuos diabéticos, por exemplo, apresentam elevado indice de inflamacgdo, esta
condicdo pode contribuir para o agravo da doenga, pois a infeccdo causada pelo virus pode
induzir a respostas imunologicas exacerbadas, podendo levar a chamada tempestade de
citocinas, que culminam em intenso dano tecidual e consequentemente a Sindrome do
Desconforto Respiratério Agudo, entre outros agravos. Além das doencas de base, a idade
avancada também é um fator de risco para o desenvolvimento de casos graves devido a
imunossenescéncia, (MANIK; SINGH, 2022; SHEREEN et al., 2020).

2.2.5 Modo de transmissdo do SARS-COV-2

Os primeiros relatos de infeccdo pelo SARS-COV-2 ocorreram na provincia de
Hubei em Wuhan, na China, em um mercado de animais silvestres. Analises apontam que a
interacdo direta de humanos com animais possiveis hospedeiros intermediarios do virus ou o
consumo de animais silvestres teria sido a primeira via de transmissao do novo coronavirus,
(GONDIM et al.,, 2020; ZHANG et al., 2020), contudo, as trajetorias de transmissdo
percorridas pelo virus durante o pulo entre espécies que vai de hospedeiro natural, a
hospedeiro intermediario e por fim infeccdo em seres humanos ainda permanecem nao
completamente elucidados, (GRAF, 2020).

A transmissdo pelo SARS-COV-2 acontece através das vias aéreas, ocorrendo de uma
pessoa infectada para outras estando esta sintomética ou ndo, por meio do contato com
goticulas contendo particulas virais expelidas pelo individuo no ambiente ao tossir, falar ou
espirrar, bem como por meio de contato com objetos ou superficies contaminadas,
(PEREIRA DA CRUZ; TOME, 2021). As particulas virais do SARS-COV-2 conseguem
sobreviver por um periodo que varia de acordo com o objeto ou superficie em que foram
depositados, 0 que contribui para 0 contagio que ocorre nesse caso, por meio do contato ou
manuseio dessas superficies e objetos contaminados e interacdo com mucosas como a boca
ou os olhos, (KIMBALL et al., 2020). Ja no caso de particulas suspensas o contagio se da por
meio da inalacdo dessas particulas virais. Essa caracteristica facilitou a disseminacdo rapida
do SARS-COV-2 para diversos paises, (DOREMALEN, 2020).
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Figura 9: Esquema de meio de transmissdo do SARS-COV-2
Fonte: Fiocruz et al., 2020

2.2.6 Manifestaces clinicas do SARS-CoV-2

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude, os individuos infectados pelo SARS-CoV-
2 apresentam sintomas classicos como febre, tosse seca, e fadiga, podendo também, no
entanto apresentar outros sintomas que variam de obstrucdo nasal, dificuldade de degluticéo,
dor de garganta, coriza, batimento de asa de nariz, producdo de escarro, dispnéia, perda de
olfato e paladar, entre outros, que geralmente se apresentam em torno do 2° ao 14° dia de
infeccdo. Em alguns casos, sintomas inespecificos também podem estar presentes e isso
inclui mialgia, cefaléia, diarréia, vomito, nausea, linfonodomegalia entre outros, (OPAS et al.,
2021). A febre € o sintoma mais presente na infecdo por COVID-19, sendo relatado por
92,8% dos individuos, o segundo sintoma mais presente é a tosse seca com 69,8% dos relatos,
seguido de dispnéia 34,5%, mialgia 27,7% e diarréia 6,1%, (WHO et al., 2021).

COMUNS INCOMUNS

Tosse Diarréia

Febre Dor de garganta

Coriza Dor de Cabeca

Fadiga Dificuldade de Respirar

Quadro 1: Sinais e sintomas classicos da COVID-19
Fonte: OMS., et al 2021.

Os pacientes que evoluem para casos graves apresentam inicialmente dispnéia e sdo
geralmente individuos que possuem comorbidades como hipertensdo arterial, cardiopatias,

diabetes, imunossupressdo ou individuos idosos, (PALU, 2021).
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Os sinais e sintomas classicos da COVID-19 se mantém mesmo com 0 aparecimento
de novas variantes, no entanto outros sintomas bastante relatados no inicio da pandemia como
a perda de olfato e paladar deixaram de serem descritos com 0 avango das novas variantes,

dando lugar a outros como demonstrado no quadro 2, (OMS et al., 2021).

perda ou alteracdo do olfato e do paladar,
Alfa febre, tosse persistente, calafrios,

perda de apetite e dor muscular;

febre, tosse, dor de garganta, falta de ar, diarreia,
Beta vomito, dor no corpo, cansaco e fadiga;

febre, tosse, dor de garganta, diarreia, vémito, dor no
Gama corpo, cansaco e fadiga;

febre, coriza, dor de cabeca, espirros, dor de garganta e
Delta tosse persistente;

A cansaco extremo, dor no corpo, dor de cabeca, coriza,
Omicron congestdo nasal e dor de garganta.

Quadro 2: Sinais e sintoma de cada variante do SARS CoV 2: Beta, Gama,
Delta e Omicron.

Fonte: Zolin et al., 2022

2.2.7 Diagnostico Laboratorial

Existem trés principais métodos diagnosticos para a deteccao de infeccdo pelo SARS
CoV-2, um baseado em técnica de biotecnologia e deteccdo de RNA viral (RT- PCR), o teste
soroldgico para a deteccdo de anticorpos anti proteina S e N do SARS-CoV-2, geralmente
utilizado para verificar imunidade apds infecdo, e os testes rapidos para detec¢do de antigeno
viral e anticorpo contra o virus. A transcriptase reversa e reacdo em cadeia da polimerase em
tempo real (RT-PCR) é o método padréo ouro para diagndstico laboratorial de infeccdo pelo
virus SARS- CoV-2, (HELMY et al., 2020).

2.2.7.1 RT-PCR para deteccdo do SARS-CoV-2

A técnica biotecnologica utilizada para detectar o genoma viral do SARS-CoV-2
é chamada de RT-PCR. A coleta do material bioldgico é realizada com o auxilio de um swab
que € introduzido na cavidade orofaringea e garganta a fim de coletar secrecBes que

contenham o material genético do virus. O material coletado é submerso em tubos estéreis
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contendo meio de transporte liquido, armazenado a 2-8 graus e levado para analise,
(AZEVEDO, 2020).

De modo geral, o processamento do material coletado segue as seguintes etapas:
Inativacdo, extracdo do RNA, transcricdo reversa e amplificacdo. Nessa primeira etapa é
adicionado a amostra bioldgica o reagente Trizol, que leva a lise das células presentes no
meio, sendo os restos celulares (precipitado) separado do material genético (sobrenadante) por
meio de centrifugacdo. O seguimento da etapa de extracdo se da por precipitacéo e purificacdo
do material genético com etanol a 100%, onde s&o realizadas trés centrifugacGes para obter o
RNA precipitado no fundo do tubo, sendo esse precipitado eluido posteriormente em &gua
estéril,(VIEIRA; EMERY; ANDRIOLO, 2021).

O material genético extraido é submetido ao processo de transcricdo reversa do RNA
viral, onde este € convertido em cDNA (DNA complementar) para processamento da reacdo
da cadeia da polimerase, é neste Ultimo, que ocorre a amplificacdo dos fragmentos de
interesse. Para isso, 0 cDNA ¢é colocada em microtubos contendo um mix de componentes
necessarios para a amplificacdo dos genes, como primers, dNTPs, MgCl2, tag DNA
polimerase, bem como as sondas especificas para os genes do SARS- CoV-2. Ap0s esse
processo o material é colocado em um termociclador que ira realizar copias do genoma viral.
A positividade do teste é detectado por meio da luminescéncia emitida pela sondas e tamanho
do fragmento, essa luminescéncia é proporcional a amplificacdo do material genético do
virus, (AZEVEDO, 2020; CLINICAS, 2021).

2.2.7.2 Teste sorolégico para deteccdo do SARS-CoV-2

Quanto ao teste soroldgico para a identificacdo de infec¢do prévia ou imunidade ao
novo coronavirus, sao voltados para a deteccdo de anticorpos contra as proteinas S e NP,
(JUNQUEIRA et al., 2021). A presenca de anticorpos acusa 0 contato prévio com o virus,
poiseles sdo produzidos em resposta a infeccdo, sendo encontrado no sangue,
amostra bioldgica utilizada para a realizacdo do exame. Os anticorpos de interesse nesse teste
sdo IgM, 1gG e IgA, (PEREIRA DA CRUZ; TOME, 2021).

Para a realizacdo deste teste € necessario que o individuo esteja com no minimo de
oito a dez dias desde o inicio dos sintomas, critério que ajuda a aumentar a sensibilidade do
teste, uma vez que a producdo dos anticorpos inicia a partir do sétimo dia de exposi¢édo, por

isso realizar o teste para deteccdo de anticorpos antes disso, pode gerar um exame com
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falso negativo, (WHO et al., 2022).

Os testes rapidos também sdo utilizados para deteccdo de infeccdo pelo virus SARS-
CoV-2 e atuam de duas formas, na deteccdo de anticorpos que indicam resposta imune
adaptativa tardia contra o virus (IgG) e na detec¢do imunoglobulinas de fase aguda (IgM) que
acusam uma infeccdo, recente ou em andamento. Contudo, esse tipo de teste possui
baixa confiabilidade devido a reduzida sensibilidade e especificidade apresentada por ele

quando comparado a outros métodos diagndsticos, (WHO et al., 2022).

2.2.8 Tratamentos disponiveis para infec¢do pelo SARS-CoV-2

Por se tratar de uma doenca nova, a inexisténcia de tratamentos especificos para a
COVID-19 e auséncia de vacinas foi um dos principais obstaculos enfrentados no primeiro
ano de pandemia, (MANIK; SINGH, 2022).

Atualmente j& existem alguns tratamentos disponiveis, no entanto a maioria
sdo exclusivas para uso em pacientes graves, principalmente para inibir uma resposta imune
exacerbada desencadeada pela infeccdo, (OPAS et al.,2021), dentre estes, se encontram 0s
antivirais e antiinflamatdrios que apresentam eficacia comprovada em estudos clinicos para
inibir a replicacdo viral e tratar as complicagdes desencadeada pela doenca. Além destes,
temos uma variedade de vacinas disponiveis para grande parte da populacdo, (WHO et al.,
2022).

As vacinas sdo de extrema importancia no combate ao SARS-CoV-2, mas ainda é
indispensavel a busca por medicamentos que consigam tratar a doenca, sobretudo os seus
agravos, principalmente, devido a presenca cada vez mais constante de variantes do virus de
importancia médica, (NIEMI et al., 2021).

Como ja mencionado anteriormente, existem alguns medicamentos aprovados
que auxiliam no combate tanto da infeccdo viral quanto das reacfes que ele provoca no
organismo. Os antiinflamatorios por exemplo sdo utilizados para regular a inflamacéao
exagerada desencadeada pela resposta imunologica do individuo frente a infeccdo que em
casos graves € potencialmente letal, JUNQUEIRA et al., 2021; ZHENG et al., 2021).

Durante o processo infeccioso, mediadores quimicos séo liberados no organismo para
sinalizar a invasdo, a inflamacéo ocorre com o intuito de estimular o sistema imunoldgico,
recrutando as células de defesa para o local da infecgdo, no entanto em alguns casos, 0
sistema imune ndo consegue controlar ou finalizar o processo infeccioso de forma rapida,

devido a multiplos fatores que variam de comorbidades a imunossupresséo, fazendo com que
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0 processo inflamatoério dure por mais tempo e por vezes de maneira desregulada o que pode
lesionar tecidos e 6rgdos vitais e levar o individuo a 6bito, (MANIK; SINGH, 2022; SILVA
et al., 2020).

E exatamente no controle da inflamacdo excessiva que atuam os antiinflamatorios
nos casos graves de COVID-19. Das drogas antiinflamatorias- esterdides e ndo esteroidais
aprovadas e utilizadas no tratamento da COVID-19 se encontram a Dexametasona,

Hidrocortisona, Baricitinibe e o anticorpo monoclonal Tocilizumabe, (WHO et al., 2022).

DROGA DROGAS
ANTIINFLAMAORIAS ANTIVIRAIS
Dexametasona Paxlovid
Hidrocortisona Molnupiravir
Tocilizumabe Remdesivir
Baricitinibe

Quadro 3: Drogas antiinflamatdrias e antivirais usadas para o tratamento de COVID-19
Fonte: OMS., 2022

As drogas antivirais também sdo medicamentos essenciais no combate a infeccdo, pois
interferem na replicagdo do virus dentro das células mantendo a carga viral baixa e
facilitando a acéo do sistema imune, dentre as drogas antivirais aprovadas para esta finalidade

se encontram o Paxlovid, Molnupiravir e Remdesivir, (WHO et al., 2022).

2.2.9 Variantes do SARS-CoV-2 e 0s seus impactos

A circulacdo do virus durante os trés anos de pandemia fez com que o SARS-CoV-2
acumulasse algumas mutacGes no seu genoma, dando origem a novas variantes que
acenderam um alerta e geraram preocupacdo na comunidade médica e cientifica,
(KUPFERSCHMIDT; WADMAN, 2021).

As primeiras variantes surgiram entre dezembro de 2020 a janeiro de 2021, sendo a
primeira a B.1.1.7 identificada no Reino Unido, a segunda foi a variante B.1.351 da Africa do
Sul e a terceira a P.1 no Brasil, mais precisamente em Manaus, responsavel pelo colapso do
sistema de saude publico da cidade e também pela segunda onda de covid 19 no
pais, (CLINICAS, 2021). Depois destas, outras surgiram e se espalharam de forma répida,
sendo as principais responsaveis pelo aumento do nimero de casos mesmo apds a vacinacgao

avangada em muitos paises. Compreendem como variantes de importancia a Alfa, Beta,
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Gama, Delta e Omicron, (CALLAWAY, 2021; NIEMI et al., 2021).

O aparecimento dessas novas variantes gerou preocupacéo, principalmente em relacéo
a capacidade de evasdo da imunidade adquirida por vacinacdo ou infeccdo natural, podendo
nesse caso, levar ao crescimento exponencial de nimeros de casos e mortes em todo mundo,
sendo assim, o escape do sistema imunolégico foi o principal fator de preocupagdo com o
surgimento das novas variantes, (CALLAWAY, 2021; SABINO et al., 2021).

Por esse motivo 0 sequenciamento gendmico para rastrear e identificar as novas
cepas em circulacdo sdo importantes, pois permitem compreender o processo de evolucéo do
virus, identificando onde ocorre as novas mutagcfes, sua disseminacdo no globo e as
implicagOes que podem ser resultantes delas, auxiliando assim, na tomada de decisdes sobre
as politicas publicas em salde. Estar com o esquema de vacinacdo completo é de
fundamental importancia para evitar o surgimento de novas variacbes do SARS-CoV-2,
(CALLAWAY, 2021; WHO et al.,2021).

2.3 Mecanismos de reconhecimento e resposta imune contra o SARS-CoV-2

A resposta do organismo frente a infeccdo pelo SARS-CoV-2 ainda néo
estd completamente caracterizada, mas diversos trabalhos constatam a significativa atuacao
da resposta imune inata durante o processo infeccioso e evidéncias corroboram para
o levantamento da hipdtese de que seria exatamente o perfil de atuacdo e intensidade
dessa primeira resposta um dos principais determinantes de desfecho favoravel ou evolucéao
da doenca, (MATRICARDI; DAL NEGRO; NISINI, 2020).

O SARS-CoV-2 possui antigenos capazes de ativar o sistema imunolégico, dentre
estes se encontram alguns principais como a proteina S e seus dominios de ligacdo ao
receptor celular (RBD), subunidades S1 e S2, bem como a NP, (BORDALLO et al., 2020;
SILVA et al., 2020).

Além dessas, algumas estruturas virais também atuam como um sensibilizador do Sl
(sistema imunologico), como por exemplo, a proteina E que age como um canal ibnico
servindo de fator de ativacdo do complexo inflamassoma responsavel pela liberacdo das
formas ativas da citocina IL1B e IL18, (JUNQUEIRA et al., 2021; ZHENG et al., 2021).

