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RESUMO

INTRODUCAO: A COVID-19, causada pelo coronavirus SARS-CoV-2 resultou em altas
taxas de transmissdo e mortalidade, provocando a pandemia do século XXI, a qual perdura até
os dias atuais. A presenga de doengas cronicas, como a obesidade, tém sido apontada como
fator de risco para o desenvolvimento da forma grave da doenca, que inclui complicagdes
metabolicas relacionadas a inflamagdo e disfungdes organicas. Polimorfismos nos genes
MC4R, NRXN3 e LYPLALI1 tém sido associados a obesidade, porém ainda nao foram
investigados no contexto da COVID-19. OBJETIVO: Avaliar a associagdo da obesidade e de
padrdes de polimorfismos genéticos em genes alvos com os desfechos clinicos da COVID-19.
METODOS: Estudo transversal retrospectivo tipo caso-controle. Pacientes diagnosticados
com COVID-19 foram recrutados do Hospital Eduardo de Menezes de Belo Horizonte, MG,
no periodo de agosto de 2020 a outubro de 2021. Dados clinicos foram coletados dos
prontuarios e os pacientes foram agrupados em trés grupos de manejo clinico (GMC 1, 2 ou
3) de acordo com a gravidade da doenga, sendo G1, para pacientes apresentando doencga
severa, com alta hospitalar em até 72h da admissdo, G2, pacientes com doenga severa e alta
hospitalar ap6s 72h de admissdo e G3, pacientes com doenca critica internados em UTI e/ou
obito. Para caracterizacdo da obesidade, os voluntarios foram classificados em 3 grupos de
acordo com o IMC, sendo eles, sobrepeso IMC > 25-29,9kg/m? obesos IMC > 30kg/m* e
grupo controle IMC > 18,5-24,9kg/m*. Amostras de DNA extraidas do sangue periférico dos
pacientes foram utilizadas para analise de polimorfismos nos genes alvos: MC4R
(rs17782313), NRXN3 (rs10146997) e LYPLALI1 (rs4846567), através da técnica de
discriminacdo alélica. RESULTADOS: A amostra foi composta por 108 sujeitos, dos quais
93% apresentaram alguma comorbidade, sendo o excesso de peso presente em 67% dos
pacientes. Foi observado que 78 % dos pacientes obesos classificaram-se no grupo GMC 3,
além de representarem o grupo com maior tempo de internagdo hospitalar, p<0,05. Dos
pacientes que foram a Obito, a maioria possuia alguma comorbidade, sendo a obesidade e o
sobrepeso presentes em 59% e 4,9% dos pacientes, respectivamente, p<0,05. Nao foi
observada associa¢do entre os polimorfismos estudados com o pior desfecho clinico da
doenga. CONCLUSAO: Detectamos associagio entre obesidade e sobrepeso aos piores
desfechos clinicos da COVID-19 na amostra estudada. Entre as variantes genéticas estudadas
nao foram encontradas associagdes com o pior progndstico da COVID-19.

Palavras-chaves: Obesidade. COVID-19. SARS-CoV-2. MC4R. NRXN3. LYPLALI.



ABSTRACT

INTRODUCTION: COVID-19, caused by the SARS-CoV-2 coronavirus resulted in high
transmission and mortality rates, causing the pandemic of the 21st century, which continues to
this day. The presence of chronic diseases, such as obesity, has been pointed out as a risk
factor for the development of the severe form of the disease, which includes
inflammation-related metabolic complications and organ dysfunctions. Polymorphisms in
MC4R, NRXN3 and LYPLAL1 genes have been associated with obesity, but have not yet
been investigated in the context of COVID-19. In this study we evaluated the possible
association of obesity and genetic variants of these genes with COVID-19 outcomes.
OBJECTIVE: To evaluate the association of obesity and patterns of genetic polymorphisms
in target genes with the clinical outcomes of COVID-19. METHODS: A retrospective
cross-sectional case-control study. Patients diagnosed with COVID-19 were recruited from
Hospital Eduardo de Menezes in Belo Horizonte, MG, from August 2020 to October 2021.
Clinical data were collected from medical records and patients were grouped into three
clinical management groups (GMC 1, 2 or 3) according to disease severity, being G1, for
patients presenting severe disease with hospital discharge within 72h of admission, G2,
patients with severe disease and hospital discharge after 72h of admission and G3, patients
with critical illness admitted to ICU and/or death. To characterize obesity, the volunteers were
classified into 3 groups according to BMI, as overweight BMI > 25-29.9 kg/m2, obese BMI >
30 kg/m2 and control group BMI > 18.5-24.9 kg/m2. DNA samples extracted from the
peripheral blood of patients were used for analysis of polymorphisms in the target genes:
MC4R (rs17782313), NRXN3 (rs10146997) and LYPLALI1 (rs4846567), using the allelic
discrimination technique. RESULTS: The sample was composed of 108 subjects, 93% of
whom presented some comorbidity, and overweight was present in 67% of the patients. It was
observed that 78% of obese patients were classified in the GMC 3 group, besides representing
the group with the longest hospital stay, p<0.05. Of the patients who died, most had some
comorbidity, with obesity and overweight being present in 59% and 4.9% of the patients,
respectively, p<0.05. No association was observed between the polymorphisms studied with
the worst clinical outcome of the disease. CONCLUSION: We detected an association
between obesity and overweight to the worst clinical outcomes of COVID-19 in the studied
sample. Among the genetic variants studied, no associations with the worse prognosis of
COVID-19 were found.

keywords: Obesity. COVID-19. SARS-CoV-2. MC4R. NRXN3. LYPLALL.
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1 INTRODUCAO

O novo coronavirus surgiu em dezembro de 2019, no continente asiatico, na China, na
capital da provincia de Hubei, em Wuhan.'"” A principio foi considerado um surto de
pneumonia, posteriormente, no inicio do ano seguinte, em 30 de janeiro de 2020, a
Organizagdo Mundial de Saude (OMS) caracterizou-o como uma Emergéncia de Saude
Publica de Importancia Internacional.'

No dia 11 de margo de 2020, a nova cepa foi identificada como coronavirus 2019,
causada pela sindrome respiratoria aguda grave coronavirus 2 (SARS-CoV-2), sendo entdao
outorgada como pandemia pela OMS."

A COVID-19 ja acometeu mais de 500 milhdes de pessoas no mundo, com registro de
mais de 6 milhdes de mortes.’ No Brasil, segundo dados epidemioldgicos de abril de 2022, ha
mais de 30 milhdes de casos notificados, com mais de 660 mil obitos, deixando o Brasil na
terceira posigdo de paises com mais mortes, apresentando taxa de letalidade de 2,2 %.**

A SARS-CoV-2 surge em meio a outra doenga de grande proporcao, a obesidade; com
quase 2 bilhdes de pessoas afetadas no mundo,®’ com um crescimento histérico exponencial
nos indices desde os anos 60.*'"' Dados de 2020, do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE) e da Pesquisa Nacional de Satde (PNS), indicam que no Brasil mais de
50% da populacdo adulta encontra-se em excesso de peso.'?

Tendo em vista o alcance de um contexto pandémico, somado ao processo
inflamatdrio subclinico cronico caracteristico do excesso de peso,' o sobrepeso e a obesidade
tornam-se importantes vias de acesso a etiologia de outras doengas, como as cronicas nao

416 ¢ as infecgdes virais, destacando-se a COVID-19.""* Dessa forma, é

transmissiveis
relevante considerar pesquisas que abarquem essas variaveis patologicas com intuito de
contribuir para o meio cientifico e, consequentemente, para a qualidade de vida da populacao.

Assim, nos propusemos a investigar a associagdo de genes relacionados a obesidade
com o desfecho clinico da COVID-19. Para isso, investigamos alteracdes nos genes MC4R,
NRXN3 e LYPLALI em pacientes brasileiros acometidos com a COVID-19 e

correlacionamos os achados genéticos com os desfechos clinicos.
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1.1 SARS-CoV-2

Os Coronavirus (ordem Nidovirales, familia Coronaviridae, sub familia

)% s3o virus compostos por uma fita simples de

Coronaviridae, género Betacoronavirus
4cido ribonucleico (RNA) de polaridade positiva.' Sua estrutura gendmica é formada por
diferentes proteinas estruturais, incluindo: nucleocapsideos (N), que estdo ligadas ao RNA
gendmico no nucleo do virus, proteina da membrana (M) e do envelope (E), que colaboram
por intermédio de interagdes com proteinas virais a montagem e desenvolvimento do virus, e
a proteina Spike ou “S”, uma glicoproteina que envolve toda a camada externa da estrutura e
permite a internalizacdo, através da fixagdo a membrana e fusdo, do virus a célula
hospedeira.?'-** %

O processo de infeccdo ocorre a partir de uma proteina hospedeira, chamada protease
transmembrana tipo 2 (TMPRSS2), a qual possibilita o processamento proteolitico do
complexo proteina S viral ligada a enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2).* A
TMPRSS2 permite a clivagem da proteina S, formando subunidades (S1 e S2) e
possibilitando a ativa¢do da glicoproteina, com consequente ligagdo ao receptor por meio da
ligacdo da subunidade S1 a ECA2, e a ancoragem da Spike a membrana e fusdo da membrana
promovida pela subunidade S2.%

Na borda da membrana da célula, ha a presenga de uma proteina, a desintegrina ¢
metaloprotease 17 (ADAM17), um dos principais componentes relacionados a disfun¢ao do
sistema renina-angiotensina, junto a ECA 2 e fatores genéticos associados a TMPRSS2.*
Essa protease medeia caracteristicas que configuram a resposta inata e ativagao da cascata de
coagulagdo, com a secre¢do de ECA 2, TNF-a (Tumor Necrosis Factor alpha) e 1L-6R
(Interleukin-6 Receptor).*

O virus SARS-CoV-2 infecta a célula, principalmente, pela ligagdo da proteina Spike

do virus ao receptor ECA2.%

1.2 SARS-CoV-2 e ECA2
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A ECA2 ¢ uma proteina participante da via do Sistema Renina Angiotensina,
presente na superficie das células de diferentes 6rgdos, como pulmao, coragdo, rim e tecido
adiposo, onde atua como reguladora e conversora das angiotensinas (Ang).**’

Ressalta-se que os peptideos gerados, apds a conversdao, desempenham fungdes que
podem interferir na funcionalidade e controle da homeostasia do organismo, afetando, a
depender do potencial de expressio, positiva ou negativamente sistemas e 6rgaos.”’ Os efeitos
de vasoconstri¢do, secrecdo do hormoénio antidiurético e de aldosterona, referidos por Skov et
al.®® (2014), estdo claramente associados ao desenvolvimento de enfermidades, como as
doencas cronicas ndo transmissiveis (DCNT).®

As Ang 1 e II sdo geradas a partir da renina e da ECA, pelo sistema
renina-angiotensina.*>****** Considerando o curso natural das funcionalidades do organismo, a
conversdo se da de Ang I para Ang-(1-9) ¢ de Ang II para Ang-(1-7).* Essa conversio
possibilita os processos contra-regulatorios que delimitam os mecanismos inflamatérios que
ocorrerdo no organismo apo6s a internalizagdo do virus e consequente desregulacdo da
expressdo de ECA2 na superficie das células do organismo.>

A internalizagdo do virus na célula hospedeira promove, no citoplasma, a liberagao
do RNA viral.** O aumento dessa carboxipeptidase na superficie celular pode influenciar a
gravidade da doenca, permitindo a entrada do virus na célula, desencadeando uma resposta
inflamatéria e imune.?>*

O receptor ECA2, expresso pela célula epitelial alveolar do tipo II, ¢ o responsavel,
majoritario, pela entrada do virus no pulmdo.*' O virus se replica e, consequentemente, ativa o
sistema imune mediante liberagcdo de citocinas (neutréfilos, macréfogos e células dendriticas)
pelos pneumdcitos tipo II infectados.*!

Os fatores inflamatérios possibilitam o aumento da permeabilidade vascular,
recrutando mais células do sistema imune para o local da infec¢do, aumentando ainda mais a
producao de interleucinas (IL6, IL1, IL8) e TNF (7umor Necrosis Factor). Ocorre ainda
maior infeccdo ao nivel corpéreo com aumento da permeabilidade vascular, possibilitando
que o virus infecte outros orgaos, independente da proximidade, como intestino, coragdo, rins

e cérebro.’! Zheng et al.” (2021) relatam que a patogénese estd diretamente associada a

elevados niveis de citocinas pro-inflamatorias.
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Portanto, a medida que o receptor ECA2 se liga ao virus, a funcionalidade da ECA2
no organismo ¢ reduzida, simultaneamente com a ativagdo de eventos agravantes que
acarretam em disfun¢do organica celular e tecidual, com efeitos prejudiciais a saude. Desse
modo, dada a contextualizacdo fisiopatologica da COVID-19 e de seus efeitos deletérios,
sendo ainda uma doenga emergente, de alta complexibilidade e com elevadas taxas de
mortalidade, justifica-se a necessidade de mais estudos sobre a biologia da infeccdo e as suas
consequéncias, além da verificagdo de suas relagdes, direta ou indiretamente, com outras

doengas, como a obesidade.

