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RESUMO

A pandemia de COVID-19 foi mundialmente declarada em 12 de margo de 2020. Até 15 de
setembro de 2024 foi notificado um total de mais de 776 milhdes de casos e mais de 7 milhdes
de Obitos ao redor do mundo. Sabe-se que fatores virais, ambientais e do hospedeiro estdo
envolvidos conjuntamente na modulacéo da doenca, resultando em diferentes desfechos. Dentre
os fatores virais, pode-se destacar a presenca de outros agentes infecciosos que podem
influenciar o desfecho clinico da doenga, e dentre os fatores do hospedeiro, tem-se a influéncia
de componentes genéticos, como a atuacio de Polimorfismos de Nucleotideo Unico. Sendo
assim, este estudo teve como objetivo investigar a associacdo entre 0os SNPs rs3806268
(NLRP3), rs4925543 (NLRP3), rs12150220 (NLRP1), rs455060 (NLRC4), rs699 (AGT),
rs1137101 (LEPR), and rs1801133 (MTHFR) e o desfecho grave/critico em pacientes COVID-
19 brasileiros. Para isso, um total de 100 pacientes foi incluido no estudo, compreendendo 66
casos e 34 controles. Dados de protuarios como idade, sexo, cor/raca, comorbidades, sintomas,
hemograma, diagndstico por RT-PCR e achados laboratoriais (ferritina, PCR, AST, ALT e d-
dimero) foram coletados e planilhados. Os casos de COVID-19 foram classificados de acordo
com as diretrizes da World Health Organization em leve/moderado e grave/critico. Além dos
dados clinico-epidemoldgicos, amostras de 4 mL de sangue total foram coletadas, e destas, 0
DNA foi extraido, depois sequenciado e genotipado por sequenciamento de nova geracdo
(NGS). Para interpretar os dados clinico-epidemioldgicos, testes ndo paramétricos foram
utilizados, como os testes de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis. O teste de Fisher e a regressao
logistica multivariada, considerando os Critérios de Informacédo de Akaike e Bayesiano, foram
empregados para a andlise de risco. Nesta, Odds Ratios (OR) foram calculados, com
significancia estabelecida em p<0,05. Dentro da popula¢do estudada, foi descrito um relato de
caso em que uma paciente do sexo feminino e 48 anos de idade apresentou COVID-19 grave
juntamente com a co-infeccdo HIV/L. infantum. Os sinais e sintomas da paciente incluiram
febre, tosse produtiva e dispneia, bem como saturagdo de oxigénio <93%. Os dados clinico-
laboratoriais evidenciaram linfopenia, leucopenia e neutropenia, enquanto os resultados
laboratoriais indicaram niveis anormais de dimero D, AST, ALT, desidrogenase lactica,
ferritina e proteina C-reativa. Uma tomografia computadorizada revelou 75% de
comprometimento do parénquima pulmonar com opacidades em vidro fosco. Em relagéo a
populacéo estudada, entre os sete SNPs avaliados, apenas rs699-GG (AGT) (OR=8,07; p=0,04)
foi significativamente associado a um aumento no risco de desenvolver COVID-19
grave/critica. No relato de caso, a leucopenia associada ao HIV/L. infantum pode ter
desempenhado um papel decisive no desfecho clinico. Sdo necessarios mais estudos para
entender melhor as estratégias diagnosticas e as medidas de manejo clinico para pacientes
coinfectados com HIV/L. infantum que sdo suscetiveis a infeccdo por SARS-CoV-2. Na
populacéo estudada, o SNP rs699-GG (AGT) foi associado a um aumento no risco de COVID-
19 grave/critica, entretanto mais estudos sdo necessarios a fim de compreender os mecanismos
subjacentes que sdo resultados da influéncia desse SNP na COVID-19. Esses dados sdo
relevantes para a compreensédo da fisiopatologia da doenca e prospecgdo de novas alternativas
terapéuticas.

Palavras-chave: COVID-19; Polimorfismos de Nucleotideo Unico; Co-infecgdo; Fatores de
Risco Genéticos; gene AGT.



ABSTRACT

The COVID-19 pandemic was declared worldwide on March 12, 2020. By September 15, 2024,
a total of over 776 million cases and more than 7 million deaths had been reported globally. It
is known that viral, environmental, and host factors collectively modulate the disease, resulting
in different outcomes. Among the viral factors, the presence of other infectious agents that may
influence the clinical outcome of the disease can be highlighted. Among the host factors, the
influence of genetic components, such as Single Nucleotide Polymorphisms, plays a significant
role. Therefore, this study aimed to investigate the association between the SNPs rs3806268
(NLRP3), rs4925543 (NLRP3), rs12150220 (NLRP1), rs455060 (NLRC4), rs699 (AGT),
rs1137101 (LEPR), and rs1801133 (MTHFR) and severe/critical outcomes in Brazilian
COVID-19 patients. For this purpose, a total of 100 patients were included in the study,
comprising 66 cases and 34 controls. Data from medical records, such as age, sex, race/ethnicity,
comorbidities, symptoms, complete blood count, RT-PCR diagnosis, and laboratory findings
(ferritin, CRP, AST, ALT, and D-dimer), were collected and tabulated. COVID-19 cases were
classified according to the World Health Organization guidelines into mild/moderate and
severe/critical. In addition to clinical-epidemiological data, 4 mL of whole blood samples were
collected, from which DNA was extracted, sequenced, and genotyped using next-generation
sequencing (NGS). To interpret the clinical-epidemiological data, non-parametric tests such as
the Mann-Whitney and Kruskal-Wallis tests were used. Fisher's exact test and multivariate
logistic regression, considering the Akaike and Bayesian Information Criteria, were employed
for risk analysis. In this analysis, Odds Ratios (OR) were calculated, with significance set at
p<0.05. Within the studied population, a case report was described in which a 48-year-old
female patient presented with severe COVID-19 along with HIV/L. infantum co-infection. The
patient's signs and symptoms included fever, productive cough, and dyspnea, as well as oxygen
saturation <93%. Clinical-laboratory data revealed lymphopenia, leukopenia, and neutropenia,
while laboratory results indicated abnormal levels of D-dimer, AST, ALT, lactate
dehydrogenase, ferritin, and C-reactive protein. A computed tomography scan showed 75%
involvement of the lung parenchyma with ground-glass opacities. Regarding the studied
population, among the seven SNPs evaluated, only rs699-GG (AGT) (OR=8.07; p=0.04) was
significantly associated with an increased risk of developing severe/critical COVID-19. In the
case report, leukopenia associated with HIV/L. infantum may have played a decisive role in the
clinical outcome. Further studies are needed to better understand diagnostic strategies and
clinical management measures for patients co-infected with HIV/L. infantum who are
susceptible to SARS-CoV-2 infection. In the studied population, the rs699-GG (AGT) SNP was
associated with an increased risk of severe/critical COVID-19; however, more studies are
required to understand the underlying mechanisms resulting from the influence of this SNP on
COVID-19. These data are relevant for understanding the pathophysiology of the disease and
exploring new therapeutic alternatives.

Keywords: COVID-19; Single Nucleotide Polymorphisms; Co-infection; Genetic Risk Factors;
AGT gene.
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1 INTRODUCAO

A Coronavirus Disease-19 (COVID-19) se tornou epidémica em Wuhan, China2, a
partir de um surto de casos de insuficiéncia respiratéria e foi declarada pandémica pela
Organizagdo Mundial da Satide (OMS) em 11 de margo de 2020 (WHO, 2024a). E considerada
uma das maiores e mais mortais pandemias do Gltimo século, causada pelo Severe Acute
Respiratory Syndrome-Coronavirus-2 (SARS-CoV-2) (Feehan, 2021). SARS-CoV-2 é um
betacoronavirus helicoidal e envelopado que possui como material genético um RNA fita
simples, senso positivo de 30 kb, filogeneticamente relacionado ao SARS-CoV-1 (Zhu et al.,
2020). Até setembro de 2024, mais de 776 milhGes de casos e 7 milhes de mortes foram
relatados em todo o mundo, tornando esta doenca uma ameaca continua a satde global. No
Brasil, a COVID-19 tém causado um total de mais de 37,5 milhdes de casos, tornando o pais 0
sexto colocado mundial no ranking de casos, aléem de mais de 702 mil mortes (WHO, 2024b).

A COVID-19 pode se manifestar no corpo humano apds um periodo de incubacdo de, em
média, 6,5 dias apds a exposicao ao virus, no entanto, o intervalo desse periodo pode variar a
depender da variante. Periodos de incubacéo da variante Delta tém sido descritos perfazendo
uma media de 4,3 dias, enquanto que a Omicron tém sido relacionada a um intervalo de 3-4
dias (CDC, 2024a). O individuo infectado pode se manter infeccioso entre 1-2 dias apds o inicio
dos sintomas, até 8-10 dias ap6s o seu inicio (CDC, 2024b). A infeccao pelo SARS-CoV-2 pode
ndo causar sintomas em alguns individuos, apresentando-se estes, assintomaticos. Quando os
sintomas séo exibidos apds um teste positivo, o individuo € classificado até aquele momento
como pré-sintomatico. Os sintomas normalmente se confundem com os de outras doencas virais
respiratdrias como virus influenza e virus sincicial respiratério (RSV), que podem incluir febre,
tosse, dificuldade para respirar, fadiga, cefaleia, mialgia, entre outros sintomas que podem
abranger o trato gastrointestinal, como nauseas, vomito e diarreia. Dentro do espectro
sintomatoldgico, a COVID-19 pode ser classificada em doenca leve para moderada, em que
individuos apresentam qualquer dos sinais e sintomas anteriormente citados mas que nao
necessitam de oxigenacdo, com saturacdo (SpO2) permanecendo >94% em ar ambiente. A
doenca grave inclui os individuos que possuem SpO2 <94% em ar ambiente e necessitam de
oxigenacao suplementar. J& os individuos com doenca critica possuem insuficiéncia respiratoria
(CDC, 2024b).

Nesse contexto, varios fatores sdo conhecidos por contribuir para os diferentes desfechos,

dentre eles; fatores virais, podendo incluir co-infecgdes; e fatores genéticos humanos, como a
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influéncia de Polimorfismos de Nucleotideo Unico (SNPs) em genes envolvidos na resposta
imune inata, metabolismo energético e sistema circulatério (Aladag et al., 2023; Farias et al.,
2024; Marei et al., 2023; Pastor et al., 2023). Varios estudos tém descrito o uso intenso de
antibioticos durante internagdo de individuos com COVID-19, entretanto, evidéncias apontam
para o maiores frequéncias de quadros clinicos inflamatoérios graves associados a marcadores
soroldgicos de resisténcia antimicrobiana (Wan et al., 2020; WHO, 2023; Wang et al., 2020;
Wu et al., 2020; Xia et al., 2020). Além disso, casos de co-infeccdo entre HIV/Leishmania pode
se tornar cada vez mais comum em individuos com COVID-19, uma vez que a alta circulagdo
da leishmaniose, promovida pela urbanizagcdo descontrolada, pode se encontrar com a alta
dispersdo do HIV e do SARS-CoV-2. No entanto, mecanismos imunes regulatérios nesse
contexto permanecem elusivos (Costa, 2008; Farias et al., 2024). Em relacdo aos fatores
genéticos do hospedeiro humano, os SNPs podem ter um papel crucial na regulacdo génica em
diversos genes metabolicos, bem como na estrutura da proteina envolvida (Lalonde et al., 2011)
Os genes NLRP3 (NLR family pyrin domain containing 3), NLRP1 (NLR family pyrin
domain containing 1) e NLRC4 (NLR family CARD domain containing 4) desempenham
funcdes relevantes na resposta imune inata a virus e outras condi¢des patologicas. Esses genes
codificam receptores citoplasmaticos da via do inflamassoma, que estdo envolvidos na
gravidade de vérias doencas (Sutterwala; Haasken; Cassel, 2014). Além disso, os genes AGT
(angiotensinogénio) e MTHFR (metilenotetrahidrofolato redutase) sdo importantes para
funcbes vasculares do sistema renina-angiotensina (RAS) e para fungbes metabolicas,
regulando e estabilizando moléculas, respectivamente (Foley; Steinberg; Goldnberg, 2021; Xi
et al., 2016). O gene LEPR (Receptor de Leptina) codifica o receptor do hormdnio leptina, que
é importante para o metabolismo de gordura e linfopoiese (NCBI, 2023). Além disso, foi
identificado como um potencial indutor para angiogénese, proliferacdo celular e inibicdo de
apoptose celular durante a infeccdo por SARS-CoV-2 (Rosa et al., 2021; Song et al., 2013).
O funcionamento de varios genes, incluindo os descritos acima, pode ser modulado pela
acdo dos SNPs, que podem desempenhar um papel crucial na regulacdo da expressdo génica e
na conformacéo da proteina correspondente (Cafiero et al., 2021; 2020; Loktionov et al., 2024;
Pastor et al., 2023). Para o gene NLRP3, foi observado que o rs3806268 pode ter um papel
fundamental em pacientes com COVID-19 que possuam obesidade como uma das
comorbidades relacionadas ao desfecho grave (Neira-Goulart et al., 2023). Além disso, 0 SNP
rs4925543, situado no mesmo gene, foi investigado por seu papel inflamatdrio nas vias aéreas
em pacientes com asma (Queiroz et al., 2020). A variante rs12150220 (NLRP1 - p.Leul55His)

tem sido relacionada ao aumento de IL-1B em Células Mononucleares do Sangue Periférico
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(PBMCs) e foi associada a COVID-19 grave (Levandowski et al., 2013; Leal et al., 2022). A
variante rs455060 (NLRC4) desempenha um papel fundamental para os niveis de IL-18, que
sdo importantes para o desfecho clinico da COVID-19 grave (Zeller et al., 2015; Yin et al.,
2023). No Sistema Renina-Angiotensina (RAS), o SNP rs699 (AGT) foi identificado como um
potencial locus genético para prever o risco clinico em pacientes infectados com SARS-CoV-2
(Cafiero et al., 2021). Em relacdo ao metabolismo da homocisteina, o SNP rs1801133 (MTHFR)
foi apontado como um potencial marcador genético pode impactar o desfecho da COVID-19
(Farha et al., 2020). Para o gene LEPR, alguns SNPs foram estudados quanto a sua associagéo
a outras doencas infecciosas e patologias do sistema digestério. Por exemplo, Lys109Arg e
GIn223Arg foram analisados quanto a sua associacdo ao carcinoma hepatocelular (HCC) em
individuos portadores do virus da hepatite B (HBV), e rs1137101-A foi associado a um maior
risco de desenvolver altos niveis de colesterol (Queiroz et al., 2016; Tang et al., 2020).

Com base no panorama descrito, o presente estudo teve como objetivo investigar a
associacdo entre 0s SNPs rs3806268 (NLRP3), rs4925543 (NLRP3), rs12150220 (NLRP1),
rs455060 (NLRC4), rs699 (AGT), rs1137101 (LEPR) e rs1801133 (MTHFR) e os desfechos

graves/criticos em pacientes brasileiros com COVID-19.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS E TRANSMISSAO DA COVID-19

O surto da doenca do coronavirus 2019 (COVID-19) causado pelo SARS-CoV-2 tornou-
se uma emergéncia de salde publica de interesse internacional (PHEIC) (Zhou et al., 2020).
Inicialmente descoberto em meados de dezembro de 2019 na cidade de Wuhan, provincia de
Hubei, China, tomou proporcdes significativas apds uma série de casos de insuficiéncia
respiratoria em alguns hospitais da regido (Wu et al., 2020). De acordo com a comissao
Nacional de Saude chinesa, em 2 de marco de 2020 havia cerca de 80.302 casos registrados em
31 provincias daquele pais, sendo notificadas 2947 mortes (NATIONAL HEALTH
COMMISSION OF THE PEOPLE’S REPUBLIC OF CHINA, 2020). Até o dia 11 de marco,
ja era registrado um total de 121.564 casos confirmados com 4.373 mortes em 110 paises do
globo (Dong; Du; Gardner, 2020).
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Segundo dados epidemioldgicos, a forma de transmissdo mais comum se da por meio de
goticulas de saliva contendo particulas virais que podem ser emitidas durante a respiracédo, a
fala e também o espirro e a tosse (OPAS, 2020). Exposi¢éo prolongada (15 minutos ou mais) e
um distanciamento de menos de 2 metros a um individuo infectado e uma breve exposi¢do a
um individuo sintomatico sdo fatores que também estdo associados a um maior risco de
transmissdo (Chu et al., 2020). A transmissdo vertical também tem sido relatada, porém em
baixo risco. Na maioria dos casos, as méaes foram infectadas no terceiro trimestre de gravidez e
0s neonatos ndo tiveram consequéncias clinicas graves (Chen et al., 2020; Dashraath et al.,
2020; Zeng et al., 2020).

E importante salientar o processo de transmiss&o por fomites, em que um individuo doente
entra em contato com objetos inanimados que portardo as particulas virais por cerca de 3 a 4
dias (em caso de superficie impermeavel e a depender das condi¢cBes ambientais locais),
podendo ser contactado por outro individuo dando continuidade ao processo infeccioso (OPAS,
2020; Wiersinga et al., 2020). Superficies impermedaveis, como plastico e aco inoxidavel
garantem a manutencdo de carga viral consideravel em comparacao a superficies permeaveis,
como o papeldo, porém, ap6s 48 a 72 horas, as particulas virais em superficies decaem
consideravelmente (Van Doremalen et al., 2020).

A carga viral no trato respiratorio superior parece atingir o seu pico préximo ao inicio dos
sintomas e cerca de 2 a 3 dias antes da fase sintomatica (pré-sintomatica) ja € possivel constatar
significativa eliminacdo viral, ou seja, o0 sujeito infectado consegue transmitir antes mesmo de
saber que esta doente, por isso o alto grau de transmissibilidade do SARS-CoV-2 (Bai et al.,
2020; He et al., 2020; Wei et al.,, 2020). Portadores assintomaticos também possuem
competéncia para transmitir, em taxa variando de 4 a 32%, porém os dados referentes aos
portadores assintomaticos sao elusivas devido a possibilidade de quadros clinicos amenos e pré-
sintomaticos (Byambasuren et al., 2020; Tabata et al., 2020). Uma revisdo sistematica sugeriu
que a transmissdo de um portador assintomatico verdadeira é provavelmente incomum
(Byambasuren et al., 2020).

Embora o acido ribonucleico viral seja detectado em material coletado de garganta em até
seis semanas apos o inicio dos sintomas, alguns estudos sugerem cultura viral negativa para
SARS-CoV-2 oito dias ap6s o inicio dos sintomas (He et al., 2020; Sun et al., 2020; Wolfel et
al., 2020). O Centro de Controle e Prevencdo de Doencas recomendam o isolamento de pelo
menos 10 dias e a permanéncia de mais trés dias apos a melhora dos sintomas, porém ainda
existem inconsisténcias sobre a dinamica sintomatologica em individuos imunossuprimidos ou

em estado critico da doenca, podendo ocorrer retardo nessas fases (CDC, 2020; Wiersinga et
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al., 2020). Assim, sdo necessarios melhoramentos em testes diagnosticos a fim delimitar os

processos sintomatologicos da COVID-19 em diferentes tipos de pacientes.

2.2 CARACTERISTICAS CLINICAS DA COVID-19

O periodo médio de incubacdo da doenga na maioria dos casos é de aproximadamente 5
dias, podendo variar de 2 a 7 dias, e alcangar 14 dias (Guan et al., 2020; Lauer et al., 2020). Em
seguida, o paciente pode dar inicio aos sintomas, como febre (em 90% dos casos), tosse seca
(60%-86%), falta de ar (53%-80%), fadiga (38%), nauseas e vomitos, ou diarreia (15%-39%),
e mialgia (15%-44%) (Docherty et al., 2020; Garg et al., 2020; Guan et al., 2020; Grasselli et
al., 2020; Huang et al., 2020; Mao et al., 2020; Richardson et al., 2020). Além desses, 0 paciente
pode vir a apresentar sintomas ndo classicos, como disfuncBes gastrintestinais, alteracoes
olfativas e gustativas, estas Ultimas sendo relatadas em 64% a 80% dos pacientes (Helms et al.,
2020; Lechien et al., 2020; Spinato et al., 2020). Anosmia e ageusia podem ser 0s Unicos
sintomas em 3% dos pacientes (Spinato et al., 2020). Normalmente, o intervalo médio de tempo
aproximado entre o inicio dos sintomas e a admissdo hospitalar é de 7 dias (entre 3 e 9 dias)
(Garg et al., 2020). A idade média dos pacientes internados varia entre 47 e 73 anos (sendo
entre 74% e 86% com no minimo 50 anos), tendo preponderancia masculina de cerca de 60%
(Docherty et al., 2020; Guan et al., 2020; Richardson et al., 2020).
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Figura 1-Sintomas da COVID-19
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Fonte: Silva et al., (2020, traducdo propria)

As complicacBes da COVID-19 acometem alguns sistemas, como coracao, pulméo, figado,
rim, cérebro e sistema de coagulacdo (Wiersinga et al., 2020). Miocardite, cardiomiopatia,
arritmias ventriculares e instabilidade hemodinamica sdo complica¢des comuns (Hendren et al.,
2020; Long et al., 2020). Em até 8% dos pacientes sdo observadas doencas cerebrovasculares
agudas e encefalites (Helms et al., 2020; Mao et al., 2020). Ainda, eventos tromboembdlicos
podem ser observados em 31%-59% dos pacientes de UTI (Klok et al., 2020; Middeldorp et al.,
2020).

Apesar de 25% dos pacientes infectados apresentarem alguma comorbidade, cerca de 60%
a 90% dos pacientes infectados hospitalizados apresentam algum tipo de comorbidade
(Docherty et al., 2020; Garg et al., 2020; Grasselli et al., 2020; Richardson et al., 2020). As
comorbidades mais comuns entre os pacientes hospitalizados incluem obesidade (48,3%),
hipertensdo (48% a 57% dos pacientes), diabetes (17% a 34%), doenca cardiovascular (21% a
28%), doenca pulmonar crénica (4% a 10%), doenca renal cronica (3% a 13%), malignidade
(6% a 8%) e doenca hepatica cronica (<5%) (Garg et al., 2020; Grasselli et al., 2020;
Richardson et al., 2020).

Entre 17% e 35% dos pacientes internados com COVID-19 sdo tratados em uma UTI
devido a insuficiéncia respiratoria hipoxémica e de 29% a 91% deles requerem ventilacao

mecanica invasiva (Docherty et al., 2020; Grasselli et al., 2020; Myers et al., 2020; Yang et al.,



19

2020). Além disso, esses pacientes podem desenvolver lesdo renal aguda (9%), disfungéo
hepatica (19%), sangramento e disfuncdo da coagulacdo (10%-25%) e choque séptico (6%)
(Chen et al., 2020; Levi et al., 2020; Mao et al., 2020; Yang et al., 2020).

2.3 DIAGNOSTICO

Normalmente o diagnostico de COVID-19 é realizado por meio da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) a partir de amostra de secrecdo nasal. Devido ao nimero de resultados falso-
negativos existentes relacionados a técnica, outros tipos de diagnosticos tém sido empregados,
como o clinico, laboratorial e 0 uso de exames de imagem (tomografia pulmonar) (Wiersinga
et al., 2020). A sensibilidade da RT-PCR varia com a adequacéo da coleta do espécime e com
0 tempo de exposicdo a doenca. Estudos realizados fazendo uso de algoritmos indicam que a
sensibilidade da técnica alcanca 33% em quatro dias apds a exposi¢cdo, 62% no dia do inicio
dos sintomas e 80% trés dias apds o inicio dos sintomas (Kucirka et al., 2020; Sethuraman et
al., 2020; Wang et al., 2020). Ainda, amostras provenientes de 205 pacientes na China foram
obtidas de diferentes sitios do trato respiratorio, sendo obtidas diferentes taxas de positividades,
como lavagem broncoalveolar 93%, seguido por escarro 72%, esfregacos nasais 63%,
esfregacos faringeos 32% (Wang et al., 2020). Além disso, 0 SARS-CoV-2 pode ser detectado
nas fezes, mas ainda ndo ha registros sobre o diagndstico em urina (Wang et al., 2020). A saliva
é outra fonte diagndstica para o virus, havendo menos necessidade de uso de equipamentos de
protecdo individual e menos esfregacos, mas requer validacdo adicional (Williams et al., 2020).

Os testes sorologicos podem ajudar no diagnostico e medicdo das novas respostas a
vacinas (Guo et al., 2020; Sethuraman et al., 2020; Zhao et al., 2020), porém sabe-se que nem
todos os anticorpos encontrados contra a infec¢do sdo neutralizantes. Além disso, ainda ndo se
sabe sobre a possibilidade de haver exacerbacdo da infec¢do dependente de anticorpo durante
uma segunda infec¢do ou quanto tempo dura a protecdo desses anticorpos (Wiersinga et al.,
2020). Os anticorpos IgM podem ser identificados no quinto dia ap6s a infec¢éo, alcangando o
pico dentro de duas a trés semanas da doenca, enquanto que IgG é observado em
aproximadamente 14 dias da doenca (Guo et al., 2020; Sethuraman et al., 2020). Os ensaios
soroldgicos disponiveis incluem ensaios rapidos e imunoenzimaticos de alto rendimento.
Entretanto, o desempenho, a preciséo e a validade deles ainda sdo variaveis (Bond et al., 2020).

Acerca dos achados laboratoriais, possiveis marcadores da COVID-19 podem ser
evidenciados, como proteina C reativa (elevada em mais de 60% dos pacientes chineses
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estudados), lactato desidrogenase (elevada em 50%-60%), alanina aminotransferase (elevada
em aproximadamente 25%) e aspartato aminotransferase (aproximadamente 33%) (Rodriguez-
Morales et al., 2020). Aproximadamente 75% dos pacientes tiveram niveis de albumina baixos
(Rodriguez-Morales et al., 2020). E bastante comum também a contagem baixa dos niveis
linfocitarios (linfopenia - <1x1079/L) que pode ser observada em mais de 80% dos pacientes
hospitalizados com COVID-19 (Guan et al., 2020; Huang et al., 2020). Prolongamento dos
tempos de protrombina também tem sido evidenciado em mais de 5% dos pacientes, leve
trombocitopenia em cerca de 30%, elevacao dos valores de dimero D em 43%-60% também
sdo comuns (Chen et al., 2020; Guan et al., 2020; Levi et al., 2020; Tang et al., 2020; Thachil
et al., 2020). Entretanto, essas caracteristicas laboratoriais sdo ainda inespecificas e frequentes
em pacientes com pneumonia. Desses fatores, dimero D e linfopenia tém sido associados a um
progndstico mais grave da doenca (Wu et al., 2020).