2.3.1 Reconhecimento e resposta imune inata a0 SARS-Cov-2

A imunidade inata induz a primeira acdo de defesa contra o virus por meio do

reconhecimento das particulas virais. Os receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs) sdo
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proteinas e fatores sollveis que conseguem reconhecer padrGes moleculares associados a
patdégenos (PAMPSs), mas também padrfes moleculares associados a danos (DAMPS) e
incluem os receptores transmembranar Toll-like (TLRs), receptores de lectina tipo C (CLRS),
helicase tipo gene estimulado por acido retindico 1 (RIG-I), receptores citosolicos NOD
(NLRs) entre outros, que estdo mais expressamente presentes em células fagociticas como
macrofagos e células dendriticas, (JUNQUEIRA et al., 2021; MANIK; SINGH, 2022).

Ao detectar PAMPs e DAMPs, por meio dos receptores de reconhecimento de
padrdes, uma resposta imunoldgica inicial é ativada de imediato, levando a uma série de
sinalizagdes celulares com liberacdo de citocinas e quimiocinas, (AZEVEDO, 2020).
As células que foram invadidas, também produzem citocinas que atuam estimulando a
transcricao e secrecdo de fatores que orquestram a resposta antiviral, como o interferons tipo
| (alfa e beta) e interferon tipo I1l, (BORDALLO et al., 2020).

Os Interferons (IFNs) promovem estados anti patogénicos tanto nas células
acometidas, quanto nas células vizinhas, inibindo a replicacdo viral e induzindo a producao
de citocinas pro inflamatorias por meio da ativacdo de fatores de transcricdo, como o fator
regulador de interferon IRF 3 e 7, fator nuclear NF-kB, (CARRIJO-CARVALHO, 2020). As
citocinas pro inflamatérias vao atuar no recrutamento das células imunes inatas e adaptativas
para o local da infeccdo, potencializando a resposta dessas células, (PEREIRA DA CRUZ;
TOME, 2021). A imunidade inata desempenha um controle da infecgdo viral por meio dos
interferons tipo | e 111, células NK e macréfagos, (ABBAS, 2016).

O principal meio de entrada do SARS-CoV-2 no organismo se da pelas vias aéreas
superior e inferior, sendo assim as células do trato respiratorio sdo as primeiras a sofrerem a
invasdo viral e como j& explicado anteriormente, o virus usa o receptor celular humano ACE2
para entrada na célula, (HOFFMANN et al., 2020).

O SARS-CoV-2 e os coronavirus em geral sdo reconhecidos pelo sistema imune inato
por meio dos receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs), que se encontram tanto na
membrana plasmatica quanto no citosol da célula, (GRAF, 2020). Dentre os PPRs mais
caracterizados no reconhecimento do SARS-CoV-2 e outros coronavirus, estdo os receptores
tipo Toll (TLRs), RIG-I e NLRs, que identificam diversos componentes e estruturas do virus
levando a ativacio e sinalizagéo celular, (PALU, 2021).

Os receptores Toll-like exercem uma atuacdo importante no reconhecimento de
padrdes moleculares de coronavirus, essas proteinas transmembranares estdo presentes na
membrana plasmatica e membranas endossomais, (ZHENG et al., 2021). Entre os receptores

do tipo Toll like (TLRs) que foram associados a resposta contra o0 SARS-CoV-2 até o
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momento, estdo 0 TLR3, 4, 7 e 8, (MANIK; SINGH, 2022).

O genoma e proteinas do SARS-CoV-2 podem ser reconhecidos por meio do TLR3,
TLR4, TLR7 ou TLR8. Ao interagir com PAMPs e DAMPs esses receptores
desencadeiam sinalizaces intracelulares que culminam com a estimulacdo do fator nuclear
NF-kB e fatores reguladores de interferons que levam a sintese de IFN | e 11l que sdo 0s
principais mediadores de respostas antivirais, (FRICKE-GALINDO; FALFAN-VALENCIA,
2021).
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Figura 10: Reconhecimento do SARS-CoV-2 por TLR 4, receptor de superficie
ativando sinalizacdo via JAK/STAT, IRF3/7 e NF-kB para indugdo do processo
inflamatério. Os TLRs 3,7 e 8 receptores endossomais, induzem a sinalizagdo via
moléculas adaptadoras como MyD88, TRIF e TRAF 6.

Fonte: Adaptado de Moumita Manik et al., 2021.

Apesar de ser conhecido por detectar principalmente LPS bacteriano, alguns estudos
indicam a ativacdo do TLR4 ocorrendo por interacdo direta com a proteina S ou deteccdo de
fosfolipidio oxidado, tendo sido associado a imunopatogénese desencadeada pelo SARS-
CoV-2, por induzir a uma resposta inflamatdria exacerbada, (ZHANG; ZHAO; ZHAO, 2021).
Ao ser ativado esse receptor de reconhecimento aciona fatores de transcri¢do IRFs, NF-kB e
AP-1 responsaveis por regular a secre¢do de citocinas pro inflamatorias como a IL-6 e IFN I,
(OZTURK; TASOVA; AYAZ, 2020). Os receptores do tipo toll sinalizam por vias
dependentes e independentes de moléculas adaptadores como MyD88 e TRIF, (MANIK;
SINGH, 2022).

O reconhecimento por TLR7/8 aciona via MAPK-NF-kB dependente da molécula
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adaptadora MyD88, enquanto o TLR3 sinaliza por TRIF e TRAF6 que culmina na producao
de algumas interleucinas como a IL-6, IL-8, IL-1-IL-12, TNF alfa. A IL-6 é uma das
principais citocinas elevadas em pacientes com COVID-19 grave, (ZHENG et al., 2021).

Em alguns casos a resposta inicial desencadeada pelo virus € bastante expressiva e
mal direcionada, devido a intensa ativacdo de células fagociticas como macrofagos e
neutrdfilos, resultando em dano pulmonar e liberagdo exacerbada de citocinas pro
inflamatdrias que ao chegar na circulacdo sistémica afeta diversos oOrgdos levando a
imunopatologia, (CARRIJO-CARVALHO, 2020; SOUSA CARVALHO; DAMARIS, 2020).

A compreensdo dos fatores e mecanismos envolvidos na progressao e gravidade da
doenca esta em discussdao, mas as evidéncias da associacdo entre a gravidade da doenga e a
resposta imune desregulada estdo bem consolidadas, (SILVA et al., 2021). Estudos indicam
que individuos gque evoluem para casos graves apresentam uma resposta imune a0 SARS-
CoV-2 exacerbada com intensa liberacdo de citocinas pro-inflamatérias que seriam a
principal razdo do dano pulmonar apresentado nesses individuos, (BORDALLO et al., 2020;
MANIK; SINGH, 2022).

A evolucdo para as demais fases da COVID-19 esta diretamente associada
principalmente a proporcao da resposta imune inicial, quando essa resposta é bem conduzida
os individuos permanecem na fase | até o controle e resolugdo do processo infeccioso,
(BOST et al., 2021), onde se tem uma coordenada producdo e secre¢do de citocinas pro
inflamatdrias como IFN gama e TNF- alfa e citocinas antiinflamatorias como IL-10, que
unido a atividade da respostas adaptativas conseguem atuar de forma eficaz no combate a
infeccdo, (SOUSA CARVALHO; DAMARIS, 2020). No entanto, quando essa resposta
inicial é desregulada, ha uma progressdo para as fases Il e Ill, caracterizado principalmente
pelo aumento das citocinas IL-6, IL-8, IL1B, TNF alfa, G-CSF, 1P10, MCP1, MIP1A,
(SOARES BRANDAO; GODOI, 2020). Individuos do sexo masculino apresentam maiores
propensdes a evolugdo para casos graves da doenca em relacdo ao sexo feminino, indicando
que os fatores geneticos, hormonais e ambientais podem estar associados a diferencas de
respostas ao SARS-CoV-2 nesses individuos, (BRODIN, 2021)

Os macrofagos e neutréfilos desempenham um papel importante no combate a
infeccdo, no entanto os individuos que evoluem para os casos graves da COVID-19 tém lesdo
pulmonar agravada em decorréncia da hiperativagdo e acdo exacerbada dessas células
contribuindo assim, para a sindrome da angustia respiratéria, JUNQUEIRA et al., 2021). Os
neutrofilos, por exemplo, induzem a quebra de colageno do tecido pulmonar por meio da

producdo da proteina MMP9, que é aumentada pela secrecdo de TNF por outras células,



35

(SILVA et al., 2021). O aumento dessa proteina e outras citocinas elevam o recrutamento
dessas células para o local da infeccdo para atuar na fagocitose, degranulacdo de elastase,
mieloperoxidase e espécies reativas de oxigénio, bem como a producdo de armadilhas de
neutrofilos extracelulares (NETS) que auxiliam no combate a infec¢do, (BORDALLO et al.,
2020), mas quando a acdo dessas células é desregulada ou prolongada geram leséo pulmonar
contribuindo para o agravamento da doenca.

Os efetores antivirais mais relevantes da imunidade inata sdo os Interferon. Os IFNs
sdo proteinas que sdo classificadas conforme o tipo de célula que o produz, sendo IFN
beta (fibroblastos), IFN alfa (leucdcitos) e IFN gama (linfocitos). Alguns estudos in vivo e in
vitro, demonstraram que o SARS-CoV-2 é bastante vulneravel a essa substancia, que atua
como um eficiente inibidor da replicacdo viral, (MANIK; SINGH, 2022; SOUSA
CARVALHO; DAMARIS, 2020).

Os interferons tipo I, alfa e beta, podem atuar de duas maneiras, sendo a primeira por
meio de uma ribonuclease que degrada o mMRNA do virus ou através de uma proteina cinase
que inibe a sintese de proteinas, ambos levam a morte do virus e da célula infectada,
(SEKINE et al., 2020; SILVA et al., 2020).

O SARS-CoV-2 utiliza algumas estratégias de escape dos mecanismos de
reconhecimentos e efetores da imunidade inata, um dos principais sdo a inibicdo da
sinalizacdo de interferon por proteinas ndo estruturais do virus (NSP), principalmente Nsp5 e
Nspl6 e a estrutural NP viral, (BORDALLO et al., 2020), que atuam inibindo vias de
sinalizacdo que interferem na transcri¢do, traducdo e transporte de proteinas do individuo,
resultando na reducdo da producdo de IFNs e consequentemente atraso na resposta referente
a producdo de citocinas pré-inflamatdrias e ativacdo de respostas inatas e adaptativas
eficientes, (PADOAN et al., 2020; SHANG, 2020).

2.3.2 Inflamassoma

Outro mecanismo inato responsavel pelo reconhecimento e ativagdo do sistema imune
frente a infeccéo pelo SARS-CoV-2 € o inflamassoma, que sdo complexos multiproteicos que
se ativam em resposta a infecgdes ou dano celular, recrutando assim, as moléculas efetoras
pro caspase 1 que pode ser ativada diretamente ou por meio de ASC, uma proteina de
adaptacdo relacionada a apoptose celular, (MARTINON; BURNS; TSCHOPP, 2002;
SCHRODER; TSCHOPP, 2010).

Esses sensores intracelulares apresentam trés dominios principais composto por um
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dominio N-terminal de ligacdo proteina a proteina, como o dominio pirina (PYD) ou
recrutamento de caspase (CARD), um dominio de ligacdo e oligomerizacdo (NOD ou
NAHCT) e uma regido C-terminal composto por repeticbes ricas em leucinas (LRRS),
(ANDRADE, 2019).

Existe uma variedade de NLRs que sdo relacionados a ativagdo do complexo
inflamassoma, no entanto os mais descritos na literatura sdo os inflamassomas de NLRP3,
NLRP1 e NLCR4, (ALVES, 2020).

O NLRP1 apresenta uma regido N-terminal pirina (PYD) que interage com a proteina
ASC (interacdo proteina -proteina) e esta por sua vez faz ligagdo com as caspases
inflamatorias 1 e 5, e caspases apoptdticas 2,3 € 9. O NLRP1 é formado na presenca de MDP
e toxina letal de Bacillus Anthrax, (MARTINON; BURNS; TSCHOPP, 2002).

O receptor NLRC4 é um adaptador, similar a ASC e é por intermédio dele que a
informacdo dos demais inflamassomas séo transmitidos, resultando em ativacdo da caspase -
1. Ele identifica de forma indireta algumas proteinas especificas de patdgenos como fungos e
bactérias, (SCHRODER; TSCHOPP, 2010).

Ja o inflamassoma de NLRP3, pode ser acionado por estimulos exdgenos e enddgenos
como ATP, aluminio, cristais de colesterol entre outros, e realiza a clivagem de pro-caspase 1
por meio da ASC, (RAJAMAKI et al., 2013).

Esses receptores NLRs capazes de montar o complexo inflamassoma sdo essenciais
para o reconhecimento de PAMPs e DAMPs no interior da célula, bem como na inducéo de
uma resposta imunolégica, (ABBAS, 2016).

A caspase 1 faz parte de uma familia de caspases proteicas que usa residuos de
cisteina de seu sitio ativo para realizar a clivagem de outras proteinas em determinado sitio a
partir de residuos de aspartato. A acdo efetora mais mencionada da caspase-1 ¢ a clivagem das
proteinas pro-IL1B e pré-1L18, sendo assim, a sinalizacdo de NLRs pelo complexo
inflamassoma resulta na secrecdo dessas citocinas pré inflamatdrias em sua forma ativa IL1B
e IL18, (ALVES, 2020). O recrutamento da molécula efetora pro-caspase-1 feito por interagdo
ao NLR ou por meio de interacdo com a molécula adaptadora ASC, resulta em uma catélise
de aproximagdo que origina uma protease ativada, (RAJAMAKI et al., 2013).

No entanto, para que essa via de sinalizacdo ocorra € necessario que a pro-IL1B e pro-
IL18 estejam presentes no citoplasma da celula. A formacdo delas é dependente de
sinalizagéo via NF-KB, podendo ser estimulada tanto por TLRs quanto pela citocina Fator de
Necrose Tumoral (TNF), (RAJAMAKI et al., 2013).

A citocina pré inflamatdria 1L18 € considerada como uma indutora da producdo de
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Interferon Gama por macrofagos apo6s estimulacdo por microorganismos, mas também é
mencionada como a citocina que estabelece a conexao da imunidade inata com a adaptativa,
(BAUERNFEIND et al., 2009).

A regulacéo da atuacdo do inflamassoma € realizada por fatores variados, podendo ser
induzida pelo microambiente. A regulacdo positiva do complexo pode ser mediada pela
proteina do choque térmico (hsp-90), bem como a proteina SGT-1 pertencente ao sistema
ubiquitina-ligase, ja a inibicdo da ativacéo, regulacéo negativa pode ser mediada pela caspase
12 e proteinas PYD, CARDS ou Bcl-2, (ALVES, 2015).

Erros de regulagdo da ativagdo do inflamassoma favorece o desequilibrio da
homeostase, resultando no desenvolvimento de doencas inflamatorias, pois a ativacdo
excessiva ou mal conduzida do complexo, resulta em inflamacdo exacerbada, principalmente
devido a degranulacdo de células como neutréfilos e mastdcitos, levando a injuria tecidual e
patologia imuno mediadas, jA& que se estabelece nesse processo uma retroalimentacdo
inflamatoria que prejudica o controle e resolucdo do processo e reequilibrio da homeostase,
(ALVES, 2020; LOPES CONCEICAO, 2010).

2.3.2.2 Inflamassoma e SARS-CoV-2

A ativacdo do complexo inflamassoma pela COVID-19 se da principalmente via
NLRP3 induzida pela proteina viral E, ORF-8b e viroporina 3a, podendo resultar em
piroptose, um processo de morte celular envolvendo Gasdermina D, (JUNQUEIRA et al.,
2021).

Estudos associaram a fisiopatologia da COVID-19 com a ativacdo exacerbada do
complexo inflamassoma. Rodrigues e colaboradores descobriram a participacdo ativa do
inflamassoma na infecdo pelo SARS-CoV-2, tanto em casos leves e mais ativamente aos
casos graves, em que pode ser demonstrado a ligacdo da ativagdo excessiva do complexo
com uma resposta imune exacerbada denominada como tempestade de citocinas nesses
pacientes, (RODRIGUES et al., 2020).

