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RESUMO

A Covid-19 é uma doenca que ocorre em escala global e a investigacdo de genes que
exercem influéncia em inumeros processos inflamatdrios, fisioldgicos e participam da
supressdo do sistema imune sdo estratégias Uteis que podem auxiliar na compreensdo dos
mecanismos imunoldgicos e moleculares envolvidos. Como uma citocina multifuncional
complexa, o fator de crescimento transformador 1 (TGF-£1) atua nos processos de migragéo,
proliferacdo, diferenciacdo e progressao do ciclo celular, regula a resposta imune e mantém o
equilibrio mineral. Estudos demonstram que a alteracdo da concentracdo de TGF-B no
organismo pode direta ou indiretamente regular a cascata inflamatdria e induzir a liberagdo de
fatores pré-inflamatorios. Além disso, o gene TGF-1 apresenta varios polimorfismos que ja
foram associados ao risco de desenvolvimento de doencas. Portanto, a investigacdo de genes
que influenciam na regulacdo do sistema imune sdo estratégias que podem auxiliar na
compreensdo dos mecanismos envolvidos na fisiopatologia da Covid-19. Assim, esse trabalho
tem como objetivo avaliar o papel do gene TGF-f1 no prognostico dos pacientes infectados
por SARS-CoV-2. Participaram desse estudo 178 individuos diagnosticados com Covid-19,
divididos em dois grupos em relacdo ao desfecho (alta ou ébito). A genotipagem dos
polimorfismos rs1800468 e rs1800469 do gene TGF-S/ foi realizada em 178 amostras,
através da técnica de discriminacdo alélica e a analise de expressao génica foi realizada em 93
destas amostras. Ndo houve associacdo entre as frequéncias genotipicas dos polimorfismos
rs1800468 e rs1800469 do gene TGF-B1 com o desfecho de pacientes com Covid-19. Néo
houve diferenca significativa entre a expressao do gene TGF-A1 e os dados clinicos avaliados
(gravidade dos casos, presenca ou auséncia de comorbidades e desfecho). Foi observada
diferenca estatisticamente significativa na expressdo do gene TGF-A1 entre os gendtipos CT e
TT do polimorfismo rs1800469, havendo menor expressdo do gene na presenca do gendtipo
TT. Assim, o presente estudo conclui que os polimorfismos rs1800468 e rs1800469 do gene
TGF-f1 ndo estdo associados com o prognostico dos pacientes com Covid-19 e que o
gendtipo TT do polimorfismo rs1800469 reduz a expressao de TGF-41.
Palavras — chave: Citocinas; Covid-19; Fator de Crescimento Transformador beta;

Polimorfismo genético; Virus da SARS.



ABSTRACT

Covid-19 is a disease that occurs on a global scale and the investigation of genes that
influence numerous inflammatory and physiological processes and participate in the
suppression of the immune system are useful strategies that can help to understand the
immunological and molecular mechanisms involved. As a complex multifunctional cytokine,
transforming growth factor f1 (TGF-B1) acts in the processes of migration, proliferation,
differentiation and cell cycle progression, regulates the immune response and maintains
mineral balance. Studies show that changing the concentration of TGF-B in the body can
directly or indirectly regulate the inflammatory cascade and induce the release of pro-
inflammatory factors. In addition, the TGF-R1 gene has several polymorphisms that have been
associated with the risk of developing diseases. Therefore, the investigation of genes that
influence the regulation of the immune system are strategies that can help to understand the
mechanisms involved in the pathophysiology of Covid-19. Thus, this work aims to evaluate
the role of the TGF-B1 gene in the prognosis of patients infected with SARS-CoV-2. A total
of 178 individuals diagnosed with Covid-19 participated in this study, divided into two groups
in relation to the outcome (discharge or death). Genotyping of rs1800468 and rs1800469
TGF-B1 gene polymorphisms was performed in 178 samples, using the allelic discrimination
technique and gene expression analysis was performed in 93 samples. There was no
association between the genotypic frequencies of the rs1800468 and rs1800469
polymorphisms of the TGF-B1 gene with the outcome of patients with Covid-19. There was
no significant difference between the expression of the TGF-B1 gene and the clinical data
evaluated (case severity, presence or absence of comorbidities and outcome). A statistically
significant difference was observed in the expression of the TGF-B1 gene between the CT and
TT genotypes of the rs1800469 polymorphism, with lower gene expression in the presence of
the TT genotype. Thus, the present study concludes that the rs1800468 and rs1800469
polymorphisms of the TGF-B1 gene are not associated with the prognosis of patients with
Covid-19 and that the TT genotype of the rs1800469 polymorphism reduces the expression of
TGF-p1.

Keywords: Covid-19, Cytokines; Polymorphism, genetic; SARS virus; Transforming Growth
Factor beta.
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1 INTRODUCAO

A Covid-19 (Corona Virus Disease -19) foi relatada inicialmente em Wuhan, China,
no final de dezembro de 2019, como pneumonia de causa desconhecida. O agente causador
foi rapidamente identificado como membro do B-coronavirus, sendo denominado de SARS-
CoV- 2, por estar intimamente relacionado a sindrome respiratoria aguda grave (SARS) (RAI
etal., 2021).

A répida disseminacdo da doenca pelo mundo fez com que no inicio de 2020 a
Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) declarasse oficialmente a Covid-19 como uma
emergéncia de satde publica de interesse internacional (KARUNASAGAR, 2020). De acordo
com a OMS, até o final de fevereiro de 2022 houve mais de 437 milhdes de casos
confirmados da doenca pelo mundo, incluindo quase 6 milhdes de mortes. No Brasil, de 3 de
janeiro de 2020 a 28 de fevereiro de 2022 houve mais de 28 milhdes de casos confirmados e
649 mil 6bitos (OMS, 2022).

A doenca é transmitida por goticulas respiratdrias ou contato e o periodo de incubacéao
do virus é normalmente de um a 14 dias (GUAN et al.,, 2020). Os principais sintomas
observados sdo: febre, tosse, dor de cabeca intensa, mialgia e fadiga (SINGHAL, 2020). Na
maior parte dos casos, as manifestacdes clinicas sdo brandas, mas uma parcela dos infectados
podem desenvolver doenga grave, especialmente em idosos ou pessoas com doencas
subjacentes, como doengas pulmonares cronicas ou cardiovasculares, podendo evoluir para a
sindrome de insuficiéncia respiratoria aguda grave (SRAG), faléncia de maultiplos 6rgaos e
obito (ALSHARIF, 2021). Contudo, enquanto alguns idosos, mesmo com pProcesso
inflamatorio importante reagem bem a infeccdo, tem sido observado que individuos jovens,
sem comorbidades, podem apresentar a forma grave da doenca e mesmo evoluir para 6bito,
sugerindo a participacdo de fatores genéticos na evolucao e desfecho da Covid-19.

Evidéncias sugerem que a fisiopatologia da Covid-19 estd ligada a resposta
hiperinflamatoria, caracterizada principalmente pela producdo exacerbada de citocinas (DI
MARIA et al., 2020).

Como uma citocina multifuncional complexa, o fator de crescimento transformador 1
(TGF-p1) atua nos processos de migracdo, proliferacdo, diferenciacdo e progressao do ciclo
celular, regula a resposta imune e mantém o equilibrio mineral (ZHANG et al., 2004).
Estudos demonstram que a alteracdo da concentracdo de TGF-p no organismo pode direta ou
indiretamente regular a cascata inflamatoria e induzir a liberacéo de fatores pro-inflamatorios.

Além disso, o gene TGF-R1 apresenta varios polimorfismos que ja foram associados ao risco
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de desenvolvimento de doenca como cancer de mama (DUNNING et al., 2003) e doenca
arterial coronéria (XU et al., 2014).

Portanto, a investigacdo de genes que influenciam na regulacdo do sistema imune séo
estratégias que podem auxiliar na compreensdo dos mecanismos envolvidos na fisiopatologia
da Covid-19. Assim, esse trabalho tem como objetivo avaliar o papel do gene TGF-£1 no
prognostico dos pacientes infectados por SARS-CoV-2.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 REVISAO DA LITERATURA

2.1.1 Covid-19: aspectos gerais

Os coronavirus (CoV) constituem uma familia de RNAs virais, divididos em quatro
géneros (o, B, v ¢ 6-CoV), dos quais os dois primeiros sdo capazes de causar infecgdes em
humanos. Desses, os B-CoV MERS-CoV e SARS-CoV séo altamente patogénicos, cujo surtos
ocorridos em 2002 e 2012, respectivamente, causaram doengas respiratérias fatais (CUI et al.,
2019; SANTACROCE et al., 2021).

No final de 2019, uma nova cepa beta de coronavirus, com 96,2% de similaridade ao
genoma do CoV RaTG13 encontrado em morcegos e com 79,5% de identidade para SARS-
CoV foi identificada como causadora da doenca Covid-19, sendo entdo denominada SARS-
CoV-2, (ZHOU et al., 2020; SANTACROCE et al., 2021).