Em relacdo as caracteristicas diagndsticas de imagem, tem-se o achado de opacidades de
vidro fosco periféricas difusas através de tomografias computadorizadas em pacientes
hospitalizados com COVID-19 (Shi et al., 2020). As opacidades de vidro fosco possuem
espessamento do tecido pleural adjacente, margens mal definidas, espessamento interlobular ou
septal liso ou irregular e broncogramas aéreos (Shi et al., 2020). Os achados de tomografia
computadorizada e radiografia do térax podem ser considerados normais em pacientes na fase
inicial da doenca (aproximadamente 15% e 40%, respectivamente) (Guan et al., 2020). E
importante salientar que o valor diagnostico da tomografia computadorizada € limitado porque
as caracteristicas citadas sobrepGem-se as de outras infeccdes. Além disso, pacientes
confirmados por diagnéstico molecular RT-PCR podem apresentar exames tomograficos
normais, ou ainda exames tomograficos anormais compativeis com COVID-19 podem ser
achados antes mesmo da deteccdo do RNA do SARS-CoV-2 (Bernheim et al., 2020; Shi et al.,
2020).

2.4 PATOGENESE
2.4.1 Resposta imune & COVID-19
Semelhantemente a outras doengas virais que acometem o trato respiratério, como a gripe,

a COVID-19 é marcada por uma linfopenia intensa possivelmente também devido a infeccdo
do SARS-CoV-2 em linfocitos T (Wiersinga et al., 2020). Além disso, a linfopoiese fica



21

comprometida devido a resposta inflamatéria induzida pelo virus, compreendida tanto pela
imunidade inata quanto adaptativa, que estimula apoptose de linfocitos (Wiersinga et al., 2020).

A medida que a replicacéo viral acelera, a barreira epitelial-endotelial fica comprometida
devido a resposta inflamatdria local e a inducdo de morte celular pelo virus. No pulméo, o
SARS-CoV-2 induz inflamacdo nas células endoteliais dos capilares, desencadeando um
influxo de mondcitos e neutrofilos, causando assim endotelialite, espessamento difuso da
parede alveolar e edemas, sendo estes caracterizados em tomografia computadorizada como
opacidades em vidro fosco (Xu et al., 2020). Como consequéncia do edema pulmonar
preenchendo os espagos alveolares, hé a ruptura da barreira endotelial, comprometendo também
a difusdo do oxigénio entre alvéolo e capilar (Van de Veerdonk et al., 2020; Xu et al., 2020).

O efeito pro-inflamatorio induzido pelo SARS-CoV-2 se inicia a partir do reconhecimento
do virus pelo receptor ACE2 e seu co-receptor TMPRSS2, que vai gerar ativacdo de AR-1 e,
consequentemente, dos fatores de transcricdo NF-kB, IRF3 e IRF7, que irdo atuar em genes de
varias citocinas pro-inflamatérias, quimiocinas e moléculas de adesdo, culminando na
expressao destes (Ragab et al., 2020) (Figura 3). Esses eventos resultam no recrutamento de
leucdcitos e proteinas do sistema imune ao local de infeccdo, onde varias fungdes efetoras seréo
realizadas (Thompson et al., 2011). Citocinas importantes podem atuar no local e em circulacéo,
como IL-1, IL-1B, IL-2, IL-6, interferons, MMP-1, MMP-3, MCP-1, IL-8 e TNF-a,
promovendo estado antiviral, inflamacdo local e comunicacdo celular (Han et al., 2020).
Inicialmente, as células envolvidas nesse processo sdo macrdfagos, mastocitos, células
epiteliais e endoteliais (Ragab et al., 2020) (Figura 3). E importante destacar o papel da IL-2
como potencial proliferativa em células TCD4+ e como a citocina que apresenta altos niveis
reportados em pacientes sintomaticos nao graves (Zuo et al., 2021). Além disso, a IL-2
apresenta papel crucial na memoria imunoldgica desses pacientes por até seis meses apos 0
inicio da infeccdo (Zuo et al., 2021).

A tempestade de citocinas ocorre a partir de um aumento abrupto na producéo e circulagédo
de citocinas pro-inflamatérias, como as anteriormente citadas, resultando em aumento no
infiltrado e expansdo de células imunes como macrofagos, neutréfilos e células T provenientes
da circulacdo, levando a efeitos destrutivos teciduais como desestabilizacdo das interagdes entre
células endoteliais, danos capilares e da barreira vascular, danos alveolares difusos,
insuficiéncia multi-6rgdo e morte. A injlria ao pulméo é uma das consequéncias da tempestade
de citocinas, podendo levar ao desenvolvimento da sindrome respiratéria aguda grave (SRAG),
conduzindo o paciente a baixos niveis de saturacdo de oxigénio (Shimizu, 2019). Os

mecanismos que regem a SRAG ainda ndo sdo completamente compreendidos, mas sabe-se
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que a tempestade de citocinas € um dos fatores contribuintes nesse contexto (Chen et al., 2020;

Huang et al., 2020; Lai et al., 2020).

2.4.2 Via do inflamassoma

Os inflamassomas sdo um complexo multiproteico que possui papel importante na
regulacdo do sistema imune inato e sinalizacdo inflamatoria. Esse sistema € composto por
receptores citosolicos que realizam o reconhecimento de padrdes repetidos de Padrbes
Moleculares Associados a Patogenos (PAMPSs) e Padr6es Moleculares Associados a Danos
(DAMPs). A via dos inflamassomas especificamente possui trés receptores mais estudados para
reconhecimento e ativacdo, sdo estes: NOD-like receptor family pyrin domain containing 3
(NLRP3), NOD-like receptor family pyrin domain containing 1 (NLRP1) e NOD-like receptor
family CARD domain containing 4 (NLRC4) (figura 1).

Figura 2-Via do inflamassoma e mecanismos de ativacao pela infecgdo do SARS-CoV-2.
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Legenda: Pode-se observar uma estrutura celular geral sendo infectada pelo SARS-CoV-2, exibindo os produtos
gerados pela replicacdo e consequente ativacdo dos receptores do tipo Toll Like (TLRS) e via do inflamassoma.
Fonte: Adaptado de Kaivola; Nyman; Matikainen (2021, tradugdo prépria).

O NLRP3 ¢ ativado por uma variedade de estimulos que podem incluir PAMPs, DAMPs,
cristais, toxinas e instabilidade de fluxo de ions celulares. Apé6s sua ativacdo, NLRP3
oligomeriza-se e recruta, através de seu dominio PYD, a proteina adaptadora apoptosis-
associated speck-like protein containing a CARD (ASC ou PYCARD) que iré recrutar e ativar
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procaspases-1, através do seu dominio CARD, e induzir sua autoclivagem em caspase-1. A
proteina ASC possui papel fundamental para oligomerizacao e formacéo dos inflamassomas, e
ativacdo da caspase-1. Apo0s isso, a enzima caspase-1 cliva as proteinas pro-1L-1p e IL-18 nas
suas formas ativas, IL-1p e IL-18 respectivamente, que séo secretadas para mediar respostas
inflamatorias. NLRP3 pode ser ativado em PBMCs pulmonares, por SARS-CoV-2, em
pacientes moderados e graves, e niveis de caspase-1, IL-1p e IL-18 estiveram associados a
gravidade da doenca e piores desfechos (Rodrigues et al., 2021) (figura 1). Além disso, tém
sido observado que o SARS-CoV-2 também é capaz de induzir ativacdo de caspase-8,
promovendo assim, apoptose em células epiteliais pulmonares, conduzindo a liberacdo de IL-
1B por células bystander locais (Li et al., 2020). Em detalhe, a literatura descreve as proteinas
ORF3a, ORF3b, envelope (E) e nucleocapsideo (N) como possiveis potenciais ativadoras do
inflamassoma via NLRP3 (Yue et al., 2018; Siu et al., 2019; Shi et al., 2019; Nieto-Torres et
al., 2015; Magro et al., 2020) (figura 1).

O NLRP1 pode ser ativado principalmente por toxinas bacterianas, produtos derivados
de outros patogenos e estresse celular, como por exemplo, a toxina letal (LT) de Bacillus
anthracis, fragmentos de DNA/proteina bacteriana ou viral, e efeitos de terapéuticos nocivos
ao DNA, por exemplo. Apos sua ativacdo, 0 NLRP1 pode recrutar procaspases diretamente,
sem a necessidade de ativacdo da proteina ASC, ou ndo. Apos isso, o desfecho de ativacdo é
aquele previsto no paragrafo anterior, com liberacéo das citocinas IL-1p e IL-18 (Figura 1). E
importante salientar que estudos recentes tém apontado ativacdo do NLRP1 por produtos virais,
como é o caso da infeccdo por TGEV, em que NLRP1 foi expresso e funcionou como um gene
estimulado por interferon (ISG) (He et al., 2023). Tem sido observada também a sua ativacéao
pela proteina NSP5 protease, do SARS-CoV-2, em linhagem celular epitelial brénquica humana
(NHBE), conduzindo assim a piroptose. E importante destacar que outros coronavirus também
podem ativar NLRP1 utilizando a NSP5, como SARS-CoV-1 e MERS-CoV (Planés et al.,
2022). Kaivole; Nyman; Matikainen (2021) ainda sugerem que novos estudos possam ser
realizados com o intuito de observar também a influéncia da proteina NPS15 na ativacdo da
NLRP1 durante a infec¢do por SARS-CoV-2. Ainda, é importante investigar a possivel ativacao
gerada por RNA cadeia dupla durante a replicacdo viral, bem como a ativacéo via estresse do
reticulo endoplasmatico (Kaivola; Nyman; Matikainen, 2021).

O NLRC4 pode ser ativado diretamente por flagelina, uma proteina que compde o flagelo
bacteriano. Além disso, NLRC4 pode ser ativado indiretamente pela proteina NLR Family
apoptosis inhibitory protein (NAIP), que faz isso ao reconhecer o componente bacteriano citado.

Apos esse mecanismo, NLRC4 ativa o complexo inflamassoma, ativando ASC e os demais
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componentes anteriormente citados. Em conjunto com NLRP3, o NLRC4 foi referido na
literatura como importante ativador inflamatdrio por ativar CD86 em mondcitos na resposta
imune contra a proteina Spike 1 do SARS-CoV-2 (Tsukalov et al., 2024). Além disso, outro
estudo descreveu maior mortalidade e titulos virais aumentados em camundongos NLRC4-/-
infectados pelo virus influenza A, o que reforca o importante papel do NLRC4 modulando
APCs na resposta viral (Hornick et al., 2019).

Os inflamassomas descritos aqui podem desempenhar papéis cruciais na resposta
inflamatéria ao SARS-CoV-2, o que pode contribuir para a defesa eficaz do organismo ao
agente invasor ou a lesdo tecidual oriunda da exacerbagdo de componentes inflamatorios da via.
Ativacao descontrolada da via pode conduzir ao quadro de tempestade de citocinas, 0 que pode
levar ao quadro grave ou critico da doenca. Entender os processos regulatérios dos
inflamassomas, bem como o0s possiveis mecanismos subsequentes, oferece percepcdes
importantes sobre a fisiopatologia da COVID-19 e também potenciais alvos terapéuticos para
0 manejo de suas complicacdes. Assim, € importante que haja investigacdo continua e robusta
a fim de esclarecer os mecanismos de interacdo entre SARS-CoV-2 e os inflamassomas para

dar luz a estratégias de prevencéo e tratamento.

2.4.3 Sistema renina-angiotensina (SRA)

O SRA consiste de uma cascata de proteases que produzem algumas moléculas bioativas
que desempenham um papel fundamental na regulacdo do volume sanguineo, pressao arterial e
equilibrio de eletrolitos no organismo, mantendo assim a homeostase cardiovascular (Chappel
etal., 2016). Esse sistema é primariamente ativado em resposta a diminuicdo da pressao arterial
ou do volume sanguineo, e assim que detectadas essas mudancas, a renina, uma protease
produzida pelas células justaglomerulares renais, é secretada (Martyniak; Tomasik, 2023).

A renina realiza a conversdo do angiotensinogénio (AGT), que é produzido
principalmente pelo figado, em angiotensina | (Ang ), que é subsequentemente convertida em
angiotensina Il (Ang I1) pela enzima conversora de angiotensina (ECA), altamente expressa em
células endoteliais (Bellomo et al., 2020; Belova, 2000) (Figura 2). A Ang Il passa a atuar como
um importante vasoconstritor, se ligando a receptores acoplados a proteina G, nesse caso 0
Angiotensin Il Type 1 Receptor (AT1R), nas celulas musculares lisas dos vasos sanguineos,
aumentando assim os niveis de calcio nessas células (Atlas et al., 2007) (Figura 2). A elevacao
dos niveis de célcio induz alguns fendmenos como: contracdo celular, levando a vasoconstri¢cao

das artérias e arteriolas, inflamacdo, fibrose e balanco redox alterado (Beierwaltes, 2010;
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D’Ardes et al., 2020). A vasoconstri¢do, por consequéncia, provoca o aumento da resisténcia
ao fluxo sanguineo, tornando a presséo arterial mais elevada (Atlas et al., 2007) (Figura 2). Ao
se ligar ao Angiotensin Il Type 2 Receptor (AT2R), acOes protetivas e regenerativas sdo
desencadeadas, como processos anti-inflamatdrios e anti-fibréticos, e liberacdo de moléculas
vasodilatadoras (D’Ardes et al., 2020) (Figura 2).

Além desses processos, Ang Il também pode estimular a liberacdo de outros agentes
vasoconstritores que podem atuar induzindo a reabsorcdo de sédio e dgua nos rins, o que
contribui para 0 aumento e subsequente normalizacdo da pressdo arterial (de Mello, 2017)
(Figura 2). E importante salientar também que outra via de ativa¢do pode atuar como regulatoria
neste processo, em que Ang | pode ser clivada por endopeptidases e pode originar Ang (1-7),
gue atua ativando receptores Mas, que induzirdo tambem fenémenos protetivos e regenerativos
semelhantes aos anteriormente citados (Bader et al., 2014). Ainda, Ang | pode sofrer acdo da
ECA I, originando Ang (1-9), que sofrerd agdo da ECA, originando Ang (1-7), culminando
nos mesmos efeitos (Moraes et al., 2017). Essa via também pode ser alcancada por Ang 11, ao
sofrer acdo da enzima ECA II, originando Ang (1-7) e seus efeitos sucessores (D’Ardes et al.,
2020) (Figura 2).
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Figura 3-Mecanismo do SRA e seus efeitos inflamatérios e metabolicos
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Legenda: Cascata iniciada pelo angiotensinogénio, que é convertido a Ang | e Ang Il com o auxilio das enzimas
renina e ECA respectivamente. Ang Il pode se ligar aos receptores AT1R e AT2R gerando efeitos pro e anti-
inflamatorios respectivamente. Por outro lado, Ang Il sofre conversdo pela ECA Il em Ang (1-7) que vai se ligar
ao receptor Mas, gerando também efeitos anti-inflamatérios.
Fonte: Adaptado de D’ Ardes et al. (2020, traducéo propria).

O AGT € uma proteina central muito importante do SRA, envolvida com a homeostase
cardiovascular e € a Unica precursora de todos os peptideos de angiotensina (Martinyak;
Tomasik, 2023). Consiste de 485 residuos de aminoécidos, € produzida em resposta a diferentes
fatores, como niveis elevados de cortisol e estrogénios (Yiannikouris et al., 2012). Em menores
quantidades, AGT € expresso e secretado localmente no coracgdo, rim, glandulas adrenais,
cérebro, adipocitos e endotélio de vasos sanguineos. Sua expressao se da a partir do gene AGT
que se localiza no cromossomo 1g42.2 (NCBI, 2024). A quantidade de AGT no tecido é
determinada pela taxa de transcrigdo génica, e a literatura tem demonstrado que Ang Il mantém
a estabilidade dos transcritos de AGT na forma de feedback positivo. Ja a alta concentracdo de
AGT inibe a atividade da renina (Jamaluddin et al., 2000).
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AGT é um membro da superfamilia das serpinas (inibidoras serina proteases), que
também inclui outras proteinas, como antitripsina al, antiquimiotripsina ol e antitrombina I11.
Sua producdo € principalmente controlada por horménios como estrogénios, esteroides e
hormonios tireoidianos (Deschepper, 1994; Lu et al., 2016). Apds a clivagem enzimatica, AGT
é convertido em Ang I, Ang Il e se ligar ao AT1R, este pode ativar o fator de transcrigdo NF-
kB, que estara envolvido na transcri¢do de citocinas pro-inflamatérias, como TNF, IL-6, IL-1j,
IL-8, MCP-1, entre outras (Banu et al., 2020). Além disso, Ang Il pode diretamente ativar
macrofagos, que estardo envolvidos com a secrecdo das citocinas pro-inflamatérias. A partir
disso é importante notar que no contexto da COVID-19, o0 SARS-CoV-2 utiliza receptores ECA
Il para infectar células do parénquima pulmonar. Dessa forma, ECA 11 é levada a exaustdo pelo
virus resultando em acumulo de Ang Il livre, 0 que pode resultar em ligacdo a ATIR e
subsequente ativacdo da inflamacéo tecidual (Nor Rashid et al., 2024; Scialo et al., 2020)
(figura 3). O acumulo desenfreado de fatores prd-inflamatdrios pode conduzir clinicamente o
paciente ao quadro de COVID-19 grave a partir da formacdo da tempestade de citocinas e

faléncia de multiplos 6rgdos (Huang et al., 2020; Mehta et al., 2020) (figura 3).

Figura 4-Mecanismo entre SRA e inflamacéo.
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Legenda: : Inicialmente 0 SARS-CoV-2 se liga aos receptores ACE2/TMPRSS2 que gerara a ativacdo do receptor
tipo I de angiotensina 1l (AT1R) e consequentemente o fator de transcricdo NF-kB que ativara a transcri¢do de
citocinas pro-inflamatdrias que estardo envolvidas com a progressdo para SRAG.

Fonte: Adaptado de Banu et al. (2020, tradugéo propria).

O SRA desempenha um importante papel na regulacdo cardiovascular e no equilibrio hemodindmico, tendo
0 angiotensinogénio como um componente essencial para a geragdo de moléculas chave do sistema. No contexto

da infeccdo por SARS-CoV-2, a ECA I, juntamente com o co-receptor TMPRSS2, utilizados pelo patégeno,
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destaca a importancia do angiotensinogénio e suas vias associadas. A compreensdo do SRA e sua relacdo com a
fisiopatologia da COVID-19 pode elucidar novos caminhos para abordagens terapéuticas com vista a mitigar

processos inflamatorios e ajudar a modular a resposta imune ao virus.

2.4.4 Via da Leptina

A leptina (LEP) é um peptideo hormonal que primariamente ¢ sintetizada por adip6citos
da gordura branca (Chan et al., 2002; McDougald et al., 1995). Além desse tecido, a LEP pode
ser produzida também no estbmago, placenta e musculo esquelético, mas pode ser encontrada
também em varias regides do cérebro, como hipotalamo, cértex cerebral e cerebelo. Para
alcancar essas regides, a LEP precisa ultrapassar a Barreira Hematoencefalica (BHE) (Di
Spiezio et al., 2018). O seu reconhecimento envolve ligacdo ao Receptor de Leptina (LEPR),
ou Receptor de Obesidade (OBR), que pertence a familia gp130 de receptores de citocina
(NCBI, 2024). LEPR pode ser expressa em varios tecidos, como hipotalamo, tecido adiposo,
coracdo, placenta, pulméo e figado; e possui seis isoformas: LEPR-LEPRa, LEPRb, LEPRc,
LEPRd, LEPRe, e LEPRf (Chua et al., 1997; Darvishzadeh et al., 1996). O LEPRb € o receptor
mais longo dentre os citados e é essencial para a transducéo de sinal dependente de LEP, a partir
de sua ativacao, multiplas vias de sinalizacdo podem ser estimuladas (Chen et al., 1996; Fong
et al., 1998). A LEPRe é uma isoforma secretdria e controla os niveis de leptina circulantes
(Huang; Wang; Li, 2001).

O impedimento do transporte de LEP ao cérebro, bem como sua tolerancia ou resisténcia,
tém sido associados a obesidade. Além disso, 0 ndo reconhecimento de LEP por LEPR tém sido
associado também a essa patologia, e a infertilidade (Chehab; Lim; Lu, 1996; De Luca et al.,
2005). E importante salientar que LEP-LEPR regula alguns sistemas do nosso organismo, como:
reproducao, homeostase 0ssea, proliferacdo celular e sinalizacdo imune. Estudos tém mostrado
também que LEP também funciona como uma citocina pro-inflamatéria com importante papel
na resposta imune inata e adaptativa (Lam; Lu, 2007). Além disso, niveis elevados de LEP no
soro tém sido associado a condic¢des inflamatdrias graves (Giannini et al., 1999; Yalcindag et
al., 2007).

A sinalizacdo LEP-LEPR ativa uma complexa variedade de vias, como Janus Kinase-
Signal Transducer and Activator of Transcription (JAK-STAT), Rat Sarcoma/Rapidly
Accelerated Fibrosarcoma/Mitogen-Activated Protein Kinase (RAS/RAF/MAPK) e Insulin
Receptor Substrate/Phosphoinositide 3-kinase (IRS/PI-3K) (Nanjappa et al., 2011). Para
ativacéo da cascata JAK-STAT, a sinalizacdo LEP-LEPR fosforila Janus Kinase 2 (JAK2), que

consequentemente ativa STAT, tornando-a um dimero. Apos isso, STAT se transloca para o
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nacleo onde vai estimular transcricdo de Suppressor of Cytokine Signaling 3 (SOCS3),
Suppressor of Cytokine Signaling 7 (SOCS7) e Protein Tyrosine Phosphatase, Non-Receptor
Type 1 (PTPN1) (Baumann et al., 1996). SOCS3 e SOCS7 possuem atividades feedback
negativas, em que a primeira pode atuar se ligando ao LEPR ou a JAK2, e a segunda se ligando
a STAT fosforilada, inibindo assim a via de sinalizagdo (Dunn et al., 2005; Martens et al., 2005).
PTPN1 também realiza regulacdo negativa, porém atua principalmente se ligando a JAK2 e
STAT3 (Lund et al., 2005).

A via cléssica RAS/RAF/MAPK se inicia com a ativagdo do Protein Tyrosina
Phosphatase Non-Receptor Type 11 (PTPN11) através da interacdo proteina-proteina. PTPN11
pode atuar regulando tanto positivamente como negativamente a via de sinalizacdo de LEP,
ativando MAPK1/3 por meio da proteina Growth Factor Receptor Bound Protein 2 (GRB2)
(Carpenter et al., 1998; Li; Friedman, 1999). GRB2 induz outra cascata de ativacdo que envolve
participacdo de Son Of Sevenless 1 (SOS1), Harvey Rat Sarcoma Viral Oncogene Homolog
(HRAS) e RAF proto-oncogene serine/threonine-protein kinase (RAF1), que vao ativar
MAPKZ1 por fosforilacdo, através da ativacdo do complexo MAP2K1/2. Esse processo induz
ativacdo do fator de transcricio CAMP Response Element-Binding Protein 1 (CREB1), que
estard envolvido com a transcricdo de genes associados a proliferagdo; ciclo, motilidade e
metabolismo (Nanjappa et al., 2011).

O funcionamento da via RAS/RAF/MAPK durante a COVID-19 ainda é pouco
documentada, no entanto, estudos sugerem que a proteina Spike do SARS-CoV-2 pode estar
envolvida na ativacdo de MAPK, através do receptor AT-1 e dos fatores de transcricdo NF-kB
e AP-1 (Patra et al., 2020). Estes, por sua vez, induzem producéo de altos niveis de IL-6 e TNF-
o que vao causar danos em células epiteliais pulmonares, acarretando em diminui¢do da
ventilacdo e consequente SRAG (Goel et al., 2021). Além disso, H-RAS, C-RAF, MAPK1,
MAPK?2 e ERK estiveram positivamente regulados em pacientes COVID-19 sugerindo possivel
relacdo com quadros inflamatérios (Cusato et al., 2023). Ainda, RAF/MEK/ERK pode induzir
ativacdo de Hypoxia-Inducible Factor (HIF), o qual esta associado ao quadro de hipoxia (Cusato
et al., 2023). Devido a possivel interacdo entre a via e o desenvolvimento de SRAG em
pacientes COVID-19, Ghasemnejad-Berenji et al. (2021) sugeriram que 0 eixo
RAF/MEK/ERK pode fazer parte de uma importante estratégia terapéutica.

A via IRS/P1-3K também ¢ ativada e regulada a partir da interacdo LEP-LEPR, que por
meio de interacdes proteicas, ativa a proteina adaptadora Src Homology 2-B domain-containing
protein 2 (SHB2), que ira recrutar receptores de insulina 1 e 2 (IRS1 e IRS2), que serdo
fosforilados por JAK2 (Duan; Li; Rui, 2004). O complexo SHB2/IRS/JAK2 interage com o
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dominio p85 do PI-3K que estara envolvido com a ativacdo da Akt, uma familia importante de
quinases, e ativacdo de mammalian Target of Rapamicin (mTOR) (Lam et al., 2007). Akt
posteriormente ativa [kB Kinase family protein (IKKs), que ativard NF-«B, fator de transcri¢ao
associado a expressao de citocinas pré-inflamatérias (TNF, IL-1p, IL-6, IL-8, 1L-12, MCP-1,
GM-CSF, IFN-y) regulacao de estresse (COX-2, INOS etc) e proliferacdo celular (Bcl-2, clAPs
etc), e resposta antiviral (IFN-a, IFN-B etc) (Lam et al., 2007). Ja pela via mTOR, havera
envolvimento da regulacdo da polarizacdo de linfocitos TCD4+ nos seus variados subtipos e
respostas inflamatorias associadas, bem como, formacéo de posteriores Tregs (Abu-Eid et al.,
2014).