Neste estudo foi demonstrado que o inflamassoma mediado pela proteina 3 (NLRP3)
¢ acionado na infeccdo pelo novo coronavirus e ativo em individuos com a doenca. A
ativacdo do inflamassoma de NLRP3 foi verificada em pacientes que tinham quadro de leve,
moderado a grave, sendo a ativacdo do complexo e seus produtos detectada em células do
sistema imunoldgico, bem como em tecidos de individuos que vieram a 6bito, (RODRIGUES
et al., 2020).
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De modo geral, os dados deste e outros estudos demonstram que a infec¢do por SARS-
CoV-2 desencadeia a ativacdo do inflamassoma, apds este infectar células do sistema imune,
levando a piroptose, (VAN DEN BERG; TE VELDE, 2020).
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Figura 11: Esquema de ativacdo do Inflamassoma na COVID-19
Fonte: Adaptado de Yap, Jeremy K et al., 2020

2.3.2.1 Atuacdo dos polimorfismos de Inflamassoma no desenvolvimento de doencas

Ao longo dos anos diversos estudos jogaram luz ao entendimento de como
os inflamassomas podem colaborar para o desenvolvimento e manutengdo de patologias
auto inflamatdrias, autoimunes e infecciosas. As variacbes genéticas encontradas em
componentes do inflamassoma, bem como a desregulacdo de sua funcdo vém sendo
fortemente associadas a diversas doencas, (RODRIGUE-GERVAIS; SALEH, 2010).

Polimorfismos encontrados no gene de NLRP1 por exemplo, tém sido relacionados a
patologias associadas ao cérebro, bem como a suscetibilidade ao desenvolvimento de doencas
inflamatdrias e autoimunes, indicando que polimorfismos nesses genes podem colaborar para
uma propensao genética a doencgas multifatoriais, (KAMADA, 2013).

Ja polimorfismos no gene de NLRP3 sdo comumente relatados e relacionados a varias
doencas inflamatorias, como diabetes tipo I, artrite reumatoide, doenca celiaca entre outros,
(PONTILLO, 2014).

Além desses, os polimorfismos detectados nos genes das citocinas liberadas pelo

complexo inflamassoma IL1B e IL18 também tem sido associado a susceptibilidade a
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doengas como LES e doenca de Crohn, (SCHRODER; TSCHOPP, 2010).
2.3.3 Resposta Imune adaptativa ao SARS-CoV-2

Apdbs o reconhecimento do virus pelos PRRs, as APCs (celulas apresentadoras de
antigenos), macréfagos e células dendriticas induzem a producéo e liberacdo de citocinas que
direcionam os linfécitos TCD4 ao seu encontro para que ocorra a apresentacdo de antigeno
via complexo de histocompatibilidade 11, (ABBAS, 2016), sendo assim, as APCs sdo as
principais responsaveis por mediar a interacdo da imunidade inata e adaptativa.

As células TCD4+ ao serem ativadas coordenam os mecanismos efetores das células
B, com diferenciacdo em plasmdcitos e producdo de anticorpos especificos para o antigeno
viral e ativacdo de células T citotoxicas, (SOUSA CARVALHO; DAMARIS, 2020). Na
resposta imune mediada por células, temos as células T auxiliar (CD4+) na funcdo Thl
mediando a resposta imune adaptativa e as células T citotoxicas (CD8+), exercendo o
importante papel no controle da infecdo por meio da eliminacdo das células infectadas pelo
virus, (VABRET, 2020).

As células T CD4 exercem um papel fundamental no direcionamento do tipo de
resposta imune que sera produzido. Essas células podem se diferenciar em 3 subpopulagdes
celulares, Thl, Th2, Thl7, essa diferenciacdo é mediada pelas citocinas produzidas em
resposta a infeccdo e presente no meio, bem como a producéo de citocina pela propria célula
T CD4, (WASTOWSKI; DONADI, 2014).

A linfopenia observada na COVID-19 é mais expressiva em casos graves da
doenca, onde se observa uma reducéo de células TCD4+ e CD8. Os pacientes internados em
UTI apresentam maior deplecdo de células T CD4+, (FORTHAL, 2021), e a resposta
robusta mediada por células T CD8 parece ser mais expressiva em mulheres do que homens,
onde se correlacionou com desfechos desfavoraveis para o sexo masculino, (SANTOS et al.,
2021).

Em seu estudo, Moderbacher et al., observaram que as respostas especificas de células
T CD4+ e CD8+ para 0 virus SARS-CoV-2 estdo relacionadas a casos leves da doenga, no
entanto o desequilibrio da resposta dessas células pode colaborar para desfechos
desfavoraveis em individuos idosos.

Na infeccdo pelo virus SARS-CoV-2, o perfil de imunoglobulinas produzidas, segue o
padrdo das demais infecgdes virais com geragdo principalmente de IgM e IgG, sendo que a
imunoglobulina 1gG exerce um papel protetor, pois é detectado meses apos a infec¢do, mas a

duracdo da resposta humoral durante a infecdo ou mediada pela vacina ainda ndo esta muito
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bem estabelecida, (SILVA et al., 2020).

A principal agdo efetora dos anticorpos é a neutralizacdo, as imunoglobulinas G anti
proteina viral S e anti N bloqueiam a ligacdo do virus ao receptor celular ACE2, impedindo
com que este entre na célula, limitando a infecéo e facilitando o reconhecimento da particula
viral pelo sistema imunolégico e promovendo sua fagocitose pelos macréfagos, (SOARES
BRANDAO; GODOI, 2020). Os anticorpos também podem estimular o sistema
complemento, que além de danificar o envelope viral, opsoniza as particulas virais, facilitando
assim, a fagocitose. Desta forma a resposta mediada por anticorpos, também chamada de
resposta imune humoral, exerce um papel significativo na protecdo apds segunda infeccéo,
(CARRIJO-CARVALHO, 2020).

A concentracdo das imunoglobulinas IgA e IgM na COVID-19 alcangcam seu pico
entre 2 a 3 semanas apds manifestacdo de sintomas, podendo ser encontrado em grande parte
dos individuos infectados, sendo que a IgM decai por volta de 4 a 5 semanas,
(MODERBACHER et al., 2020). Ja a imunoglobulina 1gG é detectada em cerca de 50% dos
individuos por volta do décimo dia, atingindo seu pico em aproximadamente 21 dias ap6s o
inicio dos sintomas, (SANTOS et al., 2021).

Grande parte dos individuos infectados pelo SARS-CoV-2, produzem respostas
humorais direcionadas para a imunoglobunina 1gG, mas ap6s o pico, é observavel o
decaimento dos niveis desse anticorpo ao longo do tempo, permanecendo detectavel por um
periodo que varia de 4 a 7 meses, (MODERBACHER et al., 2020).

2.4 Vacinas

A imunizacdo é um mecanismo que confere ao individuo a capacidade de converter-
se imune ou resistente a uma doenca infecciosa através da administracdo de vacina, (OMS et
al., 2022). As vacinas agem estimulando o sistema defesa do organismo a montar respostas
especificas que conferem protecdo ao individuo contra as doencas infecciosas, (FILHO et al.,
2022), fazendo com que este, ao se deparar com 0 mesmo agente infeccioso com todo o seu
potencial de viruléncia, ndo adoeca ou desenvolva as formas graves e venha a 6Obito, sendo
assim extremamente importante no combate a diversas doengas que acometem 0s seres
humanos e animais, (OPAS et al., 2022).

Todas as vacinas passam por um processo de avaliacdo que tem como finalidade
assegurar que os imunizantes obedecam aos pardmetros de qualidade consideraveis, bem

como seguranga e eficacia, por meio de dados gerados por ensaios clinicos, fabricacdo e
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controle de qualidade, (SANTOS FILHO; VIEIRA, 2021). No caso da COVID-19, a
avaliacdo considera a gravidade e risco que a emergéncia representou e o beneficio que o uso
do imunizante traria em comparacao aos riscos potenciais, (WHO et al.,2022).

Os imunizantes contra a COVID-19 foram desenvolvidos com o intuito de sensibilizar
o sistema imunoldgico para reconhecer e bloguear e combater o virus SARS-COV-2, a
maioria dos imunizantes foram desenvolvidos utilizando tecnologias diferentes, (OPAS., et al
2022).

Ha uma diversidade de vacinas validadas para uso contra a COVID-19 pela
Organizacdo mundial de saude (OMS). O uso emergencial dessas vacinas teve inicio em
dezembro de 2020 e o0 nimero de doses ja administradas em todo mundo somam mais de 13
bilhdes, (WHO et al., 2023).

Os imunizantes utilizados no Brasil sdo: Comirnaty (Pfizer/Wyeth), Coronavac
(Butantan), Janssen Vaccine (Janssen-Cilag) e Oxford/Covishield (Fiocruz e Astrazeneca),
(Ministério da Saude et al., 2022).

A administracdo das vacinas contra a COVID-19 obedece a critérios de
prioridade, sendo incluidos nesse grupo os individuos que possuem maior risco de contrair o
virus (maior exposicdo) ou adoecer gravemente por COVID-19, como pessoas idosas,
profissionais de saude e individuos que possuem doencas de bases, (OPAS et al.,2022). As
vacinas oferecem variados graus de protecdo contra a COVID-19 prevenindo a ocorréncia de

doenca leve, grave, bem como hospitalizacdo e morte, (SAUDE.,2022).

2.4.1 CoronaVac

O Brasil deu inicio a sua campanha de vacinacdo no dia 17 de janeiro de 2021 com a
vacina chinesa em parceria com o Instituto Butantan, CoronaVac. Foi a primeira vacina a ser
aplicada nas populagdes de risco, incluindo profissionais de saude, e hoje representa quase a
metade das 500 milhdes de doses vacinais administradas no pais contra a COVID-19. Além
do Brasil, a vacina é utilizada em mais 41 paises, (BUTANTAN et al., 2022).

A vacina Coronavac (Butantan), utiliza a tecnologia de antigeno de virus inativado. A
suspensdo injetavel é administrada via intramuscular e é recomendada para imunizagédo ativa
e prevencdo da doenga causada pelo virus SARS-CoV-2 em pessoas com faixa etaria igual
ou superior a 6 anos de idade, com aplicacdo de no minimo duas doses, (BUTANTAN et al.,
2022).

Essa tecnologia utilizada pela CoronaVac (Virus inativado) é considerada estavel,



42

segura e causa poucos eventos adversos, sendo utilizada em diversas outras vacinas ha mais
de 60 anos, como a da poliomielite, gripe e raiva, (BUTANTAN et al., 2022).

Segundo a AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA (ANVISA), os
testes sobre aimunogenicidade da vacina estdo em andamento e estudos conduzidos em
paises que fazem o uso do imunizante mostraram resultados favoraveis, sendo possivel
observar um parametro do mundo real sobre a capacidade da CoronaVac de estimular o
sistema imunoldgico a montar respostas especificas e produzir anticorpos neutralizantes, bem
como a protecdo conferida pelo imunizante nas mais diversas faixas etéarias, (SAUDE et al.,
2022). No Brasil por exemplo, um estudo multicéntrico de fase 111 demonstrou que em um
periodo de 14 dias apds a aplicacdo das duas doses da vacina, a eficacia apresentada é de 51%
[intervalo de confianca de 95% (IC): 36%-62%] contra infe¢bes sintomaticas, 100% (IC 95%:
17%-100%) contra as formas graves da doenca e 100% (IC 95%: 56%-100%) para prevencao
de hospitalizagbes em grupos com e sem presenca de doencas de bases, (BULA DA
VACINA).

Em um estudo caso-controle contando com 164.151 participantes vacinados com a
CoronaVac e BNT162b2 (PFIZER) demostraram serem eficazes contra desfechos graves da
infecdo pela variante Omicron do SARS-CoV-2, no entanto se observou que a titulagdo de
anticorpos neutralizantes apresenta um declinio apds 6 meses da administracdo da segunda
dose. (WElI et al., 2023)

2.4.2 Astrazeneca

O imunizante produzido pela Oxford e a empresa farmacéutica AstraZeneca ChadOx
(Oxford-AstraZeneca) utiliza a tecnologia de vetor viral recombinante. No Brasil, a
producdo do imunizante é feita em parceria com o Instituto FioCruz, (FIOCRUZ et al., 2022).
O vetor viral utilizado é um adenovirus recombinante de chimpanzé, sem capacidade de
replicacéo e que expressa a proteina S do virus SARS-CoV-2, (FIOCRUZ et al., 2022).

A vacina é recomendada para a imunizagdo ativa contra a COVID-19, sédo
administradas no minimo duas doses via intramuscular, devendo a segunda dose ser aplicada
no intervalo de 4 a 12 semanas apds a administracdo da primeira. A faixa etaria que a vacina
ChadOx cobre € a partir de 18 anos de idade, (BULA DA VACINA).

Estudos clinicos randomizados realizados em 3 pais incluindo o Brasil, demonstraram
a eficacia e seguranca da vacina ChadOx em individuos com idade de 18 a 55 anos, nesse

estudo 11.636 participantes foram acompanhados por um periodo aproximadamente de 4
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meses e nenhum dos participantes que receberam o0 imunizante precisou ser internado por
COVID-19, e foi evidenciado a reducdo da forma sintomatica da doenca, apresentando uma
eficacia média de 70% comparado com o grupo controle, (FIOCRUZ., et al 2022).

2.4.3 Pfizer

A vacina contra a COVID-19 Pfizer BioNTech (BNT162b2), da empresa
Comirnaty Pfizer em parceria com o instituto alemdo BioNTech, é recomendada para a
imunizacdo ativa de individuos na faixa etaria maior ou igual a 5 anos com a finalidade de
proteger contra a doenca causada pelo virus SARS-CoV-2, (SAUDE et al., 2022).

E um imunizante que tem como tecnologia 0 RNA mensageiro sintético com
(mRNA) de cadeia simples, imerso em nanoparticulas lipidicas. Sua estrutura 5 cap é
altamente purificada e é produzida através de transcri¢do in vitro por meio de moldes de
DNA correspondente sem uso de células, que codificam a proteina S do SARS-CoV-2, (WHO
et al.,2022).

Trata-se de uma suspensdo injetavel (cerca de 3ug, 10ug e 30ug) que é aplicado
via intramuscular. A vacina é aplicada em duas doses, sendo que a segunda deve ser
administrada em um intervalo de tempo inferior ou equivalente a 21 dias ap6s a administracao
da primeira. A faixa etaria que o imunizante cobre ¢ a partir de 5 anos de idade, (SAUDE et
al., 2022).

Resultados obtidos sobre a eficAcia da vacina Pfizer em estudos de fase 1,2 e
3 randomizado, multinacional, multicéntrico, controlado por placebo em populagdes de faixa
etaria igual ou superior a 12 anos, comprovaram a eficacia da vacina de no minimo 80%
nesses individuos, (SAUDE et al., 2022).

2.4.4 Jansen

A vacina Janssen (Ad26.COV2.S) é um imunizante monovalente, produzido pela
empresa farmacéutica Johnson & Johnson, utiliza a tecnologia de vetor de um adenovirus
humano tipo 26 recombinante, com incapacidade de replicacdo, que codifica a proteina S do
virus SARS CoV 2, (BULA DA VACINA).

O imunizante é recomendado para a imunizacdo ativa e prevencao da doenga causada
pelo novo coronavirus 2, COVID-19, em individuos com idade igual ou superior a 18 anos. A
suspensdo injetavel é administrada via intramuscular e aplicada no minimo em dose Unica,

(SAUDE et al.,2022). A dose de reforco da vacina pode ser aplicada em individuos com
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idade acima de 18 anos em um intervalo de 2 meses ap6s a administracdo da vacinagdo
primaria.

Os resultados obtidos em estudos clinicos multicéntrico, randomizados para avaliar a
eficacia, imunogenicidade e seguranca da vacina em 44.325 individuos, demonstraram que 28
dias apds a vacinacdo foram encontrados anticorpos neutralizantes em 90% dos participantes
da pesquisa, permanecendo estavel até 71 dias ap6s a administracdo da dose Unica, (BULA
DA VACINA).

A eficacia apresentada pelo imunizante para prevencdo de infeccdo assintomatica
28 dias apos a vacinagdo é de 28,9% (IC 95%: 20,0; 36,8), e para todas as infecgbes com
diferentes cepas variantes do SARS-CoV-2 é de 41,7% (IC 95%: 36,3; 46,7), (Janssen et al.,
2022).

2.5 Imunidade vacinal contra a COVID-19

Segundo o CENTRO DE CONTROLE E PREVENGCAO DE DOENGCAS (CDC),
embora progressos com o desenvolvimento de vacinas contra o0 SARS-COV-2 tenham sido
alcancados, questBes sobre por quanto tempo dura a protecdo oferecida pelo imunizante
contra a COVID-19 permanece sob investigacdo e como 0 surgimento de variantes de
preocupacado do virus poderiam ser capazes de escapar da imunidade natural ou mediada pelas
vacinas, impactando assim na protecdo adquirida contra 0 SARS-CoV-2, (CDC, 2021).