1.2 Obesidade

1.2.1 Historico: Evolucio e prevaléncia

A prevaléncia da obesidade no Brasil € no mundo ¢ descrita pelo processo de transi¢ao
nutricional, caracterizado por um conjunto de mudangas dietéticas interligadas ao
desenvolvimento econdmico, distante de dietas saudaveis tradicionais ¢ em dire¢do a um
padrdo alimentar ocidentalizado, com alto consumo de alimentos processados e refinados;
visto a larga oferta e o desenvolvimento das tecnologias alimentares em fun¢do da chegada da
modernizagdo e do poder da industria alimenticia.'®"

As principais causas para o aumento da prevaléncia de obesidade sdo a urbanizacao e
mudancgas culturais, incluindo o aumento do individualismo e do consumismo, também
podem estar na base da transi¢io da obesidade.'' Os fatores hereditarios — genética —,
histéria familiar, diferengas étnicas, ambientes socioeconOmicos e culturais, € o0s
comportamentos em resposta a essas condigdes desempenham um papel dominante na
prevengio, e/ou prevaléncia, da obesidade.*> '* '+ 17

O imprinting metabolico, condi¢do de programagdo metabolica delimitada por
periodos pré-natal e neonatal em contexto genético e epigenético, também confere risco futuro
a satde do sujeito relacionado ao ganho de peso.'” O ganho excessivo de peso gestacional
materno, o peso ao nascer, a supernutricdo ou a desnutrigdo durante a vida fetal, a dieta

materna durante a gravidez ¢ lactagdo, ¢ o periodo de duragdo do aleitamento materno sao

desencadeadores de vias que convergem em um maior risco de obesidade, seja durante a
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infAncia como também na vida adulta, implicando em complicagdes metabodlicas ¢ doencas
cronicas. "

As causas que norteiam as mudangas no contexto historico da evolugdo e prevaléncia
da obesidade estdo interligadas aos processos de desenvolvimento econdmico e social,
embora os mecanismos de causa e efeito ndo estejam totalmente elucidados tendo em vista as
diferengas sociais, culturais e de géneros.”*'® Globalmente, os contextos de prevaléncia da
obesidade estdo relacionados com a conservagdo de identidades e padrdes culturais estéticos,

além das disparidades sociais associadas a renda, escolaridade e acesso a infraestrutura social,

interligadas aos “desertos alimentares” — areas de pobreza extrema, com acesso restrito a
alimenta¢do —, que comprometem a segurancga alimentar e nutricional.>>**!%*

No ultimo século, a renda manteve um papel central no desenvolvimento da obesidade
pela populagdo.”''***® Diante do aumento global da obesidade, e visto que a maior parte da
populacdo mundial vive em paises onde o sobrepeso e a obesidade matam mais do que a
desnutri¢do, os custos com a satde geram impactos significativos, devido as hospitalizag¢des ¢
prescricdes medicamentosas, com a estimativa de que cerca de bilhdes por ano sdo gastos com
satde devido ao tratamento e condi¢des relacionadas a obesidade.”!"”’

A distribuicdo e intensidade dos indicadores de obesidade mundial é variavel
geograficamente, indicando a diversidade de aspectos que influenciam no ganho de peso.'' Ao
tragar uma linha do tempo, dos anos 60 até os tempos atuais, € possivel afirmar que ha uma
constante ascendéncia de sujeitos obesos no mundo, na qual a prevaléncia mundial de excesso
de peso aumentou nos ultimos 50 anos.’’” Os primeiros indicios de que a obesidade estava
assumindo proporg¢des epidémicas originaram-se nos continentes Europeu e Norte Americano,
mais especificamente nos Estados Unidos.*"”’

A obesidade ¢ considerada um dos principais fatores de risco de mortalidade,
associada a diminuicdo da expectativa de vida em 5 a 20 anos, sendo também provavel causa
de taxas de mortalidade por doencas cardiovasculares em diversos paises, como o Brasil ¢ os
Estados Unidos.***** Dados epidemiolégicos mostram que o indice de massa corporal (IMC)
elevado teve seu percentual aumentado em 36,7% entre os anos de 2007 e 2017, e mais de
100% entre os anos de 1990 e 2017, sendo o responsavel por mais de 4,5 milhdes de mortes

em todo o mundo, confirmando os indicativos de que a supernutricdo emergiu como uma

ameaga 2 saude, levando mais pessoas a morte.***” No Brasil, entre 2006 e 2019 a prevaléncia
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da obesidade seguiu as tendéncias mundiais, aumentando os percentuais de IMC elevado para
20,3%.%

Destarte, a obesidade representa um desafio para a satde global." O aumento da
prevaléncia da doenga ¢ um pressdgio para outras doencas na populagdo mundial,
sobrecarregando o sistema de saude e gerando morbimortalidade.’ '* 453

A contengdo dessa pandemia requer solu¢des a multiniveis, de forma integrada, desde
a interven¢do individual, com ac¢des multidisciplinares, at¢ uma ampla politica de
investimento cientifico, com aten¢do voltada, principalmente, as suas caracteristicas

fisiopatologicas que possuem determinantes potenciais de consequéncias danosas ao

organismo, visto a interligacao direta e indireta com outras doengas, como as DCNT.

1.2.2 Fisiopatologia

A obesidade ¢ uma doenca de ordem metabdlica, funcional e genética, com uma
estreita relagdo sociocultural e psicologica.***'* E um fator de risco para as DCNT," sendo
uma consequéncia cronica final do balango energético, regulado pela juncdo de agdes e
mecanismos de dois sistemas: enddcrino e central.**

Em condigdes obesogénicas, a ingesta alimentar e o gasto energético encontram-se
desbalanceados, a inatividade fisica também ¢ um fator caracteristico dessas condi¢des, que
conduz a alteracdo do gasto energético didrio junto a fatores que incluem a Taxa Metabdlica
Basal € a Termogénese Induzida pela dieta.*!*444

A alteracdo na qualidade e na quantidade dos alimentos ingeridos associada as
mudancas no estilo de vida da humanidade que incluem desde a diferenciacdo do padrao
alimentar, a urbanizacdo, modernizagdo, com inser¢do no mercado de trabalho e ocupagdes
setoriais da agricultura para industria, com consequente diminui¢do de esforco fisico em vista
a utilizacao da tecnologia e alteracao das atividades de lazer influenciadas pela modernizagao,
além dos fatores socioecondmicos, educacionais e emocionais (pressdo de padrdes estéticos,
estresse, estigma), interferem diretamente no ganho de peso corporal.®* '

Além disso, entre outros aspectos, ha ainda a associagdo da obesidade as
caracteristicas como sono inadequado, efeitos colaterais de medicamentos, diferengas

42,35

biologicas que incluem microbiota, epigenética, e genética, > somado ao desequilibrio do
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controle neuroenddcrino. 8

Com uma estrutura tdo complexa, a fisiologia e o
comportamento individual sdo moldados por fortes fatores sociais € ambientais. Assim,
considerando um ambiente obesogénico e estressores sociais, a obesidade ¢ causada pela
relacdo entre o sujeito e o ambiente onde esté inserido.*>

Fisiologicamente a obesidade pode ser dividida basicamente em duas categorias: a

obesidade patologica e a metabolicamente saudivel.”

O que as diferenciam, além da
inflamacdo (que inclui disfun¢do de adipdcitos, remodelagcdo e adipogénese limitada), ¢ a
localizagdo, deposi¢do, propor¢do e tipo de gordura.*” Ambas possuem tecido adiposo’
visceral e subcutineo, porém se diferenciam em relacdo a propor¢io desses tecidos.* Na
obesidade patologica a gordura visceral € proporcionalmente maior que a subcutinea, o
contrario se vé na obesidade metabolicamente saudavel, sendo a propor¢do de gordura
subcutdnea maior que a visceral.*” A deposigdo ectdpica de lipidio é uma das caracteristicas

principais descritas sobre a obesidade patologica.” Todas essas caracteristicas do tecido

adiposo branco no sujeito obeso estdo ilustradas na Figura 1.

Figura 1. Tipos de obesidade

Obesidade patolégica Obeso metabolicamente saudavel

Subcutineo

Ectopi Th ) W .
ctoprea Visceral

Fonte: Adaptado de Vishvanath & Gupta® (2019).

13,45,49

A inflamagao provocada pela obesidade esta intrinsecamente envolvida na

etiologia de outras doengas, como diabetes e hipertensio.'**** Visando conferir um estado de

' O tecido adiposo ¢ um 6rgio multifacetado, metabolicamente ativo, enddcrino, pois além de armazenar energia
¢ responsavel pela produgio e secrecio de proteinas, peptideos bioativos e hormdnios,**** como as adipocinas,'*
com a¢do autdcrina e paracrina,* que sdo equivalentemente proporcionais a quantidade de tecido adiposo.'
Dessa forma, esse orgio excretor,’>? participa de atividades metabdlicas e do equilibrio energético.** ¢"+'*** Al¢m
das adipocinas, o angiotensinogénio também é liberado por esse 6rgio,”*** fazendo-se um importante provedor
extra-hepatico dessa proteina, que tém sua regulagdo ligada diretamente a fatores nutricionais, visto que quanto
maior a distribuicdo de gordura maior serd a expressao de angiotensinogénio e, consequentemente, maior sera
seus niveis plasmaticos.>*
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homeostase, ocorre uma resposta inflamatdria, caracterizada por uma reacdo aguda a
infecgdes ou  lesdes  teciduais,”®*®®  com  intensa  ativagilo do  sistema
renina-angiotensina-aldosterona. "

A lesao tecidual se da pela expansao do tecido adiposo branco (local de troca,
deposicdo e mobilizagdo de gordura a partir de sua microvasculatura) que permite,
considerando uma refei¢do de alta carga lipidica, a infiltragdo de leucdcitos que confere o
inicio da resposta inflamatéria; aumentando o estresse oxidativo e provocando disfun¢do
microvascular cronica.®

Ao nivel microvascular, as trocas sdo prejudicadas em decorréncia da alteracdo da
homeostase do organismo advinda da disfun¢do endotelial provocada pela deposicdo de
gordura perivascular.®® Ou seja, a remogdo de produtos residuais (didxido de carbono, pelos
pulmdes, ou adipocinas, pelo tecido adiposo, e toxinas urémicas, pelos rins) estara
prejudicada, aumentando o periodo de exposi¢ao do organismo a esses compostos ¢ trazendo,
ainda mais, maleficios a microvasculatura dos 6rgios.*

O deposito de gordura visceral acarreta na hipertrofia dos adipocitos, da qual €
descrito um crescimento de 50 micrometro (um) até 150-200 pm.®® Essa expansdo dos
adipdcitos promove alteracdes na difusdo do oxigénio e na densidade capilar do tecido, com
consequente hipoxia, um dos indutores da inflamagio na obesidade.**

A hipoxia se desenvolve a medida que o tecido adiposo se expande devido a
hipoperfusao relativa desse tecido em crescimento, essa condi¢do de hipertrofia resulta no
aumento do consumo de oxigénio, no qual o suprimento desse gas ¢ insuficiente a
manutencdo da fungdo celular.®**% A escassez de oxigénio induz a uma reduc¢do na
adiponectina (adipocina anti-inflamatdria) e um aumento na liberagdo de leptina (adipocina
pro-inflamatéria) de adipdcitos, modulando essas secrecdes e inferindo em um desarranjo
metabolico caracteristico da obesidade metabolicamente ndo saudével. %46

A leptina e os seus receptores estdo presentes em todos os tipos de células
inflamatorias no pulmao, além de descreverem que o seu aumento prepara os leucécitos para
elevar a secrecdo de citocinas inflamatdrias e espécies reativas de oxigénio, que sdo liberadas
por via enddcrina, paricrina e autocrina no tecido adiposo.**®

A hiperleptinemia ¢ a resisténcia a leptina (dessensibilizacdo das células-alvo para

sinaliza¢ao da leptina), devido a alta producado de leptina pelo tecido adiposo, contribuem para
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a diminuicdo da resposta imune ¢ aumento da exposi¢do a infec¢des virais na obesidade,
contribuindo para inflamagio de baixo grau.®

Assim, com a mudanca no perfil das adipocinas para pro-inflamatorias,®***

a leptina
promovera a producdo de citocinas prd-inflamatérias (como a IL-6, o TNFa e a IL-1) de
forma autdcrina, além de proporcionar a ativacdo de macrdfagos, células dendriticas e natural
killer que também produzirdo essas citocinas.®** A diminui¢do da adiponectina, por sua vez,
promoverd a producdo de angiotensina I1.°*** Esse eventos irdo propiciar um perfil
pro-inflamatorio ao tecido adiposo, com disfun¢do endotelial e resisténcia insulinica,
comprometendo 6rgios e tecidos.'*4*%*

Desse modo, a inflamagdo do tecido adiposo com consequente hipoxia sdo fatores
envolvidos na fisiopatologia da obesidade de forma central e podem, por meio da liberagcdo de
adipocinas vasoativas e/ou inflamatorias, modular a fungdo microvascular em todo o corpo.®

Assim, a condi¢do obesogénica resulta da interagdo de diferentes fatores genéticos,
metabolicos, comportamentais e ambientais; sendo uma condi¢do multifatorial e poligénica,
caracterizada pelo acumulo excessivo de tecido adiposo.®''**

Todos esses caminhos mecanicistas citados que apresentam um fator inflamatorio
importante colaboram para tornar a obesidade um fator diretamente interligado a
morbimortalidade pela COVID-19, e também por ser uma doenga cronica, metabolicamente
complexa e indutora de fatores comoérbidos, reconhecida e tratada como problema de satde

publica, em paises desenvolvidos e em desenvolvimento. %17

1.2.3 Doencas cronicas e obesidade

Como mencionado, a elevada taxa de adiposidade estd diretamente relacionada as
DCNT, afetando Orgdos como rim, coragdo, pulmio e cérebro.”” Os mecanismos que
predispdem essa relacdo estdo envolvidos nas alteragdes do sistema renina angiotensina, do
tecido adiposo visceral, da funcdo endotelial, da sintese de adipocinas, da resposta
inflamatdria e hormonal, das atividades mecanicas e do sistema nervoso simpatico.” '* %

O aumento nos niveis de angiotensinogénio e Ang I, que compdem a via cldssica do

sistema renina angiotensina formando Ang I, estdo relacionados aos distirbios metabolicos,

como a obesidade.” Em obesos, essa angiotensina formada em excesso é capaz de promover
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efeitos fisiopatologicos, como a vasoconstrigdo, em diferentes tecidos e 6rgaos, como rins,
sistema cardiovascular, tecido muscular e cortex supra-renal, desencadeando outras doengas,
como a hipertensio.”