O genoma viral do SARS-CoV-2 codifica quatro proteinas estruturais essenciais,
incluindo a proteina Spike (S), proteina de envelope (E), proteina de matriz (M) e proteina do
nucleocapsideo (N), além de varias proteinas acessérias que interferem na resposta imune
inata dos hospedeiros (CUI et al., 2019). A proteina S é uma glicoproteina trimérica que
contém duas subunidades: S1 e S2. A subunidade S1 hospeda o dominio de ligacdo ao
receptor (RBD — receptor binding domain), o qual é utilizado pelo virus para entrar nas
células hospedeiras (Figura 1). Apés clivagem endossémica da subunidade S1 pela serina
protease 2 transmembrana celular (TMPRSS2) ou furina no sitio S1/S2, é liberado um
peptideo de fusdo da subunidade S2 que induz a fusdo do envelope viral com a membrana
endossomal e subsequente liberacdo de RNA viral na célula (WIELAND, 2022).



16

Membrane protein

|x/
B9
/‘__,

) Nucleocapsid protein

Envelope protein

Spike protein

$1 domain \ $2 domain

L I
1

)
(N 0 TN S .

NTD RBD FP HR1 HR2 T™M IC

Figura 1- Estrutura do virus SARS-CoV-2 e da proteina spike.
Fonte: WIELAND,2022.

Uma vez dentro da célula hospedeira por meio de fusdo de membrana, o virus libera
seu genoma no compartimento citoplasmatico, onde a traducdo de ORF-1a e ORF-1b comeca,
resultando na formacdo de duas grandes poliproteinas (ppla e pplab). Trés proteases
funcionais entdo clivam as poliproteinas em 16 proteinas ndo estruturais (NSP1-16), que
criam a RNA polimerase viral e outras proteinas acessorias para a montagem do virus
(HUSSAIN et al., 2005). As glicoproteinas E apds a sintese sdo incorporadas ao reticulo
endoplasmatico rugoso ou membrana de Golgi. O genoma viral combina-se com a proteina do
capsideo para formar o nucleocapsideo, seguido pelo brotamento de particulas virais
montadas no Compartimento Intermediario ER-Golgi (PERRIER et al., 2019). Por dltimo, as
vesiculas carregadas de particulas de virus sdo fundidas com a membrana celular para
eliminacdo eficaz do virus (DE WIT et al., 2016). Esses novos virions estdo agora acessiveis
para infectar as células saudaveis vizinhas e também sdo liberados no ambiente circundante
por meio de goticulas respiratorias que sdo altamente contagiosas, fazendo com que o virus se
propague (DE WIT et al., 2016).

2.1.2 Sintomas e aspectos imunologicos

As vias aéreas superiores e inferiores estdo envolvidas precocemente na infeccdo por
SARS CoV-2, geralmente seguida de outros sistemas, como o gastrointestinal, cardiovascular,
renal e tegumentar. Isso faz com que as manifestacdes clinicas da doenca sejam variaveis,

incluindo fadiga, dores musculares, dificuldade respiratoria, tosse seca, dor de garganta,
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diarreia, calafrios, perda de olfato e do paladar (KHADKE et al., 2020; SANTACROCE et
al., 2021).

Pacientes infectados pelo SARS-CoV-2 apresentam amplo espectro clinico, variando
de casos assintomaticos a sintomaticos graves. Entre os individuos sintomaticos, 80%
apresentam sintomas leves, 15% a forma grave da doenca e 5% precisam de cuidados em
Unidades de Terapia Intensiva (UTI) e/ou uso de ventilacdo mecanica (CDC, 2022). Parte dos
pacientes com sintomas graves evolui para SDRA, chogue séptico, acidose metabolica,
coagulopatias, insuficiéncia cardiaca, insuficiéncia renal, dano hepatico, choque e faléncia de
mdaltiplos érgédos (Figura 2) (FARA et al., 2020; WU et al., 2020). Isso pode ser atribuido a
alguns fatores de risco, como idade avancada e a presenca de comorbidades associadas

(diabetes mellitus, doencas cardiovasculares, obesidade e doencas renais) (JOHN et al., 2020).
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Figura 2 - Sintomas na Covid-19 e progressdo da doenga.
Fonte: FARA et al., 2020, adaptado pela autora.

Do ponto de vista imunoldgico, tanto o sistema inato quanto o adaptativo
desempenham papel importante na determinacdo dos resultados de infeccBes virais.
Geralmente, a resposta imune inata imediata auxilia na protecdo contra a entrada do virus no
hospedeiro e sua eliminagdo. As etapas subsequentes sdo a ativacdo do sistema imunoldgico
adaptativo, controlando a replicacdo do virus, e a eliminacdo do mesmo pela geracdo de
células T e B especificas. Semelhante a outras doencas infecciosas, sdo formados anticorpos
(IgA, 1gM e IgG), bem como células de meméria (SHAH et al., 2020).
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As citocinas sdo mediadores essenciais da resposta inflamatoria e importantes para a
defesa do hospedeiro contra uma ampla variedade de virus. A producdo exacerbada dessas
moléculas € um dos mecanismos propostos na patofisiologia da Covid-19, principalmente nos
casos mais graves, onde aparentemente ocorre uma resposta pro-inflamatdria descontrolada
(GHAZAVI, 2020) denominada “tempestade de citocinas” (COSTELA-RUIZ et al., 2020).

Esse fenbmeno é caracterizado pela rapida liberacdo na circulacdo de uma grande
quantidade de mediadores pro-inflamatérios como IL-1, IL-6, IL-8, fator de necrose tumoral
(TNF), interferon (IFN) e fator de crescimento transformador beta 1 (TGF-B1), que parece
desempenhar um papel central, em conjunto com seus fatores sinérgicos (LIU, 2020),
contribuindo para lesdo pulmonar e faléncia multipla de érgdos (Figura 3) (VILLALBA et
al., 2020; FU et al.,2020).
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Figura 3 - Tempestade de citocinas na infecgdo por SARS-COV 2.
Fonte: COSTELA-RUIZ, 2020

2.1.3 Genética da Covid-19

Sabe-se que as doencas infecciosas acompanham a evolu¢do humana por meio de uma
complexa interagdo. Estudos de herdabilidade forneceram a primeira linha de evidéncias de
que parte das diferencas interindividuais é atribuivel ao perfil genético do hospedeiro (DI
MARIA et al., 2020).

A Covid-19 é uma doenga nova e ocorre em escala global, fornecendo uma
oportunidade sem precedentes para explorar os determinantes genéticos de uma infecgdo

emergente. Portanto, € oportuno investigar de forma abrangente a influéncia dos fatores



19

genéticos humanos envolvidos na variabilidade da suscetibilidade & infeccdo viral e, em
particular, na variabilidade das manifestacGes clinicas (DI MARIA et al., 2020).

Polimorfismos genéticos, também denominados variantes genéticas, sdo variagdes na
sequéncia de DNA que ocorrem em mais de 1% da populacdo, sendo os polimorfismos de
nucleotideo Gnico (SNP) o tipo mais comum de polimorfismo. Os SNPs podem influenciar a
expressao génica, estabilidade do RNA mensageiro (mRNA), splicing alternativo, sequéncia
alvo de micro RNA, exportacdo de proteina para o reticulo endoplasmatico via peptideos de
sinal ou alterar a funcdo da proteina quando um aminodcido é alterado, conferindo
suscetibilidade ou gravidade para muitas doencas (NOGALES, 2019). Alguns SNPs j& foram
associados ao infarto do miocardio (NAKAMURA et al., 2002), hiperbilirrubinemia
(SUGATANI et al., 2002), hipercolesterolemia (ONO et al., 2003), asma (JINNAI et al.,
2004) e lesdo pulmonar aguda (MARZEC et al., 2007).

Estudos tém demonstrado que alguns genes podem ter papel importante no
desenvolvimento da Covid-19, como o gene que codifica a enzima conversora de angiotensina
2 (ACE2) - uma enzima fundamental para a entrada do SARS-CoV-2 na célula hospedeira, o
gene TMPRSS2 (Transmembrane Serine Protease 2) e o gene HLA (Human Leukocyte
Antigen) (ANASTASSOPOULOU et al., 2020).

O nivel individual de citocinas € extremamente variavel, com uma importante
contribuicdo do componente genético, uma vez que foi demonstrado que polimorfismos
localizados em genes que codificam citocinas podem influenciar sua atividade transcricional e
contribuir com diferentes fenétipos (VANDENBROECK, 2012).

Assim, acredita-se que o perfil genético do individuo exerca importante papel na
determinacdo da resposta clinica ao virus. No entanto, o estabelecimento dos mecanismos
genéticos envolvidos na suscetibilidade ou resisténcia a infec¢do causada pelo SARS-CoV-2
ainda ndo sdo completamente conhecidos e requerem estudos mais aprofundados
(CASANOVA, 2020).