Embora grande parte dos estudos realizados para verificar a eficacia da imunidade
contra a COVID-19 desencadeada tanto pela infeccdo natural como pela vacina tenha como
parametro os niveis séricos de anticorpos neutralizantes circulantes contra 0 SARS-COV-2,
ndo esta bem estabelecido qual nivel de anticorpos neutralizantes conferem protecédo contra a
doenca causada pelo virus, (BENOTMANE; BRUEL, 2021; CALLAWAY, 2021).

Individuos que contrairam o SARS-COV-2 e desenvolveram as formas leves da
doenga permaneceram com niveis detectaveis de anticorpos neutralizantes até onze meses
depois da infeccdo, no entanto foi observado que o nivel sérico de anticorpos decai com o
tempo, de forma constante nos 4 meses seguintes e gradualmente aos 7 meses, (TURNER et
al., 2021). Em um estudo da resposta humoral mediada pela vacina contra a COVID-19,
Turner e colaboradores avaliaram a duracdo da resposta desencadeada pela vacina da Pfizer-
BioNTech e detectaram imunoglobulinas tipo IgG contra a proteina S do virus até 4 meses
apos a administracdo da primeira dose e 3 meses apds a vacinacdo completa (duas doses).

Nesse estudo, individuos previamente expostos ao SARS-COV-2, desenvolveram niveis
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séricos de anticorpos mais robustos que os ndo expostos, (TURNER et al., 2021).

Em uma coorte para verificar a imunogenicidade de uma dose do imunizante de vetor
viral produzido pela (Oxford/AstraZeneca) observou-se um indice maior de soroconversao,
apos a administracdo de uma dose para a forma selvagem do virus entre os individuos sem
exposicao préevia, contudo os niveis de anticorpos neutralizantes para as variantes Alfa e Beta
do SARS-COV-2 apresentou declinio considerdvel, (JEEWANDARA et al., 2021). Ja os
individuos que foram previamente expostos ao virus, observou-se um nivel maior de
anticorpos em resposta ao virus selvagem e as variantes Alfa e Beta apds a aplicacdo de
apenas uma dose da vacina, (JEEWANDARA et al., 2021).

Planas e colaboradores em seu estudo para verificar a eficacia de duas vacinas
(AstraZeneca e Pfizer) diante da variante Delta, observou um aumento da capacidade desta
variante, de escapar de anticorpos neutralizantes de individuos vacinados.

A neutralizacdo mostrou-se trés vezes menos potente em relacdo a variante alfa, no
entanto, os individuos vacinados com duas doses de AstraZeneca ou Pfizer apresentaram
eficacia para neutralizacao de 95%, (PLANAS et al., 2021).

Um ensaio clinico de fase Il realizado na Turquia, demonstrou que a
CoronaVac apresentou em individuos de faixa etaria de 18 a 59 anos uma boa resposta
humoral com produgdo de anticorpos neutralizantes contra 0 SARS-COV-2 por até 4 meses.
N&o houve casos de hospitaliza¢Ges, nem ébitos no grupo de vacinados, e as infec¢Bes apds a
aplicacdo de duas doses foram menores em relacdo ao grupo controle, apresentando uma
eficacia de 85%, (TANRIOVER, 2021).

Outro estudo conduzido por Li e colaboradores, demonstrou que 0s anticorpos
neutralizantes contra 0 novo coronavirus produzidos ap6s a administracdo de duas doses da
vacina CoronaVac, apresentou um declinio apds 6 meses em individuos com mais de 60
anos, no entanto constataram que o aumento da eficacia é possivel com a aplicacdo de uma

terceira dose da vacina apos 6-8 meses, (LIU X, 2021).

2.5.1 Fatores que interferem na resposta imune vacinal

A resposta imune a vacinacao pode variar entre os individuos e tem sido demonstrado
por alguns estudos, que alguns fatores podem influenciar a resposta adaptativa (humoral e
celular) mediada pelas vacinas, (FILHO et al., 2022).

Alguns fatores envolvidos sdo intrinsecos e extrinsecos ao hospedeiro como
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género, idade, doencas de base, genética, microbiota, imunidade preexistente e uso de alguns
medicamentos, por exemplo. Os fatores ambientais, comportamentais e nutricionais também
exercem influéncia nessa resposta do organismo a vacinas, (SANTOS FILHO; VIEIRA,
2021).

Alguns desses estudos que investigam a associacdo de fatores intrinsecos do individuo
a resposta imune mediada por vacinas, sdo voltados a fatores genéticos. A genética é um fator
importante a ser considerado, na COVID-19 e os fatores genéticos ja vem sendo associados
tanto a protecdo como a suscetibilidade a doenca, (STAWISKI et al., 2020). Alguns estudos
que associam fatores genéticos e resposta vacinal, analisam polimorfismos de nucleotideo
Unico em genes de mecanismos importantes da imunidade inata como PRRs e genes que
codificam citocinas e sua relacdo com a variacdo de respostas a vacinas nos individuos,
(OVSYANNIKOVA, 2014).

Ovsyannikova e colaboradores (2014) avaliaram a associacdo de polimorfismos de
genes da imunidade inata ao perfil de resposta induzida pela vacina contra a rubéola e
identificaram que alguns SNVs encontrados em genes de TLRs, exerciam influéncia no
desempenho de respostas imunes inatas e adaptativas, impactando no tipo, direcéo e viés de
resposta produzida pelo individuo apés vacinacdo, (OVSYANNIKOVA, 2014).

Dhiman e colaboradores (2008) investigaram o papel de polimorfismos de receptores
toll nas respostas imunes mediadas pela vacina contra o sarampo e o SNV do gene de TLR3
rs5743305 foi apontado como um fator de risco relacionado a respostas imunes baixas em
vacinados contra 0 sarampo com baixa producédo de anticorpos neutralizantes.

A protecdo conduzida pela vacina é decorrente da adequada interagcdo estabelecida
entre a imunidade inata e adaptativa. A eficacia da vacina é avaliada por meio da resposta
imune induzida por ela, através da quantificacdo de titulos de anticorpos neutralizantes,
soroconversao, avidez de anticorpos, anticorpos funcionais, ativacdo de células T e B, bem
como producdo de citocinas que participam da resposta inflamatoria, entre outras, (SANTOS
FILHO; VIEIRA, 2021).

E nessa analise de efic4cia, que pode ser observada essa nitida variagdo de resposta
vacinal entre os individuos tanto de forma quantitativa como qualitativa, e essas variagdes
existentes podem ter consequéncias tanto na eficicia de protecdo da vacina, quanto na
durabilidade da protecédo oferecida por ela, (FILHO et al., 2022).

Compreender a intervencdo que esses fatores podem provocar na resposta vacinal é
necessario para aprimorar a imunogenicidade e consequentemente a eficacia das vacinas,
(OVSYANNIKOVA, 2014).
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2.6 Polimorfismo genéticos e COVID-19

O projeto Genoma Humano identificou polimorfismos de base Unica que a principio
ndo possuiam uma funcdo especifica, mas com o decorrer do tempo, muitos desses
polimorfismos foram descritos com atuacdo importante na resposta imune contra patégenos,
(OZTURK; TASOVA; AYAZ, 2020).

Fatores intrinsecos ao hospedeiro tais como 0s genéticos, notavelmente os
polimorfismos, vem ganhando importante destaque por estar associado a suscetibilidade ou
protecdo a infeccdes por diversos patogenos, (NIEMI et al., 2021).

Os polimorfismos em genes relacionados a resposta imunoldgica, principalmente
PRRs como TLR e NOD e genes de citocinas, vém sendo associados em diversos estudos a
susceptibilidade a diversas doencas imunoldgicas e infecciosas, (CARTER-TIMOFTE et al.,
2020; PONTILLO, 2014).

Alguns estudos reforgam que os polimorfismos genéticos podem influenciar tanto na
resposta imune quanto na suscetibilidade a severidade da doenga ocasionada pelo novo
coronavirus, predispondo ao seu agravo ou agindo como fator protetor, (DEVAUX |,
CHRISTIAN A, 2020; FRICKE-GALINDO; FALFAN-VALENCIA, 2021).

Alguns estudos apontam que fatores genéticos podem estar associados a patogénese
da COVID-19. No ECA2 humano, por exemplo, foram verificadas por ferramenta de
bioinforméatica algumas eventuais variantes genéticas na populacdo que podem atuar
elevando ou diminuindo a expressao ou afinidade de interacdo do ECA2 com a proteina S do
coronavirus, consequentemente elevando ou reduzindo a suscetibilidade dessa populacdo a
doenga, (DEVAUX , CHRISTIAN A, 2020; STAWISKI et al., 2020).

Presume-se que pacientes jovens com boas condi¢cdes de salde que sucumbem a
doenca desenvolvendo as formas graves da COVID-19 possuem variantes genéticas, que
levam a uma disfuncdo da imunidade, predispondo o individuo a infec¢do por diferentes
patdgenos, como é o caso da sindrome proliferativa ligada ao cromossomo X, que vem sendo
apontada como um fator de suscetibilidade a infecces virais, (CASANOVA, JEAN-
LAURENT, C. SU, 2020).

Polimorfismos em genes do Inflamassoma NLRP3 e NLRP1 e citocinas pro
inflamatorias IL1B e 1L18 componentes da imunidade inata, ja vém sendo relacionados a
resposta imunes prejudicadas, propensdo a gravidade, bem como resisténcia a diversas
doengas infecciosas e ndo infecciosas, (JUNQUEIRA et al., 2021; RODRIGUES et al.,

2020). Apesar dos SNVs (polimorfismos de base Unica) em genes do Inflamassoma estarem
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associados a diversas doengcas, a relacao deles com a COVID-19 ainda é pouco estudada.

SNVs em vias de sinalizacdo e produgdo de interferons também sdo relatados na
literatura como falhas da resposta imune inata a virus. Essas variaches geneéticas
podem interferir nas transcri¢oes e resultar em modificacdes de ativacdo celular e producéo e
secrecdo de citocinas, (NIEMI et al., 2021; ZHANG; ZHAO; ZHAO, 2021).

A relacdo dos fatores genéticos com a variabilidade de manifestagdo clinica ou
progressdo da COVID-19, bem como os erros de resposta imune associados a essas variantes
genéticas como um fator que predispde a manifestacdo clinica ou a variacdo do perfil de
resposta do individuo a infeccdo na COVID-19 ainda € pouco estudada e os dados existentes
ainda sdo limitados, portanto ndo esta bem elucidado qual o papel e relevancia que esses
fatores podem desempenhar no desenvolvimento da doenca ou imunidade ao novo
coronavirus, (CARRIJO-CARVALHO, 2020; FRICKE-GALINDO; FALFAN-VALENCIA,
2021).
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo Geral

Avaliar a associacao entre polimorfismos em genes do inflamassoma NLRP1, NLRP3
e das citocinas IL1B e IL18 a producédo de anticorpos neutralizantes em individuos vacinados

com a CoronaVac.

4.2 Objetivos Especificos

v Estimar a frequéncia das variantes NLRP1 (rs12150220, rs35865013 e
rs2670660), NLRP3 (rs10754558, rs10802502 e rs3806265), IL1B(rs16944) e
IL18 (rs187238) no grupo controle e em individuos vacinados com a
CoronaVac;

v Quantificar a producdo de anticorpos ap6s a vacinagdo com a CoronaVac na
populagéo de estudo;

v Verificar possivel associacdo entre as variantes estudadas com a producdo de

anticorpos nestes individuos;
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5. METODOLOGIA

5.1 Fluxograma de atividades
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5.2 Aspectos éticos

O presente estudo, faz parte de um projeto maior coordenado pela Dra Adriana
Malheiro Alle Marie, submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Fundacao Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM) e intitulado:
Anadlise da resposta imune e eficacia da vacina contra COVID-19 em profissionais da Saude

da Fundacdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas, sob respectivo numero
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de CAAE: 42728021.0.0000.0000 e numero de parecer: 4.526.128.

As amostras do grupo controle, foram coletadas antes da pandemia de COVID-19, e
sdo referentes a um projeto maior coordenado pela Dra Laura Patricia Viana Chaves,
submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Fundacio Hospitalar de
Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM) e intitulado: Avaliacdo do perfil
Celular, humoral e molecular em doadores de sangue com sorologia reativa ao virus da
hepatite B (HBV) na Cidade de Manaus, sob respectivo numero de CAAE: 0024.112.000-10.

Todos os participantes da pesquisa foram informados sobre o estudo e a relevancia do
mesmo, consentindo a participagdo atraves da assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE).

5.3 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo observacional, descritivo, do tipo longitudinal, realizado em
profissionais de saude vacinas vacinados contra a COVID-19 com a vacina CoronaVac. O
presente estudo foi conduzido no Laboratério de Gendmica da Fundacdo Hospitalar de

Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM).

5.4 Populacéo de estudo e amostragem

A populacdo de estudo é composta por um grupo de 193 trabalhadores da Fundacao
Hemoam, que receberam as duas doses da vacina CoronaVac contra a COVID-19, de acordo
com os critérios propostos pelo Ministério da Saude e de acordo com o Plano Nacional de
Vacinacgdo, e um grupo controle composto por 192 doadores de sangue saudaveis. Trata-se de

uma amostragem ndo probabilistica por conveniéncia.

5.5 Critérios de elegibilidade

Foram incluidos no grupo de vacinados, os servidores da Fundacdo Hospitalar de
Hematologia e Hemoterapia do Amazonas que se apresentavam saudaveis, >18 anos, de ambos
0s géneros, que tomaram as duas doses da vacina CoronaVac, e que aceitaram participar do
estudo voluntariamente assinando o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE.

Foram excluidos do grupo de vacinados: individuos que possuiam alguma
imunodeficiéncia, doenga infecciosa em curso, que ndo tomaram o imunizante ou deixaram

de realizar a coleta em alguns dos tempos, Zero, 30 e 90 dias.
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Como grupo controle foram incluidos as genotipagens realizadas para as variantes em
estudo de 192 doadores saudaveis de ambos 0s géneros maiores de 18 anos que realizaram
doacdo de sangue no HEMOAM entre o periodo de janeiro a dezembro de 2015 e que

concordaram participar da pesquisa.

5.6 Coleta das Amostras

A coleta dos dados foi realizada através de questionario individual, que dispdem de
informacBes importantes para o levantamento de um perfil da populacdo de estudo, como
dados demograficos, infeccdo prévia, reinfecdo e reacdo apOs vacinagdo. As amostras
bioldgicas foram coletadas dos servidores durante o periodo de fevereiro a outubro de 2021
pela equipe do projeto. A coleta foi realizada por puncdo venosa de aproximadamente 4mL
de amostra de sangue em tubos com sistema a vacuo contendo EDTA (BD Vacutainer EDTA
K2®), com Gel Separador (Gel BD SST® Il Advance) e ativador de coagulo (BD
Vacutainer® Prp I-prf). As amostras foram coletadas antes da vacinagdo tempo zero (n= 193),
30 dias (n=193) e 90 dias (n=193) apds a segunda dose da vacina, para genotipagem e

sorologia.

5.7 Extracdo e quantificagdo do DNA

A extracdo do DNA Gendmico das amostras de sangue foi realizada pelo método
Brazol. Basicamente, as células foram submetidas a lise por Brazol e cloroférmio e levadas a
centrifugacdo e o sobrenadante gerado foi retirado e lavado com etanol para obtencdo de
precipitado. Ap0Os a extracdo das amostras, 0 DNA foi analisado por leituras a 260/280 nm
com o espectrofotdometro NanoDrop™ 2000/2000c (Thermo Scientific ™). Foi considerado
uma unidade de Densidade Otica (DO) como equivalente a 50 ng/uL de DNA. As faixas
de absorbancia de 260/280 (faixa de absorcdo de compostos organicos, agucares, ureia e sais)
e 260/230 (faixa de absorcdo de proteinas) foram aplicados para avaliar a pureza do DNA,
em seguida o DNA extraido foi congelado a -80° de C e armazenado até a realizacdo da

genotipagem.

5.8 Genotipagem por PCR-RFLP para estudos de polimorfismos dos genes de
IL1B e IL18.

Os polimorfismos dos genes de IL1B e 1L18 foram analisados através da amplificagcdo



53

da regido de interesse pela técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) seguida pela
reacdo de polimorfismo de comprimento de fragmento de restricdo (RFLP). As reacdes de
PCR-RFLP (Polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism) foram
realizadas de acordo com os protocolos descritos por Folwaczny et al., (2005), Bhat et al.,
(2014). Para as reacdes foram utilizados primers especificos para os SNVs IL1Beta (rs16944),
IL18 (rs187238). O programa de ciclagem utilizado seguiu a descricdo dos quadros 4 e 5,
jaos Primers especificos que foram utilizados para a amplificacdo do polimorfismo de
IL18 rs187238 regido (-137 G/C) e IL1Beta rs16944 regido (-511 T>C) estdo descritos nos
quadros 6 e 7.