Uma cascata de eventos ocorrem a partir da ingestao de uma dieta rica em lipidios, da
qual resulta na alteracdo da funcao microvascular e da composi¢ao do tecido adiposo visceral
(influindo diretamente na morfologia dos adipdcitos, hipertrofiando-0s).® O aumento do
tamanho das células armazenadoras de gordura implica em disfun¢do endotelial corporal,
influenciando a estrutura vascular e a inflamagdo perivascular, com deposi¢do de gordura.®

A alta adiposidade sera entdo refletida na sintese elevada de adipocinas, levando a
producdo de macrofagos e outras células inflamatodrias pelo tecido adiposo, resultando em
uma resposta inflamatoria, visto que a perfusdo e a fungdo do 6rgdo estard prejudicada.'**
Assim, essa alta adiposidade ativa, de forma direta e indireta, as citocinas pro-inflamatorias,
com consequente prejuizo a sinalizagdo de insulina ¢ aumento da sua resisténcia, resultando
em diabetes tipo 2 (DM2) e, consequentemente, podendo estar associada a insuficiéncia
cardiaca congestiva (ICC), acidente vascular encefalico (AVE) e doenga renal cronica
(DRC). !4

Ressalta-se que a sinalizag¢do prejudicada de insulina também estd associada a doenca
hepatica gordurosa nio alcodlica, esteatose hepatica e cirrose.'* Essa disfungdo na sinalizagdo
insulinica eleva a atividade simpatica do sistema nervoso ¢ do sistema renina angiotensina
aldosterona, resultando em hipertensao arterial sistémica e pulmonar, doencas associadas a
doenga arterial coronaria e, consequentemente, em ICC, AVE e DRC."

A alta produgdo lipidica também promove a hidrolise de triglicerideos com
consequente liberacdo de acidos graxos livres, o que acarreta em trés caminhos principais;
sinalizacdo prejudicada de insulina (levando a DM2, como citado anteriormente),
lipotoxicidade — associada a doenga hepéatica gordurosa ndo alcodlica, esteatose hepatica,
cirrose, ICC, AVE e DRC —, e dislipidemia, associada a doenca arterial coronaria.'*

O estresse mecanico também estd relacionado a alta adiposidade, associado a
compressdo renal, com consequente hipertensdo arterial sist€émica e pulmonar, mais o

aumento tecidual do palato mole — relacionado a apneia obstrutiva do sono — , em adigao

com a carga mecanica aumentada nas articulacdes (associada a osteoartrite) ¢ a elevada
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pressdo intra abdominal, associada ao es6fago de barrett, ao adenocarcinoma esofagico ¢ a
doenga do refluxo gastroesofagico.'*

Diante do exposto, ¢ notdrio os maleficios da inflamacdo caracteristica do estado
obeso, que incide em ma qualidade de vida em todos os aspectos para o sujeito; podendo
piorar os desfechos de possiveis intercorréncias sazonais, como a gripe, € outras doencas
virais e infecciosas ou ainda levar a morte por negligéncia e aparecimento de DCNT devido as

suas complicagdes.®> 7

1.2.4 SARS-CoV e a Obesidade

Ha uma ligacdo proeminente entre a obesidade e as demais doencas ja citadas, sendo o
estado obeso uma doenca fortemente vulneravel a COVID-19, destaca-se assim a
interconexdo dessas pandemias.®**® Desse modo, a obesidade ¢ considerada uma comorbidade
de relevancia ao contexto pandémico, sendo um fator de risco para a aquisi¢do da COVID-19
e também das condicionantes complicadoras da doenga do SARS-CoV-2.%

Colleluori et al.”' (2022), ao estudarem inflamacdo da gordura visceral e a COVID-19,
conjecturaram sobre um progndstico desfavoravel, com resultados adversos, em pacientes
obesos diagnosticados com a COVID-19. A inflama¢do de ambas as doencas ¢ a precursora
da desestabilizagdo que ocorre para propagacdo de eventos ndo desejaveis ao organismo,
como a inflamag¢do do tecido visceral mais intensa; que resulta na piora da COVID-19, e
consequentemente, do estado clinico do paciente.” Essa inflama¢do somada aos eventos
adversos, dado o fator comérbido da obesidade,”'**"***® também sdo prejudiciais a infec¢do
por COVID-19.%

Pode se considerar como um modelo fisiopatoldgico da interlocucdo dessas pandemias
a inflamac¢do com sinalizacdo e ativacdo de citocinas mais a disponibilidade de receptores
primarios e secundarios na superficie celular do tecido adiposo inflamado, facilitando a
infeccdo pelo virus SARS-CoV-2, demonstrando assim a associa¢do da obesidade aos piores
desfechos da COVID-19.7%7370:64.74

A indugdo de um estado inflamatério promove a sinalizagdo da IL-6 e da proteina
STAT3 (Signal Transducer and Activator of Transcription 3), que atuam como determinantes

criticos da doenga.”” Trés condicionantes chaves estio associadas a infecgdes virais no
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processo fisiopatologico da obesidade ¢ da COVID-19; A inflamacdo, com consequente
elevacao de niveis de IL6 e TNF-a somada ao decréscimo da presenga das células natural
killer (NK) com funcao citotoxica afetada pelo estado obeso e a eliminagdo prejudicada das
células expressoras de MHC 1 (complexo principal de histocompatibilidade classe I),
complexo capaz de codificar proteinas para reconhecer e expressar antigenos ao sistema
imune adaptativo, realizando a apresentagdo de peptideos antigénicos aos Linfocitos T CD8+,
por exemplo.”

Em situagdao de estresse o tecido adiposo compromete a atividade das células NK e
expressa, além da ECA2, a DPP4 (Dipeptidil peptidase-4), a CD147 (cluster of differentiation
147) e a protease furina de forma exacerbada, facilitando a entrada do SARS-CoV-2 nas
células.®*">” Essa exacerbagdo, além do fisiologicamente ndo saudavel ao organismo, resulta
na vulnerabilidade a infecgio pelo SARS-CoV-2.*"

O complexo de ligagao viral e celular pode ocorrer a partir da ligagdo do SARS-CoV-2
a DPP4, como também ao CD147, ambos considerados receptores alternativos para a ligagao
na superficie celular.”” Ou seja, a alta expressdo enzimatica da DPP4 e proteica do CD147
resultam na possibilidade aumentada de entrada do virus a célula.®*’>"

Ha duas caracteristicas dos adipdcitos que aumentam a duracdo da disseminacdo do
virus; a presenga de ECA2 em sua superficie celular e a promocgao da hiperativacao do alvo de
rapamicina de mamiferos (mMTOR) em tecidos, envolvido com a resposta ao estresse € a
sinalizacdo de citocinas e hormonios, além de outras fungdes.”” Em juncdo a isso, apesar da
literatura ndo demonstrar com exatiddo as vias que interligam esses mecanismos, também ¢
relatado a auséncia do fator protetor cardiovascular e anti-inflamatorio do eixo
ECA2/Ang-1-7/MasR (ECA2 usa Ang Il como principal substrato para produzir Ang-1-7),
que exerce atividade vasodilatadora através do receptor mas (MasR).

Os mecanismos fisiopatoldgicos ocorrem conforme o depdsito de gordura ectopica,
com implicagdes diretas no desfecho clinico da COVID-19.”* H4 uma susceptibilidade do
tecido adiposo a entrada e replicagdo do SARS-CoV-2, devido, principalmente, a maior
expressdio de ECA2 nesse tecido, considerando a gordura ectdopica um reservatdrio

1 64,72,75,74

proeminente de replicacdo vira Desse modo, além do aumento de citocinas

inflamatorias ja previsto no tecido adiposo ndo saudavel, a infeccdo aumenta ainda mais os
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eventos inflamatorios trazendo efeitos prejudiciais ao organismo, como infarto do miocardio
ou morte cardiaca.™

A interligacdo do tecido adiposo e da liberagdo viral extra pulmonar através dos
adipocitos ocorre principalmente devido a expressdo da ECA2, sendo os adipocitos de drgaos
viscerais um reservatorio para a replicagdo e montagem viral.**’*” A morte apoptética e
necrotica do virus dentro dos adipocitos resulta em metainflamacio e subsequente sindrome
de embolia gordurosa em pacientes obesos com a COVID-19.* Fisiologicamente, ¢ descrito
que ap6s a endocitose viral com posterior replicacdo do RNA viral, ocorre a exocitose de
particulas virais livres para alcancar células saudaveis e orgdos viscerais com gordura
ectopica, como o figado.*

As alteragdes inflamatdrias que acontecem no tecido adiposo branco sdo adjuvantes do
agravamento da COVID-19, em que o estado deletério em jungdo com a tempestade de
citocinas, desencadeados pela intensa infiltragdo de células imunes ¢ aumento das citocinas
proé-inflamatérias, sdo os produtos da metainflamagdo, caracteristica fisiopatoldgica da
interligagio da obesidade e da doenga causada pelo virus SARS-CoV-2,°+747

Tendo em vista as conjungdes desses mecanismos, da resposta inflamatoria e imune
em relagdo a entrada, replicacdo e reservatorio viral no tecido adiposo, e ainda considerando
os indices de mortalidade de ambas as doencas e seus complicadores na populacdo mundial, ¢
valido considerar estudos que interligam suas vias a fim de obter respostas mais assertivas

para melhor compreensdo da doenca do virus SARS-CoV-2.

1.3 Biomarcadores da Obesidade

Um biomarcador predispde, de forma mensuravel, a ocorréncia do estado patoldgico
em um organismo.”® Um biomarcador genético ira delimitar areas especificas em um genoma,
onde serao expressos genes que indicam uma regido de DNA (acido desoxirribonucleico) para
sintese proteica. Por sua vez, esses genes podem se dividir em duas categorias: dominante,

que se manifestam em homozigose e heterozigose, e recessivo, que s6 se manifestam quando

estdo em homozigose — apresentando dois alelos iguais — ."
Considerando a estrutura molecular do DNA, em um gene estard presente alelos, que

corresponderdo a qualquer uma das formas alternativas de um gene especifico que esta
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localizado no mesmo /ocus, em um cromossomo homdlogo, responsdveis por variagdes com
caracteristica geneticamente hereditaria.”

Assim, o DNA pode sofrer variagdes em sua estrutura, ou seja, mutagdes — alteragoes
que ocorrem no material genético do organismo — . Essa varia¢do genética pode ser vista a
partir do polimorfismo de nucleotideo tnico (SNP), que ird indicar a alteracdo de uma tnica
base na sequéncia do DNA em um determinado local cromossémico. Essa alteracao de base
refere-se as bases nitrogenadas que compdem a estrutura do DNA; Adenina (A), Citosina (C),
Guanina (G) e Timina (T). Essas trocas de bases sdo as condicionantes para se caracterizar um

SNP como biomarcador de obesidade, por exemplo.™

1.3.1 Receptor 4 da melanocortina (MC4R)

O MC4R ¢é um receptor transmembranar,”” que reveste a bicamada lipidica de toda
extensdo da membrana e atua como um receptor de melanocortinas.” A expressido do gene
ocorre, principalmente, no hipotalamo, por meio da ativacao de neuropeptideos derivados da
pro-opiomelanocortina.””® Sua ativagdo, pelo hormonio estimulador de melandcito alfa
(alfa-MSH), interfere diretamente no requerimento do aporte energético, reduzindo-o.***

A depender do estado nutricional do organismo, a leptina, hormdnio de
retroalimentacdo negativa sintetizada pelos adipocitos, flui pelo plasma sanguineo
ultrapassando a barreira hematoencefalica ligando-se ao seu receptor no nucleo do trato
solitario.*>* Essa liga¢do promove a sinalizagdo da via janus tyrosine kinase (JAK), inibindo
a expressao de um antagonista enddgeno, o neuropeptideo relacionado a Agouti (AgRP), e
estimulando a sintese de pro-opiomelanocortina (POMC).** Todo esse arranjo, que resulta
na sinalizagdo da POMC, ird, consequentemente, promover a liberacdo de alfa-MSH pelos
neurdnios melanocortinérgicos no hipotalamo.®*’

Os neurdnios melanocortinérgicos sao estimuladores das células adenohipofisarias
secretoras; os melanotrofos, produtoras de melanotropina, e os corticotrofos, secretoras de
adrenocorticotropina (ACTH).** Esses neurdnios, advindos da clivagem da POMC, sdo
também conhecidos como melanocortinas; ACTH, alfa-MSH, beta-MSH e gama-MSH.* Os
peptideos dessas melanocortinas estimulam a melanogénese, nos melanocitos e a sintese de

1.86

esteroides, no cortex da adrenal.™® A literatura indica cinco receptores das melanocortinas
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(MCRs); MCIR, MC2R, MC3R, MC4R e MC5R.*? Os MCRs estimulam a adenilato ciclase
(cAMP) via transducao de sinais, e sdo amplamente distribuidos em tecidos periféricos e no
sistema nervoso central (SNC).*”* Dessa forma, os efeitos bioldgicos da melanocortina sdo
mediados através da interagdo com a familia dos receptores acoplados a proteina G,”* e o
alfa-MSH atua sobre o MC4R, que ¢ expresso nos neurdnios melanocortinérgicos no
hipotalamo inibindo a ingestdo alimentar e aumentando o prejuizo energético,
desempenhando um papel relevante na regulacdo da homeostase energética e na distribui¢do
da gordura corporal.”#%

A Figura 2 mostra a relagdo da homeostase energética ¢ do MC4R, em que AgRP ¢
POMC, presentes no nticleo arqueado hipotaldmico, sdo os dois neurdnios que integram a via

central da melanocortina, distribuindo as informagdes centrais ou periféricas de sinais

hormonais e neurais.

Figura 2- Cascata de sinalizagdo da leptina-MC4R

PYY

Trato gastrointestinal / :

o /p-MSH

" : Saciedade
Lepting ——» s Nicleo arqueado . &= - > ]
Gasto de energia
LEPR ' MC4R
Tecido adiposo NPY/ Niacleo paraventricular
AgRP | AgRP

a/B MSH: horménio estimulador de melanécito alfa/beta; AgRP: neuropeptideo relacionado a Agouti; CART:

Transcrito regulado por cocaina e anfetamina; GLP-1: glucagon-like peptide 1; LEPR: Receptor de leptina;

MCA4R: receptor de melanocortina 4; NPY: neuropeptideo Y; POMC: pro-opiomelanocortina; PYY: peptideo YY.
Fonte: Kiihnen, Krude & Biebermann® (2019).