Em relacdo a COVID-19, a via PI-3K/Akt pode desempenhar um papel crucial na
regulacdo da resposta imune mediada por linfocitos T (Abu-Eid; Ward, 2021). Tem sido
observado que a desregulacdo de células T, bem como a alta expressdo de Programmed Cell
Death-1 (PD-1), oriundos da ativacao por PI-3K/Akt pode conduzir a tempestade de citocinas
e consequentemente desfechos graves da doenca (Diao et al., 2020). Ainda, mutag6es presentes
em componentes da via podem estar associadas ao mal funcionamento de células imunes e sua
inducdo de morte (Angulo et al., 2013). Estudos também tém recomendado utilizagdo de
inibidores da via PI-3K/Akt a fim de manter um funcionamento eficaz de linfocitos T CD8 por
mais tempo até o alcance da exaustdo celular, bem como contribuir para diminui¢do da carga
viral (Abu-Eid et al., 2015; Abu-Eid et al., 2017). MutacGes na via também podem estar
envolvidas com a hiperativacdo de mTOR, o0 que pode estar associado a deficiéncias de
linfdcitos naive e de mecanismos de memoria imunoldgica (Lucas et al., 2015).

Diante dos mecanismos descritos, é fato que a sinalizacdo mediada por LEP-LEPR
desempenha um papel crucial ndo apenas na regulacdo do metabolismo e da homeostase
corporal, mas também em respostas inflamatdrias (Giannini et al., 1999; Yalcindag et al., 2007).
As multiplas vias de ativagdo, como JAK-STAT, RAS/RAF/MAPK e IRS/PI-3K tém
relevancia significativa em diversos contextos patoldgicos, incluindo a obesidade, infertilidade
e doencas inflamatorias (Chehab; Lim; Lu, 1996; De Luca et al., 2005; Giannini et al., 1999;
Yalcindag et al., 2007). Em particular, a associacao dessas vias com a COVID-19 sugere que a
interacdo entre leptina e suas vias de sinalizacdo pode contribuir para a gravidade da doenca,
reforgando o potencial dessas vias como alvos terapéuticos promissores. Estudos futuros séo
necessarios para elucidar ainda mais essas conexfes para criagdo de novas abordagens

terapéuticas no tratamento de doengas virais, especialmente COVID-19.
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2.4.5 Via do Metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR)

O metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) € uma enzima que desempenha importante
papel no metabolismo do folato e no ciclo de metilagdo bioquimica do DNA, proteinas e lipidios
(Goyette et al., 1998). O ciclo do folato se inicia com a metabolizacdo do acido félico (forma
sintética) ou folato (forma natural), que é convertido em suas formas biologicamente ativas:
tetrahidrofolato (THF), 5,10-metilenotetrahidrofolato (5,10-CH2-THF), 5-metiltetrahidrofolato
(5-MTHF) e 10-formiltetrahidrofolato (Liew; Gupta, 2014). Inicialmente o THF é convertido
em 5,10-CH2-THF pela enzima serina hidroximetiltransferase (SHMT) através da transferéncia
de um grupo hidroximetila deste para o0 THF (Schirch; Peterson, 1980; Shane, 1989). Ap0s essa
etapa, a enzima MTHFR realiza a conversdo, usando NADPH como cofator, do 5,10-CH2-THF
em 5-MTHF, a principal forma circulante de folato no corpo (Schirch; Peterson, 1980; Shane,
1989). A funcdo do 5-MTHF ¢é realizar doacdo de grupos metil, especialmente no ciclo da
metionina. Portanto, nesta etapa, a MTHFR desempenha papel fundamental na disponibilizacéo
de folato na forma 5-MTHF, que € utilizado para remetilacdo da homocisteina em metionina,
etapa crucial no ciclo de metilagéo (Heil et al., 2001).

O 5-MTHF gerado pela MTHFR é entregue ao ciclo de metilagdo em que faré a doagdo de
um grupo metil a homocisteina, transformando-a em metionina. Essa reacdo € catalisada pela
enzima metionina sintase, que também depende da vitamina B12 (cobalamina) como cofator
(Heil et al., 2001). A metionina resultante pode, entdo, ser ativada pela metionina
adenosiltransferase, formando a S-adenosilmetionina (SAM), que € o principal doador de
grupos metil em diversas reacdes, incluindo metilacdo de DNA, RNA proteinas e lipidios (Heil
et al., 2001). Apds a doacgédo do grupo metil, o SAM ¢ convertido em S-adenosilhomocisteina
(SAH), que ¢ hidrolisado para regenerar homocisteina, fechando o ciclo. Assim, a homocisteina
pode ser remetilada em metionina via ciclo de metilacdo, ou pode ser desviada para o ciclo da
transulfuracdo, onde é convertida em cisteina, outro aminoéacido essencial (Cui et al., 2017,
Heil et al., 2001).
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Figura 5-Metabolismo do folato/homocisteina simplificado evidenciando as vias de remetilacdo e transsulfuracéo
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Legenda: observa-se de maneira simplificada as vias de remetilagdo e transsulfuragdo, em que as principais
enzimas e produtos gerados sdo evidenciados. Na via de remetilacdo, o folato € convertido inicialmente em 5-
MTHF (folato circulante) com auxilio das enzimas SHMT e MTHFR. O 5-MTHF doar& metil a homocisteina
convertendo-a em metionina com o auxilio da enzima metionina sintase + vitamina B12. Assim, a metionina é
ativada em SAM, que realizara metilacdo de DNA e RNA, sendo os seus excedentes hidrolisados e convertidos
novamente em homocisteina.

Fonte: Adaptado de Cui et al. (2017, traducdo propria)

Ha diversas patologias associadas ao mal funcionamento da MTHFR, dentre elas, a
hiperhomocisteinemia, que € resultado de acimulo de homocisteina no sangue, ndo convertida
em metionina (Heil et al., 2001). Niveis elevados de homocisteina estdo associados ao risco
aumentado de doencas cardiovasculares; estresse oxidativo e aceleragdo do processo
aterosclerdtico; acidente vascular cerebral (AVC) e tromboembolismo, ja que nesta tem sido
evidenciados efeitos na reatividade plaquetaria (Durand et al., 2001; Guo et al., 2008; Graham
et al., 1997; Jakubowski, 2006; Ramachandran, 2006). Outras patologias incluem disfuncdes
do tubo neural, em que polimorfismos genéticos no gene correspondente estdo associados com

0 surgimento da espinha bifida e anencefalia, devido a diminuigdo da disponibilidade de 5-
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MTHF, que possui papel crucial para o desenvolvimento adequado do feto (Heil et al., 2001;
Lacasarfia et al., 2012; Shaw et al., 2009). Surgimento de canceres, como cancer de célon, mama
e leucemia, se torna importante destacar, pois se origina a partir de alteracdes no ciclo do folato
devido a desregulacao da metilacdo do DNA e sintese de nucleotideos (Choi; Mason, 2000; De
Jonge et al., 2009; Novakovic et al., 2006).

Em relacdo as doencas infecciosas virais, estudos prévios tém revelado altas concentracdes
de homocisteina em diferentes tipos de infec¢Ges virais como HIV, HCV e HPV, o que pode
revelar processos disfuncionais na via (Abike et al., 2011; Oliveira et al., 2019; Roblin;
Pofelskij; Zarskij, 2007). Deminice et al. (2013) demonstrou que disfungbes no metabolismo
do folato podem ser comuns em pessoas convivendo com HIV e que isso pode ndo ser
relacionado a deficiéncia nutricional. Homocisteinemia esta normalmente associada ao
aumento de estresse oxidativo e isso pode colaborar com a progressao do HIV através do
aumento de carga viral, disfun¢do imune e carcinogénese (Stehbens, 2004). Além disso, Masia
et al. (2016), refere-se ao estresse oxidativo como preditor de mortalidade para individuos
vivendo com HIV.

Na COVID-19, tém sido descrito que altos niveis plasmaticos de homocisteina podem
aumentar significativamente a incidéncia de injaria vascular em diferentes vasos sanguineos
bem como hipertensdo (Durand et al., 2001; Graham et al., 1997). E importante pontuar que 0s
altos niveis sorologicos de homocisteina podem ser oriundos também de mutacdes presentes na
enzima MTHFR, tornando o processo de metilacdo da homocisteina dificultados (Karst;
Hollenhorst; Achenbach, 2020; Rooney, 2020). Além disso, os elevados niveis de homocisteina
podem ter valor preditivo para a doenca leve e grave, o que pode por em questao 0s mecanismos
subjacentes de interacdo entre 0 SARS-CoV-2 e o ciclo do folato em regido upstream a etapa
de metilacdo de homocisteina (Keskin et al., 2022; Yang et al., 2020). E importante salientar
que nesse contexto, o estresse oxidativo também pode ser ativado pela hiperhomocisteinemia,
através da ativacdo de NF-kB em neutréfilos e macréfagos, e ja tem sido descrito estar
associado ao aumento de carga viral em infec¢do por SARS-CoV-1 (Morales-Borges; Gonzalez,
2020; Smits et al., 2010).

O MTHEFR possui papel crucial no ciclo do folato e consequentemente para satide humana,
com influéncia que vai desde a regulacdo do ciclo de metilacdo a protecdo contra o estresse
oxidativo. Disfuncdes na atividade da MTHFR podem conduzir a diversas patologias graves,
como doencas cardiovasculares, disfunges do tubo neural e aumento da predisposicdo ao
desenvolvimento de cancer. Além disso, altos niveis de homocisteina e seus efeitos deletérios

em cascatas inflamatorias destaca a relevancia de estudos futuros sobre essa via metabdlica em
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infeccdes virais, especialmente por SARS-CoV-2, em que seus niveis tém sido correlacionados
a progressdo da doenca e complicacGes vasculares. Compreender o metabolismo do folato nesse
contexto também pode elucidar novas perspectivas terapéuticas a fim de mitigar o impacto da
COVID-19.

2.4.6 Patogénese das co-infecgdes

Durante a pandemia de COVID-19, muitos estudos relacionados as co-infec¢@es associadas
a0 SARS-CoV-2 foram e estdo sendo realizados com o intuito de entender a relacdo entre 0s
agentes etiologicos envolvidos e suas possiveis associacdes com os diferentes desfechos da
doenca (Cuadrado-Payéan et al., 2020; Farias et al., 2024; Han; Gatheral; Williams, 2020; Huang
et al., 2020; Zhou et al., 2020). Huang et al. (2020) e Zhou et al. (2020) tém identificado que
8% dos pacientes chineses com COVID-19 foram também diagnosticados com outros
patdgenos, e que correspondiam ao grupo de pacientes graves e Obitos. Além disso, os piores
desfechos estiveram relacionados a co-infeccdo no estagio posterior da doenca. Ainda, €
importante salientar que um alto percentual de co-infec¢Bes bacterianas tem sido documentado
em 27,7% dos pacientes franceses apds terem sido entubados devido a insuficiéncia respiratoria
causada pela COVID-19 (Kreitmann et al., 2020). Trés espécies bacterianas foram responsaveis
por mais de 90% dos casos de co-infec¢do, sendo elas Staphylococcus aureus, Haemophilus
influenzae e Streptococcus pneumoniae (Kreitmann et al., 2020).

Outras infec¢des virais também tém sido relatadas como conjuntamente atuantes durante a
COVID-19, como influenza A e B, varicela-zéster (VZV), Epstein-Barr (EBV),
citomegalovirus (CMV), herpes simplex (HSV), herpes humano 6 (HHV 6) e hepatite B (HBV)
(Algahtani; Buti, 2020; Le Balc’h et al., 2020). Nesse contexto, 0 SARS-CoV-2 tem sido
associado a recidivas sintomaticas das respectivas doencas virais. No estudo de Cuadrado-
Payan et al., (2020) foram evidenciados casos graves da doenca correspondente a co-infeccao
por SARS-CoV-2 e influenzas A e B, em que trés pacientes exibiram deterioracdo respiratoria,
e necessitaram de intubacdo traqueal e ventilacio mecanica. E importante salientar que, a cepa
viral e a imunidade rebanho sdo aspectos cruciais nesse contexto, uma vez que este estudo tem
avaliado pacientes em uma época em que a taxa de mortalidade por COVID-19 era mais elevada
devido a baixa taxa de imunizagéo (Garazzino et al., 2021; Kishore et al., 2020).

A literatura tem evidenciado também a alta prevaléncia da co-infec¢do HIV/SARS-CoV-2
por meio de relatos de casos, artigos originais e revisdes. De maneira geral, o individuo co-

infectado possui maiores chances de exibir o desfecho grave e mortalidade pela doenca quando
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possui linfopenia grave (CD4 < 200 células/mL), idade elevada (>50 anos) e alguma
comorbidade associada (Boulle et al., 2020; Braunstein et al., 2021; Squillace et al., 2021;
Wang et al., 2020). Por outro lado, individuos que possuiam CD4>500 células/mL tenderam a
exibir menores frequéncias de tempestades de citocinas, o que pde em evidéncia também o
papel das comorbidades e fatores comportamentais nesse contexto (Hadi et al., 2020; Squillace
etal., 2021).

Sharov, 2021 menciona o efeito sinérgico imunossupressor que 0 HIV e 0 SARS-CoV-2
possuem nos casos graves. Em estudo realizado, destaca-se a presenca das citocinas I1L-10 e
TGF-B como potenciais marcadores prognosticos de sinergia (Sharov, 2021). Além disso, tem
sido mostrado que o uso do TARV possui papel importante no impedimento do
desenvolvimento de doenca grave, ja que os niveis linfocitarios podem se manter elevados e
atuantes. No entanto, tem sido evidenciado também que o SARS-CoV-2 esteve associado a
incapacidade de producédo das citocinas IL-2, TNF- a e IFN- vy, que sdo importantes para a
regulacao da ativacdo dos linfécitos T, e a exaustdo destes (Sharov, 2021). Ainda, o crescimento
pronunciado das citocinas imunossupressoras IL-10 e TGF-p tem sido observado em pacientes
co-infectados e isso pode estar relacionado também a resposta ineficaz por células T (Sharov,
2021). O descontrole da ativacdo dessas células, bem como sua exaustdo e imunossupressao
mediada por citocinas especificas tém sido relacionadas a complica¢es pulmonares (Madge et
al., 2020; Sharov, 2021).

Em relagdo a co-infeccdo SARS-CoV-2/Leishmania, Martins et al. (2022) discute a
ineficicia da resposta via IFN-y em imunossuprimidos, por Leishmania infantum, contra o
SARS-CoV-2, e que isso pode ter relacdo com o agravamento dos pacientes co-infectados.
Entdo uma eficiente resposta Th1 por neutrofilos, bem como producéo de TNF- o por monocitos
sdo importantes para o controle da infeccéo parasitaria. Por outro lado, uma resposta Th2, com
producéo de IL-4 e IL-10, pode favorecer a replicagdo da L. infantum (Viana et al., 2008).
Colomba et al. (2023) descreve também um possivel impacto negativo, causado pelo SARS-
CoV-2, na imunocompeténcia de uma paciente previamente infectada por Leishmania infantum
em um relato de caso. Wiech et al. (2022), bem como outros pesquisadores, tém também
discutido o efeito remodelador que 0 SARS-CoV-2 pode induzir em células TCD4, TCD8 e
Tregs; causando exaustdo e desregulacdo, e isso pode estar relacionado a recidivas parasitarias
durante a co-infec¢do com a L. infantum (Colomba et al., 2020; Favi et al., 2022; Kantzanou et
al., 2022; Tolomeo et al., 2020). Além disso, a propria remodelagéo das células T necessaria
para lidar com o virus pode permitir que o parasita escape da vigilancia imunolégica levando a

reativacdo da doenca (Colomba et al., 2022).
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A literatura também relata um caso de co-infecgdo entre SARS-CoV-2, HIV e L. infantum,
em que a paciente desenvolveu COVID-19 grave estando previamente co-infectada, e nédo
tratada, por HIV/L. infantum (Farias et al., 2024). Além de sinais e sintomas caracteristicos de
COVID-19 grave, como febre, tosse, dispneia, saturacdo de oxigénio < 93% e
comprometimento pulmonar >50%; varidveis do hemograma também exibiram alteraces,
como linfopenia, neutropenia e leucopenia (Farias et al., 2024). Além disso, os achados
laboratoriais revelaram niveis elevados de dimero D, AST, ALT, lactato desidrogenase (LDH),
ferritina e proteina C reativa (PCR) (Farias et al., 2024). A linfopenia, leucopenia e neutropenia
evidenciadas se configuram como resultado da infeccéo tripla SARS-CoV-2/HIV/L. infantum
(Barbera et al., 2021; Goto; Prianti, 2009; Schriefer; Wilson; Carvalho, 2008). E importante
salientar também que existem cepas do HIV relacionadas a les6es pulmonares e que isso pode
colaborar para o agravamento da COVID-19, porém nesse caso especifico merece maiores
investigagdes (Dujardin et al., 2021). O HIV e a L. infantum podem se interagir gerando
beneficio matuo, conforme descrito por Okwor; Uzonna, 2013. Em detalhe, o HIV pode
prejudicar a resposta celular, o que pode resultar em reativacdo parasitaria. Além disso, o HIV
induz producdo de fatores pro-inflamatorios por macréfagos, como prostaglandina E2,
ciclooxigenase 2 e TGF- B que estardo também envolvidos com a inducdo da replicacéo
parasitaria nestas células. E importante salientar, que o TGF- p € uma citocina imunossupressora
gue pode nesse contexto enfraquecer a resposta ao SARS-CoV-2 resultando em agravamento
da doenca. Ainda no balango HIV/L. infantum, a expressdo de lipofosfoglicano (LPG) na
superficie da Leishmania pode induzir expressao do gene LTR, do HIV, em células T. Além
disso, a infeccdo por Leishmania, por induzir producéo de TNF-a, IL-1 e IL-6; podem facilitar
a replicacdo do HIV e induzir elevados niveis de PCR (Boras et al., 2014; Casado et al., 2015;
Guedes et al., 2018; Okwor; Uzonna, 2013; Shah et al., 2015; Tan et al., 2020).

Em relagdo aos achados laboratoriais elevados, o dimero D tem sido associado na literature
a mortalidade por COVID-19, aos altos niveis de RNA do HIV circulante e a infecgdo por L.
infantum (Sakkas et al., 2008; Zhang et al., 2020). Os elevados niveis de ferritina tém sido
descrito como potencial indutor de processos pro-inflamatorios e geracdo de tempestade de
citocinas, além de estar associada a COVID-19 moderada/grave (Abbaspour; Hurrel; Kelishadi,
2014; Carubbi et al., 2021; Horrillo et al., 2019; Lino et al., 2021; Riera et al., 1994). A LDH
tem sido associada a danos teciduais, incluindo distdrbios pulmonares, e também a gravidade
por COVID-19, se tornando possivel biomarcador para eventos pré-inflamatérios da doenca
(Han et al., 2020; Horrillo et al., 2019; Li et al., 2020). Além disso, tem sidoencontrada elevada
em pacientes co-infectados HIV/L. infantum (Farinacci et al., 2021; Mouhoub et al., 2021). Por
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fim, AST e ALT tém sido apontados como fortes preditores de COVID-19 grave e tém sido
comumente observados em infec¢do por L. infantum, uma vez que o parasita possui forte
tropismo por células hepaticas (Tian; Ye, 2020). E importante salientar aqui, que 0 SARS-CoV-
2 pode estar também relacionado aos altos niveis de AST e ALT por infectar colangidcitos, pois
estes expressam ACE2 e sdo suscetiveis a infeccdo (Tian; Ye, 2020; Wang et al., 2020).

Em um cenario onde multiplas infecces envolvendo diferentes agentes etioldgicos podem
ocorrer, € importante que haja investigacbes mais robustas em relagdo a patogénese dos
diferentes perfis de co- infec¢do para que novas abordagens de manejo sejam elucidadas com o
intuito de garantir melhores prognosticos. Além disso, € importante salientar que novas
abordagens diagnoésticas sejam levadas em consideracdo principalmente em contexto de

doencas endémicas.

2.4.7 Fatores genéticos humanos e a gravidade da COVID-19

Sabe-se que fatores genéticos do hospedeiro, além do meio ambiente e fatores virais, sdo
potenciais influenciadores no desfecho clinico de doencas infecciosas. A atuacdo de SNPs tém
sido descrita em diversas vias metabolicas possibilitando diferentes niveis de regulacéo génica,
bem como impactos estruturais funcionais (Lee; Shatkay, 2007). Esses mecanismos podem
ocorrer devido a presenca dos SNPs em regifes de regulacéo de expressdo génica, como regides
enhancers, silenciadoras ou de splicing, bem como regies do exoma que sdo importantes para
a formacdo estrutural da proteina (Lee; Shatkay, 2007).

A via do inflamassoma é uma das vias metabdlicas que possuem SNPs com potencial
influéncia no desfecho grave em COVID-19. O haplotipo ATGAG (NLRP3) ja tém sido
associado a doenca grave e ao uso de ventilagdo mecénica. Além disso, Rodrigues et al. (2020)
mostraram que a propria ativacdo do NLRP3 é presente em individuos com COVID-19 e que 0
nivel dessa ativacdo pode influenciar negativamente o desfecho da doenca através da
hiperreativacdo imune e ativacdo de tempestade de citocinas. Nesse caso, 0 uso de inibidores
da via em questdo pode representar uma importante alternativa terapéutica contraa COVID-19
grave. Além disso, outros SNPs em NLRP3 ja tém sido alvo de estudos em outros doencas
infecciosas, como a variante do éxon 4, posicdo 1753 rs3806268, que ja tem sido associada a
niveis elevados de IL-6 em individuos vivendo com HIV (PLWH), o que pode representar um
fator de risco para quadros clinicos inflamatorios graves (Okendo; Okanda, 2022). Ja a variante
intronica NLRP3 rs4612666 - T/T ja foi associada ao risco aumentado de desenvolvimento de

tuberculose extrapulmonar (EP-TB) em individuos brasileiros (De Sa et al., 2022). Outra
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variante, a NLRP3 rs3806265-C/C ja foi associada ao maior risco de aspergilose e a psoriase
em individuos chineses (Yu et al., 2018; Zhong et al., 2022). E importante salientar que
juntamente com o gene NLRP3, o CARDS8 se torna um importante alvo para analises de
interacdo e associacdo em doencas infecciosas. Segundo Ito; Hara; Kubota (2014), o CARD8
regula negativamente a expressdao e montagem do NLRP3 e que mais estudos sao necessarios
para investigar o papel dos dois genes e seus respectivos loci polimérficos em doencas
infecciosas e outras patologias. Além disso, SNPs localizados no CARDS8 foram associados a
elevados niveis de IL-6 em individuos com tuberculose (TB) comparados com aqueles sem TB.
Ainda, SNPs em CARDS8 foram associados a niveis elevados de IL-13 em individuos com
tuberculose extrapulmonar (EP-TB) e a niveis elevados de IL-33 em individuos TB-HIV (De
Sa et al., 2022). E importante destacar que SNPs presents em genes de citocinas associadas a
via do inflamassoma, como IL-1p podem ter papel crucial na expressao da proteina e interacdes
intermoleculares. O gendtipo G/A-rs1143634 (IL-1B) j& tem sido associado também ao risco
de TB entre PLWH no Brasil (De Sa et al., 2022). O mesmo SNP também foi associado a
elevados niveis de IL-33 em individuos TB com ou sem infec¢do por HIV, o que denota a
importancia da influéncia que os SNPs podem possuir nas interagdes moleculares (De Sa et al.,
2022).

Outros elementos da via do inflamassoma possuem SNPs que podem desempenhar papéis
cruciais em outras doencas infecciosas, como 0s SNPs rs12150220 A>T (pLeul55His - NLRP1),
rs455060 (NLRC4) e o rs2276405 (AIM2). Leal et al. (2022) encontraram associacdo entre o
genotipo T/T-rs12150220 e o desfecho grave da COVID-19 em individuos do Brasil. Ainda,
foi encontrada associagdes também com internagdo em UTI e insuficiéncia respiratoria.
Importante salientar que dentro do modelo de anélise, diabetes e hipertensao foram incluidos,
0 que sustenta a importancia da associacdo mutua genética, desfecho e comorbidades. Neste
estudo, rs12150220 foi associado ao ganho de funcdo do NLRP1, ou seja, intensificando sua
ativacéo durante a infecgdo por SARS-CoV-2 e consequentemente tornando a liberagdo de IL-
1B mais intensa conduzindo a a quadros inflamatérios graves (Leal et al., 2022). O SNP
rs12150220 esta localizado entre a regido amino-terminal PYD e o dominio central NACHT
que ¢ especificamente a regido alvo de ligacao de proteases virais, como ja antes estudadas, as
proteases 3CL e NSP5 (Planes et al., 2022). Ainda nesse contexto, Vasseur et al. (2012)
destacaram a rapida evolucdo na deteccdo de epidemias virais na Europa, ja que a frequéncia
de rs12150220 alcanga aproximadamente 50% no continente.

O rs455060 ainda é pouco estudado em relacdo as doencas virais, no entanto, possui

importante papel de reconhecimento em regides mucosas do pulméo, estdmago e intestino
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(Bauer; Rauch, 2020). Gresnigt et al. (2018) tém mostrado que rs455060 participa de um perfil
haplotipico (ACTT — rs212704, rs455060, rs7562653 e rs385076) que pode possuir um papel
crucial de suscetibilidade a colonizacdo por A. fumigatus. Além disso, 0 SNP rs212704 - G/G
tém sido associado a colonizacéo por A. fumigatus em individuos com fibrose cistica (lannitti
et al., 2016). SNPs do receptor NLRC4 necessitam de estudos mais aprofundados e robustos a
fim de obter melhores informacdes a cerca dos papeis regulatdrios na via, potenciais efeitos na
expressao génica e conformacéo proteica.