Temperatura Tempo Ciclo
95°C 4°:00” 1
95°C 0:30”

35
56°C 0:30”
72°C 0:30”
72°C 10’:00” 1
40 1
<D

Quadro 4: Programagdo do termociclador para amplificacdo dos genes de interesse para IL1B.

Temperatura Tempo Ciclo
95°C 15°:00” 1
94°C 0:30”

35
60°C 0:30”
72°C 1:30”
72°C 10°:00” 1
4° 1
(@ ]

Quadro 5: Programagéo do termociclador para amplificacdo dos genes de interesse para IL18.

IL- LSRe | Primers Sequéncia 5°-3° Tp® PCR RFLP Ref.
1Beta ER? Q)

IL1- | Rs16944 | IL-1BF | TGGCATTGATCTGGTTCATC | 56°C | 304pb | 304 pb
Beta 190 pb 1
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104 pb

Aval IL-1BR | GTTTAGGAATCTTCCCACTT

Quadro 6: Descricdo dos Primers de IL1B, temperatura de pareamento (Tp) utilizada para
amplificacdo por PCR e tamanhos dos fragmentos que deverdo ser obtidos ap6s a PCR e reacdo de
restricdo (RFLP). 1. Localizagdo do sitio de restricdo; 2 Enzima de Restricdo; 3 Temperatura de
pareamento; Ref: Referéncias: 1 Bhat e colaboradores (2014).

IL18 | LSR'e | Primer Sequéncia 5°-3° Tp3 PCR RFLP | Ref
ER2 s (°C)
IL18 | Rs1872 | IL18F | CACAGAGCCCCAACTTTTTACGG | 60°C | 155pb
38 CAGAGAA 155pb | 1
116 pb
34 pb
Mbo Il | IL18R | GACTGCTGTCGGCACTCCTTGG

Quadro 7: Descricdo dos Primers de IL18, temperatura de pareamento (Tp) utilizada para
amplificacdo por PCR e tamanhos dos fragmentos que deverdo ser obtidos apds a PCR e reagdo de
restricdo (RFLP). 1. Localizagdo do sitio de restricdo; 2 Enzima de Restricdo; 3 Temperatura de
pareamento; Ref: Referéncias: 1 e 2: 1. Folwaczny e colaboradores (2005)

Os produtos da PCR foram submetidos a reacdo de RFLP. Os produtos da reacdo de
RFLP foram visualizados em gel de agarose (a 3% para IL1B e 2,5% para IL18) e corado com

brometo de etidio.

5.9 Genotipagem por PCR Quantitativa em Tempo Real (qQPCR) para estudos
de polimorfismos em genes de NLRP1, NLRP3.

A genotipagem dos polimorfismos em genes de NLRP3 (rs10754558, rs108805502,
rs3806265) e NLRP1(rs12150220, rs35865013, rs2670660) foi realizada através da técnica de
PCR em tempo real, utilizando sondas fluorescentes TagMan alelo-especificas que permitem
a discriminagcdo dos SNVs em estudo. As reaces de PCR em Tempo Real foram realizadas
em microplacas de 96 pocgos. O termociclador Applied Biosystems QuantStudio™ 3 da
Thermofisher Scientific fois utilizado para amplificacdo dos fragmentos de interesse e
interpretacdo dos resultados. As variagdes genéticas estudadas estdo descritas no quadro

abaixo.
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Quadro 8: Descricdo dos genes, referéncia dos SNVs, localizacéo.

SNV Localizacéo [VIC/FAM] Tipo
GGAGCTTGGAAGAGCTTG Mutacéo de sentido
NLRP1 chr17:5582047 |GTAGAGG[A/T]GTGAGGCA errado, substituicdo
rs12150220 GAGATTTCTGGGGGGAA de transverséo,
intragénica
GGTAAAGGAGATGGGTGG Substituigdo de
NLRP1 chr17:5512596 |GTGGGGC[A/G] TGAAGGAC transicdo, intron,
rs35865013 CCGAAAGACAAGGCCAG intragénico
ACAAGTGATCTACCAGTCTTT
NLRP1 chrl7: 5615686 TAAA[A/G]TTCTATTATTAAA Regido promotora
rs2670660 ACCCAA ACATGC

GACAATGACAGCATCGGGTG Substituicdo de
NLRP3 chrl:247448734 \TTGTT[C/G]TCATCACAGCGC transversdo,UTR 3,
rs10754558 CTCAGTTAGAGGA Intragénica

ATTTATTTATTTAAATTTTTTGT | Substituicdo de
NLRP3 chr1:2474488993/AA[C/T]AGTTTTGTTTTCTAATA | Transicdo,UTR

rs10805502 AGAAAAAT 3,Intron, Intragénico
ATGCTTGGCAGGTGGACAGCAG | Substituicdo de

NLRP3 chrl: 247423034|AAG[C/T]TGTTTTGAAACTAGGA | transicdo, intron,

rs3806265 GTGCAGAAA intragénico

5.9.1 Quantificacdo de anticorpos neutralizantes.

O teste para deteccdo de anticorpos neutralizantes foi realizado usando o Kit SARS-
COV-2 IgG Il Quant ARCHITECH Abbott que detecta anticorpos IgG, anticorpos
neutralizantes do dominio RBD da subunidade S1 da proteina Spike do SARS-CoV-2. O teste
apresenta um cutoff de 50 AU/mL e a interpretacdo dos resultados € negativo (<50 AU/mL) e
positivo (>50 AU/mL). O teste de imunoensaio de microparticulas por quimioluminescéncia

foram feitos no laboratorio de sorologia do HEMOAM.

5.9.2 Analise dos resultados.

Os dados sociodemograficos foram apresentados em tabelas, e elaborados no
programa Microsoft Excel (Microsoft Corporation). As variaveis categoricas sdo expressas
em valor absoluto (n) e frequéncia relativa (%). O software GraphPad Prism (versao 9.0.1) foi
utilizado para a andlise estatistica. O teste de normalidade Shapiro-Wilk foi utilizado para
avaliar a normalidade da distribuicdo dos dados. Dessa forma, considerando a distribui¢do ndo
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gaussiana dos dados, foi utilizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney para comparagao
entre 0s grupos, e o teste de Wilcoxon para analises pareadas.

O software R Studio foi utilizado para a analise da frequéncia genotipica e alélicas, e 0
equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) na populacdo de estudo. As diferencas observadas

foram consideradas significantes quando p<0,05.

6. RESULTADOS
6.1 Dados demograéficos

Como descrito na tabela abaixo, 68% da populacdo de estudo no grupo de vacinados
sdo do sexo feminino contra 66% no grupo controle. J& o sexo masculino representa 32% da
populacdo no grupo de vacinados contra 34% no grupo controle. No grupo de vacinados a
mediana + IQR foi de 40 (29 — 50) para individuos entre 18 e 59 anos de idade, e de 63 (61 —
69) para individuos acima de 60 anos. Ja no grupo controle os individuos com idade entre 18
e 59 anos apresentaram mediana + IQR de 35 (24 — 47) e 64 (61— 67) para individuos com

idade igual ou superior a 60 anos.

Tabela 1: Caracteristicas sociodemogréaficas da populacdo de estudo.

Grupo controle Grupo de vacinados
(n=192) (n=193)

Caracteristicas sociodemograficas

Idade, mediana + IQR

18-59 anos 35 (24 - 47) 40 (29 - 50)
>60 anos 64 (61 —67) 63 (61 — 69)
Omissos, N (%)
1 (0,7%) 3 (15%)
Sexo, N (%)
Masculino 65 (34%) 61 (32%)
Feminino 127 (66%) 132 (68%)
Etnia, N (%)
Brancos 91 (47,3%) 86 (44,5%)
Pardos 87 (45,3%) 91 (47,1%)
Negros 13 (6,7%) 12 (6,2%)
Omissos 1(0,7) 3 (1,5%)




57

Ainda na tabela 1 consta que 44,5% da populacdo do grupo de vacinados sdo
caucasianas, 47,1% sdo pardos e apenas 6,2% dos individuos vacinados s&o negros, ja na
populacéo do grupo controle 45,3% dos individuos sdo pardos, 47,3% sdo caucasianos e 6,7%
negros. Alguns sinais e sintomas de reacdes adversas apresentados apds vacinacdo foram
relatados por alguns participantes do grupo de vacinados e a intensidade variou de leve a
moderada. ReacGes adversas de maior gravidade apds a administracdo das doses nao foram
descritas.

Dos 193 individuos imunizados, 94 dos participantes apresentaram uma ou mais
reacOes adversas conforme demostrado abaixo na tabela 2, representando 49% da populacéo
de estudo. Os eventos adversos mais mencionados foram: dor local da aplicagédo (46,6%),
febre (1,55%), eritema local (1,55%), dor muscular (1,55%) , e mal-estar (0,5%). A infeccédo
prévia (antes da vacinacdo) foi relatada por 105 participantes, que afirmaram terem contraido
COVID-19 antes da administragdo das doses, representando 54% da populagdo de estudo,
enquanto os quadros de reinfeccdes entre as doses da vacina foram descritas apenas por 8
participantes, representando assim, 4% da populacdo de estudo, conforme demostrado na
tabela 2.

Tabela 2: Descrigdo dos eventos adversos relatados pelos voluntarios apds a administracdo da

vacina.
Grupo de vacinados
(n=193)
Reac6es Adversas, N (%0)
Sim Né&o Omissos
Febre 3 (1,55%) 173 (89,6%) 17 (8,8%)
Dor no local 90 (46,6%) 86 (44,5) 17 (8,8%)
Eritema local 3 (1,55%) 173 (89,6%) 17 (8,8%)
Dor muscular 3 (1,55%) 173 (89,6%) 17 (8,8%)
Mal-estar 1 (0,5%) 175 (90,6%) 17 (8,8%)
Infeccdo prévia, N (%) 105 (54,4%) 71 (36,7%) 17 (8,8%)
Reinfecdo apo6s vacinacgdo, N (%0) 8 (4,1%) 167 (86,5%) 18 (99,3%)

6.2 Quantificacdo de Anticorpos neutralizantes

Analisamos a titulacdo de anticorpos neutralizantes dos individuos vacinados. Nas

figuras 12 e 13, observamos que 122 individuos apresentavam anticorpos contra SARS-CoV-
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2 (>50 AU/mL) no periodo anterior as vacinas, e essa diferenca é estatisticamente
significante, quando comparada a 30 e 90 dias ap6s a administracdo da segunda dose da
vacina. Observou-se também que, a producédo de anticorpos aumentou 30 dias ap0s a segunda
dose da vacina, e essa diferenca é estatisticamente significante quando comparada aos demais
tempos. Entretanto, ao observarmos a producdo de anticorpos aos 90 dias ap6s a
administracdo da segunda dose, vemos que esta apresenta uma diminuicdo da sua
concentracgdo/titulacdo, mas esta producdo ainda € superior ao tempo pré-vacina e ha diferenca

estatisticamente significante nas comparacées (p<0,05).

Figura 12: Quantificacdo de anticorpo neutralizante anti-SARS-CoV-2 dos tempos
pareados DO, 30 e 90 dias, indicando as amostras que testaram positivo e negativo nos trés
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Ao analisarmos a soronegatividade para 1gG anti-SARS-CoV-2, observou-se que, apos

a vacina, somente uma amostra continuou abaixo do cut-off (<50 AU/mL), ou seja, ndo
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apresentou anticorpos lgG anti-SARS-CoV-2 apds as vacinas, conforme demonstrado na
figura 12.

Na figura 13, observamos o quanto a producdo de anticorpos aumentou ou diminuiu
apos o estimulo vacinal. Em 30 dias apds a segunda dose houve um aumento de 2.3 na
concentracdo/titulacdo de anticorpos 1gG em comparagdo com tempo DO. Em 90 dias ap0s a
administracdo da segunda dose, observa-se uma diminui¢cdo da concentracdo de anticorpos
neutralizantes, no entanto essa concentracdo é superior ao tempo pré-vacina, apresentado
aumento de 1.8 em comparagdo com o tempo DO. Quando comparamos os tempos 30 e 90,
observamos que o tempo 30 apresentava aumento de 1.2 na concentragdo de anticorpos em
comparagdo com o tempo 90.
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Figura 13: Razédo das medianas de cada tempo e comparacao da producéo de anticorpos apés

a vacinagéo.

6.3 Analise da frequéncia alélica e genotipica dos polimorfismos estudados em

individuos vacinados e individuos controles

A genotipagem para 0os SNVs IL18 rs187238; IL1B rs16944; NLRP1 rs12150220,
rs2670660, rs35865013; NLRP3 rs10754558, rs10805502, rs3806265 foram realizados em
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amostras del93 individuos vacinados e 192 controles. Na tabela 3 encontram-se as
distribuicGes e frequéncias dos genotipos das variantes estudadas na populagdo de estudo.
Entre todos os SNPs estudados, IL1B rs19644 (p=0,024), NLRP1 rs35865013 (p=0,000) e
NLRP3 rs3806265 (p=0,000), se desviaram do Equilibrio de Hardy-Weinberg no grupo de
individuos vacinados.

Nossos dados revelam que para a variante IL1B rs16944 o gendtipo C/T foi o mais
frequente em ambos o0s grupos e houve diferenca estatisticamente significante para os
modelos de heranca dominante (OR: 2,19, 95% IC: 1,35-3,56; [ p=0,001]), codominante
(p=0,005), e overdominante (p=0,023). Para a variante 1L18 rs187238 o gendtipo G/C foi o
mais frequente em ambos o0s grupos, e ndo houve diferenca estatisticamente significante na
comparagdo entre 0s genotipos. Para a variante NLRP1 rs12150220 no grupo controle o
gendtipo mais frequente foi A/T, e no grupo de individuos vacinados o mais frequente foi o
genotipo A/A, e ndo houve diferenca significativa nas comparacoes.

Ainda, para a variante NLRP1 rs35865013 o gendtipo A/G foi o mais frequente no
grupo controle, ao passo que, observamos distribuicdo igual entre os genotipos G/G e A/A no
grupo de individuos vacinados, apesar de ndo observarmos diferencas estatisticamente
significantes nas comparagoes.

Avaliamos também as frequéncias genotipicas para a variante NLRP3 rs10754558 na
populacdo de estudo, e observamos que, o genotipo C/C foi o mais frequente em ambos 0s
grupos, e houve diferenca estatisticamente significante para os modelos de heranca
codominante (p=0,030), dominante (OR: 1,69, 95% IC: 1,12-2,55; [p=0,011]) e
overdominante (p=0,073). Para a variante NLRP3 rs10802502 o genétipo C/T foi o mais
frequente em ambos 0s grupos, com diferenca estatisticamente significante para 0 modelo de

heranca recessivo (p=0,035).

Tabela 3: Tabela de Frequéncia dos alelos e gen6tipos dos polimorfismos nos genes NLRP1,
NLRP3, 7/L1p e IL18 na populacdo de estudo, ajustado por género e idade.