Além do seu envolvimento na regulacdo da ingestdo alimentar, uma muta¢do em sua

94100 a5s0ciada a obesidade e maior

estrutura, rs/7782313, estéa ligada a homeostasia energética
IMC.'"" 12 Esse Single Nucleotide Polymorphism (SNP) se da pela inversdo dos nucleotideos;
Timina por Citosina.”* ' A inclusdo desse SNP na pesquisa se torna condizente com os

objetivos buscados, pois corresponde a um gene que esta estritamente relacionado a
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obesidade.'* %

1.3.2 Neurexina 3 (NRXN3)

O gene NRXN3, da familia das neurexinas, possui 24 exons e se posiciona no
cromossomo humano em 14q24-q31.1.'"” Com 1.826.818 pares de bases ¢ um dos maiores
genes do genoma humano, sendo uma proteina de adesdo celular pré-sinaptica com a fungao
de mediar interacdes neurdnicas imprescindiveis para a formac¢do e manutencdo de
sinapses.'"*

As neurexinas sdo proteinas transmembranares, codificadoras de duas isoformas
protéicas; a-Neurexinas, isoforma mais longa, € B-Neurexinas, uma isoforma mais curta.'*
105,104

Matsuda et al.'”” (2016) caracterizaram a descoberta dessa neurexina como neurexin-3,
um complexo transsindptico ligado ao glutamato, localizado nas sinapses do SNC, mais
especificamente no hipocampo, em seus neurdnios inibitorios.'*!%

E valido destacar o estudo pioneiro de Heard-Costa et al.''® (2009) sobre o SNP do
gene NRXN3 (rs10146997); no qual, associaram a variante genética a circunferéncia da
cintura (CC), ao IMC e a obesidade. A CC também esté associada a rs10146997."" O SNP do
NRXN3 se da pela inversdo dos nucleotideos; Guanina por Adenina.

Heard-Costa et al.''? (2009) ainda destacam sobre o reconhecimento da associa¢do do
gene NRXN3 com dependéncia toxicologica, ligada ao comportamento impulsivo e vicio, e
que esta associacdo pode influenciar, consideravelmente, na presenca do fenotipo/genotipo da
distribuicdo de gordura, podendo haver uma linha ténue entre esses aspectos nos achados
desse gene. Além da relagdo do gene NRXN3 ao sistema recompensa, ha a associacdo do
gene com a relagdo cintura-quadril ligada 4 composigdo e peso corporal."'>!"* Outros autores
indicaram, em suas pesquisas, contribui¢des significativas da variante genética rs/0146997 a
obesidade.'*

Assim, pesquisas que abordem o uso deste gene podem auxiliar para o melhor
entendimento de casos em que obesos sdo alvos mais suscetiveis a doengas como a

COVID-19.
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1.3.3 Lysophospholipase-like 1 (LYPLALT1)

A Lysophospholipase-like 1 ¢ uma enzima digestiva presente em individuos obesos,
expressa pelo tecido adiposo''”® e regulada nos canais i6nicos pela sua capacidade de clivar as
modifica¢des de palmitoil presentes nos residuos de cisteina das proteinas.''®

A conformagio da LYPLALI1 foi descrita por Biirger et al.''” (2012) como uma
estrutura cristalina com dobra de hidrolase o/ B tipica somada a uma triade catalitica cléssica,
com trés aminoacidos conjuntos de forma coordenada (serina, aspartato e histidina).

Essa lipase, também é expressa em regides cerebrais'® que regulam o metabolismo
energético.'”” E descrita uma ligagio desse gene a gordura visceral,'? disfungio insulinica e
distribui¢do de gordura corporal,'?®'*' além da obesidade, em especial no género
feminino.'?'#

A variante 754846567 desse gene indica obesidade central,'*!** havendo achados
cientificos, principalmente, relacionados ao género feminino.'*>'?*!*"128 O SNP do LYPLALI
se da pela inversdo dos nucleotideos; Timina por Guanina.

Apesar das pesquisas com o gene LYPLALI1 ainda permanecerem limitadas em
relagio a sua via metabolica, estudos de Kok et al.'”® (2020) sugerem que uma ativagio
exacerbada dessa serina hidrolase colabora com disfungdes metabolicas. Tendo em vista isso,
a atual pesquisa poderia elucidar a correlagdo da presenga de LYPLALI1 ¢ a maior gravidade
de doengas, como a COVID-19.

Diante do exposto, faz-se necessario o estudo de novos biomarcadores progndsticos e
preditores de pior desfecho para a COVID-19, visto que os fatores genéticos que contribuem
para a suscetibilidade e gravidade dessa doenga podem fornecer novos insights bioldgicos
sobre a patogénese da doenca. Além de identificar alvos para o desenvolvimento terapéutico
ou redirecionamento de medicamentos, pois o tratamento da doenca continua sendo um

objetivo altamente importante, junto ao desenvolvimento e sucesso das vacinas.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
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Avaliar a relagdo entre obesidade ¢ variantes al¢licas dos genes MC4R, NRXN3 e LYPLALL1
com o desfecho clinico da COVID-19.

2.2 Objetivos Especificos

a) Avaliar o impacto da obesidade para desfechos clinicos desfavoraveis na COVID-19.

b) Correlacionar as variantes genéticas dos genes MC4R, NRXN3 e LYPLALI, e a obesidade
ao pior desfecho da COVID-19.

¢) Correlacionar esses achados com a condigao clinica dos pacientes.

d) Avaliar a frequéncia dos single nucleotide polymorphisms na amostra.

3. METODOS

3.1 Local de estudo

Para viabilizagao do projeto intitulado “BIOMARCADORES E ETNIA: IMPACTO
NO PROGNOSTICO DA COVID-19”, foi formalizado parceria com o hospital ptblico, da
rede FHEMIG (Fundagdao Hospitalar do Estado de Minas Gerais), conveniado a rede SUS
(Sistema Unico de Saude), Hospital Eduardo de Menezes (HEM), situado na regional do
Barreiro, em Belo Horizonte, Minas Gerais. O hospital oferece assisténcia especializada em
infectologia e dermatologia sanitaria, atuando também na pesquisa, formagdo e capacitagao

profissional, com atendimento hospitalar e ambulatorial em doencas infectocontagiosas.

3.2 Caracterizacao do estudo, da amostra e dos aspectos éticos

Foi realizado um estudo do tipo caso controle, de corte transversal com dire¢do
retrospectiva de monitoramento € mecanismo de obtengdo amostral por conveniéncia, com
pacientes diagnosticados com COVID-19, dos quais foram utilizadas amostras sanguineas
provenientes do Laboratério de Anélises Clinicas, além de dados presentes nos prontuarios do

HEM. O delineamento esta ilustrado na Figura 3.
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Figura 3. Delineamento experimental do estudo.
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1? Etapa:
- Selegdo de participantes no HEM (Diagnosticados com a COVID19)
- Convite e verifica¢do de critérios de inclusdo por contato telefonico
2% Etapa:
- Consulta a prontudrios (tabulagdo de dados sociodemograficos e clinicos )
- Selegao das amostras no Laboratorio de Analises Clinicas do HEM
3" Etapa:
- Bstratificag¢@o e analise de dados tabulados
4? Etapa:
- Aplicacdo de técnicas laboratoriais
5 Etapa:
- Tabulagdo e analise estatistica de dados
Do autor, 2021.

As etapas citadas na Figura 3 estdo melhor detalhadas adiante.

3.2.1 Populacio alvo

Para a realizacdo do nosso estudo foram selecionados individuos diagnosticados com a
COVID-19, atendidos no Hospital Eduardo de Menezes, no periodo de agosto de 2020 a
outubro de 2021. A amostra deste estudo foi obtida por conveniéncia, em que todo adulto
diagnosticado com COVID-19 e que atendia os critérios de inclusdo era convidado a
participar da pesquisa. Para inclusdo na pesquisa os voluntdrios deveriam apresentar
obrigatoriamente diagnodsticos positivos para 0 SARS-CoV-2, de ambos os sexos, com idade
igual ou superior a 18 anos, independentemente do IMC apresentado. Os critérios de exclusao

adotados foram: idade inferior a 18 anos, gravidez, diagnosticos negativos para a COVID-19
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ou auséncia de exames laboratoriais que comprovassem resultados positivos para o
SARS-CoV-2, e ainda os portadores de deficiéncia cognitiva, pacientes em cuidados
paliativos, pacientes em quadro grave, fatores esses, que os tornavam incapazes de interpretar
e responder sobre a participacdo no projeto € que ainda ndo possuiam acompanhantes ou
responsaveis legais. Os pacientes selecionados para a pesquisa foram agrupados de acordo
com valores de IMC, sendo considerados: sobrepeso (IMC entre 25-29,9kg/m?), obesos (IMC
> 30kg/m?) e grupo controle (IMC entre 18,5-24,9kg/m?).

Para melhor definicdo dos achados da pesquisa, visto que o excesso de peso
(>24,9kg/m?) pode influenciar diretamente na satide do individuo, foi necesséario incluir
também aos resultados os participantes que estavam acima do IMC méximo ideal

(24,9kg/m?), os pacientes com sobrepeso.

3.2.1.1 Grupos de manejo clinico

Os pacientes foram classificados em trés grupos (Quadro 1), em conformidade ao
documento de manejo clinico da COVID-19 definido pela Organizagdo Mundial de Satude
(OMS) para a classificacdo de gravidade da doenca.'” A gravidade da doenca de acordo com
os grupos de manejo clinico foi dividida em: doencga severa pela COVID-19, que inclui sinais
clinicos de pneumonia somados a frequéncia respiratéoria com o niamero de respiragdes por
minuto maior que 30 ou dificuldade respiratoria grave ou saturacao do oxigénio (SpO2) em ar
ambiente menor que 90%; e doenca critica que se caracteriza pela presenca da Sindrome do

Desconforto Respiratorio Agudo (SARA), sepse e choque séptico.'”’

Quadro 1- Grupos de manejo clinico da COVID-19 de acordo com a WHO de 2020
GRUPO DESCRICAO

Grupo 1 Pacientes adultos com doenga severa* pela COVID-19, com alta hospitalar de até 72h da admisséo.

Grupo 2 Pacientes adultos com doenga severa pela COVID-19, com alta hospitalar ap6s 72h de admissao.

Grupo 3 Pacientes adultos com doenga critica**, internados em UTI e/ou que evoluiram a ébito.

h: horas UTI: Unidade de terapia intensiva
* Sinais clinicos de pneumonia (febre, tosse, dispneia, respiragdo rapida) mais um dos seguintes: frequéncia
respiratoria >30 respiracdes/min; dificuldade respiratoria grave; ou SpO2 <90% no ar ambiente.
** SARA, sepse e choque séptico.
Fonte: Adaptado de WHO, 2020.'*
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3.2.2 Aspectos éticos

A participagao foi efetivada a partir da assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) (APENDICE A), sendo a partir do TCLE que realizou-se os
esclarecimentos em relagdo aos propdsitos e delincamento do projeto. Os termos da
Resolucao 196, de 10 de outubro de 1996, do Conselho Nacional de Saude foram seguidos. O
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica de Pesquisa em Humanos da UFMG, registrado
sobre o numero CAAE (Certificado de apresentagdo e apreciacdo ética)
31095820.4.0000.5149.

Essa concordincia foi estabelecida apos assinatura do TCLE, no qual constavam
informacdes sobre o estudo (identificagcdo, objetivo, metodologia), os riscos e beneficios dos
mesmos, e seus direitos enquanto voluntirios e responsaveis. Em virtude do contexto
pandémico, o TCLE foi aplicado via ligagdo telefonica e/ou aplicativo de comunica¢do com
posterior gravacdo de dudio com autorizagdo para participacdo na pesquisa, os audios foram

devidamente salvos e armazenados.

3.3 Delineamento

Este estudo incluiu os dados clinicos de sujeitos diagnosticados com COVID-19 a
partir da analise de prontuarios e coleta de amostras sanguineas, sendo um estudo
retrospectivo, analitico, do tipo caso-controle. Portanto, por se tratar de dados coletados de
forma pregressa em relagdo a exposi¢do dos fatores com tempo e populagdo restrita ¢ um
estudo de caso controle transversal retrospectivo.

A pesquisa voltou-se para a andlise de prontuarios, com descri¢do detalhada de dados
clinicos em editor de planilha, como o Microsoft Excel, o que possibilitou catalogar, controlar
e organizar as informagdes com eficiéncia para a pesquisa. Assim, foi possivel realizar coleta
de dados sociodemograficos; sexo, data de nascimento, IMC ¢ etnia autorreferida. Além de
dados clinicos; nimero e nomeacdo das comorbidades, data de admissdo e alta, evolucido a
obito, internagao em UTI e uso de VM.

Ressalta-se que a classificagdo do estado nutricional foi realizada por profissional da

area de Nutri¢do do hospital anuente, a qual foi realizada por triagem nutricional com acesso
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direto ao paciente, quando possivel, ou a partir de peso estimado ou relatado por responsavel

do paciente.

Calculo amostral

No Hospital Eduardo de Menezes, em Belo Horizonte, foram internados 1.518 casos
suspeitos de COVID-19 no periodo de 18/03/20 a 30/06/20. Todos os pacientes que
apresentaram sindrome respiratoria aguda grave (SRAG) foram submetidos a coleta de swab
orofaringeo e nasofaringeo para realizar o teste RT PCR COVID-19. Ao total, 726 pacientes
foram testados, sendo o teste positivo em 156 casos. O calculo amostral foi realizado
considerando um nivel de confianga de 95%, poder de 80% ¢ tamanho de efeito igual a 1,2 de

razdo de chance, prevendo-se inicialmente a inclusdo de 112 pacientes.