O SNP rs699 (M268T) do gene AGT (cromossomo 1g42.2) é do tipo missense, esta
localizado no éxon 2 e codifica uma variante treonina, a qual ja tem sido descrita como
associada a niveis elevados de angiotensina (Brand et al., 2002; Corvol; Jeunemaitre, 1997;
Sethi; Nordestgaard; Tybjaerg-Hansen, 2003). Além disso, a variante ja tem sido associada a
niveis elevados de angiotensinogénio plasmaticos e também a hipertensao (Jeunemaitre et al.,
1992; Sethi;Nordestgaard; Tybjaerg-Hansen, 2003; Takeuchi et al., 2012). Em relacdo a
COVID-19, o alelo C e o genotipo TC tém sido associados ao risco aumentado de infeccao por
SARS-CoV-2 em individuos iranianos (Kouhpayeh et al., 2021). Em outro estudo, conduzido
por Cafiero et al. (2021), rs699 foi encontrada expressa em maior frequéncia em individuos
COVID-19 sintométicos da Italia. Além disso, no mesmo estudo, foi encontrada maior
frequéncia do alelo T na populagdo de estudo comparado a frequéncia da populacdo global
obtida pelo Projeto 1000 Genome e GnomAD (Cafiero et al., 2021). Ja o gendtipo TT, em
outros trabalhos, tem sido associado a hipertensao arterial, pressao sistolica e doencga arterial
coronariana (Giri et al., 2019; Liu et al., 2016). Evidéncias experimentais, sugerem que
variantes do gene AGT podem estar correlacionados a hipertensao, insuficiéncia cardiaca e
fatores de risco cardiovascular (Xu; Rong; Zhang, 2021).

O SNP rs1137101 do gene LEPR esta localizado no exon 6 e sua alteracdo envolve a
substituicdo de glutamina por arginina na posi¢cdo 223 (GIn223Arg) (Consortium et al., 2012;
Peelman et al., 2004; Tartaglia et al., 1995). O SNP especificamente impacta o dominio CRH1
do receptor, que possui funcdo importante na ligacdo a LEP (Peelman et al., 2004). A anélise
de possiveis relagbes entre rs1137101 e a COVID-19 ainda se encontra elusivo na literatura, no
entanto, o estudo conduzido por Mohamed et al. (2023) avaliou a relacdo entre rs7799039 do
gene LEP, ligante do LEPR, e encontrou associa¢do do gen6tipo AA com o risco de COVID-
19 grave e seus prognosticos. Dentro dessa associacdo, foi observado que obesidade pré-
morbida foi incluido como fator de risco na analise. O SNP rs1137101 (LEPR), bem como
niveis aumentados de LEP no plasma, também tém sido associados ao risco de obesidade e isso

pode ser relevante em estudos envolvendo desfechos clinicos da COVID-19 (Ali et al., 2009;
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Daghestani et al., 2009; Duarte et al., 2006; Yiannakouris et al., 2001). Ainda, Supti et al. (2024)
realizaram uma metanalise em que observaram associacdo entre rs1137101 e obesidade.

Ha poucos estudos que realizaram andlises de associacdo entre SNPs do gene LEPR e
doengas infecciosas. Li et al. (2022) verificaram possiveis associagdes entre as variantes
rs1137100, rs1137101 e rs1805096 e a tuberculose pulmonar (PTB) em populagédo chinesa,
porém nado encontraram significancia estatistica. Por outro lado, o haplétipo CAG (rs11761556-
rs12706832-rs2167270) do gene LEP foi significativamente associada a doenca. Ainda no
mesmo estudo, a variante rs11761556 foi significativamente associada a febre durante infeccéo
pulmonar em PTB. E importante salientar também que niveis reduzidos de LEP durante PTB
tém sido associados a uma resposta imune ineficaz contra PTB, 0 que pode trazer piores
desfechos nesse contexto (Maciver et al., 2008). Em relacdo a doenca viral, o estudo conduzido
por Tang et al. (2020) avaliou a possivel relacdo entre rs1137100 e rs1137101, bem como o
haplotipo correspondente, e o desenvolvimento de doencas hepéticas causadas por HBV em
uma populacdo chinesa, porém ndo foi encontrada significancia estatistica.

A enzima MTHFR é uma das moléculas mais importantes da via da metionina, pois esta
envolvida em processos fundamentais como reparo do DNA, fung¢des neurotransmissoras e
transporte de membrana (Yafei et al., 2012). A variante missense C677T (cromossomo 1), cuja
troca de aminodcido se da de uma alanina para uma valina na posi¢do 222 (p.Ala222Val —rs
1801133), induz baixo funcionamento da enzima devido a ocorréncia de um aumento (~50%)
da taxa de dissociacdo do seu cofator FAD (Liew; Gupta, 2015). Para isso, estudos sugerem a
utilizacdo de vitamina B2 (riboflavina) e vitamina B6 como cofatores para reposi¢cdo da
atividade enzimatica e consequente homeostase da via (Hustad; Ueland, 2013; Kim et al., 2018;
Lakshmi; Ramalakshmi, 2018; McKully, 2007; McNulty et al., 2006; Selhub, 1999). A
auséncia ou diminuicdo da atividade enzimatica da MTHFR induz o quadro de
hiperhomocisteinemia, que se caracteriza pelos altos niveis de homocisteina no soro
ultrapassando 16 pmol/L (Ponti et al., 2021).

A frequéncia mundial da variante homozig6tica C677T varia significativamente entre as
diferentes populacdes, sendo estimado em 1% ou menos na Africa a 20% nos Estados Unidos
(Ponti et al., 2021). Entre populagdes europeias, o alelo homozigoto foi encontrado em maior
frequéncia entre italianos e em menor entre alemées (Adams et al., 1996; Bowen et al., 1998;
Markus et al., 1997). Ainda, uma alta prevaléncia da variante homozigota, em torno de 10-12%,
foi descrita para Espanha, Franga e Hungria. Uma estimativa aproximada foi apontada para
britanicos, em torno de 13%, e entre 4-6% para Finlandia e norte da Holanda. Nas Américas, a

frequéncia homozigota variante foi mais elevada no México (32%), intermediario em Atlanta
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(11% entre brancos) e mais baixa em Alberta (6%). Para pretos vivendo no Brasil, a frequéncia
estimada foi baixa (em torno de 2%). Para brancos vivendo no Canadd, Brasil e Austrélia, a
taxa de homozigozidade variou de 10-14% (Arruda et al., 1998; Dilley et al., 1998; Stevenson;
Schwartz; Adams, 1997).

Liew; Gupta (2015) tém descrito que individuos homozigotos variantes exibem maiores
niveis de homocisteina no soro comparados a individuos selvagens. Heterozigotos, por sua vez,
exibem valores moderados de homocisteina, que estdo entre aqueles valores correspondentes
aos individuos homozigotos variantes e selvagens. Elevados niveis de homocisteina pode
conduzir a fatores de risco que podem impactar o desfecho clinico de diversas doengas, como
insuficiéncia renal crénica, hipertensdo arterial, insuficiéncia cardiovascular, hipotireoidismo e
tumores malignos como o cancer de mama, ovario e pancreas (Kim et al., 2018). E importante
salientar também que a hiperhomocisteinemia esta frequentemente presente em individuos do
sexo masculino e de idade avancada, que normalmente possuem niveis baixos de &cido folico
e vitamina B12, que culminam no mal funcionamento do metabolismo da metionina (Kim et
al., 2018).

No contexto da COVID-19, estudos tém descrito correlagcdo positiva entre 0 genotipo
variante TT e progndstico grave, bem como mortalidade pela doenca (Ponti et al., 2021). Uma
hipétese que precisa ser melhor investigada em estudos futuros é que 0 SARS-CoV-2 pode estar
envolvido no mecanismo de metilagdo do cap 5’ do seu RNA utilizando a enzima SAM
sobrecarregando a via (Singh et al., 2020). Yang et al. (2020) tém destacado a associacao entre
os altos niveis de homocisteina no soro e a progressao grave da COVID-19, além de sugerir
que valores de homocisteina podem ser usados para predizer o risco clinico de desfechos graves
e achados tomograficos de torax. Ainda, é importante mencionar a relevante interacao entre 0s
altos niveis de homocisteina e a regulagdo positiva de hormdnios andrégenos, que
consequentemente estimulam a expressdo de ACE em individuos do sexo masculino e que
podem vulnerabiliza-los a infeccdo por SARS-CoV-2 (Lott et al., 2023).

O mal funcionamento da enzima MTHFR desencadeado pela presengca da variante
homozigota missense C677T pode gerar o quadro de hipercisteinemia, e esta pode ativar
cascatas de reacdo pré-inflamatoria, que culminara na ativacdo de NF-kB em neutrofilos e
macrofagos conduzindo a liberagdo ampla de ROS (Moretti, 2019). Smits et al. (2010) tém
demonstrado que a replicagdo do SARS-CoV-1 pode ser acelerada por ROS produzido a partir
da ativacdo de NF-kB. Em relagdo ao SARS-CoV-2, esse mecanismo ainda permanece elusivo

e mais estudos sao necessarios para sua elucidacéo.
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Estudos tém alertado a necessidade de uma integracdo terapéutica preventiva utilizando
acido folico e vitaminas do complexo B, que com a finalidade de tentar reduzir a prevaléncia e
mortalidade por COVID-19 poderia ter um importante papel no contexto atual (Belcastro et al.,
2010; Ibrahimagic et al., 2016; Pepe et al., 1998; Rozen, 1997; Shi et al., 2003). Além disso, é
importante mencionar o relevante papel da suplementacdo da glutationa, tripeptideo gerado pela
via da transsulfuracdo, que tém sido associada a melhora de sintomas devido ao seu papel anti-

oxidativo durante a doenca viral (Horowitz; Freeman; Bruzzese, 2020).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a associacao entre 0s SNPs rs3806268 (NLRP3), rs4925543 (NLRP3), rs12150220
(NLRP1), rs455060 (NLRC4), rs699 (AGT), rs1137101 (LEPR), e rs1801133 (MTHFR) e o
desfecho grave/critico em pacientes COVID-19 brasileiros.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Caracterizar o perfil sociodemogréfico, clinico e laboratorial de pacientes com diagndstico
confirmado de COVID-19 e casos suspeitos;

2) Determinar a frequéncia dos SNPs rs3806268 (NLRP3), rs4925543 (NLRP3), rs12150220
(NLRP1), rs455060 (NLRC4), rs699 (AGT), rs1137101 (LEPR), e rs1801133 (MTHFR) na
coorte de pacientes com COVID-19 e suspeitos;

3) Avaliar a associacéo entre os SNPs rs3806268 (NLRP3), rs4925543 (NLRP3), rs12150220
(NLRP1), rs455060 (NLRC4), rs699 (AGT), rs1137101 (LEPR), e rs1801133 (MTHFR) e a
gravidade da COVID-19;

4) Descrever o caso clinico de um paciente com coinfeccdo tripla por HIV, Leishmania

infantum e SARS-CoV-2, destacando as implicac@es clinicas e laboratoriais.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 RELATO DE CASO

Um relato de caso descritivo retrospectivo foi realizado a fim de caracterizar aspectos
clinico-laboratoriais de uma paciente COVID-19 grave co-infectada com HIV/L. infantum que
foi admitida nos hospitais Agamenon Magalhdes, Alfa e das Clinicas, da Regido Metropolitana
do Recife, Pernambuco, Brasil. Para isso, dados clinico-laboratoriais dos prontuarios dos trés

hospitais foram coletados, planilhados e analisados.

4.2 COLETA DE DADOS, COMITE DE ETICA E DEFINICAO CLINICA

Um estudo caso-controle foi conduzido para investigar a associacdo entre os SNPs
rs3806268 (NLRP3), rs4925543 (NLRP3), rs12150220 (NLRP1), rs455060 (NLRC4), rs699
(AGT), rs1137101 (LEPR) e rs1801133 (MTHFR) e os desfechos leve/moderado e grave/critico
da COVID-19. A populacédo do estudo consistiu em 100 individuos, abrangendo 34 individuos
negativos para COVID-19, 33 com desfechos leve/moderado e 33 como grave/critico.

Foram incluidos no estudo pacientes com 18 anos ou mais, com suspeita de COVID-19,
abrangendo positivos e negativos, triados no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Pernambuco (HC-UFPE) e Hospital Mestre Vitalino. Todos os pacientes inscritos forneceram
consentimento informado, e o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica da UFPE (nGimero de
aprovacdo  4.150.959, C.ALAE  33597220.5.0000.5208).  Detalhes  clinicos e
socioepidemiolégicos como idade, sexo, cor/raca, comorbidades, sintomas, hemograma,
diagnostico por RT-PCR e achados laboratoriais (ferritina, PCR, AST, ALT e d-dimero); foram
coletados de prontuarios médicos e planilhados. O material coletado para diagnostico do SARS-
CoV-2 consistiu em aproximadamente 4 mL de sangue total, obtido dos pacientes durante a
fase aguda da doenca.

Os casos de COVID-19 foram classificados de acordo com as diretrizes da OMS, conforme
descrito (OMS, 2021). Apo6s avaliacdo clinica e laboratorial, 100 casos suspeitos e confirmados
de COVID-19 foram estratificados, compreendendo 34 casos negativos para COVID-19, 33
casos graves/criticos e 33 casos leves/moderados.
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4.3 EXTRACAO DE DNA, QUANTIFICACAO E PROCESSAMENTO DE DADOS

A extracdo de DNA genémico de sangue total foi realizada usando o kit PureLink Genomic
DNA Mini (Invitrogen®©), seguindo as instrugdes do fabricante. A quantificagdo do material
gendmico foi realizada usando o kit Qubit HS dsDNA (Thermo Fisher©), seguida de
sequenciamento de nova geracdo (NGS) do exoma total (Mendelics©) e subsequente
processamento de dados.

A filtragem e anotagdo dos arquivos VCF foram conduzidas usando os softwares
VCFtools e WANNOVAR, respectivamente (http://snpeff.sourceforge.net/index.html). A

selecdo dos SNPs e a determinacdo do gendtipo foram baseadas na Frequéncia do Alelo
Variante (VAF). Além disso, os SNPs foram selecionados por terem sido investigados em
outros estudos envolvendo outras doengas infecciosas virais, bem como por seus impactos

funcionais em suas respectivas proteinas e vias metabdlicas.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Para andlise descritiva, dados ndo paramétricos, como o teste de Kruskal-Wallis foi
empregado para comparar trés amostras, e o teste de Mann-Whitney foi utilizado para comparar
duas amostras, ambos conduzidos usando o software Graphpad PRISM v.9.5. A anélise de risco
bruta (anélise bivariada) foi realizada usando o software Jamovi 2.3.21, com 0 gendtipo
ancestral considerado como referéncia para analise. A analise ajustada (regressdo logistica
multivariada) foi conduzida usando o software Jamovi 2.3.28, com ajustes de modelo baseados
no Critério de Informacéo de Akaike (AIC) e no Critério de Informacdo Bayesiano (BIC). Para
determinar a associacao entre genétipos e desfechos clinicos da COVID-19, o teste exato de
Fisher foi empregado, considerando a razdo de chances (OR) encontrada. Valores foram

considerados significativos quando p < 0,05.
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Resumo

Introducéo: A doenca do coronavirus 2019 originou-se na China e rapidamente se espalhou
pelo mundo, representando uma ameaca significativa a satde publica. Causada pelo SARS-
CoV-2, manifesta-se como uma doenca semelhante a gripe que pode evoluir para a Sindrome
Respiratoria Aguda Grave, potencialmente resultando em fatalidades. Em paises onde o
HIV/Leishmania infantum é endémico, a ocorréncia de infec¢bes concomitantes SARS-CoV-
2/HIV/Leishmania infantum é uma realidade, suscitando questionamentos sobre a gestéo clinica
adequada. Apresentacdo do caso: Apresentamos o caso de uma mulher de 48 anos que foi
hospitalizada por 36 dias em trés hospitais diferentes no estado de Pernambuco, Brasil. Ela foi
diagnosticada com coinfeccdo por SARS-CoV-2/HIV/L. infantum. A paciente apresentou
sintomas graves de COVID-19, incluindo febre, tosse produtiva e dispneia. Durante a
hospitalizagdo, ela teve niveis de saturagdo de oxigénio de <93%, além de variagcdes na pressao
arterial, taxa respiratoria e frequéncia cardiaca. Seus exames de sangue revelaram linfopenia,
leucopenia e neutropenia, enquanto os resultados laboratoriais indicaram niveis anormais de

dimero D, AST, ALT, desidrogenase lactica, ferritina e proteina C-reativa. Uma tomografia
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computadorizada revelou 75% de comprometimento do paréngquima pulmonar com opacidades
em vidro fosco. Conclusdo: Contra todas as probabilidades, a paciente recebeu alta. A
leucopenia associada ao HIV/L. infantum pode ter desempenhado um papel decisivo. Séo
necessarios mais estudos para entender melhor as estratégias diagndsticas e as medidas de
manejo clinico para pacientes coinfectados com HIV/L. infantum que sdo suscetiveis a infeccao
por SARS-CoV-2.

Palavras-chave: SARS-CoV-2; HIV; Leishmaniose; Co-infeccdo; Relato de caso.

Introducéo

O SARS-CoV-2 ¢ o agente etioldgico da Doenca do Coronavirus 2019 (COVID-19),
declarada pandemia em 11 de marc¢o de 2020 [1]. Até 10 de marco de 2023, mais de 670 milhdes
de casos e mais de 6 milhdes de mortes foram relatados em todo o0 mundo [2]. A COVID-19 é
caracterizada por disfuncdo imunolégica que pode progredir para uma sindrome hiper-
inflamatoria, levando a insuficiéncia respiratoria e disfuncao de maltiplos érgdos. O periodo de
incubacdo varia de 2 a 14 dias, ap6s o qual o paciente pode apresentar sintomas semelhantes
aos da gripe, como febre ou calafrios, tosse, fadiga, coriza, dor de garganta, mialgia e
dificuldade para respirar, ou pode ser assintomético [3]. Na fase aguda da doenca, o paciente
pode desenvolver insuficiéncia respiratdria, necessitando de oxigénio suplementar, condicdo
conhecida como Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SRAG) [4]. Em rela¢do ao hemograma,
pacientes com COVID-19 podem apresentar leucopenia, caracterizada por infeccdo direta dos
linfécitos e subsequente imunossupressao funcional, ou leucocitose, que esta associada a um
pior prognostico [5]. Por outro lado, também podem ser observados casos de neutropenia,
potencialmente contribuindo para um melhor desfecho [6]. Dados laboratoriais podem revelar
valores anormais de certos marcadores como proteina C-reativa (PCR), dimero D, ferritina,
desidrogenase latica (LDH), aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase
(ALT), que podem servir como preditores de prognostico severo [7-10]. Em pacientes com HIV
ou aqueles com leishmaniose visceral (LV), o hemograma muitas vezes indica leucopenia,
acompanhada de linfopenia e neutropenia, como resultado da imunossupressao causada pela
infeccdo direta tanto pelo virus quanto pelo parasita [11, 12]. Certos biomarcadores
laboratoriais também podem ser alterados devido a uma alta carga viral, como PCR e dimero
D, respectivamente [13, 14]. Além disso, os niveis de ferritina e LDH estdo associados a
progressao da doenga em pacientes com HIV e LV [15, 16]. Alteracbes nos niveis de AST e

ALT sdo comuns em pacientes com LV devido ao tropismo de L. infantum para células
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hepaticas [17]. Vale ressaltar que L. infantum é um dos agentes oportunistas da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), e a coinfeccdo HIV/L. infantum representa uma
preocupacao global de saude publica. Pacientes com essa coinfeccdo tém um risco elevado de
recaida do parasita, bem como uma maior probabilidade de mortalidade [18]. Dada a ampla
transmissdo da COVID-19, a possibilidade de madltiplas infeccbes SARS-CoV-2/HIVIL.
infantum torna-se uma realidade, particularmente em regides onde L. infantum é endémico.
Além disso, ha uma falta de dados publicados sobre o impacto da infecgdo por SARS-CoV-2
em pacientes coinfectados com HIV/L. infantum, incluindo aspectos clinicos, imunolégicos e
laboratoriais [19]. Portanto, este relato de caso serve para destacar uma coinfec¢do maltipla por
SARS-CoV-2/HIV/L. infantum e suas caracteristicas clinicas, imunoldgicas e laboratoriais

associadas.

Apresentacédo do Caso

Uma paciente de 48 anos, nascida no estado de Pernambuco, Brasil, foi admitida na
enfermaria do Hospital Agamenon Magalhdes (HAM), Secretaria de Saude, no estado de
Pernambuco, em 1° de julho. Ela apresentou febre e perda de peso nos ultimos quatro meses,
junto com tosse produtiva. Nos cinco dias anteriores a admissdo, ela apresentou dificuldade
respiratoria, disuria e taquicardia. Devido ao agravamento dos sintomas respiratérios, um teste
de RT-PCR em tempo real (kit BIOMOL OneStep) para SARS-CoV-2 foi realizado em 3 de
julho, resultando positivo. Foi iniciado tratamento com ceftriaxona (1 g/dia) e azitromicina (500
mg/dia). No HAM, a paciente foi hospitalizada por quatro dias (de 1° a 5 de julho) e manteve
uma saturacdo média de oxigénio de 97%. Os achados laboratoriais revelaram leucopenia de
3.670 células/mms, linfopenia de 771 células/mms3 e um nivel méximo de proteina C-reativa
(PCR) circulante de 7,7 mg/dL (Tabela 1).

Tabela 1- Dados de hemograma, achados laboratoriais e condic¢Oes clinicas durante as trés internacdes.

HAM HA HC
Hemograma
Leucdcitos (células/mm?) 3670 2700 1040-3360
Neutréfilos (células/mmd) N/A* N/A 200-1965
Neutréfilos (%) 70 43,2-48,7 22,1-78
Linfdcitos (células/mm?) 771 N/A 200-1000
Linfécitos (%) 21 42.9 10-58.2
Plaguetas (células/mm?q) 128000 174000-214000 128000-189000

Achados laboratoriais
Tempo de protrombina N/A N/A 12,5-13,4
(sec.)
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D-dimero (ng/mL) N/A 2470 540
INR N/A N/A 0,94-1,02
AST (U/L) 18 35 18,8-325,8
ALT (U/L) 14 35 36,1-365,4
Bilirrubinas totais (mg/dL) N/A N/A 0,3-0,6
Bilirrubina direta (mg/dL) N/A N/A 0,1-0,4
Creatinina (mg/dL) N/A N/A 0,7-1,3
Desidrogenase lactica (U/L) N/A 470 438,8
Ferritina (ng/mL) N/A N/A 465
Proteina C reativa (mg/dL) 7,7 21,8-48,8 0,3-6
Ureia (mg/dL) 19 18 8,4-29,7

Condigdes clinicas durante
hospitalizacéo

Temperatura (°C) N/A 35,9 36-39,2
Pressdo sanguinea (mmHg) N/A 110/60-130/80 100/60-190/80
Frequéncia respiratéria N/A 13-20 18-24
(mpm)
Frequéncia cardiaca (bpm) N/A 85-120 72-110
Saturacao (%) 97,1 96-98 92-99

*Na&o aplicavel — dados faltantes.

Ap0ds a confirmacdo do diagnostico de COVID-19, a paciente foi transferida em 5 de julho
para o hospital de referéncia para COVID-19, Hospital Alfa (HA), também localizado em
Recife, capital do estado de Pernambuco. Na admisséo, um novo teste de RT-PCR em tempo
real (Protocolo CDC — virus respiratorio- CDC/Atlanta/EUA) para SARS-CoV-2 foi realizado,
resultando positivo. Além disso, foram realizadas trés baciloscopias para tuberculose, todas
com resultados negativos. Ela foi tratada com ceftriaxona (1 g a cada 24 horas), azitromicina
(500 mg a cada 24 horas) e sulfametoxazol + trimetoprim (800 mg + 160 mg a cada 24 horas).
Além disso, ela recebeu enoxaparina (40 mg a cada 24 horas), paracetamol (750 mg a cada 8
horas) e ondansetrona (2 mg/mL a cada 8 horas). Em 15 de julho, a condicéo clinica da paciente
melhorou, com auséncia de dispneia e tosse. Em termos de desfechos clinicos, a temperatura
corporal media foi de 36°C, a presséo arterial variou de 110/60 mmHg a 130/80 mmHg, a taxa
respiratéria variou de 13 a 20 respiragdes por minuto, a frequéncia cardiaca variou de 85
batimentos por minuto a 120 batimentos por minuto, e a saturacdo de oxigénio variou entre 96%
e 98%. Os resultados laboratoriais indicaram valores maximos de dimero D de 2.470 ng/mL,
desidrogenase lactica (LDH) de 470 U/L e PCR de 48,8 mg/dL (Tabela 1).

Para investigacdo adicional de episddios anteriores de febre e perda de peso, a paciente
foi transferida para a enfermaria do Hospital das Clinicas (HC), Universidade Federal de
Pernambuco, Recife, em 15 de julho, com estado geral regular, consciente, orientada e afebril.

Como medicacdo profilatica, foi prescrito sulfametoxazol + trimetoprim (400/80 mg a cada 24
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horas), além de enoxaparina (40 mg a cada 24 horas). A investiga¢do para leishmaniose visceral
foi iniciada por meio de ultrassonografia abdominal em 21 de julho, que ndo mostrou alteracGes
no figado ou bago. No dia seguinte, foi realizado um teste de PCR convencional (GoTag®
Green Master Mix - LITSR/L5.8S) para a deteccdo de DNA de L. infantum, resultando positivo.
Assim, fol iniciado o tratamento com anfotericina B (4 mg/kg/dia). No mesmo dia, foi realizada
PCR em tempo real para investigacdo de HIV, com resultado positivo, apresentando uma carga
viral de 440.089 cépias/mL, contagem de CD4 igual a 71 células/mm3 e contagem de CD8 de
803 células/mm3.

Além dessas condigdes infecciosas, a presenca de citomegalovirus (CMV) também foi
investigada por meio de PCR em tempo real (iCycler iQ) em 24 de julho, resultando positivo
com 2.540 copias/mL detectadas. A paciente apresentou lesdes ulceradas pruriginosas na vulva
e regibes gluteas com caracteristicas clinicas sugestivas de herpes e, consequentemente, foi
iniciado o tratamento com aciclovir (400 mg a cada 8 horas), levando a melhora da condicéo
clinica.