_ _ Grupo Grupo de OR
Po!lmorflsmO, controle Vacinados Valor de p AIC
genotipo ou alelo ~ _ (C1 95%)
(n=192) (n=193)
IL1B rs16944 C/T
Codominante
2,09

c/c 35 (18%) 33 (17%)
(1,12-3,90)




2,23
C/IT 96 (50%) 118 (62%) 0,005 525,3
(1,35-3,70)
TIT 61 (31%) 33 (17%) 1,00
Dominante
2,19
C/T-C/C 131 (68%) 157 (82%) 0,001 523,4
(1,35-3,56)
TIT 61 (31%) 33 (17%) 1,00
Recessivo
T/T-CIT 157 (81%) 151 (79%) 1,00
1,19
c/C 35 (18%) 39 (20%) 0,505 533,4
(0,71-1,99)
Overdominante
T/T-C/C 96 (50%) 72 (37%) 1,00 0,023 528,7
1,60
CIT 96 (50%) 118 (62%)
(1,06-2,42)
Log- Additive
1,48
0,1,2 192 (50%) 190 (49%) 0,012 527,6
(1,09-2,02)
1L18 rs187238 G/C
Codominante
G/IG 81 (42%) 69(36%) 1,00
1,28
G/C 91(47%) 100 (52%) 0,519 534,5
0,83-1,97)
1,24
Cc/C 20 (10%) 21 (11%)
(0,62-2,49)
Dominante
G/IG 81 (42%) 69 (36%) 1,00 0,253 532,5
G/C-C/IC 111 (57%) 121 (63%) 1,27
Recessivo
G/G-G/C 172 (89%) 169 (88%) 1,00
C/C 20 (10%) 21 (11%) 1,08 0,818 533,8
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(0,56-2,7)
Overdominante
G/G-C/C 101 (52%) 90 (47%) 1,00 0,331 532,9
1,22
G/C 91 (47%) 100 (52%)
(0,82-1,83)
Log Additive
1,17
0,1,2 192 (50%) 190 (49%) 0,331 532,9
(0,85-1,60)
NLRP1 rs12150220 A/T
Codominante
A/A 80 (41%) 83 (43%) 1,00
0,86
AT 91 (47%) 81 (42%) 0,618 534.,8
(0,56-1,32)
1,14
TIT 21 (10%) 26 (13%)
(0,59-2,20)
Dominante
A/A 80 (41%) 83 (43%) 1,00 0,647 533,6
0,91
AIT-TIT 112 (58%) 107 (56%)
(0,60-1,37)
Recessivo
AIA-AIT 171 (89%) 164 (86%) 1,00 0,501 533,4
1,24
TIT 21 (10%) 26 (13%)
(0,67-2,29)
Overdominante
A/A-TIT 101 (52%) 109 (57%) 1,00 0,369 533,0
0,83
AT 91 (47%) 81 (42%)
(0,55-1,25)
Log Additive
1,00
0,1,2 192 (50%) 190 (49%) 0,992 533,8
(0,74-1,35)

NLRP1 rs35865013 A/G
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Codominante

G/IG 3 (1%) 84 (44%) 1,00
0,02
AIG 161 (83%) 84 (44%) 1,895 4173
(0,01-0,06)
0,03
A/A 28 (14%) 22 (11%)
(0,01-0,10)
Dominante
G/IG 3 (1%) 84 (44%) 1,00 2,885 416,8
0,02
AIG-AIA 189 (98%) 106 (55%)
(0,01-0,06)
Recessivo
G/IG-AIG 164 (85%) 168 (88%) 1,00 3,887 533,1
0,77
A/A 28 (14%) 22 (11%)
(0,42-1,40)
Overdominante
GI/IG-A/IA 31 (16%) 106 (55%) 1,00 3,750 467,4
0,15
AIG 161 (83%) 84 (44%)
(0,20-0,25)
Log Additive
0,21
0,1,2 192 (50%) 190 (49%) 3,519 4727
(0,13-0,33)
NLRP3 rs10754558 C/G
Codominante
C/C 117 (60%) 92 (48%) 1,00
1,61
C/IG 65 (33%) 80 (42%) 0,030 528,8
(1,05-2,47)
2,23
G/IG 10 (5%) 18 (9%)
(0,98-5,09)
Dominante
C/C 117 (60%) 92 (48%) 1,00 0,011 527,4
C/G-G/G 75 (39%) 98 (51%) 1,69
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(1,12-2,55)

Recessivo
C/IC-C/IG 182 (94%) 172 (90%) 1,00 0,130 531,5
1,84
G/IG 10 (5%) 18 (9%)
(0,82-4,11)
Overdomiante
C/IC-GIG 127 (66%) 110 (57%) 1,00 0,073 530,6
1,46
C/IG 65 (33%) 80 (42%)
(0,96-2,23)
Log Additive
1,55
0,1,2 192 (50%) 190 (49%) 0,008 526,9
(1,11-2,15)
NLRP3 rs10802502 C/T
Codominante
C/C 73 (38%) 66 (34%) 1,00
1,03
CIT 95 (49%) 84 (44%) 0,108 531,4
(0,65-1,61)
1,83
TIT 24 (12%) 40 (21%)
(0,99-3,37)
Dominante
Cc/C 73 (38%) 66 (34%) 1,00 0,407 533,1
1,19
CIT-TIT 119 (62%) 124 (65%)
(0,78-1,82)
Recessivo
C/C-CIT 168 (87%) 150 (78%) 1,00 0,035 529,4
181
T/T 24 (12%) 40 (21%)
(1,03-3,15)
Overdominante
C/IC-TIT 97 (50%) 106 (55%) 1,00 0,440 533,2
0,85
CIT 95 (49%) 84 (44%)

(0,57-1,28)
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Log Additive

1,28
0,1,2 192 (50%) 190 (49%) 0,092 531,0
(0,96-1,71)

6.4 Analise de associacdo entre 0s gendtipos das variantes estudadas e a
producdo de anticorpos neutralizantes nos tempos 0, 30 e 90 dias apos a

segunda dose.

A associacao entre os gendtipos e os niveis de producéo de anticorpos neutralizantes,

revela que para a variante de 1L18 rs187238, a producdo de anticorpos neutralizantes nos
tempos 0, 30 e 90 dias, se manteve independente dos genotipos apresentados para esta
variante, e ndo houve significancia estatistica nas comparacfes, conforme demostrado no

gréfico 2.

IL-18 rs187238
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Gréfico 2: Razdo das medianas de cada tempo A) Tempo 0, B) 30 dias, C) 90 dias e
comparagdo da producdo de anticorpos antes e ap6s a vacinacao de acordo com a distribuicéo
genotipica do SNV para IL18 rs187238. teste de Mann Whitney.

J& para a variante de IL1B rs16944 a produgdo de anticorpos neutralizantes nos trés
tempos apresentou diferencas estatisticas observdveis entre os grupos de individuos
heterozigotos (C/T) e individuos homozigotos (C/C, T/T) nos tempos 0, 30 e 90 dias. No
gréfico 3, observamos que no tempo 0 (grafico A), os individuos que apresentaram o genotipo
T/T produziram mais anticorpos neutralizantes que os individuos com 0s outros genotipos,
havendo diferengas estatisticas significativas entre individuos homozigotos para o genotipo
T/T em comparacdo com individuos heterozigotos para o gendtipo CT, (T/T vs. C/T
[p=0,039]).
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Em 30 dias ap6s a segunda dose da vacina (grafico B), manteve-se a tendéncia de
aumento de producéo de anticorpos neutralizantes para os individuos homozigotos, sendo que
os individuos com homozigose para 0 genotipo T/T produziram mais anticorpos
neutralizantes em comparagdo com 0s que apresentaram heterozigose para o genétipo C/T,
havendo diferencas estatisticas significativas nas comparacdes, (T/T vs. C/T [p=0,0001]).

Aos 90 dias ap6s a administracdo da segunda dose (grafico C), observa-se a
diminuicdo dos titulos de anticorpos, no entanto, os individuos com homozigose para 0s
gendtipos C/C e T/T mantiveram os niveis de producdo de anticorpos neutralizantes acima
dos niveis apresentados pelo grupo heterozigoto C/T, havendo diferencas significativas nas
comparaces, (C/T vs. C/C [p=0,049]; T/T vs. C/T [p=0,021]). Portanto, o gendétipo C/T da
variante IL1B rs19644, aparenta favorecer uma menor producdo de anticorpos neutralizantes

nesses individuos.
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Grafico 3: Razdo das medianas de cada tempo A) Tempo 0, B) 30 dias, C) 90 dias e
compara¢do da producdo de anticorpos antes e apds a vacinacdo de acordo com a distribuicédo
genotipica dos SNVs para IL1B rs19644. teste de Mann Whitney.

No grafico 4, apos a estratificacdo dos individuos vacinados por genotipo para as
variantes de NLRP1 rs35865013 e rs2670660, a producdo de anticorpos nos tempos 0, 30 e 90
dias se manteve independente dos genotipos apresentados para essas variantes, nao
apresentando significancia estatistica, com excecdo da variante de NLRP1 rs12150220, em
que se observa diferencas entre os genotipos apresentados e a producdo de Anticorpos
neutralizantes nos tempos 0, 30 e 90 dias. Os individuos que apresentaram homozigose para 0

genotipo T/T produziram mais anticorpos neutralizantes nos trés tempos em comparagdo com
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individuos homozigotos para o genotipo A/A e essa comparagdo foi estatisticamente relevante
30 dias apds a administracdo da segunda dose, (T/T vs. A/A [p=0,007]. O gendtipo NLRP1

T/T rs12150220 parece favorecer a producdo de anticorpos neutralizantes nesses individuos.
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Grafico 4: Razdo das medianas de cada tempo A) Tempo 0, B) 30 dias, C) 90 dias e

comparacdo da producédo de anticorpos antes e ap0s a vacinacao de acordo com a distribuicéo
genotipica dos SNVs para NLRP1 rs12150220, rs35865013, rs2670660. *teste de Mann

Whitney.
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Grafico 5: Razdo das medianas de cada tempo A) Tempo 0, B) 30 dias, C) 90 dias e
comparacdo da producdo de anticorpos antes e apds a vacinacdo de acordo com a distribuicédo
genotipica dos SNVs para NLRP3 rs10754558.

O gréfico 5 demostra que a producdo de anticorpos neutralizantes pelos individuos
vacinados nos trés tempos e estratificados por gendtipo se manteve de forma independente
dos gendtipos apresentados para esta variante de estudo (NLRP3 rs10754558), néo
apresentando significancia estatistica entre a producdo de anticorpo de individuos

homozigotos ou heterozigotos, antes ou apos a vacinagao.
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Gréfico 6: Razdo das medias de cada tempo A) Tempo 0, B) 30 dias, C) 90 dias e
comparacdo da producédo de anticorpos antes e apés a vacinagao de acordo com a distribuico
genotipica dos SNVs para NLRP3 rs10802502, rs3806265. teste de Mann Whitney.

No grafico 6, a estratificacdo dos individuos vacinados por gendtipo para as variantes
de NLRP3 rs10802502 e rs3806265 apresentaram significancias estatisticas entre a producao
de anticorpos nos tempos T1(30 dias) e T2 (90 dias) ap6s a vacinacdo. Sendo que para a
variante de NLRP3 rs10802502 os de individuos com gendtipo C/C nos tempos 30 e 90 dias
produziram mais anticorpos neutralizantes em compara¢do com os individuos com genotipo
T/T, onde este ultimo, parece favorecer uma menor producdo de anticorpos nesses individuos,
(T/T vs. CIC [p=0,016]); (T/T vs. C/C [p=0,032]).

Para a variante de NLRP3 rs3806265 a producdo de anticorpos neutralizantes nos
tempos T1 (30 dias) e T2 (90 dias) apresentaram significancia estatistica entre os grupos de
individuos heterozigotos (C/T) e individuos homozigotos (C/C, T/T) nos tempos 30 e 90 dias,
onde é possivel observar que no tempo 30 e 90 (graficos B e C), o grupo de individuos com os
gendtipos C/T e T/T produziram mais anticorpos neutralizantes que os individuos
homozigotos para o genétipo C/C, portanto, o genétipo C/C parece favorecer uma menor
producdo de anticorpos neutralizante nos vacinados, (C/C vs. C/T [p=0,031]; (T/T vs. C/C
[p=0,045]); (C/C vs. C/T [p=0,009]; (T/T vs. C/C [p=0,020]).

7. DISCUSSAO

A COVID-19 é uma doenca infecciosa causada pelo virus SARS-CoV-2, emergida em
dezembro de 2019 na China e que foi responsavel pela ultima pandemia que durou mais de
dois anos (SILVA et al., 2020). A diversidade de resposta imune a infec¢do pelo virus SARS-
CoV-2 entre os individuos vem sendo atribuida a alguns fatores como, género, idade, doencas
de base e em parte aos fatores genéticos do hospedeiro (GOLDENBERG, 2020).

Estudos desenvolvidos durante e apds o periodo pandémico evidenciaram a
contribuicdo desses fatores intrinsecos do individuo na evolugéo, gravidade e desfecho clinico
da doengca (CARRIJO-CARVALHO, 2020; CARTER-TIMOFTE et al., 2020). Alguns desses
achados, apontaram para a associacdo de variagdes genéticas de nucleotideo Unico em genes
da resposta imunoldgica com a desregulacdo imune caracteristica dos casos graves de
COVID-19 (DUARTE et al., 2022; GIOSU et al., 2022; TIEMI et al., 2023).

No curso clinico desfavoravel do processo infeccioso, a inflamagdo exacerbada torna-
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se um dos principais desafios encontrados, pois a desregulagdo do processo inflamatério leva
a liberagdo excessiva de mediadores quimicos como, as citocinas e quimiocinas (MANIK;
SINGH, 2022), que promovem a hiperativacdo e recrutamento de celulas do sistema imune
inato, principalmente, como neutréfilos, macrofagos, células dendriticas e células NK que
mantém um feedback positivo para a manutencdo da inflamacéo, ocasionando graves danos
teciduais (VAN DEN BERG; TE VELDE, 2020). Sendo assim, a resposta imune inata e o
processo inflamatdrio exercem um papel fundamental no desenvolvimento, evolucédo e
gravidade da COVID-19.

Dentre 0os mecanismos inatos que participam da resposta contra o virus SARS-CoV-2,
encontram-se a familia de receptores intracelulares do tipo NOD que reconhecem padrbes
moleculares associados a patdgenos (PAMPS) e padrGes moleculares associados a danos
(DAMPs), que medeiam a formacdo do complexo inflamatdério conhecido como
inflamassoma. (BORDALLO et al.,, 2020; JUNQUEIRA et al., 2021). O complexo
inflamassoma séo plataformas moleculares multiproteicas que se agrupam no citoplasma da
célula em resposta a estimulos exdgenos e enddgenos gerando a ativacdo de caspases
inflamatdrias que culminam na clivagem de pré-formas das citocinas IL1B e IL18 em suas
formas ativas, estas por sua vez, medeiam a resposta imune, através da ativacdo e regulacao
de mecanismos inatos e adaptativos (ALVES, 2015; KAMADA, 2013)

Os inflamassomas vem sendo amplamente descritos na literatura como associados a
diversas doencas infecciosas e nao infecciosas (ANDRADE, 2019; SCHRODER; TSCHOPP,
2010; SHARMA; KANNEGANTI, 2021), incluindo a COVID-19, estando bem caracterizada
a sua relacdo com a gravidade da doenca, associada a tempestade de citocinas (JUNQUEIRA
etal., 2021; RODRIGUES et al., 2020; VAN DEN BERG; TE VELDE, 2020). Alguns desses
estudos envolvendo variacGes genéticas em genes da via de ativacdo do complexo
inflamassoma e seu papel na infec¢do por COVID-19, demostraram que variantes em genes
tanto das citocinas liberadas pelos inflamassomas (IL1B e IL18) quanto receptores
intracelulares (NLRP1 e NLRP3), exerciam uma associac¢do positiva ou negativa no desfecho
clinico da doenca (DUARTE et al., 2022; GIOSU et al., 2022; TIEMI et al., 2023), no
entanto, possiveis relagdes das variacbes genéticas com a resposta imune mediada pela vacina
contra a COVID-19 ainda é desconhecida.

Em nossa populacdo de estudo, analisamos 8 SNVs em componentes do complexo
inflamassoma e a possivel associacdo com a resposta imune mediada pela vacina contra a
COVID-19 e observamos o0 aumento e manutengdo da producdo de anticorpos neutralizantes

associado aos polimorfismo para IL1B rs16944 genotipo T/T, NLRP1 rs12150220 gendtipo
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T/T, NLRP3 rs10802502 genottipo C/C, rs3806265 gendtipo C/T e T/T, enquanto 0s
genotipos C/T IL1B rs16944, A/A NLRP1 12150220, T/T NLRP3 10802502 e C/C 3806265
parecem favorecer uma menor producdo de anticorpos em individuos imunizados com duas
doses da CoronaVac, indicando possivel influéncia de algumas dessas variacfes genéticas ja
previamente associadas a suscetibilidade ou protecédo contra a COVID-19 em outros estudos,
na resposta imune vacinal. (DUARTE et al., 2022; GIOSU et al., 2022; MAES et al., 2022,
NEIRA-GOULART et al., 2023; TIEMI et al., 2023)

A citocina IL1B é um mediador pré-inflamatoria que atua na resposta imunoldgica
contra diversas patologias que variam de infecciosas a ndo infecciosas como, processos
inflamatorios ou injdrias teciduais e infeccBes diversas, a citocina em sua pré forma é
processada pela ativacdo do complexo inflamassoma através da atuacdo da caspase-1
(MARTINON; BURNS; TSCHOPP, 2002). A producdo da citocina IL1B associada a
variagBes geneticas em genes da via do inflamassoma vem sendo relacionado na literatura a
suscetibilidade, desenvolvimento, gravidade ou protecdo de enfermidades como o cancer,
lUpus eritematoso, diabetes tipo Il, artrite reumatoide, COVID-19, hepatite B entre outras
(ALVES, 2015; BORDALLO et al., 2020; PONTILLO, 2014).