3.3.1 Amostra de sangue total periférico

Para extracdo do DNA dos pacientes, foram coletados, por profissional capacitado
integrante do quadro de técnicos do HEM, 4 mL de sangue total periférico em tubo EDTA,
armazenados a temperatura ambiente (25°C) até o seu processamento. A aliquota foi
proveniente do mesmo sangue coletado para o hemograma, procedimento ja realizado pelo
hospital, de modo a ndo submeter o paciente a nova punc¢ao.

As amostras sanguineas foram submetidas a inativagdo do virus pelos técnicos do
HEM, acompanhando o seguinte protocolo: a partir de uma solucdo isoténica (1x
phosphate-buffered saline- PBS), adicionou-se 20 mL de Triton 2% e volume de solucdo de
190g de isotiocianato e 190g de tiocianato de guanidina (solubilizagdo: banho-maria a 56°C).

ApoOs inativagdo, os técnicos armazenavam as amostras em freezer (Temperatura:
-80°C) do Laboratério de Analises Clinicas do HEM para posterior retirada, transporte e
demais procedimentos realizados pela pesquisadora responsavel.

As amostras foram transportadas conforme as normas da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa), conforme normativa vigente, at¢ o Laboratdrio de Biologia
Integrativa do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da UFMG, Campus Pampulha, local

onde foi realizada a extracao de DNA das amostras.
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Um total de 271 amostras de sangue periférico foram coletadas. Dessas, somente 122
amostras foram previamente selecionadas, visto que nao havia registro de prontuarios de
todos os pacientes disponiveis. Dessa forma, 122 amostras foram utilizadas para extragdo de
DNA e posterior quantificacdo. Como a concentracdo de DNA obtida em algumas extracdes
ndo foi suficiente para os experimentos ([DNA] < 30ng/uL), algumas amostras ndo puderam

ser utilizadas. Sendo assim, conseguimos um nimero amostral de 108 pacientes.

3.3.2 Extracao de DNA e Genotipagem SNP

A extragdo de DNA, a partir de leucécitos, com auxilio do kit Genomic DNA from
blood NucleoSpin® Blood da Macherey-Nagel, foi realizada conforme protocolo do
fabricante. ApOs a extragdo, as amostras foram transportadas e armazenadas em geladeira
especifica para amostras de DNA (Temperatura: 4°C) do Laboratorio de Medicina Molecular
da UFMG do Campus Medicina, sob responsabilidade da coordenadora da pesquisa para
posterior realizagdo de analises genéticas. Os polimorfismos genéticos foram analisados por
meio da técnica de Polymerase Chain Reaction (PCR) em tempo real, do inglés Real Time

(RT).

3.3.2.1 Dos Genes

Foram selecionados trés polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) de trés genes
relacionados com obesidade; MC4R, NRXN3 e LYPLALI. Todos os genes estudados foram
selecionados conforme a literatura de interesse. Os SNPs estudados estdo descritos na Tabela
1.

As sondas foram adquiridas do estoque do Laboratério de Medicina Molecular da
UFMG e mantidas a temperatura de 4°C, local onde ficam catalogadas e armazenadas em

freezer especifico.

Tabela 1 - Polimorfismos de nucleotideo tinico utilizados na pesquisa - Belo Horizonte, MG - 2020- 2021

GENE POLIMORFISMO CODIGO SNP

MC4R [VIC/FAM] [C/T] C_ 32667060 10 rs17782313

NRXN3 [VIC/FAM] [A/G] C_ 30288512 10 rs10146997
LYPLALI [VIC/FAM] [G/T] C_ 26002354 10 154846567

FAM: 6-fluorescein amidite; VIC: 2,7-dimethoxy-4,5-dichloro-6-carboxyfluorescein;
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SNP: single nucleotide polymorphisms; T: Timina; C: Citosina; A: Adenina; G: Guanina.
Do autor, 2021.

3.3.2.2 Genotipagem

Os ensaios de genotipagem do SNP TagMan foram usados de acordo com as
instrucdes do fabricante (Applied Biosystems, Foster City, CA), usando o sistema ABI 7500
Fast Real-Time PCR e os genotipos analisados usando Sequence Detection Software 1.3.

Os procedimentos de controle de qualidade de genotipagem incluem duplicatas (10%),
para verificagdo da precisdo, além de inclusao de controles positivos em cada placa de 96
pocos. Como forma de controle da qualidade dos resultados obtidos, o procedimento foi
repetido em 10% da amostra, selecionadas aleatoriamente. Nao foi encontrado nenhum erro

de genotipagem.

3.3.2.2.1 Diluicao das amostras

Previamente, como mencionado no item 3.3.1, foram selecionadas amostras com
concentragdo acima de 30ng/ul. de DNA, quantificadas por espectrofotometria
(NanoDropTM 2000- Thermo Scientific, EUA), totalizando 108 amostras.

A razdo de valores de absorbancias 260/280 foi determinada para estimar o grau de
pureza do DNA em relagdo a quantidade de proteinas, sendo utilizado o valor entre 1.8 ¢ 2
como ideal. E a razdo 260/230 também foi determinada para avaliar o grau de pureza do DNA
em relagdo as impurezas presentes na amostra, sendo utilizado o valor entre 2.0 ¢ 2.2 como
ideal.

Em seguida, o DNA foi diluido, com 4gua mili-q autoclavada, para a concentracao de
30ng/ul. para as posteriores genotipagens. Nas placas de diluicdo foram devidamente

adicionados os controles negativos, reagentes da PCR sem o DNA, e 10% de duplicatas.

3.3.2.2.2 Discriminagao alélica por RT PCR

Para a reacdo de RT PCR foi preparada em placa para 96 amostras. Em cada pogo

foram depositados 1uL de DNA (30ng/uL) e 8uL de PCR Master Mix (APPLIED
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BIOSYSTEMS INC, FOSTER, CA) ¢ luL de uma das trés sondas (MC4R, NRXN3 e
LYPLALTL).

Foi necessario a montagem de trés placas de PCR em tempo real, considerando trés
para cada placa matriz, sendo uma para cada gene utilizado. Apés o preparo das placas foi
realizado spin, 4°C a 3000 rcf (rcf do inglés relative centrifugal force) por 1 minuto em
centrifuga (Eppendorf Centrifuge 5810 R, Germany). Seguiu-se assim, o protocolo para
montagem de placas, no qual considerou-se o calculo de nimero de amostras somado a 10%
e dois controles. O mix foi preparado considerando para cada pogo o valor de 5.0 uL para o
Mix, 3.9 uL para agua e 0.1 uL da probe. Apds preparo, 9 uL foi adicionado em cada pogo
da placa. O proximo passo foi adicionar 1 pL. de amostra de DNA por poco, totalizando 10 pL
por poco. Para os dois controles negativos foram colocados 9 pL. de mix + 1 pL de 4gua
mili-q autoclavada. Assim, a placa foi devidamente selada e rotulada (nome do responsavel +
identificacdo + data) e centrifugada (spin) a velocidade de rotagdao de 3000 rpm.

Para a reag¢do de PCR, utilizou-se o aparelho 7500 Real-Time PCR System (APPLIED
BIOSYSTEMS INC, FOSTER, CA). Sobre os parametros de ciclagem, foi realizado um ciclo
de desnaturag@o, com durag¢do de dez minutos a 95°C, seguido por trinta ciclos de anelamento

(15 segundos a 95°C) e extensdo (1 minuto e 30 segundos a 60°C).

3.3.3 Analise estatistica

Os dados foram expressos como mediana [intervalo interquartil (IQR)] ou
porcentagens, conforme apropriado.

Todas as andlises estatisticas foram conduzidas no programa R, versdo 4.0.3. As
variaveis categodricas foram descritas por frequéncia absoluta e relativa enquanto dados
numéricos foram descritos como mediana e intervalo interquartil. Associagdes entre variaveis
categoricas foram exploradas pelo teste qui-quadrado ou teste exato de Fisher. Diferenca de
medianas entre grupos foram testadas pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney ou
Kruskal-Wallis. Modelos de regressao logistica foram utilizados para verificar o genotipo ¢ a
frequéncia alélica dos SNPs dos genes estudados, odds ratio (OR) e intervalo de confianga de

95%. O equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) foi avaliado com o teste de qui-quadrado ou
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teste de verossimilhanga com a fungdo HWAlltests do pacote HardyWeinberg. Foram

considerados significativos valores de percentil (p) <0,05.

4. RESULTADOS

4.1 Caracterizacio da amostra

A pesquisa recrutou 108 participantes diagnosticados com a COVID-19, dos quais
56% (n=60) eram do género masculino e 44% do género feminino (n=48). A mediana de
idade foi de 60 anos (21 — 86), sendo o tempo médio de permanéncia no hospital de 20 dias
(0,5 -223).

Em relagdo a classificagdo da caracteristica fenotipica de colora¢ao da pele; 74% se
autodeclararam pardas (n=76), 17% brancas (n=18), 5,8% pretas (n=6), 2,9% amarelas (n=3),
0,3 % ndo informaram (n=5).

A maioria dos sujeitos (93%, n=100) possuia alguma comorbidade, desses, 62%
possuia mais de uma comorbidade (n=67). Das comorbidades relatadas, foram caracterizadas;
excesso de peso (67%; n=72), hipertensdo (56%; n=60), diabetes (35%; n=38), doencas
neurologicas (19%; n= 21), hipotireoidismo (11%; n=12), toxicodependéncia (8,3%; n=9),
dislipidemia (7,4%; n=8), virus da imunodeficiéncia humana (6,5%; n=7), asma (3,7%; n=4) e
cancer (2,8%; n=3).

O estado nutricional foi avaliado de acordo com a classificacao do IMC. A amostra foi
representada por um valor mediano de peso de 90kg. Os dados antropométricos revelaram

excesso de peso em 67% (n=72) dos casos (Tabela 2).

Tabela 2 - Dados antropométricos ¢ classificagdo nutricional dos participantes da pesquisa - Belo Horizonte,
MG - 2020- 2021

Variavel Mediana (IQR) Classificacdo nutricional F (%, n)
Peso (kg) 90 (38 - 180) - -

Baixo peso 1,9 % (2)

IMC (kg/m?) - Eutrofia 31 % (34)

Excesso de Peso 67 % (72)

Os valores estdo expressos em frequéncia absoluta e mediana (IQR- Intervalo quartil).
DP: desvio padrao; IMC: indice de massa corporal; F: frequéncia.
Do autor, 2022
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Dos voluntérios caracterizados com excesso de peso (IMC > 24,9kg/m?), 50% (n=54)
eram obesos (IMC > 30kg/m?) e 17% (n=18) eram sobrepesos (IMC entre 25-29,9kg/m?)
(Tabela 3). O tempo médio de internagdo dos pacientes obesos, considerando desde a
admissdo até alta/Obito, foi de 22 dias, sendo este valor maior do que dos pacientes nio
obesos (dados nao apresentados), p<0,05.

A presenga de duas ou mais comorbidades foi observada em 74% dos obesos € em
50% de ndo obesos (p<0,05). Ainda foi possivel notar que os pacientes obesos que possuiam
outra comorbidade apresentaram maior hospitalizacio em UTI (76%, n = 41) quando
comparados aos nao obesos (p<0.05) (Tabela 3). Em relacdo ao grupo de manejo clinico, os
pacientes obesos demonstraram apresentar quadros mais graves da doenga, sendo que 78% (n
= 42) foram caracterizados no grupo GMC 3, apresentando uma diferenca significativa
quando comparados com pacientes ndo obesos (50%) (p<0,05) (Tabela 3).

Os participantes classificados como sobrepeso, também caracterizados na Tabela 3,
apresentaram maior representatividade no grupo GMC2, 72% (n = 13).

Demais caracterizagdes dos voluntarios obesos e sobrepesos estao descritas na Tabela
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A gravidade da doenca entre os pacientes da amostra estudada (n=108) foi avaliada
considerando os grupos de manejos clinicos (GMC 1, 2 e 3), caracterizando; 64% (n = 69) no
grupo 3, 35% (n = 38) no grupo 2, ¢ 0,9% (n=1) no grupo 1 (dados nao apresentados).

O tempo médio de internagdo hospitalar para o GMC3 foi de 21 dias, sendo que a
maior parcela (61%, n =42) desse grupo passou mais de 20 dias hospitalizado (Tabela 4).

Em relagdo a gravidade dos quadros clinicos, 64% da populacdo estudada estava no
grupo de manejo clinico 3 (p<0,05). Dos individuos com classificagdes de IMC acima do
ideal maximo (24,9 kg/m?) que demonstraram apresentar quadros mais graves da doenca, 96%
(n = 46) foram internados em UTI com 27% (n = 13) em uso de VM, sendo caracterizados no
grupo GMC3, apresentando uma diferenca significativa dessas varidveis quando comparados
aos pacientes alocados nos grupos menos criticos (1 e 2) (p<0,05) (Tabela 4).

Os pacientes que apresentavam alguma comorbidade que foram internados em UTI
(81%; n= 56) e que utilizaram ventilagdo mecanica (25 %; n = 17) desenvolveram desfechos
clinicos mais desfavordveis, sendo classificados no GMC3 (p<0,05) (Tabela 4).

Mais caracteristicas dos grupos de manejo clinico podem ser vistas na Tabela 4.