2.1.4 TGF-p1

O TGF-Bl ¢é uma citocina multifuncional com fungdes regulatdrias, incluindo
proliferacdo, diferenciacdo, migracdo e apoptose (MORIKAWA et al., 2016). Exibe
atividades pro-inflamatorias locais e imunossupressoras sistémicas, desempenhando um papel
critico no reparo tecidual apds lesdo em multiplos 6rgéos, incluindo o pulméo (SHULL et al.,

1992). Na lesdo pulmonar aguda, o papel do TGF-B1 foi mais bem avaliado durante a fase
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tardia do reparo tecidual, onde desempenha um papel critico no desenvolvimento da resposta
fibroproliferativa (BROEKELMANN et al., 1991).

O TGF-B1 ¢ o mediador central que inicia e termina o reparo tecidual e cuja producao
sustentada estd subjacente ao desenvolvimento da fibrose tecidual (BORDER, 1992). Possui
poderosas propriedades anti-inflamatorias, incluindo inibicdo da ativacdo de macréfagos,
atividade das células natural-killer e atividade das células-T. Vérias linhas de evidéncia
apontam que o TGF-B1 possui um papel essencial no alagamento alveolar que caracteriza a
resposta precoce a lesdo pulmonar (DHAINAUT et al., 2003).

Estudos demonstram que a alteracdo da concentragdo de TGF-B1 no organismo foi
acompanhada por alteragcdes na producdo de outras citocinas, como de TNF-a, indicando que
0 TGF-B1 pode direta ou indiretamente regular a cascata inflamatoria, reduzir a liberagdao de
fatores pré-inflamatorios, combater a inflamacéo excessiva e proteger o organismo (OMER et
al., 2003).

A tempestade de citocinas na Covid-19 é uma consequéncia da rede de citocinas
desequilibrada resultante do aumento da atividade de TGF-B1, que liga-se aos seus receptores
correspondentes, desencadeando uma série de reacGes bioguimicas em cascata, processos

patoldgicos e manifestacdes clinicas (Figura 4) (SHEN et al., 2021).
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Figura 4 — Mecanismo patogénico das manifestacfes da Covid-19
Fonte: Shen, 2021. Adaptado pela autora.

No geral, as manifestagdes clinicas da Covid-19 sdo altamente consistentes com o

aumento da atividade do TGF-B1, que € a evidéncia basica que aponta o papel central desta

molécula na tempestade de citocinas resultante da infeccdo por SARS-CoV-2 (SHEN et al.,
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2021). Como um pirégeno enddgeno, o TGF-B1 pode causar febre, mas geralmente baixa
(MATSUMURA et al., 2007). A fadiga é um sintoma tipico da COVID-19, potencialmente
devido a disfuncéo mitocondrial e ao declinio da atividade da Na+-K+-ATPase (CASALENA
et al., 2015). A tosse seca e a alteracdo pulmonar intersticial também séo causadas pelo
aumento de TGF-B, que ¢ um fator de crescimento de fibroblastos e demonstrou induzir
alteracdo pulmonar intersticial.

TGF-B1 promove a secrecdo de células mucosas bronquicas, induz grandes
quantidades de muco espesso e embolia pulmonar, o que dificulta a respiracdo normal e pode
levar a complicacBes criticas, como infeccGes graves e choque. Além disso, suprime
significativamente a funcdo imunoldgica, retardando a recuperacdo (SHENG, 2015), inibe a
proliferacdo e diferenciacdo de linfocitos, reduzindo o numero de linfocitos do sangue
periférico e inibe a proliferacdo e diferenciacdo de células progenitoras, contribuindo para a
diminuicdo e perda do sentido olfativo e gustativo em alguns pacientes (GETCHELL et al.,
2022; KAM et al.,2014).

O gene TGF-41 esta localizado no cromossomo 19g13.2 (Figura 5), tendo sete exons
e seis introns e apresenta varios polimorfismos, sendo que oito SNPs e um polimorfismo de
delecdo/insercdo possuem um impacto funcional na producdo da molécula e ja foram
associados a doenca arterial corondria, artrite reumatoide, hipertensdo (LI et al., 1999),
esclerose maltipla (HE, 1998), osteoporose (YAMADA et al., 2000) e cancer de mama, e
podem ser usados como biomarcadores de susceptibilidade (MARTELOSSI et al., 2016).
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Figura 5 - Localizacdo cromossdmica do gene TGF-R1
Fonte: www.genecards.org

Dois polimorfismos do gene TGF-$1, localizados na regido 5' nas posi¢es —800 (G —
A) e -509 (C — T), respectivamente rs1800468 e rs1800469, possuem a fungdo de regular os
niveis de expressdao da proteina (LUEDECKING et al., 2000). O polimorfismo rs1800469
esta localizado em uma regido reguladora negativa (—731 a —453) e associado a uma atividade
transcricional aumentada, elevando os niveis circulantes de TGF-B1, enquanto o polimorfismo

rs1800468 esta localizado em uma regido que interrompe a ligacdo da proteina de ligacdo ao
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fator de transcricdo nuclear, fazendo com que ocorra uma menor producdo de TGF-B1 total na
circulacdo (LOEYS et al., 2006; GRAINGER et al., 1999).

Considerando que a concentracdo de TGF- 1 no plasma tem sido correlacionada com
0 desenvolvimento de vérias doencas e exerce influéncia em inUmeros processos
inflamatorios, fisioldgicos e participa da supressdo do sistema imune (GRAINGER et al.,
1999), é importante avaliar a relacdo dos polimorfismos rs1800468 e rs1800469 quanto a
gravidade dos casos (leve ou grave), a presenca ou auséncia de comorbidades e quanto ao
desfecho dos pacientes (alta e 6bito) e analisar a expressao deste gene quanto ao desfecho dos

pacientes e aos gendtipos dos polimorfismos estudados.
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2.2 JUSTIFICATIVA

A patologia da Covid-19 estd ligada a resposta hiperinflamatéria do organismo,
caracterizada pela producéo exacerbada de determinadas citocinas. O TGF-B1 é uma citocina
multifuncional e estudos demonstram que a alteracdo da sua concentracdo pode direta ou
indiretamente regular a cascata inflamatoria, reduzir a liberacdo de fatores pro-inflamatorios,
combater a inflamagdo excessiva e proteger o organismo. O gene TGF-R1 apresenta Varios
polimorfismos funcionais que tém sido associados a diferentes tipos de doencas, sendo,
portanto, potenciais biomarcadores de susceptibilidade. Assim, a investigacdo de genes que
estejam envolvidos com o desenvolvimento de varias doengas e exercem influéncia em
inimeros processos inflamatorios, fisioldgicos e participam da supressdo do sistema imune,
sdo estratégias que podem auxiliar na compreensao dos mecanismos imunologicos e genéticos

envolvidos na Covid-19.

2.3 OBJETIVOS

2.3.1 Objetivo geral
Avaliar o papel do gene TGF-A1 no desfecho e progndstico dos pacientes infectados
por SARS-CoV-2.

2.3.2 Objetivos especificos

1. Investigar a frequéncia dos polimorfismos rs1800468 e rs1800469 do gene TGF-f1
em pacientes com Covid-19.

2. Analisar a influéncia dos polimorfismos 1800468 e rs1800469 do gene TGF-51
guanto ao desfecho (6bito ou alta).

3. Analisar a expressao do gene TGF-£/ quanto a gravidade (leve ou grave).

4. Analisar a expressdo do gene TGF-#/ quanto a presenca ou auséncia de
comorbidades.

5. Analisar a expressdo do gene TGF-£7 quanto ao desfecho (6bito ou alta)

6. Avaliar a expressdo do gene TGF-#/ quanto aos gendtipos dos polimorfismos
rs1800468 e rs1800469.



24

2.4 METODOLOGIA
2.4.1 Considerac0es éticas

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Tridangulo Mineiro (CEP - HC UFTM), (CAAE
31328220.8.0000.8667) e os participantes ou seus responsaveis assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

2.4.2 Caracterizacao da amostra

Trata-se de um estudo observacional, que incluiu 178 pacientes (sintomaticos e
internados) diagnosticados com Covid-19, de acordo com as diretrizes estabelecidas pelo
Ministério da Saude (BRASIL, 2020), atendidos entre maio de 2020 e novembro de 2021 nos
seguintes servicos do municipio de Uberaba/MG: Hospital de Clinicas da Universidade
Federal do Triangulo Mineiro (01 paciente), Hospital Regional José Alencar Gomes da Silva
(107 pacientes), Hospital Sd&o Domingos (30 pacientes) e Hospital Universitario Mario
Palmério (40 pacientes). A gravidade dos quadros foi definida como leve e grave de acordo
com a situacdo clinica e laboratorial do paciente no momento da coleta. Foram utilizados os
seguintes parametros: quadro leve — paciente em bom estado geral, saturacdo acima de 95%,
sem necessidade de ventilagdo mecénica; quadro grave — paciente necessitando de ventilagcdo
mecanica. Dados como idade, doencas pré-existentes, periodo de internagdo e desfecho (6bito

ou alta) foram obtidos através de levantamento dos prontuérios.