A paciente permaneceu na enfermaria por 22 dias (de 15 de julho a 7 de agosto) e
apresentou os seguintes desfechos clinicos: temperatura corporal variando de 36 a 39,2 °C,
pressao arterial variando entre 100/60 e 190/80 mmHg, taxa respiratdria variando de 18 a 24
respiracGes por minuto, frequéncia cardiaca variando de 72 a 110 batimentos por minuto e
saturacdo de oxigénio variando entre 92% e 99%. Durante esse periodo, foi realizada
broncoscopia de escarro para investigar outros potenciais agentes causadores de doenca
pulmonar, como Pneumocystis jirovecii, Mycobacterium tuberculosis e CMV; no entanto, os
resultados foram negativos. Uma tomografia computadorizada de torax revelou opacidades em
vidro fosco afetando aproximadamente 75% do parénquima pulmonar.

Em relacdo ao hemograma, foi observada presenca notavel de leucopenia, com niveis
variando de 1.040 a 3.360 células/mm3. Também foi notada neutropenia moderada a grave, com
valores variando de 200 a 1.965,6 células/mm3 (22,1%-78%). A linfopenia variou de 200 a
1.000 células/mm? (20%-58,2%). Os achados laboratoriais indicaram valores de PCR de 6
mg/dL, dimero D de 540 ng/mL, ferritina de 465 ng/mL, LDH de 438,8 U/L, niveis de aspartato
aminotransferase (AST) superiores a 51 U/L e niveis de alanina aminotransferase (ALT)
superiores a 63 U/L (Tabela 1).

A paciente recebeu alta em 7 de agosto devido a melhora clinica e laboratorial. O
tratamento para leishmaniose foi administrado com anfotericina B 50 mg (4 mg/kg/dia) de 29
de julho a 6 de agosto. Além disso, ela iniciou o tratamento antirretroviral (TAR) em 6 de agosto,

consistindo em dolutegravir 50 mg/dia, tenofovir 300 mg/dia e lamivudina 300 mg/dia. Um
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cronograma mostrando a evolugdo clinica e laboratorial, bem como os tratamentos

administrados, esta resumido na Figura 1.

Figura 1.- Principais evolucéo clinica, achados laboratoriais e tratamentos durante a hospitalizagéo
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Discusséo e Conclusao

Foi relatado um caso de paciente com COVID-19 grave e coinfec¢do por HIV/L. infantum,
admitida em trés hospitais diferentes e que recebeu alta ap6s 36 dias de hospitalizacao.
Leucopenia, linfopenia e neutropenia, juntamente com outros achados laboratoriais anormais,
foram observados durante as trés hospitalizac6es. De acordo com Qu et al. [20], leucopenia e
linfopenia sdo comuns em pacientes com COVID-19, possivelmente devido & infecgdo de
leucocitos pelo SARS-CoV-2. Em casos graves de COVID-19, leucopenia e linfopenia podem
ser observadas em mais de 70% dos pacientes em comparacdo com 0s controles [21]. A
neutropenia observada aqui pode ser um fator importante associado as infeccdes por HIV e
CMV, uma vez que esses virus podem danificar os progenitores da medula dssea e levar a
deplecgdo autoimune [22].

No contexto da coinfeccdo por HIV/L. infantum, a linfopenia € comum devido ao
tropismo do HIV pelos linfocitos TCDA4 e a replica¢do do L. infantum nos linfocitos TCD4 e
TCD8, o que pode levar a imunossupressao severa [11, 23, 24]. Leucopenia e neutropenia

também podem ser observadas devido a presenca desses dois patégenos juntos. E importante
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destacar que os principais mecanismos imunoldgicos que governam a evolucdo clinica de
pacientes coinfectados com Leishmania infantum, HIV e outras infeccdes permanecem pouco
claros. A literatura sugere que pacientes coinfectados com Leishmania infantum e HIV tém um
progndstico pior em comparacdo com aqueles infectados apenas com Leishmania infantum,
principalmente devido a respostas pro-inflamatérias pronunciadas do sistema reticuloendotelial.
Isso também pode explicar as manifestacdes clinicas pulmonares observadas na paciente deste
estudo.

O HIV pode prejudicar a fagocitose dos macréfagos, promovendo assim a replicacdo
intracelular da Leishmania. Além disso, o HIV pode induzir os macrofagos a produzirem
prostaglandina E2, cicloxigenase 2 e TGF-B, que por sua vez estimulam a replicagdo da
Leishmania dentro dessas células. Outro mecanismo envolve a expressao de lipofosfoglicano
(LPG) na superficie da Leishmania, que pode desencadear a expressdo de proteinas LTR do
DNA proviral do HIV nas células T via a via NF-kB. Além disso, é notavel que o TNF-q,
induzido pela infeccdo por Leishmania, pode aumentar a replicagdo do HIV (Casado et al., 2015
[25]; Guedes et al., 2018 [26]; Okwor & Uzonna, 2013 [27]).

No presente caso, a infeccdo por SARS-CoV-2 ocorreu ap0s a imunossupressdo causada
por HIV/L. infantum. A literatura sugere que pacientes imunossuprimidos pelo HIV com
COVID-19 tém maior propensdo a desenvolver um curso clinico grave, pois 0 SARS-CoV-2
pode se propagar mais facilmente no corpo na auséncia de uma resposta imune rapida para a
eliminagdo viral [24]. Além disso, pacientes imunossuprimidos pelo HIV podem
potencialmente agir como fontes para cargas virais aumentadas e o surgimento de variantes
[24]. Individuos HIV-positivos também tém uma alta taxa de hospitaliza¢éo devido a sua maior
vulnerabilidade a infec¢des oportunistas e outras complicacdes [24].

Os achados laboratoriais podem desempenhar um papel importante na complexa
interacdo entre SARS-CoV-2, HIV e L. infantum. Neste caso, os niveis de PCR, dimero D,
ferritina, LDH, AST e ALT estavam alterados. Durante a COVID-19, os niveis de PCR podem
refletir a extensdo do dano pulmonar e a gravidade da doenga [7]. A PCR funciona como um
complemento para 0s sistemas imune inato e adaptativo, e sua expressdo € induzida em resposta
a fatores secretados por macrofagos, particularmente IL-1, IL-6 e TNF [28-30]. Neste caso, a
paciente exibiu um pico de nivel de PCR de 48,8 mg/dL e 75% de envolvimento do parénquima
pulmonar. Além disso, é notavel que o valor mais alto de PCR em nosso caso foi observado no
nono dia da doenca, que corresponde ao estagio de progressao da doenga, geralmente ocorrendo
entre 4 a 12 dias, e pode ser classificado como um preditor severo [30]. Niveis elevados de PCR

também podem ser observados em pacientes com leishmaniose visceral (LV), pois serve como
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um marcador de rea¢des inflamatdrias e ativacao de citocinas [31]. Em pacientes HIV-positivos,
os niveis de PCR sdo elevados apenas durante o uso de TAR ou infec¢des ndo intercorrentes
[14]. Neste relato, a coinfeccdo por HIV é evidente, tornando L. infantum e SARS-CoV-2
potenciais indutores de altos niveis séricos de PCR.

O dimero D é outro marcador sérico importante no presente contexto. Ele resulta da
degradacéo da fibrina, uma proteina importante para a formacéo de coagulos. Niveis elevados
de dimero D circulante estdo associados a alteracbes no processo de coagulacdo e a
possibilidade de formacdo de trombose [32]. Neste caso, os valores de dimero D atingiram
2.470 ng/mL, sugerindo anormalidades no processo de coagulacdo. Até um aumento de nove
vezes nos niveis de dimero D, juntamente com a presenca de linfopenia, foi associado a
mortalidade por COVID-19 em pacientes moderada e criticamente enfermos hospitalizados em
Wuhan, China [33]. Além disso, o valor de corte para prever mortalidade durante a
hospitalizacdo foi determinado como 2000 ng/mL [33]. Os niveis de dimero D também
aumentam na leishmaniose visceral e estdo associados a ativacdo da coagulacdo intravascular,
particularmente em sua forma grave [34]. Em pacientes com HIV, niveis elevados de dimero D
resultam de altos niveis de RNA viral circulante e da auséncia de tratamento antirretroviral
(TAR), bem como de altos niveis de PCR e IL-6. Particularmente em mulheres, altas taxas de
dimero D em uma idade precoce também podem estar relacionadas a doencas oportunistas do
HIV [13]. Neste caso, os altos niveis de dimero D podem estar relacionados ao RNA viral
circulante do HIV, bem como as infec¢bes concomitantes, como SARS-CoV-2 e L. infantum,
e niveis elevados de PCR.

Outro marcador importante é a ferritina, uma proteina envolvida na homeostase do ferro
e que serve como um marcador sérico das reservas de ferro do corpo [35]. O ferro é considerado
toxico para as células devido a sua capacidade de induzir espécies reativas, que podem danificar
0 DNA e proteinas celulares. A ferritina desempenha um papel crucial no armazenamento de
ferro, evitando assim esse dano. Em nossa paciente, os niveis de ferritina estavam elevados,
atingindo 465 ng/mL. De acordo com Abbaspour et al. [36], a ferritina € uma proteina chave
na desregulacdo imunoldgica, pois seus altos niveis séricos resultam de processos pro-
inflamatorios e contribuem para a formacdo da tempestade de citocinas. Niveis elevados de
ferritina sérica durante a admissdo e hospitalizacdo de pacientes com COVID-19 foram
associados a doenga moderada e grave, respectivamente [37]. No entanto, o estudo de Carubbi
et al. [38] sugere uma associa¢do apenas entre niveis elevados de ferritina e envolvimento
pulmonar grave, destacando a auséncia de diferenca nas anormalidades pulmonares encontradas

em tomografias computadorizadas entre pacientes que receberam alta e aqueles que morreram.
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Niveis elevados de ferritina sérica também sdo evidentes em pacientes imunocompetentes com
leishmaniose visceral (LV) e pacientes com HIV, a medida que a doenca progride e a contagem
de linfocitos TCD4 diminui [39, 40].

A LDH é uma enzima encontrada nos tecidos que pode indicar niveis de lesdo e também
é importante em doencas infecciosas. Niveis elevados de LDH foram observados no presente
estudo. Altos niveis de LDH estdo associados a danos teciduais em varias doencas, bem como
em distarbios pulmonares, que podem levar a insuficiéncia respiratoria [41]. Consequentemente,
os niveis de LDH também tém sido associados a gravidade em pacientes com COVID-19 [9,
42]. Além disso, a LDH demonstrou alta sensibilidade e especificidade na previsdo de
gravidade e mortalidade [39]. Além disso, os niveis de LDH podem estar alterados em pacientes
com leishmaniose visceral (LV) e HIV [15, 16].

Aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT), por outro lado,
refletem a fungéo hepatica e sdo enzimas séricas que podem servir como preditores de gravidade
da COVID-19. No estudo de Tian e Yen [10], pacientes graves apresentaram niveis elevados
de AST e ALT. Isso poderia indicar o grau de comprometimento hepético devido a infeccao
por SARS-CoV-2 nos colangiocitos, que tém maior expressdo de ACE2 [10]. Da mesma forma,
Wang et al. [43] demonstraram anormalidades nos niveis de AST e ALT entre pacientes graves
de COVID-19. Importante, L. infantum apresenta tropismo por células hepaticas e, em conjunto
com a infeccdo por SARS-CoV-2, pode sobrecarregar o 6rgdo induzindo hiperinflagcdo [17]. No
presente caso, os niveis elevados de AST e ALT observados podem resultar da coinfecgéo por
SARS-CoV-2 e L. infantum no figado, mas mais estudos sdo necessarios para avaliar esses
mecanismos.

Tomados em conjunto, esses achados laboratoriais fornecem marcadores importantes que
podem ajudar a prever a gravidade da COVID-19 no contexto de coinfeccdes. E notavel que os
niveis de PCR, dimero D, ferritina, LDH, AST e ALT estavam elevados, indicando a
possibilidade de exacerbacdo da doenca através de varios mecanismos. No entanto, um
desfecho grave ndo ocorreu, o que pode ser atribuido a interagdo com HIV/L. infantum no
contexto da resposta celular, onde cada patdégeno provoca um perfil especifico.

Este é o primeiro relato de caso sobre uma infeccdo multipla envolvendo SARS-CoV-2,
HIV e L. infantum. Acreditamos que este trabalho fornece informagdes Uteis para uma melhor
compreensdo dos desfechos clinicos, o que pode levar a estratégias diagnosticas aprimoradas e
guiar a implementacéo de medidas de manejo para pacientes co-infectados por HIV/L. infantum
suscetiveis a infeccdo por SARS-CoV-2, contribuindo assim para um prognostico positivo da

doenca. A interagdo entre HIV e L. infantum pode ter desempenhado um papel importante aqui
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e merece investigacdo adicional para elucidar a imunopatogénese desse processo infeccioso

multiplo.
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Resumo

A pandemia de COVID-19 foi a maior pandemia do século passado, e varios fatores genéticos
desempenharam um papel significativo nesse contexto. Este estudo teve como objetivo analisar
a frequéncia e a associacao entre os SNPs especificos rs3806268 (NLRP3), rs4925543 (NLRP3),
rs12150220 (NLRP1), rs455060 (NLRC4), rs699 (AGT), rs1137101 (LEPR) e rs1801133
(MTHFR) e os desfechos graves/criticos em pacientes brasileiros com COVID-19. Um total de
100 pacientes foi incluido no estudo, compreendendo 66 casos e 34 controles. O DNA foi
extraido, sequenciado e genotipado por sequenciamento de nova geracdo (NGS). Para dados
ndo parametricos, foram utilizados os testes de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis. O teste de
Fisher e a regressdo logistica multivariada, considerando os critérios AIC e BIC, foram
empregados para a analise de risco. Os Odds Ratios (OR) foram calculados, com significancia
estabelecida em p<0,05. Entre os sete SNPs avaliados, apenas rs699-GG (AGT) (OR=8,07,
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p=0,04) foi significativamente associado a um aumento no risco de desenvolver COVID-19
grave/critica. Além disso, uma associacdo potencialmente protetora foi observada entre
rs1801133-GA (MTHFR) e o inicio da COVID-19, embora sem significancia estatistica. Em
concluséo, o SNP rs699-GG (AGT) foi associado a um aumento no risco de COVID-19
grave/critica.

Palavras-chave: Gene AGT, COVID-19, Genética humana, SARS-CoV-2, SNPs

Introducéo

A Doenca por Coronavirus 2019 (COVID-19) comecou em Wuhan, China, e foi
declarada pandemia pela Organizacdo Mundial da Satde (OMS) em 11 de marco de 2020. E
considerada a maior e mais mortal pandemia do Gltimo século, causada pelo agente etiolégico
Sindrome Respiratoria Aguda Grave Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) (Azarpazhooh et al., 2020).
Até junho de 2024, mais de 775 milhGes de casos e 7 milhdes de mortes foram relatados em
todo o mundo, tornando esta doenca uma ameaca continua a satde global (OMS, 2024).

A COVID-19 pode se manifestar no corpo humano ap6s um periodo de incubacao de 2 a
14 dias ap6s a exposi¢do ao virus (CDC, 2022). Apresenta um amplo espectro de sintomas,
variando de casos assintomaticos e sintomas comuns de gripe (febre, tosse, fadiga, mialgia, dor
de cabeca, dor de garganta, anosmia/ageusia, entre outros) até insuficiéncia respiratoria,
conhecida como Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SARS), que pode ser fatal.
Consequentemente, a COVID-19 possui varias classificagdes com base em diferentes desfechos
clinicos (OMS, 2021). Nesse contexto, varios fatores sdo conhecidos por contribuir para esses
diferentes desfechos, incluindo fatores genéticos humanos, como a influéncia de Polimorfismos
de Nucleotideo Unico (SNPs) em genes envolvidos na resposta imune inata, metabolismo
energético e sistema circulatdrio (Aladag et al., 2023; Marei et al., 2023; Pastor et al., 2023).

Os genes NLRP3 (NLR family pyrin domain containing 3), NLRP1 (NLR family pyrin
domain containing 1) e NLRC4 (NLR family CARD domain containing 4) desempenham
papeis cruciais na resposta imune inata a virus e outras condi¢Bes patologicas. Esses genes
codificam receptores citoplasméaticos da via do inflamassoma, que estdo envolvidos na
gravidade de varias doencas (Sutterwala et al., 2014). Além disso, os genes AGT
(angiotensinogénio) e MTHFR (metilenotetrahidrofolato redutase) sdo importantes para
fungdes vasculares do sistema renina-angiotensina (SRA) e para fungbes metabdlicas,
eliminando produtos toxicos do corpo, respectivamente (Foley et al., 2021; Xi et al., 2016). O

gene LEPR (Receptor de Leptina) codifica o receptor do hormonio leptina, que € significativo
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no metabolismo de gordura e linfopoiese (NCBI, 2023). Além disso, foi identificado como um
sinal crucial para angiogénese, proliferacdo celular e inibicdo de apoptose celular durante a
infeccdo por SARS-CoV-2 (Rosa et al., 2021; Song et al., 2013).

O funcionamento de muitos genes, incluindo os descritos acima, pode ser modulado
pela acdo dos SNPs, que podem desempenhar um papel crucial na regulacdo da expresséo
génica, conformacdo proteica ou mecanismo de splicing (Cafiero et al., 2021; Fahra et al., 2020;
Pastor et al., 2023). Para o NLRP3, foi observado que o rs3806268 pode ter um papel
fundamental em pacientes com COVID-19 com obesidade como uma das comorbidades
relacionadas aos desfechos graves (Sa et al., 2022). Além disso, outro SNP no mesmo gene,
rs4925543, foi investigado por seu papel na inflamacéo das vias aéreas em pacientes com asma
(Queiroz et al., 2020). A variante missense rs12150220 (NLRP1 - p.Leul55His) esta
relacionada ao aumento de IL-1B em Células Mononucleares do Sangue Periférico (PBMCs) e
foi associada a COVID-19 grave (Levandowski et al., 2013; Leal et al., 2022). A variante
missense rs455060 (NLRC4) desempenha um papel fundamental nos niveis de IL-18, que sdo
importantes no desfecho clinico da COVID-19 grave (Zeller et al., 2015; Yin et al., 2023). Para
0 SRA, 0 SNP rs699 (AGT) foi identificado como um potencial alvo genético para prever o
risco clinico em pacientes infectados com SARS-CoV-2 (Cafiero et al., 2021). No metabolismo
da homocisteina, o0 SNP rs1801133 (MTHFR) foi identificado como um potencial marcador
genético que impacta o desfecho da COVID-19 (Farha et al., 2020). Para o gene LEPR, alguns
SNPs foram estudados em relacdo a outras doencas infecciosas e patologias do sistema
metabolico. Por exemplo, Lysl09Arg e GIn223Arg foram associados ao carcinoma
hepatocelular (HCC) em individuos portadores do virus da hepatite B (HBV), e rs1137101-G
foi associado a um risco reduzido de desenvolver o fen6tipo obeso (Tang et al., 2020).

Com base na visdo geral mencionada, o presente estudo teve como objetivo investigar a
associacgdo entre 0s SNPs rs3806268 (NLRP3), rs4925543 (NLRP3), rs12150220 (NLRP1),
rs455060 (NLRC4), rs699 (AGT), rs1137101 (LEPR) e rs1801133 (MTHFR) e os desfechos

graves/criticos em pacientes brasileiros com COVID-19.

Materiais e métodos

Coleta de dados, comité de ética e definic&o clinica

Um estudo de caso-controle foi conduzido para analisar a associagdo entre 0os SNPs
rs3806268 (NLRP3), rs4925543 (NLRP3), rs12150220 (NLRP1), rs455060 (NLRC4), rs699
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(AGT), rs1137101 (LEPR) e rs1801133 (MTHFR) e os desfechos graves/criticos da COVID-19.
A populacdo do estudo consistiu em 100 individuos, incluindo 34 individuos negativos para
COVID-19, 33 com sintomas leves/moderados e 33 com sintomas graves/criticos.

Pacientes com 18 anos ou mais, com suspeita de COVID-19 e doenga confirmada por
RT-PCR, foram triados no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (HC-
UFPE). Todos os pacientes inscritos forneceram consentimento informado, e o projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica da UFPE (nGmero de aprovacdo 4.150.959, C.A.A.E
33597220.5.0000.5208). Detalhes clinicos e epidemioldgicos coletados incluiram idade, sexo,
cor/raca, comorbidades, sintomas, hemograma e achados laboratoriais (ferritina, PCR, AST,
ALT e d-dimero), juntamente com o diagnostico por reacdo em cadeia da polimerase por
transcriptase reversa (RT-PCR). O material coletado para diagnéstico do virus consistiu em
aproximadamente 4 mL de sangue total, obtido dos pacientes durante a fase aguda da doenca.
Os casos de COVID-19 foram classificados de acordo com as diretrizes do National Institutes
of Health (NIH), conforme descrito (NIH, 2023). Ap6s avaliacdo clinica e laboratorial, 100
casos suspeitos ou confirmados de COVID-19 foram estratificados, compreendendo 34 casos

negativos para COVID-19, 33 casos graves/criticos e 33 casos leves/moderados.

Extracdo de DNA, quantificacéo e processamento de dados

A extracdo de DNA genémico de sangue total foi realizada usando o kit PureLink
Genomic DNA Mini (Invitrogen®©), seguindo as instru¢des do fabricante. A quantificacéo do
material gendmico foi realizada usando o kit Qubit de alta sensibilidade para DNA de fita dupla
(Thermo Fisher®©), seguida de sequenciamento de nova geracdo (NGS) do exoma (Mendelics©)

e subsequente processamento de dados.

Aquisicao de dados e selecdo de SNPs

A filtragem e anotacdo dos arquivos VCF foram conduzidas usando os softwares
VCFtools e WANNOVAR, respectivamente (http://snpeff.sourceforge.net/index.html). A

selecdo dos SNPs e a determinacdo do gendtipo foram baseadas na Frequéncia do Alelo
Variante (VAF). Além disso, 0os SNPs foram selecionados por terem sido investigados em
outros estudos envolvendo outras doengas infecciosas virais, bem como por seus impactos

funcionais em suas respectivas proteinas.
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Analise estatistica

Para dados ndo paramétricos, o teste de Kruskal-Wallis foi empregado para comparar trés
amostras, e o teste de Mann-Whitney foi utilizado para comparar duas amostras, ambos
conduzidos usando o software Graphpad PRISM v.9.5. A andlise de risco bruto (anélise
bivariada) foi realizada usando o software Jamovi 2.3.21, com o gendtipo ancestral considerado
como referéncia para analise. A analise ajustada (regressdo logistica multivariada) foi
conduzida usando o software Jamovi 2.3.28, com ajustes de modelo baseados no Critério de
Informacéo de Akaike (AIC) e no Critério de Informacdo Bayesiano (BIC). Para determinar a
associacdo entre genotipos e desfechos clinicos da COVID-19, o teste exato de Fisher foi
empregado, considerando a razdo de chances (OR) encontrada. Valores foram considerados
significativos quando p < 0,05.

Resultados

Inicialmente, o equilibrio de Hardy-Weinberg foi avaliado para os SNPs estudados
usando o teste qui-quadrado (y?) (Tabela 1). Inicialmente, dados socioepidemioldgicos,
caracteristicas clinicas e desfechos dos pacientes foram coletados e analisados. Nossa
populacdo de estudo ndo mostrou diferenca significativa na distribuicdo por sexo ou idades
medianas entre os grupos de desfecho (p>0,05). Dados sobre raga/cor e comorbidades também
foram coletados, mas ndo foram identificadas diferencas estatisticas significativas (Tabela 2).
Em relacéo aos sintomas apresentados pelos pacientes, febre, tosse, dispneia e anosmia/ageusia
foram significativamente mais frequentes na condicdo grave/critica, com valores de p de 0,04,
0,04, 0,0003 e 0,02, respectivamente (Tabela 2). Também é notavel que houve um resultado
limitrofe para os fatores astenia (p=0,05) e mal-estar (p=0,08), que podem estar relacionados
ao desfecho grave/critico (Tabela 2). Os dados do hemograma mostraram significAncia
estatistica para uma maior frequéncia de linfopenia e neutrofilia em pacientes com desfecho
grave/critico, com p=0,04 (Tabela 2). Biomarcadores laboratoriais alterados para COVID-19
grave/critica, como dimero-D e ferritina, também foram mais frequentes nesse desfecho, com

valores de p de 0,0006 e 0,008, respectivamente (Tabela 2).

Tabela I. Valores qui-quadrado para medida do Equilibrio de Hardy-Weinberg
Frequéncia Y2 p
(N=100)




NLRP3 rs3806268
GG

GA

AA

G

A

NLRP3 rs4925543
AA

AG

GG

A

G

NLRP1 rs12150220
AA

AT

TT

A

T

NLRC4 rs455060
GG

GA

AA

G

A

AGT rs699

AA

AG

GG

A

G

LEPR rs1137101
AA

AG

GG

A

G

MTHFR rs1801133
GG

GA

AA

G

A

33 (33)
53 (53)
14 (14)
86 (56.2)
67 (43.8)

0(0)
12 (12)
88 (88)
12 (10.7)
100 (89.3)

40 (40)
52 (52)
8 (8)
92 (60.5)
60 (39.5)

15 (15)
50 (50)
35 (35)
65 (43.3)
85 (56.7)

18 (18)
51 (51)
31 (31)
69 (45.7)
82 (54.3)

32 (32)
48 (48)
20 (20)
80 (54)
68 (46)

52 (52)
37 (37)
11 (11)
89 (65)
48 (35)

0.99

0.41

2.52

0.17

0.14

0.08

1.22

0.32

0.52

0.11

0.68

0.71

0.80

0.27
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Tabela Il. Distribuicdo por dados socioepidemiolégicos, caracteristicas clinicas e evolucdo do paciente.