Tabela 4- Caracteristicas dos pacientes alocados no grupo de manejo clinico 3 (GMC 3) da pesquisa- Belo
Horizonte, MG - 2020- 2021

GMC1e2(39,36%) GMC3 (69, 64%)

Variavel Frequéncia (n,%) Frequéncia (n,%) p-valor

Diag intcrnados 14 (36%) 42 (61%) 0,046

Género (F/ M) 18 (46%)/ 21 (54%) 30 (43%)/ 39 (57%) 0,788
Idade 0,720
20-40 anos 2 (5,1%) 7 (10%)
40-59 anos 16 (41%) 27 (39%)
> 60 anos 21 (54%) 35 (51%)
UTI 0 (0%) 63 (91%) <0,001
UTI + comorbidade 0 (0%) 56 (81%) <0,001
VM 0 (0%) 20 (29%) <0,001
VM + comorbidade 0 (0%) 17 (25%) <0,001
IMC
Desnutri¢io 1(2,6%) 1 (1,4%) <0,001
Eutrofia 13 (33%) 21 (30%)
Sobrepeso 11 (28%) 5(7.2%)
Obesidade 14 (36%) 42 (61%)

Excesso de peso 25 (64%) 47 (68%) 0,671
Excesso de peso + UTI 0 (0%) 46 (96%) <0,001
Excesso de peso + VM 0 (0%) 13 (27%) 0,003

Comorbidade 38 (97%) 62 (90%) 0,254
Obesidade 12 (31%) 42 (61%) 0,003
Sobrepeso 13 (33%) 5(7,2%) <0,001

DM 12 (31%) 26 (38%) 0,470

HAS 24 (62%) 36 (52%) 0,347
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Obito 0 (0%) 41 (59%) <0,001

Os valores estdo expressos em frequéncia absoluta e relativa. Valores p derivados do Teste U Mann-Whitney;
Teste t de Student para amostras independentes; Teste Qui-quadrado.
UTT; Unidade de Terapia Intensiva; IMC: Indice de massa corporal; VM: Ventilagdo Mecanica; DM: Diabetes
Mellitus; HAS: Hipertensao

Do autor, 2022

A mediana de idade igual a 65 anos caracterizou a populagdo que foi a o6bito.
Observou-se que 67% (n = 16) dos 6bitos eram homens obesos e que 67% (n = 16) eram
obesos pardos (dados nao significativos). A evolugdo a obito de pacientes que estavam
internados em UTI (85%, n = 35) e dos que faziam uso de VM (34%, n = 14) foi mais
prevalente, apresentando uma diferenca significativa quando comparados aos pacientes que
ndo estavam em UTI (42%) ou ainda que ndo estavam fazendo uso de VM (9%) (p<0,05)
(Tabela 5). A mediana de internagdo dos pacientes que foram a obito foi igual a 20 dias (9 -
36) (dado ndo apresentado).

A evolugdo de 6bito para os voluntarios classificados com IMC acima do ideal
maximo (24,9 kg/m?*) foi significativa em comparagdo aos individuos com IMC menor que
24,9 kg/m?*(p<0,05), com mediana de peso igual a 95kg (p<0,05), sendo 59% (n = 24) obesos
e 4,9 % (n = 2) sobrepesos (p<0,05). Todos os obesos que estavam alocados no GMC3
evoluiram a o6bito (100%, n = 24; p<0,05). Também foi observado o desfecho de 6bito em
relagdo ao excesso de peso, no qual os Obitos foram mais prevalentes em relagdo aos piores
desfechos clinicos desses pacientes com peso acima do ideal maximo (GMC3: 100%, n=26 ¢
UTI: 93%, n = 25), p<0,05 (Tabela 5).

Apesar de ndo significativo, ¢ valido destacar o elevado percentual de pessoas pardas
que foram a o6bito pela COVID-19 em nosso estudo, visto que grande parcela da populagdo
estudada se autodeclarou parda. Além dessas, mais variaveis caracterizam a populacdo que foi

a oObito e estdo descritas na Tabela 5.
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Tabela 5- Caracteristicas da populacdo com desfecho de 6bito - Belo Horizonte, MG - 2020- 2021

Nio 6bitos Obitos (41, 38%)
Variavel Frequéncia (n,%) Frequéncia (n,%) p-valor
Género (F/M) 34 (51%)/33 (49%) 14 (34%)/ 27 (66%) 0,092
Obesidade + Género 0.088
F/'M 17 (57%)/13 (43%) 8 (33%)/ 16 (67%) ?
Etnia
Branca 6 (9,5%) 12 (30%) 0,017
Amarela 1 (1,6%) 2 (5,0%)
Parda 51 (81%) 25 (62%)
Preta 5(7,9%) 1(2,5%)
Obesidade + Etnia 0,162
Branca 4 (14%) 6 (25%)
Amarela 0 (0%) 2 (8,3%)
Parda 23 (79%) 16 (67%)
Preta 2 (6,9%) 0 (0%)
Idade 0,280
20-40 anos 4 (6,0%) 5 (12%)
40-59 anos 30 (45%) 13 (32%)
> 60 anos 33 (49%) 23 (56%)
IMC
Desnutri¢ao 1(1,5%) 1 (2,4%) 0,025
Eutrofia 20 (30%) 14 (34%)
Sobrepeso 17 (25%) 2 (4,9%)
Obesidade 29 (43%) 24 (59%)
GMC3 28 (42%) 41 (100%) <0,001
Obesidade + GMC3 18 (60%) 24 (100%) <0,001
Excesso de peso + GMC3 21 (46%) 26 (100%) <0,001
VM 6 (9,0%) 14 (34%) <0,001
VM + comorbidade 6 (9,0%) 11 (27%) 0,013
Excesso de peso + UTI 21 (46%) 25 (93%) <0,001
UTI 28 (42%) 35 (85%) <0,001
UTI + comorbidade 26 (39%) 30 (73%) <0,001
Comorbidade 64 (96%) 36 (88%) 0,255
> 2 comorbidade 43 (64%) 24 (59%) 0,397

Os valores estdo expressos em frequéncia absoluta e relativa. Valores p derivados do Teste U Mann-Whitney; Teste t

de Student para amostras independentes; Teste Qui-quadrado.
F: Feminino; M: Masculino; UTI: Unidade de Terapia Intensiva; IMC: Indice de massa corporal; VM: Ventilagao

Mecanica

Do autor, 2022.

4.2 Frequéncia de alelos e gendtipos de SNPs

A Tabela 6 apresenta as frequéncias dos genotipos e alelos dos SNPs dos genes
MC4R, NRXN3 e LYPLALI presentes nos voluntarios da pesquisa.

Nenhuma associacdo foi encontrada (p>0,05), ndo havendo diferenca estatistica
significativa entre as frequéncias apresentadas (genotipicas) em relacdo aos grupos caso e

controle demonstrados (Tabela 6).
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Tabela 6 - Frequéncias genotipicas dos tagSNPs de MC4R, NRXN3 e LYPLALI dos pacientes obesos e ndo obesos da
pesquisa- Belo Horizonte, MG - 2020- 2021

tagSNP Obesidade (Freq%o) Controle (Freq%) OR (95% IC) p-valor
rs17782313
TT 28 (52 %) 32 (59%) 0,74 (0,34 - 1,58) 0,439
TC 19 (35 %) 17 (31%) 1,81 (0,53 - 2,63) 0,683
CcC 7 (13 %) 509,3%) 0,01 (0,00 - 0,05) 0,0001
TC+ CC 24 (45%) 29 (55%) 0,50 (0,50 - 2,32) 0,84
tagSNP Obesidade (Freq%) Controle (Freq%) OR (95% IC) p-valor
rs10146997
AA 41 (76 %) 41 (77%) 0,92 (0,37 - 2,26) 0,861
AG 9 (17%) 9 (17%) 0,04 (0,01 - 0,11) 0,0001
GG 4 (7,4%) 3(5,7%) 0,00 (0,00 - 0,02) 0,0001
AG+ GG 13 (24%) 12 (23%) 0,09 (0,03 - 0,22) 0,0001
tagSNP Obesidade (Freq%) Controle (Freq%) OR (95% IC) p-valor
rs4846567
GG 29 (56%) 35 (65%) 0,68 (0,31 - 1,49) 0,342
GT 19 (37%) 16 (30%) 0,24 (0,10 - 0,54) 0,0006
TT 4(7,7%) 3 (5,6%) 1,41 (0,30 - 6,66) 0,659
GT+TT 23 (44%) 19 (35%) 1,46 (0,66 - 3,19) 0,342

Os valores estao expressos em frequéncia absoluta e relativa. Valores p derivados do Teste de deviance, Regressdo logistica.
IC: Intervalo de confianga; Freq%: Frequéncia; OR: Odds Ratio; T: Timina; C: Citosina; A: Adenina; G: Guanina.
Do autor, 2022.

Os dados relativos as caracteristicas fenotipicas dos voluntarios da pesquisa estdo
apresentados de acordo com os resultados gendtipos dos SNPs dos genes MC4R, NRXN3 e
LYPLALI1 na Tabela 7.

Os pacientes diagnosticados com a COVID- 19 portadores do alelo T (MC4R)
apresentaram associa¢do com a obesidade e etnia parda, apresentando significancia estatistica
quando comparados aos portadores dos outros alelos, p<0,05. Este dado ndo era esperado no
estudo (Tabela 7).

Demais caracteristicas fenotipicas e resultados genotipos dos voluntdrios podem ser
vistas na Tabela 7.

Tabela 7 - Caracteristicas fenotipicas e resultados genotipos dos SNPs dos genes dos voluntarios da pesquisa - Belo
Horizonte, MG - 2020- 2021

MC4R N =108 TT =60 TC=36 CC=12

Parametros Total TT TC CC p valor
Obesidade + etnia 0.032

Amarela 2 (3,8%) 2 (7,4%) 0 (0%) 0 (0%)

Branca 10 (19%) 6 (22%) 2 (11%) 2 (29%)

Parda 39 (74%) 19 (70%) 17 (89%) 3 (43%)

Preta 2 (3,8%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (29%)

Populagéo ndo obesa 55 33 17 5

NRXN3 N =108 TT =60 TC=36 CC=12

Parametros Total AA AG GG p valor
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Obesidade + etnia 0.409
Amarela 2 (3,8 %) 1(2,5%) 1 (11%) 0 (0%)
Branca 10 (19 %) 9 (22 %) 1 (11%) 0 (0%)
Parda 39 (74 %) 29 (72 %) 6 (67 %) 4 (100%)
Preta 2 (3,8 %) 1(2,5 %) 1 (11%) 0 (0%)
Populagdo ndo obesa 54 42 9 3
LYPLAL1 N =106 GG =64 GT =35 TT=7
Parametros Total GG GT TT p valor
Obesidade + etnia 0.823
Amarela 2 (3,9%) 2 (6,9%) 0 (0%) 0 (0%)
Branca 10 (20%) 6 (21%) 3 (16%) 1 (33%)
Parda 37 (73%) 20 (69%) 15 (79%) 2 (67%)
Preta 2(3,9) 1 (3,4%) 1 (5,3%) 0 (0%)
Populagdo ndo obesa 55 35 16 4

Os valores estdo expressos em frequéncia absoluta e relativa. Valores p derivados do Teste U Mann-Whitney; Teste t de
Student para amostras independentes; Teste Qui-quadrado.
T: Timina; C: Citosina; A: Adenina; G: Guanina.

Do autor, 2022.

As caracteristicas em relagdo aos grupos de manejo clinico e os resultados genotipos
dos voluntarios da pesquisa foram verificados (dados ndo mostrados). Os voluntérios
portadores das variantes al¢licas CC+TC do gene MC4R, GG+AG do gene NRXN3 e TT+GT
do gene LYPLALI apresentaram maiores percentuais no grupo de manejo clinico mais critico
(GMC3), porém os resultados nao foram significativos (p>0,05).

Dois SNPs, dos genes MC4R e LYPLALI1 apresentaram equilibrio de Hardy-Weinberg
(p-valor 0.07 e 0.46 para rsi17782313 e rs4846567, respectivamente). O SNP correspondente

ao gene NRXN3 ndo apresentou equilibrio (p-valor <0,05).

5. DISCUSSAO

A literatura descreve diversas variantes genéticas relacionadas a doengas, a mesma
aborda a associagdo de biomarcadores genéticos relacionados a obesidade com a
COVID-19."%" Apesar da existéncia de dados que colaboram com o incentivo de estudos
genéticos com a COVID-19,°""% a escassez de estudos de replicagdo ¢ um desafio para
compreensao de fatores de associacdo genética relacionados a obesidade com a COVID-19.
Compreendendo a relevancia dessa tematica, principalmente por ser uma doenca emergente
com elevados indices de mortalidade,’ e visto que a literatura ainda nio dispde de estudos de
associacdo dos polimorfismos dos genes MC4R, NRXN3 e LYPLALI com a doenca causada

pelo virus SARS-CoV-2, o nosso estudo contribui para somatoria de dados que possam
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determinar os sujeitos mais propensos a adquirir a doenga e ou fatores que determinem piores
desfechos naqueles que sdo portadores das variantes alélicas desses genes.

As variantes alélicas ndo apresentaram associacado ao pior desfecho clinico da
COVID-19, embora os pacientes portadores das variantes alélicas CC+TC (MC4R), GG+AG
(NRXN3 ) e TT+GT (LYPLAL1) tenham apresentado tempo mediano de internacao
hospitalar de 20 dias. O maior tempo de internagdo hospitalar sdo achados condizentes aos
piores desfechos de uma doenga, podendo indicar a necessidade de uma maior abordagem
cientifica sobre esses e outros genes e suas associagdes com a COVID-19, como ja destacado
na literatura sobre a relacdo genética inferir em piores desfechos da COVID-19, indicando
que a medicina molecular pode contribuir na identificacdo de sujeitos mais suscetiveis a
adquirir a doenga, ou ainda a indicativa de baixo risco de alguns individuos, gerando
amplitude do conhecimento da biologia da infeccdo e doenga pelo virus SARS-CoV-2 ao
nivel global.*"'32

A producdo de estudos com dados genéticos, apesar de ndo significativos, geram
novos insitghs para o estudo de outros genes que possam estar relacionados a COVID-19,
visto que a identificagdo de genes que determinam a suscetibilidade a COVID-19, ou seu pior
desfecho, pode fornecer informacdes sobre os mecanismos fisiopatologicos subjacentes a
doenga, podendo incluir novas abordagens de tratamento e prevencdo. Visto a ndo
significancia estatistica desses dados, mais estudos, em larga escala, com N amostral maior
$30 necessarios para uma discussao mais assertiva.