2.4.3 Coleta de sangue periférico

Foram coletados 10mL de sangue periférico, por venopunc¢do, em tubos de coleta
estéril contendo acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA). As coletas foram realizadas por
profissionais devidamente habilitados e seguindo todas as recomendacdes de biosseguranca
necessarias, juntamente com a solicitacdo dos exames de rotina, para minimizar o desconforto

dos pacientes.

2.4.4 Extracao de DNA e genotipagem

A avaliagdo dos polimorfismos rs1800468 e rs1800469 foi realizada em 178 amostras,
sendo 90 dbitos e 88 altas. O DNA gendmico dos pacientes foi extraido utilizando-se kit de
extragdo Wizard® Genomic DNA Purification kit (PROMEGA- EUA), seguindo as

recomendacdes do fabricante.
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A genotipagem dos polimorfismos rs1800468 e rs1800469 do gene TGFpI foi
realizada através da técnica de discriminacdo alélica por PCR em Tempo Real utilizando o
equipamento 7500 Standard Real Time PCR System (Applied Biosystems™, EUA). As
sondas e os iniciadores foram desenhados pela Applied Biosystems (ABI, EUA) (ID dos
ensaios: C _ 8708473 _10; C__8708474_20).

As reagdes de PCR continham 2 pl. de DNA (50ng/uL), 1,5 pL de TagMan
Genotyping Master Mix (2X), 0,1uL de iniciadores e sondas (10X) e agua ultrapura suficiente
para um volume final de 5,0uL, incluindo os controles negativos adequados em todos os
ensaios. As reacOes foram realizadas sob as seguintes condigdes: 95°C por 10 minutos e 45
ciclos de amplificagcdo (95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto). Para cada ciclo, o

software determinou o sinal fluorescente a partir das sondas marcadas com VIC ou FAM.

2.4.5 Extracdo de RNA e sintese de DNA complementar (cDNA)

A extragdo do RNA total foi realizada com kit de extragcdo SV Total RNA Isolation
System (PROMEGA - EUA), segundo as orientac6es do fabricante.

A reacdo de transcricdo reversa para obtencdo do cDNA foi realizada com kit High
CapacitycDNA Reverse Transcription Kit (AppliedBiosystems™, EUA), seguindo as
recomendagdes do fabricante. Para cada reagdo foram utilizados 10ul. de RNA (100ng/uL),
4,2ulL de 4gua livre de nucleases, 2,0uL de tampao de transcri¢ao reversa (10X), 2,0uL de
iniciadores (10X), 1,0uL de transcriptase reversa (50U/uL) e 0,8uL de dNTPs (100mM)
totalizando o volume final de 20uL por amostra. A transcri¢do reversa das amostras foi
realizada no termociclador VERITI (Applied Biosystems™, EUA) nas seguintes condigdes:
25° C durante 10 minutos, 37° C durante 120 minutos e 85° C a 5 minutos. Ao final, as

amostras de cDNA foram armazenadas a -20 °C para posterior utilizagéo.

2.4.6 Expressado génica

A quantificagdo relativa do gene TGF-f1 foi realizada em 93 das 178 amostras
iniciais, sendo 51 homens (54,8%) e 42 mulheres (45,2%). Em relagdo ao desfecho, verificou-
se que 44 individuos vieram a 6bito (47,3%) e 49 obtiveram alta (52,7%).

A quantificagdo relativa do gene TGF-f1 foi avaliada por PCR em tempo real,
utilizando o equipamento 7500 Standard Real Time PCR System (Applied Biosystems™,
EUA). O gene de referéncia Actin Beta (ACTB) foi utilizado como controle enddgeno. Os
ensaios contendo primers e sondas especificas para cada gene (ACTB e TGF-51) foram pré-
desenhados pela Applied Biosystems (Hs99999903 m1 e Hs00998133 m1, respectivamente)
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e realizados conforme instrugdes do fabricante. O volume final das reagdes foi de 10uL e
continham SulL de GoTaq® RT PCR Master Mix (2X) (PROMEGA - EUA), 4,5uL. de cDNA
(100 ng/uL) e 0,5uL de TagMan® Gene Expression Assays (20X). Os controles negativos
apropriados foram utilizados. O experimento foi realizado sob as seguintes condi¢cbes de
PCR: 50°C por 5 minutos, 95°C por 10 minutos e 45 ciclos de amplificagdo de 95°C por 15
segundos e 60°C por 1 minuto.

A quantificacdo relativa (RQ) foi realizada pelo método 2 (SCHMITTGEN;
LIVAK, 2008), onde o ciclo limiar (Ct) € o ciclo no qual o nivel de fluorescéncia atinge

quantidade suficiente para deteccdo da amostra.

2.4.7 Andlise estatistica

Varidveis continuas foram descritas por média *+ desvio padrdo e as variaveis
categoricas foram expressas através de porcentagem. Utilizando o programa estatistico
GraphPad Prism 9 by Dotmatics, os dados quantitativos foram submetidos ao teste de
normalidade de Kolmogorov-Smirnov e as comparagdes estatisticas entre dois grupos
realizadas com emprego do teste Mann-Whitney (para dados ndo paramétricos). Nas
comparagOes entre mais de dois grupo foi empregado o teste Kruskal Wallis. Para variaveis
qualitativas, as comparacOes estatisticas foram realizadas através do teste de Qui Quadrado

(x%). A significancia estatistica foi definida como p< 0,05.
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3 RESULTADOS

3.1 CASUISTICA

Participaram desse estudo 178 individuos diagnosticados com Covid-19. Havia 108
homens (60,7%) e 70 mulheres (39,3%). Em relacdo ao desfecho, 90 vieram a dbito (50,6%) e
88 pacientes obtiveram alta (49,4%). A caracterizacdo dos grupos é apresentada na Tabela 1.
A etnia dos pacientes foi relatada em 136 pacientes, sendo: branca (59%), amarela (3,6%),
preta (3,6%) e parda (33,8%). Foi observada diferenca estatisticamente significativa na média
de idade em relacdo ao desfecho, sendo maior no grupo de pacientes que foi a ébito (p =
0,001). Em relacdo as comorbidades, 131 pacientes (73,6%) apresentavam uma ou mais
comorbidades [82 com HAS - hipertensao arterial sistémica, 42 com DM - diabetes mellitus e
75 com outras comorbidades (obesidade, hipotireoidismo, asma)]. Houve diferenca
significativa entre a presenca de comorbidades e o desfecho, sendo a presenca de
comorbidades mais prevalente no grupo de pacientes que foi a 6bito (p = 0,0055), com

destaque para a hipertensao.

Tabela 1: Caracteriza¢do da amostra.

ALTA OBITO p
Idade (média +DP) * 51,6 (+15) 70 (+15,9) 0,001
Periodo de internacdo, mediana (min — méax), dias* 8 (1-44) 10 (3-51) 0,88
Presenca de comorbidades (n %) 55 (31,0%) 74 (41,6%) 0,0055
Hipertensdo, n (%) 31 (17,4%) 50 (28,0%) 0,01
Diabetes, n (%) 17 (9,6%) 23 (13,0%) 0,41

Fonte: Elaborada pela autora. *Teste de Mann-Whitney; Teste Qui-quadrado.

3.2 ANALISE DOS POLIMORFISMOS rs1800468 e rs1800469 DO GENE TGF-£1

Para os polimorfismos rs1800468 e rs1800469 no gene TGF-f/ foram analisadas 178
amostras. As frequéncias genotipicas e alélicas para os polimorfismos comparadas ao
desfecho dos pacientes estdo apresentadas na Tabela 2.

N&o foi observada diferenca estatisticamente significativa entre as frequéncias alélicas
e genotipicas e o desfecho dos pacientes para os polimorfismos investigados (teste Qui-
quadrado, sendo p= 0,248 e p = 0,921). Observou-se que os dois polimorfismos encontram-se
em Equilibrio de Hardy Weinberg: rs1800468 (Grupo Alta: X2=0,56, p=0,45; Grupo Obito:
v2=0,31, p=0,58); rs1800469 (Grupo Alta: ¥2=0,0014, p=0,97; Grupo Obito: %2=0,90,
p=0,34).
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Tabela 2: Distribuicdo das frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos rs1800468 G>A e rs1800469

C>T no gene TGF-$1 em relagdo ao desfecho.

Polimorfismo Alta n(%) Obito n(%) p
rs1800468
GG 75 (85,2) 80 (88,9)
GA 13 (14,8) 10 (11,1) 0,25
AA 0 0
rs1800469
cC 11(12,5) 12 (13,3)
cT 40 (45,5) 36 (40,0) 0,92
T 37 (42,0 42 (46,7)
Frequéncia alélica
rs1800468
G 163 (92,6) 170 (94,5) 0,62
A 13 (7.4) 10 (5,5)
rs1800469
C 62 (35,2) 60 (33,3) 0,79
T 114 (64,8) 120 (66,7)

Fonte: Elaborada pela autora. Teste: Qui-quadrado.