Estudos conduzidos tanto no Brasil, quanto em outras partes do mundo, evidenciaram
que a variacdo genética da citocina IL1B rs16944 (-511 T>C) esté associado ao aumento da
producdo dessa citocina pré-inflamatéria em diferentes doencas, incluindo a COVID-19,
elevando o risco de desenvolvimento e agravamento dessas enfermidades (ALVES, 2015;
CAPOBIANCO et al., 2020; GIOSU et al., 2022; HIRANKARN et al., 2006; SCOLA et al.,
2022).

Em um estudo de Yue Wang e colaboradores (2003), foi demostrado que o haplétipo
C/T de IL1B rs16944 -511 estava associado a presenca de carcinoma hepato celular em
individuos portadores de HCV crénico. Ja Fischer e colaboradores (2022) demostraram que
individuos com HBV que possuiam o gendtipo C/C eram mais propensos a adquirir cirrose
hepatica. Da mesma forma, Balzanelli e colaboradores (2022) demostraram que o genotipo
T/T, desempenha uma acdo de prote¢do na infec¢do por COVID-19, enquanto o genotipo C/T
foi associado a suscetibilidade a doenca. Abadi e colaboradores (2023) encontraram
associacdo de risco para a infeccdo pelo virus SARS-CoV-2 em individuos portadores do
genotipo A/G para a variante IL1 B rs16944 -31, enquanto Apriningsih e colaboradores
(2023) correlacionaram o genotipo G/G da variante de IL1 B rs16944 -31 com protecdo a
gravidade da doenca e o genétipo AG como um fator de risco para o desenvolvimento das
formas graves da COVID-109.
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Em um estudo de Capobianco e colaboradores (2020) observaram que individuos
naturalmente infectados com plasmodium vivax e que eram portadores do genotipo C/C da
variante IL1B rs16944 -511 apresentaram titulos de anticorpos neutralizantes maiores para a
proteina circunsporozoita do plasmodium vivax.

Em nossa coorte o genotipo T/T para a variante IL1B rs16944 -511 foi associado com
uma maior capacidade de producdo de anticorpos neutralizantes em individuos imunizados
com a CoronaVac, em comparacdo com individuos do genoétipo C/T, podendo indicar que
individuos que possuam essa variacdo genética podem responder diferentemente aos
estimulos vacinais contra a COVID-19.

E no cromossomo 2q14 que se encontra o gene codificante da citocina IL1B, esse gene
apresenta uma diversidade de variacdes de nucleotideo Unico, dentre estas, se encontra a
variante IL1B rs16944 que esta situado na regido promotora podendo atuar de forma
significativa na interacdo entre as proteinas de DNA, repercutindo na producdo de
ILIB(CAPOBIANCO et al., 2020). Essa variacdo vem sendo descrita na literatura como
associado a suscetibilidade ou protecdo em diversas doencas, principalmente devido a uma
maior producdo desta citocina (GIOSU et al., 2022)

Outra importante citocina também secretada pelo complexo inflamassoma é a IL18,
cuja acéo atua tanto sobre mecanismos inatos, como adaptativos. Na COVID-19, o aumento
dessa citocina foi relacionado a tempestade de citocinas e mal prognéstico da doenca. (TIEMI
et al., 2023). Em nossa coorte, ndo encontramos nenhuma associa¢do da variante de 1L18
rs187238 com a producéo de anticorpos neutralizantes dos individuos vacinados, contudo, em
um estudo realizado por Tiemi e colaboradores (2023), a variante 1L18 rs187238 -137 C>G
foi associada com a gravidade da COVID-19, onde sugerem que essa variante pode modular a
producdo de IL18 e respostas imunes mediadas por células Thl, ja que em outro estudo
(GIEDRAITIS et al., 2001), esse polimorfismo localizado na regido promotora também foi
associados com uma diminui¢do da producéo dessa citocina.

O inflamassoma NLRP1 esta presente em diversas células do sistema imune, incluindo
macrofagos e mondcitos, a maneira como esse complexo inflamatério é ativado pelo virus
SARS-CoV-2, ndo estd muito bem caracterizada, no entanto, estudos apoiam que esse
receptor intracelular atua como um sensor de proteases do virus como a NSP5 resultando na
sua ativacdo (DUARTE et al., 2022).

A variante genética de NLRP1 rs12150220 que é uma variante missense com ganho de
funcéo, conhecida por aumentar o processamento de IL1B (PONTILLO, 2014), foi associada

a predisposicdo a doencas como lUpus eritematoso, vitiligo (PONTILLO et al., 2012;



73

WESTHOFF et al., 2021), bem como, a gravidade da COVID-19 em um estudo de Leal e
colaboradores (2022), em que o gendtipo T/T era mais frequente em individuos com quadros
graves da doenca. Em nossa coorte encontramos associacdo entre o genétipo NLRP1 T/T
rs12150220 com a producdo de anticorpos neutralizantes em individuos imunizados com a
CoronaVac, podendo esta variante, estar contribuindo para 0 aumento e manutencdo da
producdo de anticorpos neutralizantes nesses individuos.

Ja para as demais variacGes genética de NLRP1 rs35865013, rs2670660 néo
encontramos associacdo com a producdo de anticorpos neutralizantes, no entanto, a variante
de NLRP1 rs2670660 que ocorre na regido promotora, foi associada em outros estudos a
suscetibilidade ou risco para doengas como Vitiligo, Lupus eritematoso, Diabetes Tipo | e
outras doencas autoimunes por poder induzir uma expressao modificada do receptor e
consequentemente elevar a producdo de IL1B e IL18. (PONTILLO et al., 2012; SUN et al.,
2019; WESTHOFF et al., 2021).

Em nossa coorte as variantes de NLRP3 rs10802502 gendétipo C/C e rs3806265
gendtipo C/T e T/T foram associados a uma maior producdo de anticorpos neutralizantes nos
individuos vacinados. Ainda ndo ha estudos que confirmem a associacdo da variante NLRP3
rs10802502 com a doenga COVID-19 ou outras doencas infecciosas e ndo infecciosas.

J& a variante de NLRP3 rs3806265 foi associada a doencas autoimunes em alguns
estudos, (HANAEI et al., 2017; IMANI et al., 2018; SLEZAKOVA et al., 2018). Em um
estudo de Sun e colaboradores (2022), essa variante foi associada ao titulo de anticorpos
descarboxilase de acido glutdmico (GADA), em que pacientes chines com o genétipo C/C
apresentaram titulos de GADA mais elevados do que pacientes com o genétipo T/T,
indicando que essa variacdo genética pode influenciar na ativacdo do inflamassoma de NLRP3
aumentando a producdo das citocinas IL1B e IL18, podendo consequentemente atuar nas
respostas de células T e B, (SUN et al., 2022).

J4 para a variante de NRLP3 rs10754558 ndo encontramos associacao
estatisticamente significativa entre os genotipos e a producdo de anticorpos nos individuos
vacinados, contudo, em um estudo de Maes e colaboradores (2022), individuos com COVID-
19 que apresentaram 0 genotipo G/G eram mais suscetiveis ao agravamento da doenga, em
relacdo aos individuos que apresentaram os demais genotipos. Igualmente em um estudo de
Goulart e colaboradores (2022), individuos com COVID-19 portadores do genoétipo G/G desta
mesma variante estavam mais propensos a progressdo da doenca e 6bito, indicando que a
variante de NLRP3 rs10754558 estaria associada a gravidade clinica da COVID-19.

Os NLRs sdo essenciais na resposta hospedeiro contra processos infecciosos e estereis,
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atuando como sensores intracelulares capazes de reconhecer PAMPs e DAMPs (RODRIGUE-
GERVAIS; SALEH, 2010), estando diretamente envolvidos na formagdo do complexo
inflamassoma e consequentemente na ativacao, regulacdo e modulacdo de respostas imunes
inatas e adaptativas, através da maturacdo e liberacdo das citocinas IL1B e 1L18 (SATIS et al.,
2021). As citocinas IL1B e IL18 podem atuar diretamente ou indiretamente na ativagéo,
proliferacdo e regulacdo de células T e B, ou induzindo a produgdo de citocinas como TNF-
alfa e IL2 que também atuam na diferenciacdo de células T helper principalmente
(ZALINGER; ELLIOTT; WEISS, 2017). Estudos indicam que a citocina IL18 desempenha
um papel importante na regulacdo da producdo de anticorpos por induzir a producgdo de
citocinas que levam a polarizacdo de células T auxiliar para fendtipo Th2 (RODRIGUES et
al., 2020) Ja a citocina IL1B desempenha um papel na regulacdo de células Th foliculares,
podendo exercer influéncia nas respostas de células B.

A resposta imune vacinal contra a COVID-19 apresenta uma variacdo interindividual e
ndo esta muito bem elucidado quais fatores influenciariam nessa diferenca de resposta imune
apresentada pelos individuos imunizados (FILHO et al., 2022). No entanto é conhecido que as
respostas imunes mediadas por vacinas de modo geral podem ser influenciadas por diversos
fatores que abrangem desde a tecnologia utilizada pelo imunizante, & fatores ambientais e
intrinsecos do hospedeiro (SANTOS FILHO; VIEIRA, 2021). Os estudos presentes na
literatura sobre as variagdes genéticas e COVID-19, evidenciam a influéncia que o
background genético do individuo pode exercer no desfecho clinico da doenca através da
possivel modulacdo da resposta imune, (CARTER-TIMOFTE et al., 2020; MAES et al.,
2022; NEIRA-GOULART et al., 2023; NIEMI et al., 2021), portanto, é evidente que 0s
polimorfismos em genes do complexo inflamassoma podem influenciar na regulagido da
resposta imune e consequentemente na producdo de anticorpos, podendo afetar a capacidade
dos receptores de reconhecer os antigenos vacinais e induzir respostas imunes inatas
adequadas ou afetar a producdo das citocinas pro-inflamatdérias que por consequéncia,
repercute na resposta imune induzida pelo imunizante, sendo assim, relevante a investigacéo
de fatores genéticos em genes da resposta imunoldgica que possam desempenhar um papel
modulador da resposta imune humoral e celular de individuos vacinados podendo estar
associados a eficacia da vacina.

As limitagOes deste estudo incluem principalmente trés aspectos. Por um lado, nosso
tamanho amostral ndo foi representativo para mensurar o envolvimento dessas variagoes
genéticas com a eficacia da vacina. Nao foi possivel avaliar os niveis das citocinas IL1B e

IL18 nos individuos imunizados para apoiar a associacdo dos SNVs com o0s niveis de
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anticorpos neutralizantes. Por outro lado, os parametros utilizados para avaliar a resposta
imune adaptativa desencadeada pela vacina se limitou a avaliagdo da resposta humoral
produzida, sendo necessario estudos que incluam esses trés aspectos para uma melhor
caracterizacdo da resposta imune induzida pelo imunizante e possiveis associacdes das
variacfes genéticas em genes do inflamassoma e suas influéncias na eficacia da vacina

CoronaVac.

CONCLUSAO

Este estudo foi o pioneiro em descrever a frequéncia dos polimorfismos nos genes
inflamassoma em profissionais da saude imunizados com a CoronaVac no Amazonas e a
associacdo desses com a resposta imune mediada pela vacina. As variantes IL1B rs16944,
NLRP1 rs12150220, NLRP3 rs10802502, rs3806265 foram associadas com a producdo de
anticorpos neutralizantes em individuos vacinados com a CoronaVac no Amazonas,
evidenciando que essas variagcdes genéticas podem desempenhar um papel significativo na
resposta imune a vacina contra a COVID-19. Os resultados deste trabalho podem ajudar a
compreender como os fatores genéticos do individuo podem influenciar na resposta aos
imunizantes, servindo de base para a possivel necessidade de elaboracdo de estratégias de
imunizacdo personalizadas para aprimorar a eficacia da vacina levando em conta a
diversidade genética dos individuos.

Todavia, enfatizamos a necessidade de estudos posteriores para melhor caracterizar a
resposta imune mediada pelo imunizante, bem como elucidar a influéncias dessas variacdes

genéticas na eficacia da vacina contra a COVID-19.
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Apéndice 02. Protocolos PCR-RFLP e GEL DE AGAROSE IL1Be IL18

1. POLIMORFISMO rs16944 IL1B- Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR):

Para a amplificacdo do polimorfismo rs16944 IL1B(-511 T>C), sera utilizado a técnica

de PCR-RFLP descrita por Bhat e colaboradores (2014).

1.1-
1.2-

1.3-
1.4-

1.5-

1.6-

Identificar e distribuir os microtubos de 0,2 mL em rack especifica;
Preparar a mix da PCR, contendo:

17,4 uL de H,O (4gua) MiliQ;

2,5 uL de tampao de reacdo 10x;

1,0 uL de MgCl,;

1,0 uL de dNTPs;

0,5 pL de primer IL-1BF;

0,5 pL de primer IL-1BR;

0,1 pL de Tag DNA polimerase;

Adicionar 23pL do Mix da PCR nos tubos;

Adicionar 2,0uL de DNA extraido de cada amostra nos
tubos previamente identificados e homogeneizar bem;

- Lembrar de fazer estas etapas de forma rapida para conservar o potencial
da Taq DNA Polimerase;

Levar os microtubos ao Termociclador e utilizar o programa descrito
abaixo:

Temperatura Tempo Ciclo
95°C 4’:00” 1
95°C 0:30” 35
56°C 0:30”

72°C 0:30”

72°C 10’:00” 1
4°C 0 1

Apos amplificacdo, correr as amostras em gel de Agarose a 3%
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Tabela 01: Descricdo dos primers, temperaturas de pareamento (Tp) utilizadas para a

amplificacdo por PCR e tamanhos dos fragmentos que deverdo ser obtidos apds a PCR e
reacao de restricdo (RFLP).

IL-1B LSR*e ER? | Primers Sequéncias 5’— 3’ Tp3(°C) [ PCR RFLP Ref.?
IL-1B Rs16944 IL-1BF TGGCATTGATCTGGTTCATC 56°C 304 pb 304 pb 1
190 pb
104 pb
Aval IL-1BR GTTTAGGAATCTTCCCACTT
1. Localizagdo do Sitio de Restricdo; 2. Enzima de Restrigdo; 3. Temperatura de Pareamento; 4.

Refereéncias: 1. Bhat e colaboradores (2014).

REACAQO DE RESTRICAO - RFLP

2.1 Identificar e distribuir os microtubos de 0,2 mL em rack especifica;

2.2 Preparar a mix da Reacdo de Restri¢do, contendo para cada reacao:
= 7,8 uL de H,0 (4gua) MiliQ;
= 2,0 uL de tampéo 10X Buffer 4;
= 0,2 uL de Enzima Ava I,
2.3 Adicionar 15,0pLde Produto  de PCR de cada amostra nos
tubos previamente identificados;
2.4 Adicionar 10 pL da Mix da Reacdo de Restricdo nos tubos e homogeneizar;
- Lembrar de fazer estas etapas de forma rapida para conservar o potencial da

Enzima;

2.5 Levar os microtubos ao Termobloco e deixar por overnight ou 16 horas a 37°C.

GEL DE AGAROSE A 3%
3.1 Diluir o TBE 10X em TBE 1X;
3.2 Com uma proveta separar 100ml de TBE 1X;

3.3 Pesar 3g Agarose;

3.4 Limpar a cuba horizontal que sera utilizada e separar 0s pentes;

3.5 Dissolver a Agarose em 100ml de TBE 1X em um Elermayer de 250ml;

3.6 Aquecer a Solucdo em micro-ondas até a solubilizacdo completa da Agarose;
3.7 Adicionar 2,0 uL de Brometo a solucdo e homogeneizar;

3.8 Despejar a solucdo na cuba e colocar cuidadosamente os pentes;
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3.9 Esperar solidificar;
- Durante o processo de solidificagdo da agarose, preparar as amostras para
aplicacdo no gel

3.10 Colocar 2,0 pL de Blue Juice em uma placa de Terasaki;

3.11  Apos, colocar 8 pL do produto da restricao;

3.12 Homogeneizar e Aplicar os 10 pL do conteudo no Gel de Agarose;

3.13 O Ladder de 100pb deve ser aplicado ao final, no primeiro poco, no volume
de 2,5uL (quando for diluido no volume de 5/10 pL de Ladder original

/ BluelJuice);
3.14 Ajustar a fonte (Volts= 100; Amperes= 100 e Tempo= 1h) e deixar o gel em

corrida por 60 minutos.