No presente estudo, os pacientes portadores do SNP do MC4R, rs/7782313, nao
demonstraram resultados estatisticamente significativos em relagdo a piora dos desfechos
clinicos da COVID-19, apesar da sua associa¢do com a obesidade.'** Considerando entio sua
relagdo estrita como biomarcador de obesidade, ¢ ainda considerando os resultados
encontrados no presente estudo da associagdo da obesidade ao pior desfecho na COVID-19, ¢
valido averiguar a necessidade de mais estudos que realizem uma investigagao mais apurada,
com maior dimensdao populacional, da relagdo entre sujeitos portadores de SNPs do gene
MCA4R e desfechos clinicos da COVID-19.

Os pacientes portadores do SNP rs/0/46997 (NRXN3) também demonstraram
resultados estatisticos ndo significativos em relagdo ao pior desfecho clinico da COVID-19.

Nota-se a necessidade de mais estudos, com populagdo mais abrangente, para melhor delinear
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a relacdo desse gene a doengas, como a COVID-19, visto que a literatura mostra fungdes que
o gene NRXN3 poderia desempenhar em jun¢do com sua relagdo com a obesidade descrita
em outros trabalhos.'”'"* Além disso, perfaz-se a necessidade de mais estudos relacionados
ao gene NRXN3 dada a sua extensa possibilidade de desenvolvimento de sinapses, ja
conhecida pela literatura,'™ que se prejudicada pode afetar as fungdes do organismo,
incluindo o sistema imune, capacitando-o a vulnerabilidade.

Os portadores do SNP rs4846567 (LYPLALI) ndo indicaram piora nos desfechos
clinicos da COVID-19. Mas ainda é vélido destacar o papel desse gene no organismo,''® e sua

19127 mesmo que ainda nio, suficientemente, elucidadas as

ligagdo com o excesso de peso,
suas vias de sinalizagao.

Dessa forma, seria interessante supor que uma alteragdo de genotipos no gene
LYPLALI1 poderia ocasionar em um decréscimo de linfocitos CD4, dada sua capacidade de
despalmitoilagdo,''® acarretando em uma exposi¢io do sistema imunoldgico, o que, por sua
vez, abriria precedentes para possiveis infec¢cdes e complicacdes. Dito isso, € importante
considerar mais pesquisas, com maior populagdo, para elucidar a relacdo das variantes
genéticas de LYPLAL1 aos achados clinicos de piores desfechos da COVID-19, assim como
de outras doengas virais e infecciosas.

Em relagdo aos genes estudados para a frequéncia genotipica nos grupos analisados,
no caso do SNP do gene NRXN3, a populagdo ndo estava em concordancia com o equilibrio
de Hardy-Weinberg. Apesar do teste qui-quadrado utilizado neste estudo para validar os dados
observados no EHW seja bem conceituado para uso nesse teste, o desvio ocorrido pode ser
explicado, principalmente, devido ao tamanho da amostra avaliada.'”*'* Se ndo ha mudanca
nas frequéncias dos alelos e do gendtipo da populagdo ao longo do tempo, diz-se que a
populagdo estda em EHW, ou seja, sem apresentagdo de alteragdao. Caso haja essa mudanga, ha
a possibilidade de que esteja ocorrendo evolucdo ao longo das geragdes.'*'* Os fatores
evolutivos de selecdo natural, mutacdo, migracdo e oscilagdes genéticas (modificacao
aleatoéria de frequéncias genéticas) poderiam desencadear alguma alteracdo na frequéncia de
alelos, o que pode indicar que dada populacdo estd sofrendo um processo de evolu¢do natural,
ocorrendo mutagdes.'**'** Os demais genes, MC4R e LYPLALI, apresentaram EHW. O que
indica bons parametros de equilibrio genético no estudo, com proporcdes alélicas e

genotipicas esperadas na populagio estudada.'**'?
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Diante do exposto, ¢ necessario ter atencdo as complexas interagdes entre os fatores
genéticos € ambientais que podem mascarar os efeitos das variantes genéticas, sendo assertiva
a realizacdo de mais estudos com maior numero de pacientes para examinar se outras
variantes comuns nos genes MC4R, NRXN3 e LYPLALI contribuem para o risco de
aquisicdo da COVID-19 e de seus complicadores.

Ressalta-se ainda que a nossa pesquisa visou a avaliacdo, além da obesidade, dos
polimorfismos dos genes da MC4R, NRXN3 e LYPLALI em relagdo ao risco de piores
desfechos para a COVID-19, visto que a literatura ainda ndo dispde de trabalhos modelos do
tipo. Assim, possivelmente, este foi o primeiro estudo a investigar as provaveis relagdes entre
os SNPs dos genes citados a COVID-19.

Em relagdo a obesidade, estudamos sua associagao aos desfechos clinicos de pacientes
diagnosticados com a COVID-19, visto que a obesidade ¢ uma doenca cronica que precede e
estabelece complicagdes a qualidade de vida da populagdo, sendo mundialmente associada a
mortalidade.” De encontro a isso estdo os nossos achados nesta pesquisa, que trazem a
associacao do IMC acima do ideal maximo ao desfecho de 6bito por COVID-19, além da sua
relacdo ao maior tempo de internagdo hospitalar, alocacdo em UTI e grupos de manejo clinico
mais criticos, resultando em piores desfechos aos individuos com peso acima do ideal.

Cai et al.”® (2020) relatam em suas pesquisas essa progressio para o estado mais
critico da COVID-19, considerando a piora do estado clinico em pessoas obesas devido as
condi¢des fisiopatologicas da obesidade, caracterizadas pela resposta inflamatoéria, com
ativagdo do sistema renina angiotensina assim como pela lesdo tecidual, hipoxia e resisténcia
insulinica.***'*#%* Um maior tempo de internac¢do hospitalar visto nos pacientes obesos da
pesquisa ¢ mais um indicativo do que o excesso de peso pode transpor a qualidade de vida,
aumentando o tempo de internacdo hospitalar e consequentemente o estado clinico do
paciente, visto que ocorre exposi¢ao hospitalar a diversos fatores agravantes, como também o
comprometimento da atividade mecanica e funcionalidade de sistemas e 6rgaos, dada a
gravidade da doenga.14,49,70,65,67,69,137,]38

Majoritariamente a populagdo estudada possuia alguma comorbidade, dentre as quais o
excesso de peso esteve presente na maioria dos casos. Esses dados clinicos vao de encontro
aos achados de Huang et al."*’ (2020), Piroth et al.'*’, Stefan et al.®* ¢ Wang et al."*(2021). O

que demonstra que pessoas com excesso de peso possuem complicadores que proporcionam
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estados deletérios que resultam na suscetibilidade a COVID-19, dada a satde metabdlica
prejudicada, como a inflamacao subclinica e as disfunc¢des organicas presentes em individuos
ObeSOS.7O’ 68,72,73

O excesso de peso configurou mais da metade da populagdo no grupo mais critico de
manejo clinico, sendo que tanto a obesidade como o sobrepeso foram considerados fatores de
risco para a entrada nos grupos de manejo clinico mais criticos (2 ou 3). Pesquisas de
Nakeshbandi et al.'** (2020) ¢ Stefan et al.®® (2021) demonstraram esse impacto da obesidade
na COVID-19, revelando que pacientes diagnosticados com a COVID-19, com sobrepeso ou
obesidade, possuem maior risco de mortalidade, com maior tendéncia ao uso de ventilagao
mecanica comparados aos sujeitos de IMC dentro da faixa de normalidade, além de indicarem
que, principalmente, a obesidade visceral ¢ um forte complicador da doenga.

Esses achados sdo relevantes para predizer que uma popula¢do que se encontra acima
do indice de massa corporal saudavel (entre 18,5 a 24,9 kg/m?)'** pode ter uma tendéncia,
mais explicita, de casos graves da COVID-19. Essa leitura de resultados corresponde aos
achados clinicos de autores que correlacionaram o IMC e a COVID-19.13!:132143.142.144-148
Autores relataram essa tendéncia de casos mais graves em pacientes com IMC acima do ideal
maximo, correlacionando os fatores desfavoraveis do estado obeso com a COVID-19, como
inflamacdo e estresse oxidatico somados as disfungdes imunoldgica, endotelial e
cardiovasculares que corroboram com a metainflamagdo caracteristica da infeccdo por
SARS-CoV-2 em pacientes obesos, 3!+ 132 143 142,143, 144-149

Também foi percebido que pessoas com excesso de peso internadas em UTI com uso
de ventilagdo mecanica compreendiam um nimero mais expressivo no GMC3 em relagdo aos
pacientes com IMC < 24,9kg/m*>. O IMC demonstrou ser um indicativo de pior prognéstico
em relagdo a entrada no GMC3. Esses achados corroboram com os estudos de Nakeshbandi et
al.'? (2020) e Stefan et al.** (2021), entre outros autores que indicam que o IMC elevado
colabora com estados mais graves de uma doenca, devido aos seus efeitos metabolicos
prejudiciais a saude, como o depoésito de ectdpico de gordura, a resisténcia insulinica e a
disfun¢do imunoldgica.”® >4
Os dados da pesquisa indicam que a maior parcela de obitos foi do grupo de pacientes
146, 68

com IMC acima do ideal maximo. Esse achado corrobora com achados de outros autores

e estd de acordo com os relatérios da OMS que indicam maior mortalidade em casos de
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individuos com IMC elevado.” Os pacientes com excesso de peso que ficaram internados em

UTT e evoluiram a obito caracterizaram quase 100% da populagdo estudada. Esses achados

corroboram com os estudos de outros autores, considerando todos os complicadores da

inflamacdo caracteristica dos individuos com excesso de peso e suas relagdes com a infec¢ao
148-150,68,70,72,73 : : . 4

pelo SARS-CoV-2. A mortalidade de grupos com IMC acima do ideal ¢ bem

relatada na literatura,'*’'*®

e a relacdo com a COVID também ja se encontra bem disseminada,
com dados em larga escala territoriais, em vista aos paises com preponderancia de excesso de
peso. ¥ g complicadores metabolicos e mecanicos do IMC elevado condicionam o
individuo a piora de desfechos clinicos, com maior tempo de internagdo hospitalar e
mortalidade, visto desde a pressdo intra-abdominal que acarreta em outras doengas que
debilitam o estado de saude como também as disfuncdes organicas decorrentes da inflamacao
adiposa, com disfungdo de tecidos e oOrgdos, que depreciam os sistemas imune e
Cardiovascular.137’138’18’142’14’49’60’65’72’146’ 147-149

Alguns fatores, como idade, género e etnia, foram descritos para melhor caracterizar a
amostra estudada, a fim de discutir se essas variaveis podem tornar o quadro de saude mais
agravante. A maioria da populagdo estudada era idosa, o que influencia na categorizagdo da

1.'3! ¢ Pietrobon

faixa etaria da populacdo obesa do estudo. Estudos pioneiros, de Perrotta et a
et al.'** (2020), sobre a populagdo mais acometida com a COVID-19 ja apontavam os idosos
como grupo de risco, devido principalmente a imunossenescéncia caracteristica desses
sujeitos, que também foi relatada em revisdes de Chen et al.'>, Miiller et al."** e Stefan et al.®®
(2021). A mediana de idade (60 anos) encontrada dos voluntarios obesos que foram
diagnosticados com a COVID-19, apesar de nao significativa, soma-se como fator agravante
para um pior desfecho da doenca, como indicado por Perrotta et al.'>' (2020), Chen et al.'>,
Miiller et al."** Stefan et al.®® (2021).

Em relagdo ao género, a parcela da populagdo masculina, apesar de discreta e nao
significativa, foi maior em relagdo as frequéncias percentuais do sexo feminino. Em estudo de
Jin et al.'”® (2020), os autores correlacionaram o género masculino a piores desfechos clinicos.
Estudos de Palaiodimos et al."*® (2020) também indicaram a relacdo de obesidade, homens e

hospitalizagdo por COVID-19. As pesquisas de Stefan et al.®® (2021) indicaram o género

masculino como fator comorbido para a COVID-19.
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A média de internagdo do GMC3 foi maior que 20 dias para grande parte da amostra,
dado ja esperado, porém com uma pequena diferenca de porcetagem mais alevada para o sexo
bioldgico masculino, sem significancia estatistica. Pesquisas de Stefan et al.®® (2021)
indicaram essa tendéncia de piores desfechos para o sexo bioldgico masculino, como
mencionado anteriormente.

Ainda também, foi percebido que dos Obitos a coloragdo da pele descrita como parda
foi a mais notada (dado ndo significativo). Esse achado pode indicar uma tendéncia dessa
caracteristica fenotipica de estar mais relacionada aos piores desfechos em relacdo a
COVID-19, como o 6bito. Alguns autores ja destacaram em seus estudos que a etnia pode
estar associada aos piores desfechos clinicos da COVID-19.°%'* Porém, é importante ressaltar
que como a pesquisa foi realizada na américa latina, em um pais considerado miscigenado, na
qual essa ¢ uma caracteristica da populacdo em geral, pode ndo ser um fator complicador da
doenga, como ¢ visto, a exemplo, nos casos de hipertensdo para pessoas afrodescendentes,
como citado em estudo de Ojji et al.”*” (2019) e em revisio de Ogunniyi et al.'*® (2021).

Também pode ser destacado o fato do hospital anuente ser 100% SUS, visto que , além
da populacdo estudada ser de um pais subdesenvolvido, do qual foram subtraidos dados de
um hospital publico, assistido pelo SUS, que ¢ regido por um sistema que integra a equidade
como um dos seus principios, com vista a atender sujeitos que integrem um grupo de baixo
poder aquisitivo, compilando, em sua maioria, baixa escolaridade, e que por consequéncia
ocorra limitagdo do acesso a alimentagdo nutricionalmente adequada. Bliiher et al.”> (2019)
indicam a associacdo desses fatores a obesidade, interligando-a ao contexto ambiental e
social, além de descreverem o estresse psicossocial como mediador dessa relacdo entre a
vulnerabilidade socioecondmica e risco aumentado de obesidade.

Bliiher et al.”® (2019) relatam que a prevaléncia de obesidade ¢ alta nos individuos
mais carentes socialmente ou menos escolarizados, a exemplo os autores citam o Brasil e
outros paises em desenvolvimento, nos quais a prevaléncia de obesidade em grupos de status
socioecondmico mais baixo em paralelo com a economia debilitada de um pais.