3.3 EXPRESSAO DO GENE TGF-f1

3.3.1 Comparacao entre expressdo génica do TGF-g1 e dados clinicos

A expressdo do gene TGF-p1 foi comparada com o desfecho (alta e 6bito), presenca

ou auséncia de comorbidades e a gravidade dos casos (leve e grave). Ndo houve diferencas

significativas entre a expressdo do gene e os dados clinicos avaliados (p= 0,65; p= 0,53 e p

=0,65) (Figura 6).
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Figura 6 - Comparacéo entre a expressdo do gene TGF-41 e: (a) gravidade dos casos, (b) presenga ou auséncia
de comorbidades e (c) desfecho dos pacientes.
Fonte: elaborado pela autora. Teste: Mann-Whitney

3.3.2 Comparacao entre a expressdo do gene TGF-g1I e os genotipos dos polimorfismos
rs1800468 e rs1800469

A expressao do gene TGF-p1 foi comparada com os genétipos dos polimorfismos
rs1800469 e rs1800468. Foi observada diferenca estatisticamente significativa na expressao
do gene TGF-41 entre os gendétipos CT e TT do polimorfismo rs1800469, havendo menor
expressdao do gene na presenca do genétipo TT (p= 0,03). Em relacdo ao polimorfismo
rs1800468 ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa na expressao do gene
TGF-p1 em relacdo aos genotipos GG e GA (p=0,91) (Figura 7).
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Figura 7 — Comparacdo entre a expressdo do gene TGF-A1 e os gen6tipos dos polimorfismos:

(a) rs1800469 C>T e (b) rs1800468 G>A.

Fonte: elaborado pela autora. Testes: Kruskal Wallis e Mann-Whitney.
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4 DISCUSSAO

Desde o aparecimento da Covid-19 no inicio de dezembro de 2019, fatores como
diferencas de género e idade, presenca de comorbidades incluindo diabetes mellitus,
hipertensdo e obesidade e a contribuicdo de fatores genéticos vém sendo apontados como
responsaveis pela suscetibilidade e variacdo na apresentacdo a infeccdo pelo SARS-CoV-2
(ADLI et al., 2022).

Estudo realizado na China com dados de 13.077 individuos com Covid-19 atendidos
em hospitais de Wuhan, entre janeiro e marco de 2020 observou que diabetes, hipertenséo e
doencgas cardiovasculares foram altamente prevalentes entre os pacientes, predispondo-os a
resultados clinicos ruins (TIAN, 2020). De modo semelhante, uma revisdo sistematica
realizada com dados de 18.012 pacientes com Covid-19 concluiu que diabetes, hipertenséo e
doencas cardiovasculares sdo importantes fatores de risco para gravidade e mortalidade em
pessoas infectadas com Covid-19 (DE ALMEIDA-PITITTO et al., 2020). Esses dados sdo
concordantes aos observados no presente estudo, onde se verificou que a hipertensdo e
diabetes foram comorbidades altamente prevalentes, especialmente no grupo com desfecho
desfavoravel, demonstrando a influéncia de determinados fatores de risco a um pior
prognaostico.

Apesar das comorbidades, a genética do hospedeiro parece ser uma importante fonte
das diferencas observadas na relagcdo hospedeiro-patdgeno. A identificacdo de determinantes
genéticos da suscetibilidade a COVID-19 e gravidade pode ter implicacdes significativas na
compreensdo dos mecanismos subjacentes envolvidos na patogenicidade do SARS-CoV-2
(ADLI et al., 2022).

Deste modo, o presente trabalho avaliou a influéncia dos polimorfismos rs1800468 e
rs1800469 do gene TGF-B1 na Covid-19, no entanto, ndo foi observada associagdo entre 0s
polimorfismos investigados e o prognoéstico de pacientes com Covid-19. Até 0 momento, nao
ha trabalhos disponiveis na literatura que explorem o papel destes polimorfismos no
desenvolvimento da infeccdo por SARS-CoV-2, mas 0os mesmos ja foram amplamente
estudados em uma infinidade de doengas

Estudo realizado por Juarez e colaboradores na Espanha (2021) avaliou o0s
polimorfismos rs1800468 e rs1800469 em amostras de plasma de 108 pacientes com
adenocarcinoma gastrico e observou associa¢do entre o gendtipo G/A do polimorfismo
rs1800468 e pior progndstico da doenca, com menor producdo de TFG-B1, conferindo maior
propensdo ao desenvolvimento de metéstases. Os autores sugerem que esse SNP pode ajudar

a identificar pacientes em risco de desenvolver doenca disseminada avancada e menor
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expectativa de vida, exigindo uma abordagem cirurgica e terapéutica mais agressiva desde o
inicio (JUAREZ et al., 2021).

Uma metanalise investigou uma potencial correlacdo entre polimorfismos do gene
TGF-p1 e cancer de pulméo e concluiu que o polimorfismo rs1800469 ndo esta implicado na
suscetibilidade doenca na populacéo geral, no entanto, individuos com genétipo TT tém uma
incidéncia ligeiramente menor de cancer de pulmdo em comparacdo com individuos com 0s
demais gendtipos, sugerindo um possivel papel protetor da variante TT para a suscetibilidade
ao cancer de pulmao em pacientes com NSCLC (CHEN et al., 2019).

Apesar do presente estudo ndo ter encontrado associacdo entre os polimorfismos
investigados e a Covid-19, a influéncia de polimorfismos genéticos na suscetibilidade a
infeccdo por SARS-CoV-2 tem sido demonstrada. GOMEZ e colaboradores encontraram
associacdo entre o polimorfismo rs2285666 do gene ACE2 e o risco de desenvolvimento de
Covid grave em um estudo realizado na Espanha com 204 pacientes com Covid-19 (137 casos
ndo graves e 67 casos graves de UTI) e 536 controles pareados por idade (GOMEZ et al.,
2020).

Outro exemplo é um estudo realizado por KIM e colaboradores na Coréia do Sul com
0 intuito de encontrar biomarcadores genéticos para a gravidade do Covid-19. Foi avaliada
uma correlacdo no nivel populacional entre a taxa de letalidade do Covid-19 e polimorfismos
genéticos de vérios genes potenciais como IFITM3, ACE2, TMPRSS2, IL6, LZTFL1 e os
genes ABO. Para investigar essa correlacdo, foi obtido o nimero de casos e mortes de Covid-
19 do painel da OMS Covid-19 e calculada a taxa de letalidade de cada grupo étnico. As
frequéncias alélicas dos polimorfismos dos genes acima citados foram obtidas através do
Projeto 1000 Genomes. Trés SNPs do gene IFITM3: rs12252, rs34481144 e rs6598045, foram
fortemente correlacionados com a mortalidade. Esse gene é classificado como membro dos
pequenos genes estimulados por interferon (ISGs) e desempenha um papel primordial na
defesa contra virus envelopados, incluindo virus influenza A (KIM et al.,2021).

No presente estudo nédo foi encontrada diferenca entre os niveis de expressdo do gene
TGF-p1 e o desfecho, gravidade ou presenca de comorbidades em pacientes com Covid-19.
Entretanto, um estudo realizado por VILLALBA e colaboradores (2020), em Cuba, com 45
pacientes infectados por SARS-CoV-2 (divididos em dois grupos: assintomaticos e
sintomaticos) e 20 controles avaliou a resposta inflamatoria precoce nas vias aéreas superiores
através da analise da expressdo dos genes IFN-y, TGF-f1 e RANTES e demonstrou que a
expressdo do TGF-B1 foi significativamente menor em pacientes positivos para SARS-CoV-2

do que no grupo controle. De acordo com os sintomas, a concentracdo de mMRNA de TGF-f1
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ndo diferiu significativamente entre 0s grupos, embora a expressdo tenha sido menor em
pessoas assintomaticas em relagdo aos casos sintomaticos (VILLALBA et al., 2020).

Estudo prévio feito por GHAZAVI e colaboradores no Ird, com 63 pacientes adultos
com Covid-19 e 33 individuos saudaveis pareados por género e idade demonstrou que TGF-
B1 aumentou significativamente em pacientes com a forma grave da doenga, possivelmente
devido a infiltracdo de células imunes nos pulmdes, que podem liberar TGF-B1 no sangue dos
pacientes (GHAZAVI et al., 2020).

Ja ZHENG e colaboradores em um estudo realizado na China com 285 pacientes com
sepse (119 pacientes com sepse grave e 166 pacientes com sepse leve) e 285 individuos
saudaveis (grupo controle) encontrou niveis plasmaticos de TGF-f1 mais altos nos pacientes
com sepse grave, indicando que a maior concentracdo dessa citocina contribui para piora do
quadro (ZHENG et al. 2021).