Todos (N = COVID-19 (-) Leve/Moderado (N =  Severo/Critico (N = 33) p
100) (N =34) 33)

Mediana idade 60 (45 - 76) 58.5 (45 - 77) 55 (44 - 71) 68 (48,5-77,5) 0,56
(intervalo
interquartil)
Sexo feminino n° 58 (58) 22 (64,7) 19 (57,6) 17 (51,5) 0,32
(%)
Idade > 60 anos 51 (51) 16 (47) 14 (42,4) 21 (63,6) 0,14
Raca/cor
Branca 26 (26) 6 (17,6) 13 (39,4) 7(21,2) 0,10
Parda 69 (69) 26 (76,5) 20 (60,6) 23 (69,7) 0,19
Preta 3(3) 2(5,9) 0 (0) 1(3) >0,9
Amarela 1(2) 0 (0) 0(0) 1(3) -2
Sem informacao® 1(1) 0 (0) 0 (0) 1(3) -2

Comorbidades




66

Hipertenséo 50 (50) 19 (55,9) 16 (48,5) 15 (45,4) 0,47
Diabetes 9(9) 2 (5,9 3(9,1) 4(12,1) 0,43
Sintomas

Febre 54 (54) 17 (50) 14 (42,4) 23 (69,7) 0,04
Tosse 63 (63) 22 (64,7) 16 (48,5) 25 (75,8) 0,04
Dispneia 71(71) 25 (73,5) 16 (48,5) 30 (90,9) 0,0003
Dor de garganta 10 (10) 3(8,8) 4(12,1) 3(9,) 0,71
Dor de cabeca 14 (14) 5(14,7) 2 (6,1) 7(21,2) 0,15
Astenia 13 (13) 1(2,9) 6 (18,2) 6 (18,2) 0,05
Mal-estar 18 (18) 8 (23,5) 2(6,1) 8(24,2) 0,08
Artralgia 5(5) 0 (0) 2 (6,1) 309, >0,99
Mialgia 11 (11) 1(2,9) 5 (15,2) 5(15,2) 0,11
Dores abdominais 14 (14) 6 (17,6) 5 (15,2) 3(9,1) 0,48
Diarreia 9(9) 4 (11,8) 39,1 2(6,1) 0,67
Vomito 10 (10) 2(5,9) 4(12,1) 4(12,1) 0,43
Anosmia/ageusia 21 (21) 6 (17,6) 3(9.1) 12 (36,4) 0,02
Hemograma®

Leucocitose 75 (78,1) 25 (75,8) 23 (74,2) 27 (84,4) 0,36
N observacdes 96 33 31 32

Linfopenia 56 (56) 15 (75) 17 (73,9) 24 (96) 0,04
N observacdes 68 20 23 25

Neutrofilia 50 (75,8) 16 (80) 13 (59,1) 21 (87,5) 0,04
N observacdes 66 20 22 24

Trombocitopenia 29 (43,9) 9 (27,3) 9 (29) 11 (34,4) 0,6
N observacdes 96 33 31 32

Achados

laboratoriais

alterados®

Ferritina 55 (68,8) 12 (54,5) 17 (58,6) 26 (89,6) 0,008
N observacdes 80 22 29 29

PCR 92 (96,8) 32 (100) 28 (90,3) 32 (100) -2
N observacdes 95 32 31 32

AST 72 (76,6) 23 (71,9) 24 (80) 25 (78,1) 0,56
N observacdes 94 32 30 32

ALT 62 (66) 18 (56,2) 23 (76,7) 21 (65,6) 0,23
N observacdes 94 32 30 32

Dimero D 58 (74,4) 13 (50) 19 (79,2) 26 (92,8) 0,0006
N observacdes 78 26 24 28

2 A presenca de uma categoria com ocorréncia nula tornou a anélise inviavel.

b Grupo n&o considerado na anélise por poder assumir qualquer uma das caracteristicas de raga/cor.

¢ Os valores de referéncia adotados aqui seguem o padrdo do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Pernambuco. Leucdcitos: 4000 - 11000 células/mm3, linfécitos: 1000 - 4950 células/mm3, neutréfilos: 2000 -
7700 células/mma3, plaquetas: 150000 - 450000 células/mm3, ferritina: 18 - 323 ng/mL para sexo masculinoe 5 -
204 ng/mL para sexo feminino, PCR: 0 - 0.5 ng/dL, AST: <38 U/L para sexo masculino e <32 U/L para sexo
feminino, ALT: <41 U/L para sexo masculino e <31 U/L para sexo feminino , e dimero D: 0 - 500 ng/mL.

A partir dos dados de NGS do exoma, 0s SNPs rs3806268 (NLRP3), rs4925543 (NLRP3),
rs12150220 (NLRP1), rs455060 (NLRC4), rs699 (AGT), rs1137101 (LEPR) e rs1801133
(MTHFR) foram selecionados porque também foram investigados em outros estudos
envolvendo outras doencas infecciosas virais e também por seus efeitos funcionais em suas
respectivas proteinas. Antes de realizar analises univariadas e multivariadas dos SNPs
considerados no presente estudo, uma tabela de frequéncia foi construida para visualizar o

panorama da distribuicdo alélica e genotipica nos diferentes estratos: COVID-19 (-), COVID-
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19 (+) leve/moderado e COVID-19 (+) grave/critico (Tabela 3). Anélises de associacao genética
foram inicialmente conduzidas de forma bruta entre os diferentes desfechos, mas ndo foram
identificados resultados estatisticamente significativos. Na regressdo logistica multivariada
realizada, apenas o SNP rs699-GG (AGT) mostrou uma associa¢do significativa com a
suscetibilidade ao desfecho grave/critico em comparacdo com o desfecho leve/moderado, com
uma razao de chances (OR) de 8,07 e p=0,04 (Tabela 4).

Tabela I11. Frequéncias genotipica e alélica por desfecho clinico e diagndstico.

Todos COVID-19 (-) Leve/moderate Grave/critico

(N=100) (N=34) (N=33) (N=33)
NLRP3 rs3806268
GG 33(33) 12 (35.3) 11 (33.3) 10 (30.3)
GA 53 (53) 19 (55.9) 16 (48.5) 18 (54.5)
AA 14 (14) 3(8.8) 6 (18.2) 5(15.2)
G 86 (56.2) 31 (58.5) 27 (55.1) 28 (54.9)
A 67 (43.8) 22 (41.5) 22 (44.9) 23 (45.1)
NLRP3 rs4925543
AA 0 (0) 0(0) 0 (0) 0 (0)
AG 12 (12) 5(14.7) 3(9.1) 4 (12.1)
GG 88 (88) 29 (85.3) 30 (90.9) 29 (87.9)
A 12 (10.7) 5(12.8) 3(8.3) 4 (10.8)
G 100 (89.3) 34 (87.2) 33(91.7) 33(89.2)
NLRP1 rs12150220
AA 40 (40) 14 (41.2) 13 (39.4) 13 (39.4)
AT 52 (52) 18 (52.9) 18 (54.5) 16 (48.5)
TT 8(8) 2 (5.9 2(6.1) 4 (12.1)
A 92 (60.5) 32 (61.5) 31 (60.8) 29 (59.2)
T 60 (39.5) 20 (38.5) 20 (39.2) 20 (40.8)
NLRC4 rs455060
GG 15 (15) 5(14.7) 6 (18.2) 4 (12.1)
GA 50 (50) 16 (47.1) 16 (48.5) 18 (54.5)
AA 35 (35) 13 (38.2) 11 (33.3) 11 (33.3)
G 65 (43.3) 21 (42) 22 (44.9) 22 (43.1)
A 85 (56.7) 29 (58) 27 (55.1) 29 (56.9)
AGT rs699
AA 18 (18) 8 (23.5) 5 (15.2) 5(15.1)
AG 51 (51) 15 (44.1) 20 (60.6) 16 (48.5)
GG 31(31) 11 (32.4) 8(24.2) 12 (36.4)
A 69 (45.7) 23 (46.9) 25 (47.2) 21 (42.8)
G 82 (54.3) 26 (54.1) 28 (52.8) 28 (57.2)
LEPR rs1137101
AA 32 (32) 11 (32.4) 11 (33.3) 10 (30.3)
AG 48 (48) 12 (35.3) 16 (48.5) 20 (60.6)
GG 20 (20) 11 (32.4) 6 (18.2) 3(9.1)
A 80 (54) 23 (50) 27 (55.1) 30 (56.6)
G 68 (46) 23 (50) 22 (44.9) 23 (43.9)
MTHFR rs1801133
GG 52 (52) 16 (47.1) 18 (54.5) 18 (54.5)
GA 37 (37) 16 (47.1) 12 (36.4) 9(27.3)
AA 11 (11) 2 (5.8) 3(9.2) 6 (18.2)
G 89 (65) 32 (64) 30 (66.7) 27 (64.3)

A 48 (35) 18 (36) 15 (33.3) 15 (35.7)




Tabela IV. Associacdo ajustada entre os SNPs estudados e os diferentes estagios clinicos da COVID-19.
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SNPs COVID-19 Leve/mode Grave/criti OR p OR p OR p AIC BIC
(-) (N=34) rado co (N=33) ajustada ajustada ajustada
) (N=33) (II) (rmy (95% CI) (I (95% CI) (95% CI)
vs 1) (1 vs 111) (11 vs 111)
NLRP3 rs3806268
GG 12 (35,3) 11 (33,3) 10 (30,3) Ref. - Ref. - Ref. - 204 251
GA 19 (55,9) 16 (48,5) 18 (54,5) 0,68 (0,20 — 0,52 1,22 (0,35 0,75 1,81 (0,46 0,40
2,24) —4,24) —17,16)
AA 3(8,8) 6 (18,2) 5(15,2) 2,45 (0,36 — 0,35 2,24 (0,33 0,41 0,92 (0,15 0,92
16,37) -15,12) —5,44)
G 31 (58,5) 27 (55,1) 28 (54,9) Ref. - Ref. - Ref. - 202 254
A 22 (41,5) 22 (44,9) 23 (45,1) 2,07 (0,29 — 0,47  2,18(0,32 0,43 1,05 (0,17 0,96
14,73) —14,85) —6,40)
NLRP3 rs4925543
AA 0 (0) 0 (0) 0 (0) - - - - - - 202 244
AG 5(14,7) 3(9,1) 4 (12,1) Ref. - Ref. - Ref. -
GG 29 (85,3) 30 (90,9) 29 (87,9) 1,72 (0,31 - 0,53 0,87 (0,15 0,88 0,51 (0,07 0,50
9,44) -5,00) -3,74)
AG 5(12,8) 3(8,3) 4 (10,8) Ref. - Ref. - Ref. - 198 245
G 34 (87,2) 33(91,7) 33(89,2) 3,33(0,34 - 0,30 1,03 (0,17 0,97 0,31 (0,03 0,34
32,64) -6,14) —-3,51)
NLRP1 rs12150220
AA 14 (41,2) 13 (39,4) 13 (39,4) Ref. - Ref. - Ref. - 205 252
AT 18 (52,9) 18 (54,5) 16 (48,5) 1,26 (0,40 — 0,69 0,60 (0,18 0,41 0,48 0,27
3,89) —2,00) (0,13 -
1,76)
TT 2(5,9) 2(6,1) 4(12,1) 0,95 (0,09 - 0,97 0,55 (0,07 0,58 0,59 (0,06 0,64
9,93) —4,52) —5,47)
A 32 (61,5) 31 (60,8) 29 (59,2) Ref. - Ref. - Ref. - 203 255
T 20 (38,5) 20 (39,2) 20 (40,8) 0,90 (0,09 - 0,93 0,56 (0,07 0,58 0,62 (0,07 0,66
9,07) —4,57) -5,38)
NLRC4 rs455060
GG 5 (14.7) 6 (18.2) 4 (12.1) Ref. - Ref. - Ref. - 205 252
GA 16 (47.1) 16 (48.5) 18 (54.5) 0.99 (0.20 - 099 2.43(0.42 0.32 2.45 (0.40 0.33
5.02) -13.88) -14.98)
AA 13 (38.2) 11 (33.3) 11 (33.3) 0.92 (0.17 - 092 1.62(0.27 0.60 1.77 (0.27 0.55
4.99) -9.90) -11.78)
G 21 (42) 22 (44.9) 22 (43.1) Ref. - Ref. - Ref. - 205 252
A 29 (58) 27 (55.1) 29 (56.9) 1.09 (0.20 - 092 1.77(0.27 0.55 1.77 (0.27 0.55
5.94) -11.78) -11.78)
AGT rs699
AA 8 (23,5) 5(15,2) 5(15,1) Ref. - Ref. - Ref. - 201 248
AG 15 (44,1) 20 (60,6) 16 (48,5) 0,76 (0,15 - 0,74  1,95(0,43 0,38 2,55 (0,49 0,27
3,73) -8,81) -13,33)
GG 11 (32,4) 8(24,2) 12 (36,4) 0,29 (0,04 - 0,19 2,34(0,42 0,33 8,07 (1,12 0,04
1,87) —-12,89) -58,13)
A 23 (46,9) 25 (47,2) 21 (42,8) Ref. - Ref. - Ref. - 201 248
G 26 (54,1) 28 (52,8) 28 (57,2) 0,29 (0,04 - 0,19 2,34(0,42 0,33 3,45 (0,53 0,19
1,87) —-12,89) —22,28)
LEPR rs1137101
AA 11 (32,4) 11 (33,3) 10 (30,3) Ref. - Ref. - Ref. - 202 249
AG 12 (35,3) 16 (48,5) 20 (60,6) 0,94 (0,26 — 0,92 1,65(0,46 0,44 1,76 (0,47 0,40
3,35) —5,99) —6,63)
GG 11 (32,4) 6 (18,2) 3(9,1) 0,57 (0,13 - 0,46 0,28 (0,05 0,15 0,49 (0,07 0,47
2,51) -1,59) -3,36)
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A 23 (50) 27(551) 30 (56,6) Ref. - Ref. - Ref. - 202 249
G 23 (50) 22(44,9)  23(434) 0,18(004— 046 028(005 0,15 0,49 (0,07 047

0,97) ~1,59) ~3,36)
MTHFR rs1801133
GG 16 (47,1) 18 (54,5) 18 (54,5) Ref. - Ref. - Ref. - 985 145
GA 16 (47,1)  12(36,4) 9(273)  0,75(024— 0,63 027(0,07 0,05 036 (0,09 0,15

2,40) ~1,01) —1,44)
AA 2 (5,8) 3(9,2) 6(182)  091(010- 093 094(011 095 1,04 (0,14 097

7,79) ~7,73) ~7,44)
G 32 (64) 30(66,7) 27 (64,3) Ref. - Ref. - Ref. - 202 249
A 18 (36) 15 (33,3) 15(35,7)  091(0,10- 093 094(011 0,96 1,04 (0,14 097

7,79) ~7,73) —7,44)
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Discussao

Este estudo é a primeira investigacdo caso-controle a identificar uma associacdo entre o
SNP rs699 (AGT) e desfechos graves/criticos em pacientes brasileiros suspeitos ou confirmados
com COVID-19. Os pacientes suspeitos com diagndstico negativo para COVID-19 foram
usados como grupo controle. Dados socioepidemioldgicos, incluindo faixa etaria, sexo e
raca/cor, também foram coletados e analisados para associagdes; no entanto, ndo foram
observados resultados significativos (Tabela 2). Compreender esse contexto é crucial para
elucidar quais estratos epidemiolégicos a doenca afeta (Islam et al. 2020). Dados sobre
comorbidades como hipertensdo e diabetes mellitus tipo 2 também foram coletados para avaliar
possiveis associacdes, mas nao foram identificados resultados estatisticamente significativos
(Tabela 2). Por outro lado, Angulo-Aguado et al. (2022) encontraram associacdes estatisticas
significativas entre hipertensdo, diabetes mellitus tipo 2 e piores desfechos em uma populagéo
sul-americana. Além disso, a literatura existente demonstra consistentemente a associacao entre
hipertensdo, diabetes e desfechos graves na COVID-19 em outras populacdes (Kouhpayeh et
al. 2021; Feng et al. 2022).

No presente estudo, observamos que os sintomas de febre (p=0,04), tosse (p=0,04),
dispneia (p=0,0003) e anosmia/ageusia (p=0,02) foram significativamente mais frequentes em
individuos graves/criticos, indicando um efeito associativo (Tabela 2). Outro estudo sobre
pacientes latino-americanos também encontrou uma associagdo entre os sintomas de febre,
tosse e dispneia e a gravidade da COVID-19, corroborando nossos achados (Angulo-Aguado et
al. 2022). Sintomas que indicam condi¢bes precarias no trato respiratdrio inferior sdo
frequentemente associados a COVID-19 grave, pois apontam para o envolvimento pulmonar
(Angulo-Aguado et al. 2022). Além disso, a literatura relata que a anosmia pode estar
diretamente relacionada a gravidade da infeccdo (Mazzatenta et al. 2020).

Em relacdo aos dados do hemograma, encontramos que a linfopenia estd
significativamente associada a desfechos graves/criticos (p=0,04, Tabela 2). Revisdes
sistematicas e meta-analises mostraram que pacientes com piores desfechos tém niveis de
linfécitos significativamente mais baixos em comparacdo com pacientes com desfechos leves
na COVID-19 (Huang & Pranata 2020; Zhao et al. 2020). Além disso, os niveis de neutrofilos
desempenham um papel importante em desfechos graves/criticos em pacientes com COVID-
19. Em nosso estudo, encontramos uma associagdo significativa (p=0,04) entre neutrofilia e
desfechos graves/criticos (Tabela 2). Sabe-se que a fisiopatologia dos desfechos graves na

COVID-19 é marcada por niveis elevados, mudancas fenotipicas e funcionais nos neutrofilos,
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e suas assinaturas de ativagdo sdo uma caracteristica proeminente nos transcriptomas
sanguineos de pacientes com COVID-19 grave (Reusch et al. 2021). Também investigamos
possiveis relacdes entre trombocitopenia, leucocitose e desfechos graves/criticos, mas nédo
foram encontrados resultados estatisticamente significativos (Tabela 2). No entanto, a literatura
fornece achados importantes sobre a associacdo entre trombocitopenia, leucocitose e COVID-
19 grave/critica (Lippi et al. 2020; Yamada et al. 2020). A trombocitopenia é comum em casos
graves, possivelmente relacionada a descompensacdo fisiologica dos Orgdos e ao
desenvolvimento de coagulopatia intravascular, que pode evoluir para coagulacéo intravascular
disseminada (CID) (Zarichanski & Houston 2017).

Dados laboratoriais potencialmente preditivos para os piores desfechos na COVID-19
também foram investigados (Tabela 2). Foram observadas associacdes significativas entre 0s
niveis de ferritina e desfechos graves/criticos da COVID-19 (p=0,008, Tabela 2). Outros
estudos tambeém identificaram niveis elevados de ferritina como marcadores importantes para
desfechos graves da COVID-19 (Kaushal et al. 2022). A ferritina € um mediador chave da
desregulacdo imunoldgica que pode contribuir para a tempestade de citocinas observada em
individuos com desfechos graves da doenca (Abbaspour et al. 2014). Outro marcador
importante associado a desfechos graves/criticos da COVID-19 neste estudo é o dimero-D
(p=0,0006). Este achado corrobora outras pesquisas que mostram uma forte associagéo entre
niveis elevados de dimero-D e progndstico ruim na COVID-19 (Tang et al. 2020; Rostami &
Mansouritorghabeh 2020). Niveis elevados de dimero-D indicam uma alta resposta inflamatdria
em doencas graves, muitas vezes manifestando-se como uma tempestade de citocinas, que pode
induzir coagulagdo intravascular disseminada (CID) e a formagdo de coédgulos de fibrina
(Rostami & Mansouritorghabeh 2020). No presente estudo, ndo foram observados resultados
significativos para PCR, AST e ALT, apesar da literatura mostrar associa¢cdes importantes entre
esses fatores e COVID-19 grave/critica (Tan et al. 2020; Ceci et al. 2023).

O SNP rs699-A/G é uma variante missense localizada no brago longo do cromossomo 1
(1g42-43), exon 2 (codon 268) do gene AGT, e envolve a substituicdo de metionina por treonina
(M268T) (El-Garawani et al. 2021). O gene AGT codifica o precursor da angiotensina, que
pode ser clivado pela renina em resposta a baixa pressao arterial (NCBI, 2023). Em nosso
estudo, o genotipo rs699-GG foi associado a um aumento no risco de desenvolver COVID-19
grave/critica (OR=8,07; p=0,04, Tabela 4). Segundo Gaspersic & Dolzan (2022), o SNP rs699
(AGT) é um dos polimorfismos que podem influenciar a suscetibilidade ao SARS-CoV-2 e a
gravidade da COVID-19, como evidenciado por uma pesquisa na literatura e analise de banco

de dados (Gaspersic & Dolzan 2022). Além disso, o0 rs699 (AGT) pode servir como uma
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ferramenta prognostica valiosa para pacientes infectados com SARS-CoV-2, pois esse SNP
pode estar relacionado a danos internos aos orgdos durante a infeccdo (Cafiero et al. 2020).
Outro estudo sobre pacientes iranianos avaliou a associacgao entre rs699 (AGT) e o risco de
desenvolver COVID-19, encontrando resultados significativos para o genotipo TC (8,4 vezes)
e o alelo C (2,2 vezes) em comparagio com o genétipo TT/alelo T (Kouhpayeh et al. 2021). E
importante notar que o alelo C também esta associado ao aumento do angiotensinogénio
plasmatico e hipertensdo, o que pode influenciar a expressdo do TMPRSS2 e, consequentemente,
0 risco de COVID-19 (Wu et al. 2020). Além disso, pesquisas em camundongos C57BL/6J
demonstraram que inibir a expressdo do AGT por 14 dias reduziu significativamente os niveis
de expressao do TMPRSS2 nos pulmdes (Wu et al. 2020).

Aqui também observamos um resultado limitrofe (OR=0,27; p=0,05) para a associacao
protetora entre rs1801133-GA (MTHFR) e desfechos graves/criticos em pacientes com
COVID-19 em comparacao com individuos negativos para COVID-19 (Tabela 4). Este SNP
foi identificado como um potencial fator envolvido em disturbios trombofilicos em individuos
com COVID-19, indicando a necessidade de estudos mais robustos (Cafiero et al. 2020). Além
disso, o alelo rs1801133-T tem sido associado a um aumento do risco de desenvolver carcinoma
hepatocelular (HCC), um tipo comum de cancer de figado causado por infeccdo crbnica pelo
virus da hepatite C (HCV) (Carvalho et al. 2021).

No presente estudo, outros SNPs relevantes de varias vias de resposta imune foram
avaliados, mas ndo foram encontrados resultados significativos. Esses SNPs tém sido
investigados por possiveis associagdes com outras doencas infecciosas e vias inflamatorias
(Cafiero et al. 2020; Nakanishi et al. 2017; Kamada & Pontillo 2014; Zhong et al. 2022).

O presente estudo tem algumas limitag6es, como um tamanho de amostra pequeno e a
auséncia de certas variaveis que poderiam contribuir para um modelo estatistico multivariado
mais robusto. Essas limitacfes sdo atribuidas as deficiéncias nos recursos disponiveis para
extracdo de DNA e sequenciamento NGS. Portanto, sugere-se que pesquisas futuras sejam
conduzidas com um tamanho de amostra maior e maior robustez de dados para melhor
compreender as associagcdes conjuntas entre os SNPs descritos aqui, dados clinico-laboratoriais
e os diferentes desfechos da COVID-19.

Conclusoes

Febre, tosse e dispneia foram significativamente mais frequentes em individuos com

desfechos graves/criticos de COVID-19. No entanto, os sintomas de mal-estar e astenia
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mostraram resultados limitrofes interessantes que também podem explicar a progressao da
doenca. Em termos de hemograma, linfopenia e neutrofilia foram significativamente mais
frequentes em casos graves/criticos. Entre os marcadores laboratoriais, os niveis de dimero-D
e ferritina também foram mais elevados em pacientes graves/criticos. Em relacdo ao estudo de
associacdo genética, o SNP rs699-GG (AGT) foi associado a um aumento no risco de
desenvolver COVID-19 grave/critica em comparacdo com desfechos leves/moderados. Com
base nesses resultados, recomenda-se que estudos futuros envolvendo diferentes populactes
sejam conduzidos para investigar outros perfis associativos. Os SNPs identificados devem ser
considerados para elucidar potenciais vias de gravidade da doencga e predi¢cdo, bem como para

avaliar possiveis alternativas terapéuticas.
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6 CONCLUSAO

Em relagdo a co-infecgdo HIV/L. infantum em individuos com COVID-19, os achados
laboratoriais evidenciam marcadores importantes que podem ajudar a predizer a gravidade da
COVID-19 no contexto de coinfeccBes. E notavel que os niveis de PCR, dimero D, ferritina,
LDH, AST e ALT estiveram elevados, indicando a possibilidade de exacerbacdo da doenca
atraveés de diversos mecanismos. No entanto, é necesséria a realizacéo de estudos caso-controle,
que levem em consideragdo um tamanho amostral robusto, para a compreensdo de possiveis
biomarcadores da doenca. Este é o primeiro relato de uma co-infeccéo envolvendo SARS-CoV-
2 e infecgOes prévias por HIV e L. infantum.

Em relagdo ao estudo de associagdo genética, 0 SNP rs699-GG (AGT) foi associado a
predisposicdo em desenvolver COVID-19 grave/critica em comparagdo a desfechos
leves/moderados. Além disso, recomenda-se que estudos futuros, envolvendo diferentes
populacdes, sejam conduzidos a fim de compreender as diferentes frequéncias alélicas e
genotipicas do rs699 (AGT), e como ocorre a sua interacdo com os diferentes desfechos da
COVID-19. O entendimento dos mecanismos que regem a expressdao de AGT, bem como a
influéncia do SNP rs699 no contexto da COVID-19 pode elucidar mecanismos fisiopatoldgicos

importantes e consequentemente revelar novas alternativas terapéuticas.
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Abstract

Background:Coronavirus disease 2019 originated in China and swiftly spread worldwide,
posing a significant threat to public health. Caused by SARS-CoV-2, it manifests as a fu-like
illness that can escalate to Acute Respiratory Distress Syndrome, potentially resulting in
fatalities. In countries where HIV/Leishmania infantum is endemic, the occurrence of
concurrent SARS-CoV-2/HIV/Leishmania infantum infections is a reality, prompting inquiries
into appropriate clinical management. Case presentation:We present the case of a 48-year-old
woman who was hospitalized for 36 days across three different hospitals in the state of
Pernambuco, Brazil. She was diagnosed with SARS-CoV-2/HIV/L. infantum coinfection. The
patient exhibited severe COVID-19 symptoms, including fever, productive cough, and dyspnea.
Throughout her hospitalization, she experienced oxygen saturation levels 0f<93%, along with
fluctuations in blood pressure, respiratory rate, and heart rate. Her blood tests revealed
lymphopenia, leukopenia, and neutropenia, while laboratory results indicated abnormal levels
of d-dimer, AST, ALT, lactate dehydrogenase, ferritin, and C-reactive protein. A computed
tomography scan revealed 75% involvement of the lung parenchyma with patchy ground-glass
opacities. Conclusion:Against all odds, the patient was discharged. The leukopenia associated
with HIV/L. infantum may have played a decisive role. Further studies are necessary to better
understand diagnostic strategies and clinical management measures for HIV/L. infantum
coinfected patients who are susceptible to SARS-CoV-2 infection.