POLIMORFISMO rs187238 IL18 - Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR):
Para a amplificacdo do polimorfismo rs187238 IL18 (-137 G/C), sera utilizado a

técnica de PCR-RFLP descrita por Folwaczny e colaboradores (2005) modificado por Kumar

e colaboradores (2014).

1.1-  Identificar e distribuir os microtubos de 0,2 mL em rack especifica;
1.2- Preparar a mix da PCR, contendo:

= 17,4 uL de H,0 (agua) MiliQ;

= 2,5 L de tampéo de reacéo 10x;

= 1,0 yuL de MgCly;

= 1,0 uL de dNTPs;

= 0,5 L de primer IL18F;

= 0,5 uL de primer IL18R;

= 0,1 pL de Taq polimerase;
1.3-  Adicionar 23puL do Mix de PCR nos tubos;

1.4- Adicionar2,0uL de DNA extraido de cada amostra
nos  tubos previamente identificados e homogeneizar bem;

- Lembrar de fazer estas etapas de forma rapida para conservar o potencial
da Taqg DNA Polimerase;

1.5- Levar os microtubos ao Termociclador e utilizar o programa descrito
abaixo:
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Temperatura Tempo Ciclo
95°C 15°:00” 1
94°C 0:30” 35
60°C 0:30”

72°C 1:30”

72°C 10°:00” 1
4°C o0 1

Apds amplificacdo, correr as amostras em gel de Agarose a 2,5%

Tabela 01: Descri¢do dos primers, temperaturas de pareamento (Tp) utilizadas para a

amplificacdo por PCR e tamanhos dos fragmentos que deverdo ser obtidos apds a PCR e

reacao de restricdo (RFLP).

IL18 LSR!e ER?| Primers | Sequéncias 5’— 3’ Tp(°C)® | PCR RFLP [ Ref*
IL18 Rs187238 | IL18F CACAGAGCCCCAACTTTTTACGGC | 60°C 155pb [155pbh |1e2
AGAGAA 116 pb
Mbo Il IL18R GACTGCTGTCGGCACTCCTTGG

1. Localizagdo do Sitio de Restri¢do; 2. Enzima de Restri¢do; 3. Temperatura de Pareamento; 4.

Referéncias: 1. Folwaczny e colaboradores (2005) modificado por Kumar e colaboradores (2014).

REACAQO DE RESTRICAO - RFLP

2.1-
2.2-

2.3-Adicionar 15uL de Produto de PCR de cada amostra nos tubos previamente

identificados;

= 7,8 uL de H,O (4gua) MiliQ;
= 2,0 pL de tampéo 10X Buffer 4;
= 0,2 pL de Enzima Mbo II;

Identificar e distribuir os microtubos de 0,2 mL em rack especifica;

Preparar a mix da Reacgéo de Restri¢do, contendo para cada reagao:
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2.4-Adicionar 10 pLda Mix da Reacdo de Restricdo nos tubos e

homogeneizar;

- Lembrar de fazer estas etapas de forma rapida para conservar o potencial da Tag;

2.5-Levar os microtubos ao Termobloco e deixar por 4 horas a 37°C.

GEL DE AGAROSE A 25%

3.1-
3.2-
3.3-
3.4-
3.5-

Diluir o TBE 10X em TBE 1X;

Com uma proveta separar 100ml de TBE 1X;

Pesar 2,59 Agarose;

Limpar a cuba horizontal que sera utilizada e separar 0s pentes;

Dissolver a Agarose em 100 ml de TBE 1X em um Elermayer de 250 ml;

3.6- Aquecer a Solucdo em micro-ondas até a solubilizacdo completa da Agarose;

3.7-
3.8-
3.9-

3.10-
3.11-
3.12-
3.13-

Adicionar 2,0 uL de Brometo a solucdo e homogeneizar;
Despejar a solucdo na cuba e colocar cuidadosamente os pentes;
Esperar solidificar;
- Durante o processo de solidificagdo da agarose, preparar as amostras
para aplicagdo no gel.
Colocar 2,0 pL de BlueJuice em uma placa de Terasaki;
Apos, colocar 8 uL do produto da restricao;
Homogeneizar e Aplicar os 10 pL do contetudo no Gel de Agarose;
O Ladder de 100pb deve ser aplicado ao final no primeiro pogo, no volume
de 2,5uL (quando for diluido no volume de 5/10 pL de Ladder original /

Blue Juice);

3.14- Ajustar a fonte (Volts= 100; Amperes= 100 e Tempo= 1h) e deixar o gel em

corrida por 60 minutos.
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Apéndice 03. Protocolos qPCR: NLRP1 e NLRP3

POP6 — PCR em Tempo Real (QPCR) para Genotipagem

1. CONSIDERAGCOES NECESSARIAS  PARA EXECUGAO DO

PROCEDIMENTO:

1.1. Reservar 0s equipamentos e materiais necessarios: pipetas e ponteiras (1000 ul, 100
pl, 20 ul, 10 ul), descarte, placa para qPCR, suporte para placa, selos, suporte para
selar a placa, caixa de isopor com gelo, pincel para tubo, microtubos de 1,5 mL e
0,6 mL, H20 MilliQ filtrada em membrana millipore e autoclavada, tampdo TE
(TBE) e pinca.

1.2. Antes de iniciar, o executor devera estar usando os EPIs adequados para area de
Pré-PCR: jaleco, méscaras, sapato fechado e luvas.

2. DILUICAO DA SONDA
2.1. Realizar a diluicdo da sonda para concentracdo final 20x, conforme a férmula

abaixo:

Cl.Vv1i=C2.v2

40x.V1=20x.100pl

V1=2.000/40

V1= 50 pul (Solucéo estoque da sonda a ser retirado)

2.2. Apos, adicionar ao microtubo 50 ul de tampédo TBE, obtendo assim um volume
total de 100 pl de sonda diluida a ser utilizada na etapa 3.

3. PROCEDIMENTO:
3.1. Inicialmente, realizar a limpeza do fluxo laminar com &lcool a 70% e colocar 0s
materiais previamente separados, ligar a UV por 15min.
3.2. ldentificar a placa com pincel para microtubo.
3.3. Preparar mix da reacdo contendo H>O, Master mix e sonda em um tubo eppendorf,
conforme a tabela abaixo:

1
Reage Concen | Reagédo Mix Reacdes Vol
ntes tracdo Vo | (ML)
| (uL)
H.O 1x 2
,25 UL
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Mast 2X 2,
er Mix 5puL

Sonda 20x 0
,25 uL
DNA 2

uL
Volume 7

final uL

3.4. Aplicar 5 pL do mix em cada poco da placa.

3.5. Adicionar 2 pL de cada amostra em seu respectivo pogo. Obs.: 1° pogo corresponde
ao Controle Negativo (7 pL do mix).

3.6. Aplicar o selo na placa com atencdo evitando a formacéao de bolhas.

3.7. Levar a placa a centrifuga para um spin de 10 segundos.

3.8. Levar a placa ao termociclador QuantiStudio™ Design&Analysis Applied
Biosystems e configurar para o ensaio escolhido ‘“genotipagem” ¢ demais
informagdes referentes ao estudo.

Apéndice 04: Géis de eletroforese para os polimorfismos envolvendo I1L1Be IL18.

Figura 13: Eletroforese em gel de agarose para o polimorfismo no gene 1L1Brs16944
(T/T-304pb), (C/C-190 pb), (C/T-304/190/114 pb).

Ladder

s = 2 -
Sopb | 01,02 103,04 0 kg B e O AR A2 435, 101 7. 18 19

CiC CIc Cic CTCT ©T CT CT CT CC CT ©T CC TT CT CIC CT CT cic

 — —_—

Ladder
50pb 20 21 22 23 g425 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35

'C/’C C/T CIC CIC C/T C/C C/T T/T C/T CIC CIT CIT C/T C/T CIT CIT
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Figura 14:Eletroforese em gel de agarose para o polimorfismo no gene 1L18 rs187238
(CIC -155 pb), (G/G -116 pb), (G/C -155, 116 e 39 pb).

G/C G/C G/G GIC G/IC GIC GIC GIC GIG GIC G/C G/C G/C G/C GIC GIG GIC GI/G GIG
=

R

ladder :
100 pb 20 2 23 24 26 27 28 29 30 31 3 34 35 36 37 38

] ] ) —" — — — | — — — i — ———— "

s C/G G/C G/G G/G G/C G/G G/C GIC G/G C/C GIC GG G/C C/C C/C G/IC -G/C GIC GIC
e
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Apéndice 05: Graficos de discriminagéo alélica dos polimorfismos nos genes NLRP1

e NLRP3

Figura 15. Curva de amplificacdo gerada para o polimorfismo no gene NLRP1

rs12150220. A — Curvas de amplificacdo de 96 amostras. B - Homozigoto selvagem (AA).

C — Homozigoto polimorfico (TT). D — Heterozigoto (AT).
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Figura 16. Curva de amplificacdo gerada para o polimorfismo no gene NLRP1

rs35865013. A — Curvas de amplificacdo de 96 amostras. B - Homozigoto selvagem (AA). C-

Homozigoto polimérfico (GG). D — Heterozigoto (AG).

Amplification Plot
A
1
041
c 001
@ »
< 0001

0.0001
0.00001

0.000001
2 4 6 8 1012 14 16 18 02 24 %2802 HF BLOQME 8L

Cycle

Amplification Plot

B10

1
0.1

0.01 /_-——a.,\

0.001

ARN

0.0001
0.00001

0.000001

2 4 6 8 10 12 14 16 18 0 2 ¥ X 2B N RV MU F BV L L ME 8%

Cycle

Logend

I NLRP1 rs3s865013-A - [l NLRP1 1s35865013-G

Logentd

I NLRP1 rs35865013-A [l NLRP1 1535865013-G




94

C « Amplification Plot Amplfication Plot
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Figura 17. Curva de amplificacdo

gerada para o polimorfismo no gene NLRP1

rs2670660. A — Curvas de amplificagdo de 96 amostras. B - Homozigoto selvagem (AA). C —

Heterozigoto (AG).
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Figura 18. Curva de amplificacdo gerada para o polimorfismo no gene NLRP3
rs10754558. A — Curvas de amplificagdo de 96 amostras. B - Homozigoto selvagem (CC). C
— Homozigoto polimorfico (GG). D- Heterozigoto (AG).
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Figura 19. Curva de amplificacdo gerada para o polimorfismo no gene NLRP3
rs10805502. A — Curvas de amplificagdo de 96 amostras. B - Homozigoto selvagem (CC). C
— Homozigoto polimérfico (TT). D- Heterozigoto (CT).
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Figura 20. Curva de amplificacdo gerada para o polimorfismo no gene NLRP3
rs3806265. A — Curvas de amplificagdo de 96 amostras. B - Homozigoto selvagem (CC). C —
Homozigoto polimérfico (TT). D- Heterozigoto (CT).
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Apéndice 06: Questionério e ficha cadastral individual

QUESTIONARIO E FICHA DE CADASTRO INDIVIDUAL:

97

Projeto: “Analise da resposta imune e eficacia da vacina contra COVID-19 em profissionais

da satde da Fundacao Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas”

Nome:

Sexo: M () F () Data de Nascimento: / /

Nome da mae:

ldade: anos

Local de Nascimento:

UF:

Cor de Pele: Branco () Pardo () Negro () Escolaridade:

Profissao:

Email:

Estado Civil: Solteiro () Amigado () Casado () Divorciado () Separado () Vilvo () a quanto

tempo () Possuem Filhos: Sim () N&o () Quantos:

Endereco: N°: __ Bairro: Telefone:
Municipio: UF: Tipo de Moradia:
Quantas pessoas residem: Poco: Sim () Nao () Esgoto: (Tipo)

Tipo Sanguineo

Grupo ABO:
O()A()
AB () B ()
Rh:
Positivo () Negativo ()
Peso: kg | Altura: cm
Tem alguma comorbidade?
Sim () Nao ()
Qual (is)?

Hipertenséo arterial ()
Diabetes Mellitus tipo 11 ()
Obesidade () Cardiopatia ()
Doenca renal () DPOC ()
outras doencas ()

Ja teve COVID-19?

() Sim () Nao

Inicio dos sintomas:_ /[

Final dos sintomas: /[
Quais foram os sintomas?

Dor em orofaringe () cefaleia ()
tosse seca () astenia ()

perda do paladar () perda do olfato (
) dispneia () dor abdominal ()
diarreia () vomitos ()

Outros Sintomas:

DPOC: Doenga pulmonar
obstrutiva cronica;
VNI: Ventilagdo néo-invasiva

Qual vacinatomou?

() CoronaVac (chinesa)
() AstraZeneca (Oxford +
Butantan)

() Pfizer/BioNTech

() Sputnik (Vacina russa

Tomografia alterada:

Sim () Nao () Néo fez ()

Internou Sim () N&o ()

Recebeu oxigénio Sim () N&o ()
Cateter nasal () VNI () Ventilagédo
mecéanica ()

Qual ferramenta de diagnéstico?
() RT-PCR (do nariz)

() Teste rapido IgM/IgG

() Teste do antigeno

Faz uso regular de medicamento ?
Sim () Nao ()
Qual (ais)?

Teve quadro de
reinfeccéo?

Sim () Nao ()
Se sim, quando:
A
Qual exame de diagndstico:
() RT-PCR (do nariz)
I
() Teste rapido IgM/IgG
I

() Teste do antigeno

Alguém da sua familia foi
acometido (a) pela COVID-
197

Sim () N&o ()

Quantas pessoas?

Qual o parentesco?

Alguém da sua familia foi a
Obito por COVID-19?

Sim () N&o ()

Em umaescalade 1lab,
gual a gravidade da
pandemia atualmente?

0102030405




Gamaleya)

Jatomou outra vacina da
COVID-19?

Sim () Nao ()

Qual?

Datada1°dose: __ /__/
Datada2°dose: __ /__/

Apresentou reacédo a vacina?
Sim () Néo ()
Qual reacéo?

Febre () Dor no local ()
cefaleia () tosse () dispneia ()
calafrios () dor de garganta ()
diarreia () perda de paladar ()
perda do cheiro () vomito ()
parada respiratéria ()

choque anafilatico () disfuncéo
renal () disfung¢éo hepatica ()
disfuncdo neurolégica

() Qutros

sintomas:

Vocé teve febre hd menos de 7
dias?

Sim () Nao ()

Teve alguma doenga em menos
de 7 dias?

Sim () N&o ()

1

Dose:

Tempo:

2

Dose:

Tempo:

Outros:

Alcoolismo
Sim () Nao ()
Quantos/ Dia
Fumante

Sim () Nao ()

Quant. Tempo

Quant/Dia

Faz uso de drogas ilicitas?

Sim () Nao ()
Tipo

Quant. Temp.

1 = Né&o grave; 5 = Muito grave
Vacinacdo em dia?
Sim () Nao () N&o sabe ()

Tomou vacina para
tuberculose (BCG) nos

Gltimos 3 anos?

Sim () Nao ()

Tomou outra vacina
recentemente (90 dias)?

Sim () Néo ()

Tomou vacina contra
influenza em 2020?

Sim () N&o ()

Ja apresentou alguma
reacao a qualquer tipo de

vacina?

Sim () No ()

Descreva como foi 0 processo da doenca para VOcé:

O que vocé pensa sobre a pandemia que estamos vivendo?

Qual setor vocé trabalha no HEMOAM?

Vocé trabalha na atencéo direta a pacientes ou acompanhantes? Sim () N&o ()

Vocé trabalha na atencéo direta ao doador? Sim () N&o ()
Vocé trabalha com atendimento ao publico? Sim () N&o ()

Qual carga horéaria?

() Regime de plantdo () Diariamente

Trabalha em outro local/instituicdo hospitalar? Se sim, qual?

Neste outro local, trabalha na atencdo direta a pacientes com COVID-19? Sim () N&o ()
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Vocé trabalha com atendimento ao publico? Sim () N&o ()
Qual carga horéaria? () Regime de plantdo () Diariamente
Vocé se vacinou por vontade propria?

Sim () Néo ()

Se “ndo”, quais os motivos que levaram vocé a ndo querer se vacinar?
Quais medidas Uso de Uso de alcool Lavagem das Né&o acho

preventivas vocé mascaras () emgel 70% () maos () importante ()

acha importante

permanecer apos

a vacinagao?

() Outras:

Como vocé tem  Especialistada  Literatura Amigos/ Rede sociais ()

se informado area () (artigos e livros)  familiares ()

sobre a vacina?
Jornal, TV ou radio ()

Nome do entrevistador:

O

Informes de instituicdes de saude ()