Em relacdo aos genotipos dos polimorfismos rs1800468 e rs1800469 e a expressdo do
gene TGF-$1, no presente estudo foi observado que individuos com o genétipo TT do
polimorfismo rs1800469 expressavam quantidade significativamente menor de TGF-f1 em
comparagdo aos demais genotipos. De modo oposto, JUAREZ e colaboradores observaram
menor quantidade de TGF-B1 em individuos com o gen6tipo CC do polimorfismo rs18004609.

J& a auséncia de associacdo entre os polimorfismos rs1800469 e rs1800468 do gene
TGF-1 com o desfecho e a expressdo génica com desfecho, gravidade ou presenca de
comorbidades em individuos com Covid-19 pode ser atribuido a complexa rede de interacdo
existente na ativacdo da resposta imunolégica a infecgdo. Assim, o amplo fenétipo observado
em pacientes infectados pelo SARS-CoV-2 é possivelmente resultado de diferengas
interindividuais, genéticas e adquiridas, que influenciam no curso clinico da doenca, onde
diferentes pacientes com Covid-19 e até mesmo o0 mesmo paciente em diferentes estagios da
doenca podem apresentar patogénese e manifestacGes clinicas diversas.

Como limitagbes do presente estudo, o0 tamanho amostral e a escassez de dados na
literatura sobre a contribuicdo do gene TGF-f1 e seus polimorfismos com o progndstico de
pacientes com Covid-19 dificultou a interpretacdo dos dados encontrados. No entanto,
destacamos o ineditismo do presente trabalho em avaliar os polimorfismos rs1800468 e
rs1800469 do gene TGF-A1 e sua expressdo em individuos com Covid-19 em uma populacéo
brasileira.

Desse modo, estudos adicionais comparando a expressdo de TGF-£1 em diferentes
momentos da infeccdo, além de estudos que avaliem a influéncia de polimorfismos nesse gene

em diferentes grupos étnicos se fazem necessarios para melhor caracterizar o papel das
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alteracdes moleculares envolvendo este gene e seus polimorfismos na patogénese da Covid-
19.
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5 CONCLUSAO

O presente estudo conclui que ndo ha associacao entre os polimorfismos rs1800468 e
rs1800469 do gene TGFp1 com o desfecho de pacientes com Covid-19. Além disso, a
presenca de comorbidades, a gravidade e o desfecho ndo influenciaram a expressao do gene
TGFp1 na amostra avaliada. No entanto, constatamos que individuos com genétipo TT do
polimorfismo rs1800469 possuem menores niveis de TGFf1.
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APENDICE - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa Avaliacdo do papel dos
linfocitos citotoxicos na infeccdo pelo COVID-19 (SARS-CoV-2), coordenado por mim
Helio Moraes de Souza, professor Titular da Disciplina de Hematologia e Hemoterapia da
Universidade Federal do Triangulo Mineiro (UFTM). O objetivo dessa pesquisa ¢ “Avaliar o
papel dos linfécitos citotdxicos na infeccdo pelo novo coronavirus (SARS-CoV-2)”, ou seja,
analisar as células de defesa do organismo que sdo responsaveis por combater infeccdes
causadas por virus, como o coronavirus, por exemplo.

Como vocé coletou sangue por suspeita de infeccdo por coronavirus, gostaria de
contar com sua participacdo, uma vez que nas ultimas semanas 0 numero de casos suspeitos e
confirmados no Brasil vem aumentando, se tornando uma ameaca para a saude publica.

Atualmente, as op¢Oes de tratamento para o Covid-19 necessitam de mais estudos para
garantir a eficacia e seguranca para os pacientes. O estudo das células da defesa imune contra
0 novo coronavirus pode auxiliar nesse propdsito e também a entender se alteracdes nessas
células modificam a forma como a doenca se manifesta, seja com sintomas leves, moderados
ou graves. Essa pesquisa vai avaliar a producdo de substancias produzidas por estas células e
se existe alguma alteracdo genética que faz com que essas células respondam de maneira
diferente, o que pode interferir na capacidade de defesa do organismo contra o novo
coronavirus. Essa pesquisa é importante, pois, conhecer como o sistema de defesa do nosso
organismo se comporta pode contribuir com novos tratamentos, mais bem direcionados e
adequados aos pacientes com Covid-19.

Caso aceite participar, sera necessario doar 10 mL de sangue (dois tubos de sangue)
que serd coletado de uma veia em seu braco, em dois momentos: no momento de sua
admissdo no servicgo de satde e no décimo quinto dia ap6s a admissdo. N&o seré feito nenhum
procedimento que traga risco a sua vida. Vocé podera ter algum desconforto na coleta de
sangue, com possibilidade de um pequeno hematoma ou dor leve, como acontece em toda
coleta de sangue. A coleta sera realizada por profissional devidamente treinado (sempre com
0 seu consentimento prévio) no momento em que estiver coletando sangue para a realizagédo
dos seus exames de rotina, ndo sendo necessario que sua veia seja puncionada novamente para
a coleta de amostras para essa pesquisa. O tempo estimado para a coleta de sangue é de

aproximadamente 2 a 5 minutos. Essas amostras serdo processadas em laboratério com nivel
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de biosseguranga estruturado para os estudos de Covid-19, localizado no HC/UFTM e
posteriormente analisadas no Laboratorio de Pesquisas Hematoldgicas e Hemoterapicas da
UFTM.

Para evitar a perda de confidencialidade, isto €, para que sua participacdo ndo seja
divulgada, nos utilizaremos codigos (letras e/ou nimeros) em substituicdo ao seu nome para a
sua identificacdo na pesquisa, e todos os resultados serdo armazenados em banco de dados
com acesso exclusivo dos pesquisadores com vistas a manter a confidencialidade das
informacdes.

Vocé ndo terd nenhum beneficio direto com sua participacdo, entretanto com este
trabalho haverd a possibilidade na melhoria e/ou desenvolvimento de terapias mais eficazes e
precoces na assisténcia a individuos com Covid-19. Sua participacdo é voluntaria, e em
decorréncia disso vocé ndo recebera qualquer valor em dinheiro. Vocé também ndo terad
nenhum gasto por participar nesse estudo.

Vocé pode se recusar a participar do estudo, ou se retirar a qualquer momento, sem
qgue haja qualquer constrangimento junto aos pesquisadores ou prejuizo quanto aos
atendimentos de saude nesta ou em qualquer outra unidade hospitalar. Para isso basta dizer ao
pesquisador que lhe entregou este documento. Em qualquer momento, vocé pode obter
quaisquer informacbes sobre a sua participacdo nesta pesquisa, diretamente com o0s
pesquisadores ou por contato com 0 CEP/HC-UFTM.

Sua identidade ndo sera revelada para ninguém, ela sera de conhecimento somente dos
pesquisadores da pesquisa. Seus dados serdo publicados em conjunto, sem o risco de vocé ser
identificado, mantendo o seu sigilo e privacidade. Vocé tem direito a requerer indenizagédo
diante de eventuais danos que vocé sofra em decorréncia dessa pesquisa.

Seu sangue sera utilizado apenas para a realizacdo dessa pesquisa e ficara armazenado
por cinco anos no Laboratdrio de Pesquisas Hematol6gicas e Hemoterapicas — Disciplina de
Hematologia e Hemoterapia/ICS-UFTM para eventual necessidade de repeticdo dos testes.
Apos esse periodo, os seus dados destruidos e o material biologico sera descartado em local
apropriado. Caso haja interesse de novo projeto ou emenda, 0 mesmo serd submetido ao CEP
e vocé sera informado para decidir se aceita ou ndo participar. Caso aceite, vocé assinard um

novo Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Contato

Pesquisador Responsavel: Helio Moraes de Souza

E-mail: heliomoraes@uftm.edu.br

Telefone: (34) 3074-3247

Endereco: Av. Getulio Guarita, 250, Nossa Senhora da Abadia, 38025-440, Uberaba/MG.
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*Dvidas ou dendncia em relagdo a esta pesquisa, entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Tridngulo Mineiro (CEP/HC-UFTM), pelo e-mail: cep.hctm@ebserh.gov.br, pelo telefone (34) 3318-5319, ou
diretamente no endereco Rua Benjamim Constant, 16, Bairro NossaSenhora da Abadia — Uberaba — MG — de segunda a sexta-feira, das 07h
as 12h e das 13h as 16h.
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ABSTRACT