Keywords:SARS-CoV-2, HIV, Leishmaniasis, Coinfection, Case report
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Background

SARS-CoV-2 is the etiological agent of Coronavirus Disease 2019 (COVID-19), declared
a pandemic on March 11, 2020 [1]. As of March 10th, 2023, more than 670 million cases and
over 6 million deaths have been reported worldwide [2]. COVID-19 is characterized by immune
dysregulation that can progress to a hyperinflammatory syndrome, leading to respiratory failure
and multiple organ dysfunction. The incubation period ranges from 2 to 14 days, after which
the patient may experience flu-like symptoms such as fever or chills, cough, fatigue, runny nose,
sore throat, myalgia, and difficulty breathing, or they may be asymptomatic [3]. In the acute
phase of the disease, the patient may develop respiratory failure requiring supplemental oxygen,
a condition known as Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS) [4].

Regarding the hemogram, COVID-19 patients may exhibit leukopenia, characterized by
direct infection of lymphocytes and subsequent functional immunosuppression, or leukocytosis,
which is associated with a worse prognosis [5]. On the other hand, cases of neutropenia may
also be observed, potentially contributing to a better outcome [6]. Laboratory data may reveal
abnormal values of certain markers such as C-reactive protein (CRP), d-dimer, ferritin, lactate
dehydrogenase (LDH), aspartate aminotransferase (AST), and alanine aminotransferase (ALT),

which can serve as predictors of severe prognosis [7—10].

In HIV patients or those with visceral leishmaniasis (VL), the hemogram often indicates
leukopenia, accompanied by lymphopenia and neutropenia, as a result of immunosuppression
caused by the direct infection of both the virus and the parasite [11, 12]. Certain laboratory
biomarkers may also be altered due to a high viral load, such as CRP and d-dimer, respectively
[13, 14]. Additionally, ferritin and LDH levels are associated with disease progression in HIV
and VL patients [15, 16]. Changes in AST and ALT levels are common in VL patients due to

the tropism of L. infantum for liver cells [17].

It is worth noting that L. infantum is one of the opportunistic agents of Acquired
Immunodeficiency Syndrome (AIDS), and the coinfection of HIV/L. infantum represents a
global public health concern. Patients with this coinfection have an elevated risk of parasite

relapse, as well as an increased likelihood of mortality [18].
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Given the widespread transmission of COVID-19, the potential for multiple SARS-CoV-
2/HIVIL. infantum infections becomes a reality, particularly in regions where L. infantum is
endemic. Moreover, there is a lack of published data regarding the impact of SARS-CoV-2
infection on HIV/L. infantum coinfected patients, including clinical, immunological, and
laboratory aspects [19]. Therefore, this case report serves to underscore a multiple SARS-CoV-
2/HIVIL. infantum coinfection and its associated clinical, immunological, and laboratory

characteristics.

Case presentation

A 48-year-old female patient, born in the state of Pernambuco, Brazil, was admitted to the
ward at Agamenon Magalhdes Hospital (AMH), Department of Health, in the state of
Pernambuco on July 1st. She presented with fever and weight loss over the past four months,
along with a productive cough. In the five days leading up to admission, she experienced
respiratory distress, dysuria, and tachycardia. Due to worsening respiratory symptoms, a real-
time RT-PCR test (BIOMOL OneStep kit) for SARS-CoV-2 was conducted on July 3rd, which
returned positive results. Treatment with ceftriaxone (1 g/day) and azithromycin (500 mg/day)
was initiated. At AMH, the patient was hospitalized for four days (from July 1st to July 5th)
and maintained an average oxygen saturation of 97%. Laboratory findings revealed leukopenia
of 3,670 cells/mm3, lymphopenia of 771 cellssfmm3, and a peak circulating C-reactive protein
(CRP) level of 7.7 mg/dL (Table 1).

Table 1. Hemogram data, laboratory findings, and clinical condition during three hospital admissions.

AMH AH CH
Hemogram
Leukocytes (cells/mm3) 3,670 2,700 1,040-3,360
Neutrophils (cells/mm3) N/A* N/A 200-1,965
Neutrophils (%) 70 43.2-48.7 22.1-78
Lymphocytes (cellssrmm?) 771 N/A 200-1,000
Lymphocytes (%) 21 42.9 10-58.2
Platelets (cells/rmm3) 128,000 174,000-214,000 128,000-189,000
Laboratory findings
Prothrombin time (sec.) N/A N/A 12.5-13.4
D-dimer (ng/mL) N/A 2,470 540
INR N/A N/A 0.94-1.02
AST (U/L) 18 35 18.8-325.8
ALT (U/L) 14 35 36.1-365.4
Total bilirubins (mg/dL) N/A N/A 0.3-0.6
Direct bilirubin (mg/dL) N/A N/A 0.1-0.4
Creatinine (mg/dL) N/A N/A 0.7-1.3
Lactic dehydrogenase (U/L) N/A 470 438.8

Ferritin (ng/mL) N/A N/A 465
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C-reactive protein (mg/dL) 7.7 21.8-48.8 0.3-6
Urea (mg/dL) 19 18 8.4-29.7

Clinical condition during
hospitalization

Temperature (°C) N/A 35.9 36-39.2

Blood pressure (mmHg) N/A 110/60-130/80 100/60-190/80
Respiratory frequency (mpm) N/A 13-20 18-24
Heart frequency (bpm) N/A 85-120 72-110
Saturation (%) 97.1 96-98 92-99

*Not Applicable — indicates missing data.

After confirming the diagnosis of COVID-19, the patient was transferred on July 5th to the
designated COVID-19 referral hospital, Alfa Hospital (AH), also located in Recife, the capital
of the state of Pernambuco. Upon admission, a new real-time RT-PCR test (CDC Protocol —
respiratory virus- CDC/Atlanta/EUA) for SARS-CoV-2 was conducted, yielding a positive
result. Additionally, three tuberculosis smear microscopies were performed, all yielding
negative results.

She was initiated on ceftriaxone (1 g every 24 h), azithromycin (500 mg every 24 h),
and sulfamethoxazole+trimethoprim (800 mg+160 mg every 24 h). Additionally, she received
enoxaparin (40 mgevery 24 h), paracetamol (750 mg every 8 h), and ondansetron (2 mg/ mL
every 8 h). On July 15th, the patient’s clinical condition improved, with the absence of dyspnea
and cough. In terms of clinical outcomes, her body temperature averaged 36 °C, blood
pressure ranged from 110/60 mmHg to 130/80 mmHg, respiratory rate varied from 13 to 20
breaths per minute, heart rate ranged from 85 beats per minute to 120 beats per minute, and
oxygen saturation ranged between 96 and 98%. Laboratory results indicated peak d-dimer
values of 2,470 ng/mL,; lactate dehydrogenase (LDH) of 470 U/L, and CRP of 48.8 mg/dL
(Table 1). For further investigation of previous episodes of fever and weight loss, the patient
was transferred to the ward at the Clinical Hospital (CH), Federal University of Pernambuco,
Recife, on July 15th, with a regular general condition, conscious, oriented, and afebrile. As
Prophylactic medication, sulfamethoxazole + trimethoprim (400/80 mg every 24 h) was
prescribed, in addition to enoxaparin (40 mg every 24 h). Investigation for visceral
leishmaniasis was initiated by means of abdominal ultrasonography on July 21st, which showed
no alterations in the liver or spleen. On the following day, a conventional PCR test (GoTaq®
Green Master Mix—LITSR/L5.8S) for the detection of L. infantum DNA was performed,
yielding a positive result. Thus, treatment with amphotericin B (4 mg/kg/day) was initiated. On

the same day, real-time PCR was conducted for HIV investigation, and the result was positive,
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with a viral load of 440,089 copies/mL, CD4 count equal to 71 cells/mms3, and CD8 count at
803 cells/mm3.

In addition to these infectious conditions, the presence of cytomegalovirus (CMV) was also
investigated through real-Time PCR (iCycler iQ) on July 24th, which yielded a positive result
with 2,540 copies/mL detected. The patient presented pruritic burning ulcerated lesions in the
vulva and gluteal regions with clinical features suggestive of herpes, and consequently,
treatment with acyclovir (400 mg every 8 h) was initiated, leading to improvement in the
clinical condition. The patient remained in the ward for 22 days (from July 15th to August 7th)
and exhibited the following clinical outcomes: body temperature ranging from 36 t0 39.2 °C,
blood pressure fluctuating between 100/60 and 190/80 mmHg, respiratory rate varying from
18 to 24 breaths per minute, heart rate ranging from 72 to 110 beats per minute, and oxygen
saturation fluctuating between 92 and 99%. During this period, sputum bronchoscopy was
performed to investigate other potential causative agents of pulmonary disease, such as
Pneumocystis jirovecii, Mycobacterium tuberculosis, and CMV; however, the results were
negative. A chest CT scan revealed ground-glass opacities affecting approximately 75% of the
lung parenchyma. Regarding the hemogram, notable presence of leukopenia was observed, with
levels ranging from 1,040 to 3,360 cells/mm3. Moderate to severe neutropenia was also noted,
with values ranging from 200 to 1,965.6 cells/mm3 (22.1%-78%). Lymphopenia ranged from
200 to 1,000 cells/mm3 (20%-58.2%). Laboratory findings indicated CRP values of 6 mg/dL,
d-dimer of 540 ng/mL, ferritin of 465 ng/mL, LDH of 438.8 U/L, aspartate aminotransferase
(AST) levels exceeding 51 U/L, and alanine aminotransferase (ALT) levels exceeding 63 U/L
(Table 1).

The patient was discharged on August 7th due to clinical and laboratory improvement.
Treatment for leishmaniasis was administered with amphotericin B50 mg (4 mg/kg/day) from
July 29th to August 6th. Additionally, she commenced ART treatment on August 6th, consisting
of dolutegravir 50 mg/day, tenofovir 300 mg/day, and lamivudine 300 mg/day. A timeline
depicting the clinical and laboratory evolution, as well as the treatments administered, is

summarized in Fig. 1.
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Figura 1- Main clinical evolution, laboratory findings and treatments during the patient’s hospitalization
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Discussion and conclusion

A severe COVID-19 patient with HIV/L. infantum coinfection, admitted to three different
hospitals and discharged after 36 days of hospitalization, was reported. Leukopenia,
lymphopenia, and neutropenia, along with other abnormal laboratory findings, were observed
during the three hospitalizations. According to Qu et al. [20], leukopenia and lymphopenia are
common in patients with COVID-19, possibly due to leukocyte infection by SARS-CoV-2. In
severe COVID-19 cases, leukopenia, and lymphopenia may be observed in over 70% of patients
compared to controls [21]. The neutropenia observed here may be an important factor
associated with HIV and CMV infections, as these viruses can damage bone marrow
progenitors and lead to autoimmune depletion [22].

In the context of HIV/L. infantum coinfection, lymphopenia is common due to the tropism
of HIV for TCD4 lymphocytes and the replication of L. infantum in TCD4 and TCD8
lymphocytes, which can lead to severe immunosuppression [11, 23, 24]. Leukopenia and
neutropenia may also be observed due to the presence of these two pathogens together. It is
important to highlight that the primary immunological mechanisms governing the clinical
evolution of patients co-infected with Leishmania infantum, HIV, and other infections remain
unclear. The literature suggests that patients co-infected with Leishmania infantum and HIV

have a worse prognosis compared to those infected only with Leishmania infantum, primarily
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due to pronounced pro-inflammatory responses from the reticuloendothelial system. This may
also explain the pulmonary clinical manifestations observed in the patient in this study.

HIV can impair macrophage phagocytosis, thereby promoting the intracellular replication
of Leishmania. Furthermore, HIV can induce macrophages to produce E2 prostaglandin,
cyclooxygenase 2, and TGF-f, which in turn stimulate Leishmania replication within these cells.

Another mechanism involves the expression of lipophosphoglycan (LPG) on the surface of
Leishmania, which may trigger the expression of LTR proteins from the HIV proviral DNA in
T cells via the NF-xB pathway. Additionally, it is noteworthy that TNF-a, induced by
Leishmania infection, may enhance HIV replication (Casado et al., 2015 [25]; Guedes et al.,
2018 [26]; Okwor & Uzonna, 2013 [27]).

In the present case, SARS-CoV-2 infection occurred following immunosuppression caused
by HIV/L. infantum. The literature suggests that HIV-immunosuppressed patients with
COVID-19 are more prone to developing a severe clinical course, as SARS-CoV-2 can
propagate more readily within the body in the absence of a rapid adaptive immune response for
viral clearance [24]. Moreover, HIV-immunosuppressed patients can potentially act as sources
for heightened viral loads and the emergence of variants [24]. HIV-positive individuals also
have a high hospitalization rate due to their increased vulnerability to opportunistic infections
and other complications [24].

Laboratory findings may play an important role in the complex interaction between SARS-
CoV-2, HIV, and L. infantum. In this case, levels of CRP, d-dimer, ferritin, LDH, AST, and
ALT were altered. During COVID-19, CRP levels may reflect the extent of lung damage and
disease severity [7]. CRP functions as a complement to the innate and adaptive immune systems,
and its expression is induced in response to factors secreted by macrophages, particularly IL-1,
IL-6, and TNF [28-30]. In this case, the patient exhibited a peak CRP level of 48.8 mg/dL and
75% involvement of lung parenchyma. Furthermore, it is noteworthy that the highest CRP value
in our case was observed on the ninth day of the disease, which corresponds to the stage of
disease progression, typically occurring between 4 to 12 days, and can be classified as a severe
predictor [30]. Elevated CRP levels can also be observed in patients with visceral leishmaniasis
(VL), as it serves as a marker of Inflammatory reactions and cytokine activation [31]. In HIV-
positive patients, CRP levels are elevated only during ART use or non-intercurrent infections
[14].

D-dimer is another important serum marker of note in the present context. It results from
the degradation of fibrin, an important protein for clot formation. Elevated circulating levels of

d-dimer are associated with alterations in the coagulation process and the possibility of
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thrombosis formation [32]. In this case, d-dimer values reached 2,470 ng/mL, suggesting
abnormalities in the coagulation process. Up to a nine-fold elevation in d-dimer levels, along
with the presence of lymphopenia, has been associated with COVID-19 mortality in moderately
and critically ill patients hospitalized in Wuhan, China [33]. Additionally, the cut-off value for
predicting mortality during hospitalization was determined to be 2000 ng/mL [33]. D-dimer
levels also increase in visceral leishmaniasis and are associated with the activation of
intravascular coagulation, particularly in its severe form [34]. In HIV patients, elevated levels
of d-dimer result from high levels of circulating viral RNA and the absence of antiretroviral
treatment (ART), as well as high levels of CRP and IL-6. Particularly in women, high rates of
d-dimer at an early age may also be related to HIV opportunistic diseases [13]. In this case,
high levels of d-dimer may be related to circulating HIV RNA, as well as concomitant infections
such as SARS-CoV-2 and L. infantum, and elevated CRP values.

Another important marker is ferritin, a protein involved in iron homeostasis and serving as
a serum marker of body iron stores [35]. Iron is considered toxic to cells due to its ability to
induce reactive species, which can damage DNA and cellular proteins. Ferritin plays a crucial
role in storing iron, thus preventing this damage. In our patient, ferritin levels were elevated,
reaching 465 ng/mL. According to Abbaspour et al. [36], ferritin is a key protein in immune
dysregulation, as its high serum levels result from pro-inflammatory processes and contribute
to the formation of the cytokine storm. Elevated serum ferritin levels during admission and
hospitalization of COVID-19 patients were associated with moderate and severe disease,
respectively [37]. However, the study by Carubbi et al. [38] suggests an association only
between elevated ferritin levels and severe lung involvement, highlighting the lack of diference
in lung abnormalities found on CT scans between discharged patients and those who died. High
serum ferritin levels are also evident in immunocompetent patients with visceral leishmaniasis
(VL) and HIV patients, as the disease progresses and TCD4 lymphocyte count decreases [39,
40]. LDH is an enzyme found in tissues that can indicate levels of injury and is also important
in infectious diseases. Elevated LDH levels were observed in the present study. High LDH
levels are associated with tissue damage in various diseases, as well as in pulmonary disorders,
which can lead to respiratory failure [41]. Consequently, LDH levels have also been linked to
severity in COVID-19 patients [9, 42]. Additionally, LDH has demonstrated high sensitivity
and specificity in predicting severity and mortality [39]. Furthermore, LDH levels may be
altered in patients with visceral leishmaniasis (VL) and HIV [15, 16].

Aspartate aminotransferase (AST) and alanine aminotransferase (ALT), on the other hand,

reflect liver function and are serum enzymes that may serve as predictors of COVID-19 severity.
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In the study by Tian and Yen [10], severe patients exhibited high levels of AST and ALT. This
could indicate the degree of liver impairment due to SARS-CoV-2 infection in cholangiocytes,
which have higher ACE2 expression [10]. Similarly, Wang et al. [43] demonstrated
abnormalities in AST and ALT levels among severe COVID-19 patients. Importantly, L.
infantum exhibits tropism for liver cells and, in conjunction with SARS-CoV-2 infection, can
overwhelm the organ by inducing hyperinflammation [17]. In the present case, the elevated
AST and ALT levels observed may result from coinfection by SARS-CoV-2 and L. infantum
in the liver, but further studies are needed to evaluate these mechanisms.

Taken together, these laboratory findings provide important markers that may help predict
the severity of COVID-19 in the context of coinfections. It is noteworthy that CRP, D-dimer,
ferritin, LDH, AST, and ALT levels were elevated, indicating the possibility of disease
exacerbation through various mechanisms.

However, a severe outcome did not occur, which may be attributed to the interaction with
HIV/L. infantum in the context of the cellular response, where each pathogen elicits a specific
profile. Tis is the first case report of a multiple infection involving SARS-CoV-2, HIV, and L.
infantum. We believe that this work provides useful information for a better understanding of
clinical outcomes, which may lead to improved diagnostic strategies and guide the
implementation of management measures for HIV/L. infantum coinfected patients susceptible
to SARS-CoV-2 infection, thereby contributing to a positive prognosis of the disease. The
present case exhibits important features that could have led to a severe outcome of COVID-19,
such as high levels of serum markers, lymphopenia, and a reticuloendothelial immune response.
However, leukopenia was also evident, suggesting a possible relation with a severe outcome.
The interaction between HIV and L. infantum may have played an important role here and
deserves further investigation to elucidate the immunopathogenesis of this multiple infectious

process.
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Abstract: The COVID-19 pandemic has been the largest pandemic of the past century, and
various genetic factors have played a significant role in this context. This study aimed to analyze
the frequency and association between specific SNPs rs3806268 (NLRP3), rs4925543 (NLRP3),
rs12150220 (NLRP1), rs455060 (NLRC4), rs699 (AGT), rs1137101 (LEPR), and rs1801133
(MTHFR) and severe/critical outcomes in Brazilian patients with COVID-19. A total of 100
patients were included in the study, comprising 66 cases and 34 controls. DNA was extracted,
sequenced, and genotyped via next-generation sequencing (NGS). For non-parametric data, the
Mann-Whitney and Kruskal-Wallis tests were used. Fisher’s test and multivariate logistic
regression, considering AIC and BIC criteria, were employed for risk analysis. Odds Ratios
(OR) were calculated, with significance set at p<0.05. Among the seven evaluated SNPs, only
rs699-GG (AGT) (OR=8.07; p=0.04) was significantly associated with an increased risk of
developing severe/critical COVID-19. Moreover, a borderline protective association was noted
between rs1801133-GA (MTHFR) and the disease, although lacking statistical significance. In
conclusion, the SNP rs699-GG (AGT) was associated with an increased risk of severe/critical
COVID-19.

Key words: AGT gene, COVID-19, Human genetics, SARS-CoV-2, SNPs.
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INTRODUCTION

The Coronavirus Disease 2019 (COVID-19) pandemic began in Wuhan, China, and was
declared a pandemic by the World Health Organization (WHO) on March 11, 2020. It is
considered the largest and deadliest pandemic of the last century, caused by the etiological agent
Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) (Azarpazhooh et al. 2020).
As of June 2024, over 775 million cases and 7 million deaths have been reported worldwide,
making this disease a continuing major threat to global health (WHO 2024).

COVID-19 can manifest in the human body after an incubation period of 2-14 days
following exposure to the virus (CDC 2024). It presents a wide spectrum of symptoms, ranging
from asymptomatic cases and common flu-like symptoms (fever, cough, fatigue, myalgia,
headache, sore throat, anosmia/ageusia, among others) to respiratory failure, known as Severe
Acute Respiratory Syndrome (SARS), which can be fatal. Consequently, COVID-19 has
various classifications based on diferente clinical outcomes (WHO 2021). In this context,
several factors are known to contribute to these varying outcomes, including human genetic
factors such as the influence of Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) in genes involved in
the innate immune response, energy metabolism, and circulatory system (Aladag et al. 2023,
Marei et al. 2023, Pastor et al. 2023).

The genes NLRP3 (NLR family pyrin domain containing 3), NLRP1 (NLR Family pyrin
domain containing 1), and NLRC4 (NLR family CARD domain containing 4) play crucial roles
in the innate immune response to viruses and other pathological conditions. These genes encode
cytoplasmic receptors of the inflammasome pathway, which plays a role in the severity of
various diseases (Sutterwala et al. 2014). Additionally, the AGT (angiotensinogen) and MTHFR
(methylenetetrahydrofolate reductase) genes play important roles in vascular function within
the renin-angiotensin system (RAS) and one-carbon metabolism, respectively, aiding in the
conversion of homocysteine to methionine. (Foley et al. 2021, NCBI 2024, Sethi; Nordestgaard
& TYBJARG-HANSEN 2003, Xi et al. 2016). The LEPR (Leptin Receptor) gene encodes the
receptor for the hormone leptin, which is significant in fat metabolism and lymphopoiesis
(NCBI 2023). Furthermore, it has been identified as a crucial signal for angiogenesis, cell
proliferation, and the inhibition of cell apoptosis during SARS-CoV-2 infection (Rosa et al.
2021, Song et al. 2013).

The functioning of many genes, including those described above, can be modulated by the
action of SNPs, which may play a crucial role in regulating gene expression, protein

conformation, or the splicing mechanism (Cafiero et al. 2021, Abu-Farha et al. 2020, Pastor et
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al. 2023). For NLRP3, it was observed that rs3806268 might have a fundamental role in
COVID-19 patients with obesity as one of the comorbidities related to severe outcomes (Sa et
al. 2022). Furthermore, another SNP in the same gene, rs4925543, has been investigated for its
role in airway inflammation in patients with asthma (Queiroz et al. 2020). The missense variant
rs12150220 (NLRP1- p.Leul55His) is related to increased IL-18 in Peripheral Blood
Mononuclear Cells (PBMCs) and has been associated with severe COVID-19 (Levandowski et
al. 2013, Leal et al. 2022). The missense variant rs455060 (NLRC4) plays a fundamental role
in IL-18 levels, which are important in the clinical outcome of severe COVID-19 (Zeller et al.
2015, Yin et al. 2023). For RAS, the rs699 SNP (AGT) has been identified as a potential gene
target to predict clinical risk in patients infected with SARS-CoV-2 (Cafiero et al. 2021). In
homocysteine metabolism, the SNP rs1801133 (MTHFR) has been found to be a potential
genetic marker impacting the outcome of COVID-19 (Abu-Farha et al. 2020). For the LEPR
gene, some SNPs have been studied in relation to other infectious diseases and metabolic
system pathologies. For example, Lys109Arg and GIn223Arg have been associated with
Hepatocellular Carcinoma (HCC) in individuals carrying the hepatitis B virus (HBV), and
rs1137101-G has been associated with a reduced risk for developing the obese phenotype (Tang
et al. 2020D).

Based on the aforementioned overview, the present study aimed to investigate the
association between the SNPs rs3806268 (NLRP3), rs4925543 (NLRP3), rs12150220 (NLRP1),
rs455060 (NLRC4), rs699 (AGT), rs1137101 (LEPR), and rs1801133 (MTHFR) and the

severe/critical outcomes in Brazilian COVID-19 patients.

MATERIALS AND METHODS
Data collection, ethics committee and clinical definition

A case-control study was conducted to analyze the association between the SNPs rs3806268
(NLRP3), rs4925543 (NLRP3), rs12150220 (NLRP1), rs455060 (NLRC4), rs699 (AGT),
rs1137101 (LEPR), and rs1801133 (MTHFR) and the severe/critical outcomes of COVID-19.
The study population consisted of 100 individuals, including 34 COVID-19 negative

individuals, 33 with mild/moderate symptoms, and 33 with severe/critical symptoms.

Patients aged 18 years and older with suspected COVID-19 and disease confirmed by RT-
PCR were screened at the Hospital das Clinicas of the Universidade Federal de Pernambuco
(HC-UFPE) and Hospital Mestre Vitalino. All enrolled patients provided informed consent, and
the project was approved by the UFPE Ethics Committee (approval number 4.150.959, C.A.A.E
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33597220.5.0000.5208). Clinical and epidemiological details collected included age, sex,
color/race, comorbidities, symptoms, blood count, and laboratory findings (ferritin, CRP, AST,
ALT, and d-dimer), along with diagnosis by reverse transcriptase polymerase chain reaction
(RT-PCR). The material collected for virus diagnosis consisted of approximately 4 mL of whole
blood, which was obtained from patients during the acute phase of the disease.