This study aimed to investigate the role of the TGF-B1 gene in SARS-CoV-2 infection. A
total of 178 individuals diagnosed with Covid-19 participated and, they were divided in two
groups related to the outcome (discharge or death). Genotyping of rs1800468 and rs1800469
polymorphisms of TGF-B1 gene was performed in 178 samples, using the allelic
discrimination technique and, gene expression analysis was performed in 93 samples by Real
Time PCR. There was no association between the genotypic frequencies of TGF-p1 gene
polymorphisms analyzed with the prognosis of patients with Covid-19. There was no
significant difference between gene expression and the clinical data evaluated. A statistically
significant difference was observed in the expression of the TGF-B1 gene between the CT and
TT genotypes of the rs1800469 polymorphism, with lower gene expression in the presence of
the TT genotype. Regarding the rs1800468 polymorphism, no statistically significant
difference was observed in the expression of the TGF-B1 gene in relation to the analyzed
genotypes. The present study concluded that the rs1800468 and rs1800469 polymorphisms of
the TGF-B1 gene are not associated with the prognosis of patients with Covid-19 and which
the TT genotype of the rs1800469 polymorphism reduces the expression of TGF-B1.
Keywords: Covid-19, Cytokines, Genetic polymorphism, SARS-COV-2, TGF-p1



48

INTRODUCTION

The Corona Virus Disease 19 (Covid-19) was initially related in Wuhan, China, in the
end of December 2019, as a pneumonia of unknown cause. The causative agent was quickly
identified as a B-coronavirus genera, was then called SARS-CoV-2 because of its closed
relation with severe acute respiratory syndrome (SARS) (RAI et al., 2021). This disease,
transmitted mainly by respiratory droplets, has a rapid spread, which made the World Health
Organization (WHO) officially declare Covid-19 as a public health emergency of
international concern in early 2020 (KARUNASAGAR, 2020).

The clinical spectrum of this disease variates of asymptomatic to symptomatic cases
and, the severe complications are more frequently in elderly patients and/or with associated
comorbidities (diabetes mellitus, cardiovascular diseases, obesity and kidney diseases),
suggesting which inefficient immune responses can play an important role in infection
outcome (FERREIRA-GOMES et al.,2021; KHADKE et al., 2020). The Covid-19 has a
particular feature, mainly in severe cases, which is an exacerbated inflammatory response,
where abnormal levels of different cytokines such as IL6, IL8, TNF-a e TGF-B1 have already
been related (COSTELA-RUIZ et al., 2020; DI MARIA et al., 2020).

The TGF-B1 is a multifunctional cytokine with regulatory functions including
proliferation, differentiation, migration and apoptosis (MORIKAWA, et al., 2016). It
performed an important role in tissue repair after lesions in multiple organs, including lungs,
where its acting in tissue repair is fundamental for the fibroproliferative response
development (SHULL,et al., 1992; BROEKELMANN et al., 1991). The literature shows
which TGF-B1 has a crucial role in respiratory complications caused by Covid-19, because it
promotes the activation of bronchial mucosal cells and inducing the production of large
amounts of thick mucus and pulmonary. Also, the clinical manifestations of this disease are
highly consistent with the increase of TGF-B1 activity, reinforcing its key role in the cytokine
storm resulting of SARS-CoV-2 infection (SHEN et al., 2021).

The TGF-B1 gene is localized in 19913.2 chromosome and genetic variants in this
gene have been associated with susceptibility to several diseases such as rheumatoid arthritis,
hypertension (LI et al., 1999), multiple sclerosis (HE,1998) and, osteoporosis (YAMADA et
al., 2000). It is believed which the individual genetic profile plays an important role in
determining the clinical response to the virus. However, the establishment of molecular

mechanisms involving TGF-B1 are still not fully understood and require further studies
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(CASANOVA, 2020). Therefore, the aimed of this study is to evaluate the role of TGF-f1
gene in the prognostic of patients infected by SARS-CoV-2.

METHODS

Ethical considerations

This study was approved by the Research Ethics Committee of Clinical Hospital of the
Federal University of Triangulo Mineiro (CAAE 31328220.8.0000.8667), and the participants
signed the consent form.

Sample characterization

This is an observational, cohort study. A total of 178 patients diagnosed with Covid-19
were included, according to the guidelines established by the Ministry of Health (BRASIL,
2020) treated in hospital units in the city of Uberaba-MG, from May 2020 to November 2021.
Data such as age, pre-existing diseases, period of hospitalization, outcome (death or
discharge) and severity were obtained through a survey of medical records. To define
severity, the following parameters were used: mild condition — patient in good general
condition, saturation above 95%, without the need for mechanical ventilation; severe
condition — patient requiring mechanical ventilation.

DNA Extraction and Genotyping

Samples of 10mL of peripheral blood were collected by venipuncture, in sterile
collection tubes containing ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA). The patients genomic
DNA were extracted using Wizard® Genomic DNA Purification kit (PROMEGA® — EUA),
according to manufacturer recommendations.

The genotyping of TGF-B1 gene and, the polymorphisms rs1800468 and rs1800469
were performed in 178 samples, by the allelic discrimination technique with TagMan® SNP
Genotyping Assays System (ABI, EUA) by Real-time PCR using the 7500 equipment (ABI,
EUA). The probes and the primers were designed by Applied Biosystems (Assay ID:
C_ 8708473 10; C__ 8708474 20). The PCR reactions were performed according to the
manufacturer recommendations.

RNA Extraction and Gene expression

The RNA extraction was performed in 93 samples, using extraction kit SV Total RNA
Isolation System (PROMEGA - EUA), according to manufacturer recommendations. The
reverse transcription for cDNA obtaining were performed with High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems™, EUA), according to manufacturer instructions.

Relative quantification of the TGF-B1 gene was performed by real time PCR, using the

7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems™) equipment. The ACTB reference gene
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was used as an endogenous control. Assays containing specific primers and probes for each
gene (ACTB and TGF-B1) were pre-designed by Applied Biosystems (Hs99999903_m1 and
Hs00998133 m1, respectively) and performed according to the manufacturer

22t method

recommendations. Relative quantification (RQ) was performed by the
(SCHMITTGEN; LIVAK, 2008), where the threshold cycle (Ct) is the cycle in which the
fluorescence level reaches sufficient quantity for sample detection.

Statistical Analysis

Continuous variables were described as mean + standard deviation and categorical
variables were expressed as percentage. Statistical comparisons between two groups were
performed using the Mann-Whitney test and for comparisons between more than two groups
the Kruskal Wallis test was used. For qualitative variables, statistical comparisons were
performed using the chi-square test. The statistical significance was defined as p<0.05.
RESULTS
Sample characterization

In this study, 178 patients diagnosed with Covid-19 participated. It was 108 men
(60,7%) and 70 women (39,3%) participated. The mean age was 59 years (x17,5) and was a
statistical significative difference relative to age and the outcome (death) of patients, p=0.001.
The ethnicity of patients was reported in 136 cases, as follows: white (59%), oriental (3,6%),
black (3,6%) and, mixed race (33,8%). Regarding the outcome of the patients, it was found
that 90 died (50.6%) and 88 patients were discharged (49.4%). Regarding comorbidities, 131
(73.6%) had one or more comorbidities: 82 with systemic arterial hypertension, 42 with
diabetes mellitus, 75 with other comorbidities (obesity, hypothyroidism, asthma), and 47 had
no comorbidities. There was a significant difference between the outcome (death) of patients
with comorbidities,p=0.005.

Analysis of TGF-g1 gene polymorphisms (rs1800468 and rs1800469)

The polymorphisms rs1800469 and rs180046 in the TGF-B1 were analyzed in 178
samples. The genotypical and allelic frequencies to the polymorphisms compared to the
outcome of patients are presented in the Table 1. No statistically significant difference was
observed between genotypic frequencies and patient outcomes for the investigated
polymorphisms (p=0.248 and p=0.921). Both polymorphisms are in Hardy Weinberg
Equilibrium: rs1800468 (High Group: x2=0.56, p=0.45; Death Group: x2=0.31, p=0.58);
rs1800469 (High Group: y2=0.0014, p=0.97; Death Group: ¥2=0.90, p=0.34).



51

Table 1: Distribution of genotypic and allelic frequencies of rs1800469 C>T and rs1800468 G>A
polymorphisms in the TGF-B1 gene in relation to outcome.

Polymorfism Discharge n(%o) Death n(%o) p

rs1800468
GG 75 (85,2) 80 (88,9)
GA 13 (14,8) 10 (11,1) 0,248
AA 0 0

rs1800469
CcC 11(12,5) 12 (13,3)
CT 40 (45,5) 36 (40,0) 0,921
TT 37 (42,0) 42 (46,7)

Allelic frequencies

rs1800468
G 163(49,0) 170 (51,0)
A 13 (56,6) 10 (43,4)

rs1800469
C 62 (50,9) 60 (49,1) 0,79
T 114 (48,7) 120 (51,3)

Chi-squared test.