COVID-19 cases were classified according to the guidelines of the World Health
Organization, as described (WHO 2021). Following clinical and laboratory evaluation, 100
suspected or confirmed cases of COVID-19 were stratified, comprising 34 COVID-19 negative
cases, 33 severe/critical cases, and 33 mild/moderate cases.

DNA extraction, quantification and data processing

The extraction of genomic DNA from whole blood was conducted using the PureLink Genomic
DNA Mini Kit (Invitrogen®©) following the manufacturer's instructions. The quantification of
genomic material was performed using the Qubit high-sensitivity double-stranded DNA kit
(Thermo Fisher®©), followed by next-generation sequencing (NGS) of the exome (Mendelics©)

and subsequent data processing.
Data acquisition and selection of SNPs

The filtering and annotation of VCF files were conducted using the VCFtools and
WANNOVAR software, respectively (http://snpeff.sourceforge.net/index.html). SNP selection
and genotype determination were based on the Variant Allele Frequency (VAF). Moreover, the
SNPs were selected because they have also been investigated in other studies involving other

viral infectious diseases as well as for their functional impacts on their respective proteins.
Statistical analysis

For non-parametric data, the Kruskal-Wallis test was employed to compare three samples, and
the Mann-Whitney test was used to compare two samples, both conducted using Graphpad
PRISM v.9.5. Crude (bivariate analysis) risk was performed using Jamovi 2.3.21 software, with
the ancestral genotype considered as the reference for analysis. Adjusted (Multivariate logistic
regression) analysis was conducted using Jamovi 2.3.28 software, with model adjustments
based on the Akaike Information Criterion (AIC) and Bayesian Information Criterion (BIC).

To determine the association between genotypes and clinical outcomes of COVID-19, Fisher's
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exact test was employed, considering the odds ratio (OR) found. Values were considered

significant when p < 0.05.
RESULTS

Initially, Hardy-Weinberg equilibrium was assessed for the studied SNPs using the chi-square
test (x2) (Table I). Socioepidemiological data, clinical characteristics, and patient outcomes
were collected and analyzed. Our study population showed no significant difference in sex
distribution or median ages between the outcome groups (p>0.05). Data on race/color and
comorbidities were also collected, but no significant statistical differences were identified
(Table I1). Regarding the symptoms presented by the patients, fever, cough, dyspnea, and
anosmia/ageusia were significantly more frequent in the severe/critical condition, with p-values
of 0.04, 0.04, 0.0003, and 0.02, respectively (Table II). It is also noteworthy that there was a
borderline result for the factors asthenia (p=0.05) and malaise (p=0.08), which may be related
to the severe/critical outcome (Table I1). Blood count data showed statistical significance for a
higher frequency of lymphopenia and neutrophilia in patients with a severe/critical outcome,
with p=0.04 (Table I1). Altered laboratory biomarkers for severe/critical COVID-19, such as d-
dimer and ferritin, were also more frequent in this outcome, with p-values of 0.0006 and 0.008,
respectively (Table I1).

Table I. Chi-square values and p value for measuring Hardy-Weinberg equilibrium.

Frequency x2 p
(N=100)
NLRP3 rs3806268
GG 33 (33) 0.99 0.32
GA 53 (53)
AA 14 (14)
G 86 (56.2)
A 67 (43.8)
NLRP3 rs4925543
AA 0 (0) 0.41 0.52
AG 12 (12)
GG 88 (88)
A 12 (10.7)
G 100 (89.3)
NLRP1 rs12150220
AA 40 (40) 2.52 0.11
AT 52 (52)
TT 8 (8)
A 92 (60.5)
T 60 (39.5)
NLRC4 rs455060
GG 15 (15) 0.17 0.68
GA 50 (50)
AA 35 (35)
G 65 (43.3)



A 85 (56.7)

AGT rs699

AA 18 (18) 0.14 0.71
AG 51 (51)

GG 31 (31)

A 69 (45.7)

G 82 (54.3)

LEPR rs1137101

AA 32 (32) 0.08 0.80
AG 48 (48)

GG 20 (20)

A 80 (54)

G 68 (46)

MTHFR rs1801133

GG 52 (52) 1.22 0.27
GA 37 (37)

AA 11 (11)

G 89 (65)

A 48 (35)

Table Il. Distribution by socioepidemiological data, clinical characteristics and patient evolution.
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All (N=100) COVID-19 (-) Mild/moderate (N=33) Severe/critical (N = 33) p
(N =34)

Median age 60 (45 - 76) 58.5 (45 - 77) 55 (44 - 71) 68 (48.5-77.5) 0.56
(range)
Female sex n° (%) 58 (58) 22 (64.7) 19 (57.6) 17 (51.5) 0.32
Age > 60 years 51 (51) 16 (47) 14 (42.4) 21 (63.6) 0.14
Race/color
White 26 (26) 6 (17.6) 13 (39.4) 7(21.2) 0.10
Mulatto 69 (69) 26 (76.5) 20 (60.6) 23 (69.7) 0.19
Black 3(3) 2 (5.9 0 (0) 1(3) >0.9
Yellow 1(1) 0 (0) 0 (0) 1(3) 2
No information® 1(1) 0 (0) 0(0) 1(3) -2
Comorbidities
Hipertension 50 (50) 19 (55.9) 16 (48.5) 15 (45.4) 0.47
Diabetes 9(9) 2 (5.9 3(9.0) 4(12.1) 0.43
Symptoms
Fever 54 (54) 17 (50) 14 (42.4) 23 (69.7) 0.04
Cough 63 (63) 22 (64.7) 16 (48.5) 25 (75.8) 0.04
Dyspnoea 71 (71) 25 (73.5) 16 (48.5) 30 (90.9) 0.0003
Sore throat 10 (10) 3(8.8) 4(12.1) 3(9.2) 0.71
Headache 14 (14) 5(14.7) 2(6.1) 7(21.2) 0.15
Asthenia 13 (13) 1(2.9) 6 (18.2) 6 (18.2) 0.05
Malaise 18 (18) 8 (23.5) 2 (6.1) 8(24.2) 0.08
Arthralgia 5(5) 0(0) 2 (6.1) 3(9.1) >0.99
Mialgia 11 (11) 1(2.9 5(15.2) 5(15.2) 0.11
Abdominal pain 14 (14) 6 (17.6) 5(15.2) 3(9.2) 0.48
Diarrhea 9 (9) 4 (11.8) 3(9.2) 2 (6.1) 0.67
Vomiting 10 (10) 2 (5.9 4(12.1) 4 (12.1) 0.43
Anosmia/ageusia 21 (21) 6 (17.6) 3(9.2) 12 (36.4) 0.02
Blood count
Leukocytosis® 75 (78.1) 25 (75.8) 23 (74.2) 27 (84.4) 0.36
N observations 96 33 31 32
Lymphopenia® 56 (56) 15 (75) 17 (73.9) 24 (96) 0.04
N observations 68 20 23 25
Neutrophilia® 50 (75.8) 16 (80) 13 (59.1) 21 (87.5) 0.04
N observations 66 20 22 24
Thrombocytopenia 29 (43.9) 9 (27.3) 9 (29) 11 (34.4) 0.6
C
N observations 96 33 31 32
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Altered

laboratory

findings

Ferritin® 55 (68.8) 12 (54.5) 17 (58.6) 26 (89.6) 0.008
N observations 80 22 29 29

CRP¢ 92 (96.8) 32 (100) 28 (90.3) 32 (100) -a
N observations 95 32 31 32

AST ¢ 72 (76.6) 23 (71.9) 24 (80) 25 (78.1) 0.56
N observations 94 32 30 32

ALT® 62 (66) 18 (56.2) 23 (76.7) 21 (65.6) 0.23
N observations 94 32 30 32

D dimer® 58 (74.4) 13 (50) 19 (79.2) 26 (92.8) 0.0006
N observations 78 26 24 28

aThe presence of a category with zero occurrence made the analysis unfeasible.
®Group not considered in the analysis because it can assume any characteristic of the race/color category.
“The reference values adopted here follow the standard of the Hospital das Clinicas of the Federal
University of Pernambuco. Leukocytes: 4000 - 11000 cells/mm3, lymphocytes: 1000 - 4950 cells/mm3,
neutrophils: 2000 - 7700 cells/mm3, platelets: 150000 - 450000 cells/mm3, ferritin: 18 - 323 ng/mL for
men and 5 - 204 ng/mL for women, CRP: 0 - 0.5 ng/dL, AST: <38 U/L for men and <32 U/L for women,
ALT: <41 U/L for men and <31 U/L for women , and d dimer: O - 500 ng/ml.

From the NGS data for the exome, the SNPs rs3806268 (NLRP3), rs4925543 (NLRP3),
rs12150220 (NLRP1), rs455060 (NLRC4), rs699 (AGT), rs1137101 (LEPR), and rs1801133

(MTHFR) were selected because they have also been investigated in other studies involving

other viral infectious diseases and also for their functional effects on their respective proteins.

Before conducting univariate and multivariate analyses of the SNPs considered in the present

study, a frequency table was constructed to visualize the panorama of allelic and genotypic
distribution across the different strata: COVID-19 (-), COVID-19 (+) mild/moderate, and

COVID-19 (+) severe/critical (Table 111). Genetic association analyses were initially conducted

in a crude manner between the different outcomes, but no statistically significant results were

identified. In the multivariate logistic regression performed, only the SNP rs699-GG (AGT)

showed a significant association with susceptibility to the severe/critical outcome compared to

the mild/moderate outcome, with an odds ratio (OR) of 8.07 and p=0.04 (Table V).

Table I1l. Genotypic and allele frequency by clinical outcome and diagnosis

All COVID-19 (-) Mild/moderate Severe/critical

(N=100) (N=34) (N=33) (N=33)
NLRP3 rs3806268
GG 33(33) 12 (35.3) 11 (33.3) 10 (30.3)
GA 53 (53) 19 (55.9) 16 (48.5) 18 (54.5)
AA 14 (14) 3(8.8) 6 (18.2) 5(15.2)
G 86 (56.2) 31 (58.5) 27 (55.1) 28 (54.9)
A 67 (43.8) 22 (41.5) 22 (44.9) 23 (45.1)
NLRP3 rs4925543
AA 0 (0) 0(0) 0 (0) 0(0)
AG 12 (12) 5 (14.7) 3(9.1) 4(12.1)
GG 88 (88) 29 (85.3) 30 (90.9) 29 (87.9)
A 12 (10.7) 5(12.8) 3(8.3) 4 (10.8)
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NLRP1 rs12150220
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TT

A
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100 (89.3)

40 (40)
52 (52)
8(8)
92 (60.5)
60 (39.5)

15 (15)

50 (50)

35 (35)
65 (43.3)
85 (56.7)

18 (18)
51 (51)
31 (31)
69 (45.7)
82 (54.3)

32 (32)
48 (48)
20 (20)
80 (54)
68 (46)

52 (52)
37 (37)
11 (11)
89 (65)
48 (35)

34 (87.2)

14 (41.2)
18 (52.9)
2 (5.9)
32 (61.5)
20 (38.5)

5 (14.7)
16 (47.1)
13 (38.2)
21 (42)
29 (58)

8 (23.5)
15 (44.1)
11 (32.4)
23 (46.9)
26 (54.1)

11 (32.4)
12 (35.3)
11 (32.4)
23 (50)
23 (50)

16 (47.1)
16 (47.1)
2 (5.8)
32 (64)
18 (36)

33 (91.7)

13 (39.4)
18 (54.5)
2 (6.1)
31 (60.8)
20 (39.2)

6 (18.2)
16 (48.5)
11 (33.3)
22 (44.9)
27 (55.1)

5 (15.2)
20 (60.6)
8 (24.2)
25 (47.2)
28 (52.8)

11 (33.3)
16 (48.5)
6 (18.2)
27 (55.1)
22 (44.9)

18 (54.5)
12 (36.4)
3(9.1)
30 (66.7)
15 (33.3)

33(89.2)

13 (39.4)
16 (48.5)
4 (12.1)
29 (59.2)
20 (40.8)

4(12.2)
18 (54.5)
11 (33.3)
22 (43.1)
29 (56.9)

5 (15.1)
16 (48.5)
12 (36.4)
21 (42.8)
28 (57.2)

10 (30.3)
20 (60.6)
3(9.1)
30 (56.6)
23 (43.4)

18 (54.5)
9(27.3)
6 (18.2)
27 (64.3)
15 (35.7)
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Table IV. Adjusted association between the SNPs studied and different clinical stages of COVID-19.

SNPs COVID-19 Mild/mode  Severe/criti Adjusted p Adjusted p Adjusted p AlC BIC
(-) (N=34) rate (N=33) cal (N=33) OR (95% OR (95% OR (95%
Q) (1 () CI) (1 vs 1) Cl) (I vs CI) (Il vs
1) 1)

NLRP3 rs3806268
GG 12 (35.3) 11 (33.3) 10 (30.3) Ref. - Ref. - Ref. - 204 251
GA 19 (55.9) 16 (48.5) 18 (54.5) 0.68 (0.20 - 052 1.22(0.35 0.75 1.81 (0.46 0.40

2.24) - 4.24) - 7.16)
AA 3(8.8) 6 (18.2) 5(15.2) 2.45 (0.36 - 035 2.24(0.33 0.41 0.92 (0.15 0.92

16.37) -15.12) -5.44)
G 31 (58.5) 27 (55.1) 28 (54.9) Ref. - Ref. - Ref. - 202 254
A 22 (41.5) 22 (44.9) 23 (45.1) 2.07 (0.29 - 047  2.18(0.32 0.43 1.05 (0.17 0.96

14.73) - 14.85) - 6.40)
NLRP3 rs4925543
AA 0(0) 0(0) 0 (0) - - - - - - 202 244
AG 5(14.7) 3(9.) 4(12.1) Ref. - Ref. - Ref. -
GG 29 (85.3) 30 (90.9) 29 (87.9) 1.72 (0.31 - 0.53 0.87(0.15 0.88 0.51 (0.07 0.50

9.44) - 5.00) -3.74)
AG 5(12.8) 3(8.3 4(10.8) Ref. - Ref. - Ref. - 198 245
G 34 (87.2) 33(91.7) 33(89.2) 3.33(0.34 - 0.30 1.03(0.17 0.97 0.31 (0.03 0.34

32.64) - 6.14) - 3.51)
NLRP1 rs12150220
AA 14 (41.2) 13 (39.4) 13 (39.4) Ref. - Ref. - Ref. - 205 252
AT 18 (52.9) 18 (54.5) 16 (48.5) 1.26 (0.40 - 0.69  0.60 (0.18 0.41 0.48 0.27

3.89) - 2.00) (0.13 -

1.76)

TT 2 (5.9) 2(6.1) 4(12.1) 0.95 (0.09 - 0.97  0.55(0.07 0.58 0.59 (0.06 0.64

9.93) - 4.52) -5.47)
A 32 (61.5) 31 (60.8) 29 (59.2) Ref. - Ref. - Ref. - 203 255
T 20 (38.5) 20 (39.2) 20 (40.8) 0.90 (0.09 - 0.93  0.56 (0.07 0.58 0.62 (0.07 0.66

9.07) - 4.57) -5.38)
NLRC4 rs455060
GG 5(14.7) 6 (18.2) 4(12.1) Ref. - Ref. - Ref. - 205 252
GA 16 (47.1) 16 (48.5) 18 (54.5) 0.99 (0.20 - 099 2.43(0.42 0.32 2.45 (0.40 0.33

5.02) - 13.88) - 14.98)
AA 13 (38.2) 11 (33.3) 11 (33.3) 0.92 (0.17 - 092 1.62(0.27 0.60 1.77 (0.27 0.55

4.99) - 9.90) -11.78)
G 21 (42) 22 (44.9) 22 (43.1) Ref. - Ref. - Ref. - 205 252
A 29 (58) 27 (55.1) 29 (56.9) 1.09 (0.20 - 092 1.77(0.27 0.55 1.77 (0.27 0.55

5.94) -11.78) -11.78)
AGT rs699
AA 8(23.5) 5(15.2) 5(15.1) Ref. - Ref. - Ref. - 201 248
AG 15 (44.1) 20 (60.6) 16 (48.5) 0.76 (0.15 - 0.74  1.95(0.43 0.38 2.55 (0.49 0.27

3.73) - 8.81) -13.33)
GG 11 (32.4) 8(24.2) 12 (36.4) 0.29 (0.04 - 019 2.34(0.42 0.33 8.07 (1.12 0.04

1.87) -12.89) - 58.13)
A 23 (46.9) 25 (47.2) 21 (42.8) Ref. - Ref. - Ref. - 201 248
G 26 (54.1) 28 (52.8) 28 (57.2) 0.29 (0.04 - 0.19 2.34(0.42 0.33 3.45 (0.53 0.19

1.87) -12.89) -22.28)
LEPR rs1137101
AA 11 (32.4) 11 (33.3) 10 (30.3) Ref. - Ref. - Ref. - 202 249
AG 12 (35.3) 16 (48.5) 20 (60.6) 0.94 (0.26 - 092 1.65(0.46 0.44 1.76 (0.47 0.40

3.35) - 5.99) - 6.63)
GG 11 (32.4) 6 (18.2) 3(9.2) 0.57 (0.13 - 0.46  0.28 (0.05 0.15 0.49 (0.07 0.47

2.51) - 1.59) - 3.36)
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A 23 (50) 27 (55.1) 30 (56.6) Ref. - Ref. - Ref. - 202 249
G 23 (50) 22 (44.9) 23(434)  018(0.04- 046 028(0.05 015  0.49(0.07 047

0.97) - 1.59) - 3.36)
MTHFR rs1801133
GG 16 (47.1) 18 (54.5) 18 (54.5) Ref. - Ref. - Ref. - 985 145
GA 16 (47.1)  12(36.4) 9(273)  0.75(0.24- 063 027(0.07 005  0.36(0.09 0.15

2.40) -1.01) - 1.44)
AA 2 (5.8) 3(9.1) 6(182)  091(0.10- 093 094(0.11 095 1.04(0.14  0.97

7.79) -7.73) - 7.44)
G 32 (64) 30 (66.7) 27 (64.3) Ref. - Ref. - Ref. - 202 249
A 18 (36) 15 (33.3) 15(35.7)  091(0.10- 093 094(0.11 096 1.04(0.14  0.97

7.79) -7.73) - 7.44)
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DISCUSSION

This study is the first case-control investigation to identify an association between the rs699
SNP (AGT) and severe/critical outcomes in Brazilian patients suspected or confirmed with
COVID-19. The suspected patients with a negative diagnosis for COVID-19 were used as the
control group. Socio-epidemiological data, including age group, sex, and race/color, were also
collected and analyzed for associations; however, no significant results were observed (Table
I1). Understanding this context is crucial for elucidating which epidemiological strata the
disease affects (Islam et al. 2020). Data on comorbidities such as hypertension and type 2
diabetes mellitus were also collected to evaluate possible associations, but no statistically
significant results were identified (Table II). Conversely, Angulo-Aguado et al. (2022) found
significant statistical associations between hypertension, type 2 diabetes mellitus, and worse
outcomes in a South American population. Additionally, existing literature consistently
demonstrates the association between hypertension, diabetes, and severe outcomes in COVID-
19 in other populations (Kouhpayeh et al. 2021, Feng et al. 2022).

In the present study, we found that the symptoms of fever (p=0.04), cough (p=0.04),
dyspnea (p=0.0003), and anosmia/ageusia (p=0.02) were significantly more frequent in
severe/critical individuals, indicating an associative effect (Table Il). Another study on Latin
American patients also found an association between the symptoms of fever, cough, and
dyspnea and the severity of COVID-19, corroborating our findings (Angulo-Aguado et al.
2022). Symptoms indicating poor conditions in the lower respiratory tract are often associated
with severe COVID-19, as they point to lung involvement (Angulo-Aguado et al. 2022).
Furthermore, literature reports that anosmia may be directly related to the severity of the
infection (Mazzatenta et al. 2020).

Regarding blood count data, we found that lymphopenia is significantly associated with
severe/critical outcomes (p=0.04, Table I1). Systematic reviews and meta-analyses have shown
that patients with worse outcomes have significantly lower lymphocyte levels compared to
patients with mild outcomes in COVID-19 (Huang & Pranata 2020, Zhao et al. 2020).
Additionally, neutrophil levels play an important role in severe/critical outcomes in COVID-19
patients. In our study, we found a significant association (p=0.04) between neutrophilia and
severe/critical outcomes (Table I1). It is known that the pathophysiology of severe outcomes in
COVID-19 is marked by elevated levels, phenotypic and functional changes in neutrophils, and
their activation signatures are a prominent feature in the blood transcriptomes of severe
COVID-19 patients (Reusch et al. 2021). We also investigated possible relationships between
thrombocytopenia, leukocytosis, and severe/critical outcomes, but no statistically significant
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results were found (Table I1). However, literature provides important findings on the association
between thrombocytopenia, leukocytosis, and severe/critical COVID-19 (Lippi et al. 2020,
Yamada et al. 2020). Thrombocytopenia is common in severe cases, possibly related to the
physiological decompensation of organs and the development of intravascular coagulopathy,
which can progress to disseminated intravascular coagulopathy (DIC) (Zarichanski & Houston
2017).

Potentially predictive laboratory data for the worst outcomes in COVID-19 were also
investigated (Table II). Significant associations were observed between ferritin levels and
severe/critical outcomes of COVID-19 (p=0.008, Table Il). Other studies have also identified
high ferritin levels as important markers for severe COVID-19 outcomes (Kaushal et al. 2022).
Ferritin is a key mediator of immune dysregulation that can contribute to the cytokine storm
observed in individuals with severe disease outcomes (Abbaspour et al. 2014). Another
important marker associated with severe/critical COVID-19 outcomes in this study is the d-
dimer (p=0.0006). This finding corroborates other research showing a strong association
between elevated d-dimer levels and poor prognosis in COVID-19 (Tang et al. 2020a, Rostami
& Mansouritorghabeh 2020). Elevated d-dimer levels indicate a high inflammatory response in
severe disease, often manifesting as a cytokine storm, which can induce disseminated
intravascular coagulation (DIC) and the formation of fibrin clots (Rostami &
Mansouritorghabeh 2020). In the present study, no significant results were observed for CRP,
AST, and ALT, despite the literature showing important associations between these factors and
severe/critical COVID-19 (Tan et al. 2020, Ceci et al. 2023).

The rs699-A/G SNP is a missense variant located on the long arm of chromosome 1 (1g42-
43), exon 2 (codon 268) of the AGT gene, and involves the substitution of methionine for
threonine (M268T) (El-Garawani et al. 2021). The AGT gene encodes the precursor of
angiotensinogen, which can be cleaved by renin in response to low blood pressure (NCBI 2023).
In our study, the rs699-GG genotype was associated with an increased risk of developing
severe/critical COVID-19 (OR=8.07; p=0.04, Table 1V). According to Gaspersic & Dolzan
(2022), the rs699 SNP (AGT) is one of the polymorphisms that can influence susceptibility to
SARS-CoV-2 and the severity of COVID-19, as evidenced by a literature search and database
analysis (Gaspersic & Dolzan 2022). Furthermore, rs699 (AGT) may serve as a valuable
prognostic tool for patients infected with SARS-CoV-2, as this SNP may be related to internal
organ damage during infection (Cafiero et al. 2020). Another study on lranian patients
evaluated the association between rs699 (AGT) and the risk of developing COVID-19, finding
significant results for the TC genotype (8.4 times) and the C allele (2.2 times) compared to the
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TT genotype/T allele (Kouhpayeh et al. 2021). It is important to note that the C allele is also
associated with increased plasma angiotensinogen and hypertension, which may influence the
expression of TMPRSS2 and, consequently, the risk of COVID-19 (Wu et al. 2020).
Additionally, research on C57BL/6J mice demonstrated that inhibiting AGT expression for 14
days significantly reduced TMPRSS2 expression levels in the lungs (Wu et al. 2020).

Here also we observed a borderline result (OR=0.27; p=0.05) for the protective association
between rs1801133-GA (MTHFR) and severe/critical outcomes in COVID-19 patients
compared to COVID-19-negative individuals (Table 1V). This SNP has been identified as a
potential factor involved in thrombophilic disorders in individuals with COVID-19, indicating
the need for more robust studies (Cafiero et al. 2020). Additionally, the rs1801133-T allele has

been associated with an increased risk of developing multinodular hepatocellular carcinoma (HCC), a common

type of liver cancer caused by chronic hepatitis C virus (HCV) infection (Carvalho et al. 2021).

In the present study, other relevant SNPs from various immune response pathways were
evaluated, but no significant results were found. These SNPs have been investigated for
possible associations with other infectious diseases and inflammatory pathways (Cafiero et al.
2020, Nakanishi et al. 2017, Kamada et al. 2014, Zhong et al. 2022).

The present study has some limitations, such as a small sample size and the absence of
certain variables that could contribute to a more robust multivariate statistical model. These
limitations are attributed to the deficiencies in resources available for DNA extraction and NGS
sequencing. Therefore, it is suggested that future research be conducted with a larger sample
size and greater data robustness to better understand the joint associations between the SNPs

described here, clinical-laboratory data, and the different outcomes of COVID-19.

CONCLUSIONS

Fever, cough, and dyspnea were significantly more frequent in individuals with severe/critical
outcomes of COVID-19. However, the symptoms of malaise and asthenia showed interesting
borderline results that may also explain the progression of the disease. In terms of blood counts,
lymphopenia and neutrophilia were significantly more frequent in severe/critical cases. Among
laboratory markers, d-dimer and ferritin levels were also higher in severe/critical patients.
Regarding the genetic association study, the SNP rs699-GG (AGT) was linked to an increased
risk of developing severe/critical COVID-19 compared to mild/moderate outcomes. Based on
these results, it is recommended that future studies involving different populations be conducted

in order to investigate other associative profiles. The SNPs identified should be considered to
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elucidate potential pathways of disease severity and prediction, as well as to evaluate possible

therapeutic alternatives.
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