TGF-p1 gene expression
Comparison between TGF-$1 gene expression and clinical data

The relative quantification of the TGF-p1 gene was performed in 93 samples. TGF-f1
gene expression was compared for outcome (discharge and death), severity (mild and severe)
and, presence or absence of comorbidities. There were no significant differences between
gene expression and the evaluated data (p=0.65, p=0.65 and p=0.53) (Figure 1).
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Figurel — Comparision between TGF-B1 gene expression and: (a) patient’s outcome, (b) severity of cases, (c)
presence or absence of comorbidities. Mann-Whitney test.
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Comparison between TGF-$1 gene expression and genotypes of polymorphisms
rs1800468 and rs1800469

The expression of the TGF-B1 gene was compared with the genotypes of the
rs1800469 and rs1800468 polymorphisms. A statistically significant difference was observed
in the expression of the TGF-B1 gene between the CT and TT genotypes of the rs1800469
polymorphism, with lower gene expression in the presence of the TT genotype (p=0.03). In
contrast, in the rs1800468 polymorphism, no statistically significant difference was observed
in the expression of the TGF-B1 gene in relation to the GG and GA genotypes (p= 0.91)
(Figure 2).
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Figure 2 — Comparison between TGF-f1 gene expression and genotypes of the rs1800469 C>T polymorphism.
Kruskal Wallis test.

DISCUSSION

Comorbidities are conditions which actively affect manifestations and clinical
outcomes of patients infected with SARS-CoV-2. Tian and collaborators (2020) evaluated
data from 13.077 individuals with Covid-19 at nine hospitals of Wuhan, China, between
January and March 2020. They observed which diabetes, hypertension and cardiovascular
disease were highly prevalent among patients, predisposing them to poor clinical outcomes
(TIAN, 2020).
Similarly, a systematic review realized with data of 18.012 patients with Covid-19 concluded
which diabetes, hypertension and cardiovascular diseases are important risk factors for
severity and mortality in people infected (DE ALMEIDA-PITITTO et al., 2020). These data
are in line with those observed in the present study, where it was found that hypertension and
diabetes were the predominant comorbidities, demonstrating the influence of certain risk

factors on the outcome of the infection.
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Considering which TGF-B1 plays an important task in innate and acquired immunity
(WAHL et al.,, 2006) and, rs1800468 and rs1800469 polymorphisms regulate protein
expression levels (LUEDECKING et al., 2000), increasing and decreasing, respectively, the
production of TGF-B1 (LOEYS et al., 2006; GRAINGER et al., 1999), we expected to find
correlation between the presence of these polymorphisms and disease severity, which was not
observed.

However, although the present study did not find an association between the evaluated
polymorphisms and Covid-19, the influence of genetic polymorphisms on the susceptibility to
SARS-CoV-2 infection has been demonstrated. Gomez and collaborators found an association
between the rs2285666 polymorphism of ACE2 gene and the risk of developing severe
Covid-19, in a study realized in Spain with 204 patients (137 non-severe cases and 67 severe
ICU cases) and 536 controls paired by age. That study suggested that ACE-ID polymorphism
was associated to the risk of severe COVID-19 development, depending on hypertension
status. The ACE rs2285666 variant was associated with hypertension in the elderly
population, with no significant difference between patients with Covid-19 mild and severe
(GOMEZ et al., 2020).

Another example is a study conducted by KIM and collaborators in South Korea to
find genetic biomarkers for Covid-19 severity. It was evaluated a populational-level
correlation between Covid-19 fatality rate and genetic polymorphisms of several potential
genes related to Covid-19, including IFITM3, ACE2, TMPRSS2, IL6, LZTFL1 and, the ABO
genes. These correlations were investigated with the numbers of Covid-19 cases and deaths
from the WHO Covid-19 panel and calculated the fatality rate for each ethnic group. The
allelic frequencies of polymorphisms evaluated were obtained through the 1000 Genomes
Project. Three SNPs of the IFITM3 gene, rs12252, rs34481144, and rs6598045, were strongly
correlated with mortality. This gene is classified as a member of small interferon-stimulated
genes for (ISGs) and plays a primordial role in defense against enveloped viruses, including
influenza A virus (KIM, et al.,2021).

The influence of TGF-B1gene polymorphisms, rs1800468 and rs1800469, and Covid-
19 has not available data yet however it has already been analyzed in other diseases. Juarez
and collaborators in Spain (2021) evaluated these same polymorphisms in plasma samples
from 108 patients with gastric adenocarcinoma and observed an association between the G/A
genotype of the rs1800468 polymorphism and the worse disease prognostic. It was also
noticed which this polymorphism promotes lower production of TFG-B1, increasing chances

of metastasis development and, concluded that these SNPs can help to identify patients at risk
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of developing advanced disseminated disease and shorter life expectancy, requiring surgical
and therapeutic more aggressive approach from the beginning (JUAREZ et al., 2021).

A review study, by meta-analysis, investigated a potential correlation between the
TGF-B1 gene rs1800469 polymorphism and lung cancer. This study concluded which this
polymorphism is not implicated in lung cancer susceptibility in the general population,
however, the analysis indicated that it decreases the risk of lung cancer in patients with
NSCLC (non-small cell lung cancer). Individuals with the TT genotype have a slightly lower
incidence of lung cancer compared to individuals with the other genotypes, suggesting a
possible protective role of the TT variant for lung cancer susceptibility in patients with
NSCLC. (CHEN et al., 2019).

In the present study, no difference was found between the expression levels of the
TGF-B1 gene and the outcome, severity or presence of comorbidities in patients with Covid-
19. However, a study carried out by Villalba et al. (2020), in Cuba, with 45 patients positive
for SARS-CoV-2 (divided into two groups: asymptomatic and symptomatic) and 20 controls,
evaluated the early inflammatory response in the upper airways through the analysis of the
expression of IFN-y, TGF-B1 and RANTES genes. It was demonstrated which the expression
of TGF-B1 was significantly lower in patients positive for SARS-CoV-2 than in the control
group. According to symptoms, the concentration of TGF-f1 mRNA did not differ
significantly between the groups, although the expression was lower in asymptomatic people
compared to symptomatic cases (VILLALBA et al., 2020).

A previous study by Ghazavi and colleagues in Iran, with 63 adult patients with
Covid-19 and 33 healthy individuals matched for gender and age, showed that TGF-p1
increased significantly in patients with the severe form of the disease, possibly due to the
infiltration of immune cells. in the lungs, which can release TGF-B1 into the blood of patients
(GHAZAVI et al., 2020). Zheng et al., in a study carried out in China with 285 patients with
sepsis (119 patients with severe sepsis and 166 patients with mild sepsis) and 285 healthy
individuals (control group) found plasma levels of TGF-B1 higher in patients with severe
sepsis, indicating that the higher concentration of this cytokine contributes to the worsening of
the condition (ZHENG et al. 2021).

Regarding the genotypes of the rs1800468 and rs1800469 polymorphisms and the
expression of the TGF-B1 gene, in the present study it was observed that individuals with the
TT genotype of the rs1800469 polymorphism expressed significantly lower amounts of TGF-
1 compared to the other genotypes. Conversely, JUAREZ et al. observed lower amounts of
TGF-B1 in individuals with the CC genotype of the rs1800469 polymorphism. As for the
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rs1800468 polymorphism, no homozygous mutant was identified and no statistically
significant difference was observed in gene expression between the GG and GA genotypes.

A study carried out in China in patients with sepsis associated the rs1800469
polymorphism of the TGF-B1 gene to lower plasma levels of this cytokine and a reduced risk
of susceptibility to sepsis. However, the same study observed that the rs1800468
polymorphism was associated with higher levels of TGF-p1 and greater susceptibility to
sepsis (ZHENG, et al. 2021), a result that is different from the result found in our study.

The fact that the present study had not found an association between the rs1800469
and rs1800468 polymorphisms of the TGF-B1 gene and the outcome, nor with the gene
expression with the outcome, severity, or presence of comorbidities in individuals with
Covid-19, can be attributed to the complex network of interaction in the activation of the
immune response to infection. Thus, the broad phenotype observed in patients infected with
SARS-CoV-2 is possibly the result of inter-individual, genetic, and acquired differences,
which influence the clinical course of the disease, where different patients with Covid-19 and
even the same patient at different stages of the disease can present diverse pathogenesis and
clinical manifestations.

As limitations of the study, the sample size and the scarcity of data in the literature on
the contribution of the TGF-B1 gene and its polymorphisms to the prognosis of patients with
Covid-19 made it difficult to interpret the data found. However, we highlighted the novelty of
this work in evaluating the rs1800468 and rs1800469 polymorphisms of TGF-B1 gene and its
expression in individuals with Covid-19 in a Brazilian population. Thus, more studies
comparing the expression of TGF-p1 at different times of infection, in addition to studies
which evaluate the influence of polymorphisms in this gene in different ethnic groups are
necessary to better characterize the role of molecular alterations involving this gene in the
pathogenesis of the disease. Covid-19.

CONCLUSION

This study concluded that there is no association between rs1800468 and rs1800469
TGFp1 polymorphisms with prognostic of patients with Covid-19. Besides, the presence of
comorbidities, severity and outcome did not influence the gene expression of TGFA1 in the
samples evaluated. Thus, we concluded that individuals with TT genotype of rs180046
polymorphism has lower levels of TGFfL1.
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