Os pacientes portadores dos gendtipos TT do SNP do gene MC4R apresentaram
associacdo estatistica significativa a obesidade e a caracteristica fenotipica parda. Apesar de
significativo e com resultados condizentes com alguns autores,'*’ é necessério cautela visto as

caracteristicas da analise econdmica e territorial do pais, como citado anteriormente.
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Dos parametros analisados, principalmente em relagdo as variantes genéticas, pode ter
ocorrido limitacdo em decorréncia do tamanho amostral. O tamanho amostral poderia ser
maior, por se tratar de uma doenca emergente e de crescimento exponencial. Porém, as
limitacdes e restrigdes em relacdo a pandemia impuseram menor alcance de coleta e extragdes
das amostras.

Os prontuarios possuiam informacgdes incompletas, dificultando a tabulagdo dos dados
clinicos e, por vezes, sua escassez; limitando o uso de mais dados clinicos.

Em relagdo aos parametros utilizados para aferi¢do antropométrica, seria interessante
considerar a utilizagdo da circunferéncia da cintura para melhor descrever a obesidade
visceral dos pacientes. Porém as limitacdes em decorréncia da COVID-19 ndo permitiram
essa e demais afericdes pelos profissionais, sendo utilizado em sua maioria o peso estimado ja
que os pacientes ficavam isolados e mais restritos ao corpo clinico hospitalar de médicos,
fisioterapeutas e enfermeiros.

Ainda assim, o presente estudo pdde corroborar com os dados da comunidade
cientifica que abordam a interlocucao da obesidade e da COVID-19. Visto que, trata-se de um
estudo consideravelmente promissor, voltando-se para a ligacdo dos eventos metabolicos de
ambas as doengas e buscando caracteristicas que abordem um denominador comum. Sendo
possivel a abordagem de provaveis vias da inter-relacdo da obesidade com a COVID-19, além
da possibilidade de acrescentar ao estudo a associacdo com biomarcadores genéticos que
ainda ndo foram descritos na literatura.

Outros estudos foram realizados com genes relacionados a obesidade, como o gene
FTO (fat mass and obesity associated), demonstrando associa¢do com a COVID-19." Tendo
em vista isso, ¢ valido considerar este e novos estudos que possam comprovar associagdes
genéticas com desfechos da doenca, para que se obtenha mais contribuigdes a ciéncia e
consequentemente qualidade de vida a populagdo mundial.

Dessa forma, a pesquisa tem potencial inovador e colabora com futuras pesquisas que
abordem a tematica e os genes estudados. Sendo, uma das pioneiras a levantarem a hipotese
da relacdo dos genes MC4R, NRXN3 e LYPLAL1 aos piores desfechos clinicos da
COVID-19.

6. CONSIDERACOES FINAIS
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O IMC ¢ um preditor de risco e potencial complicador da COVID-19. Foi encontrada
associacdo da obesidade com piores desfechos clinicos da COVID-19, porém nao
encontramos os mesmos resultados em relagdo aos padrdes de polimorfismos genéticos dos
genes alvos estudados. O tempo de internagdo hospitalar mais elevado foi associado a
obesidade, assim ser obeso conferiu maior tempo hospitalizagdo, considerando admissdo e
alta hospitalar/obito, quando comparado aos individuos nao obesos

Dos demais parametros analisados, em relagdo as variantes genéticas, ¢ valido a
necessidade de mais estudos para melhor elucidar a relagdo desses polimorfismos com o pior
desfecho da COVID-19, visto que ndo foi encontrada significancia estatistica em relacdo aos
SNPs e o pior destecho da COVID-19.

Encontramos associa¢do de individuos portadores do alelo T do SNP do gene MC4R

com a etnia parda e a obesidade, sendo um resultado ndo esperado no estudo.
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APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

O Sr. (a) esta sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar da pesquisa
“CARACTERIZACAO DE BIOMARCADORES MOLECULARES E IMPACTO DA ETNIA
NO PROGNOSTICO DA COVID-19". Pedimos a sua autorizagio para a coleta, o depdsito, o
armazenamento, a utilizagdo e descarte do material bioldgico humano “DNA, plasma”. A utilizacdo do
seu material biologico estd vinculada somente a este projeto de pesquisa ou se Sr. (a) concordar em
outros futuros. Nesta pesquisa pretendemos “Avaliar a relagdo do agravamento da COVID-19 com
biomarcadores, etnia, fatores socioecondmicos e fatores nutricionais”. Para esta pesquisa adotaremos
os seguintes procedimentos: “Coleta de sangue total (8 ml) ou coleta de material via swab bucal, com
posterior extracdo de DNA de células coletadas. O DNA extraido e o plasma sera devidamente
etiquetado, armazenado em freezer -80°C e serd utilizado somente para os propésitos dessa
pesquisa”. Os riscos envolvidos na pesquisa consistem no “desconforto associado a coleta de sangue,
o habitual de um exame de sangue de rotina. A coleta serd realizada com material esterilizado,
descartavel e por pessoas devidamente treinadas e capacitadas para a realizagdo do procedimento.
Dessa forma, essa pesquisa oferece riscos minimos ao participante, aqueles inerentes a propria
coleta de sangue total, tais como dor, hematoma ou outro desconforto no local da coleta. Todos
cuidados necessarios para minimizar esses riscos serio tomados durante a coleta. Além disso,
gostariamos de sua autorizacido para acesso aos prontuarios e exames de imagem armazenados
no hospital. A pesquisa contribuird para “o melhor entendimento dos fatores que contribuem para o
agravamento da COVID-19”.

Para participar deste estudo o Sr. (a) ndo tera nenhum custo, nem recebera qualquer vantagem
financeira. Apesar disso, caso sejam identificados e comprovados danos provenientes desta pesquisa, o
Sr.(a) tem assegurado o direito a indenizacdo. O Sr. (a) terd o esclarecimento sobre o estudo em
qualquer aspecto que desejar e estara livre para participar ou recusar-se a participar e a qualquer tempo
e sem quaisquer prejuizos, pode retirar o consentimento de guarda e utilizagdo do material biologico
armazenado no Biorrepositorio, valendo a desisténcia a partir da data de formalizacdo desta. A sua
participagdo ¢ voluntaria, ¢ a recusa em participar ndo acarretard qualquer penalidade ou modificagdo
na forma em que o Sr. (a) ¢ atendido (a) pelo pesquisador, que tratara a sua identidade com padrdes
profissionais de sigilo. Os resultados obtidos pela pesquisa, a partir de seu material bioldgico, estardo a
sua disposi¢do quando finalizada. Seu nome ou o material que indique sua participagdo ndo sera
liberado sem a sua permissdo. O (A) Sr. (a) ndo sera identificado (a) em nenhuma publica¢do que
possa resultar.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que uma sera
arquivada pelo pesquisador responsavel, no "Laboratorio de Genética Molecular da UFMG", e a outra
sera fornecida ao Sr. (a). Os dados, materiais ¢ instrumentos utilizados na pesquisa ficardo arquivados
com o pesquisador responsavel por um periodo de até 10 (dez) anos na sala 114 da Faculdade de
Medicina da UFMG ¢ apos esse tempo serdo destruidos. Os pesquisadores tratardo a sua identidade
com padrodes profissionais de sigilo, atendendo a legislacdo brasileira (Resolucdes N° 466/12; 441/11 e
a Portaria 2.201 do Conselho Nacional de Satde e suas complementares), utilizando as informagdes
somente para fins académicos e cientificos.

Rubrica do pesquisador:

Rubrica do participante:
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Eu, , portador do documento de Identidade
fui informado (a) dos objetivos, métodos, riscos e beneficios da pesquisa
“CARACTERIZACAO DE BIOMARCADORES MOLECULARES E IMPACTO DA ETNIA
NO PROGNOSTICO DA COVID-19”, de maneira clara e detalhada e esclareci minhas davidas. Sei
que a qualquer momento poderei solicitar novas informa¢des e modificar minha decisao de participar

se assim o desejar.

() Concordo que o meu material biologico seja utilizado somente para esta pesquisa. ( ) Concordo que
o meu material bioldgico possa ser utilizado em outras pesquisa, mas serei comunicado pelo
pesquisador novamente e assinarei outro termo de consentimento livre e esclarecido que explique para
que sera utilizado o material.

Declaro que concordo em participar desta pesquisa. Recebi uma via original deste termo de
consentimento livre e esclarecido assinado por mim e pelo pesquisador, que me deu a oportunidade de
ler e esclarecer todas as minhas davidas.

Nome completo do participante Data

Assinatura do participante

Nome completo do Pesquisador Responsavel: Profa. Dra. Luciana Bastos Rodrigues
Enderego: Avenida Alfredo Balena, 190 - Sala 114 - Faculdade de Medicina da
UFMG CEP: 30130-100 / Belo Horizonte — MG

Telefones: (31) 34099134

E-mail: lu.bastosr@gmail.com

Assinatura do pesquisador responsavel Data

Nome completo do Pesquisador: Lorena Medeiros Batista

Enderego: Avenida Alfredo Balena, 190 - Sala 114 - Faculdade de Medicina da
UFMG CEP: 30130-100 / Belo Horizonte — MG

Telefones: (31) 34099134

E-mail: lorenamedeiros@gmail.com

Assinatura do pesquisador (mestrando ou doutorando) Data

Em caso de diividas, com respeito aos aspectos €ticos desta pesquisa, vocé podera consultar:
COEP-UFMG - Comissiio de Etica em Pesquisa da UFMG

Av. Antdnio Carlos, 6627. Unidade Administrativa II - 2° andar - Sala 2005.

Campus Pampulha. Belo Horizonte, MG — Brasil. CEP: 31270-901.

E-mail: coep@prpq.ufmg.br. Tel: 34094592.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

O Sr.(a) Responsavel pelo(a) participante esta sendo convidado(a) de forma voluntaria a permitir que o(a)
paciente participe da pesquisa “BIOMARCADORES E ETNIA: IMPACTO NO PROGNOSTICO DA
COVID-19". Pedimos a sua autorizagdo para a coleta, o deposito, o armazenamento, a utilizagio ¢ o descarte do
material biologico humano “DNA, plasma” do(a) participante. A utilizagdo do material bioldgico do(a)
participante estd vinculada somente a este projeto de pesquisa ou se o(a) Sr. (a), ou o(a) participante, quando
consciente, concordar em outros futuros. Nesta pesquisa pretendemos “Avaliar a relagio do agravamento da
COVID-19 com biomarcadores, etnia, fatores socioecondomicos e fatores nutricionais”. Para esta pesquisa
adotaremos os seguintes procedimentos: “Coleta de sangue total (8 ml) ou coleta de material via swab bucal,
com posterior extracio de DNA de células coletadas. O DNA extraido e o plasma sera devidamente
etiquetado, armazenado em freezer -80°C e sera utilizado somente para os propositos dessa pesquisa”. Os
riscos envolvidos na pesquisa consistem no “desconforto associado a coleta de sangue, o habitual de um
exame de sangue de rotina. A coleta sera realizada com material esterilizado, descartavel e por pessoas
devidamente treinadas e capacitadas para a realizacio do procedimento. Dessa forma, essa pesquisa
oferece riscos minimos ao(a) participante, aqueles inerentes a propria coleta de sangue total, tais como
dor, hematoma ou outro desconforto no local da coleta. Todos cuidados necessarios para minimizar esses
riscos serio tomados durante a coleta. Além disso, gostariamos de sua autorizacio para acesso aos
prontuarios e exames de imagem armazenados no hospital. A pesquisa contribuird para “o melhor
entendimento dos fatores que contribuem para o agravamento da COVID-19”.

Para participar deste estudo o Sr. (a) e o(a) participante ndo terdo nenhum custo, nem receberdo
qualquer vantagem financeira. Apesar disso, caso sejam identificados e comprovados danos provenientes desta
pesquisa, o participante tem assegurado o direito a indenizacdo. O(a) Sr. (a) responsavel pelo participante terd o
esclarecimento sobre o estudo em qualquer aspecto que desejar e estara livre para aceitar ou recusar a permissao
de participagdo e a qualquer tempo e sem quaisquer prejuizos, pode retirar o consentimento de guarda e
utilizagdo do material bioldgico armazenado no Biorrepositorio, valendo a desisténcia a partir da data de
formalizacdo desta. A permissdo do(a) Sr.(a) responsavel em permitir a participacdo do paciente ¢ voluntaria, e a
recusa em permitir ndo acarretara qualquer penalidade ou modificagdo na forma em que o(a) Sr. (a) é atendido(a)
pelo pesquisador, que tratard a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo. Os resultados obtidos pela
pesquisa, a partir do material biologico do participante, estardo a sua disposi¢do quando finalizados. Seu nome
ou o material que indique a participagdo do participante ndo sera liberado sem a sua permissdao. O(a) Sr.(a) e o
participante ndo serdo identificados(a)s em nenhuma publica¢do que possa resultar. Vale lembrar que todos os
direitos de decisdo do responsavel pelo paciente, também sdo assegurados ao participante quando consciente.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que uma sera
arquivada pelo pesquisador responsével, no "Laboratorio de Genética Molecular da UFMG", e a outra sera
fornecida ao Sr. (a). Os dados, materiais e instrumentos utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o
pesquisador responsavel por um periodo de até 10 (dez) anos na sala 114 da Faculdade de Medicina da UFMG e
apos esse tempo serdo destruidos. Os pesquisadores tratardo a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo,
atendendo a legislacdo brasileira (Resolugdes N°® 466/12; 441/11 e a Portaria 2.201 do Conselho Nacional de
Saude e suas complementares), utilizando as informagdes somente para fins académicos e cientificos.

Rubrica do pesquisador:

Rubrica do participante:

Eu, , portador do documento de Identidade
, responsavel legal do participante, , portador
do documento de Identidade, , fui informado(a) dos objetivos, métodos, riscos e

beneficios da pesquisa “BIOMARCADORES E ETNIA: IMPACTO NO PROGNOSTICO DA
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COVID-19”, de maneira clara e detalhada e esclareci minhas davidas. Sei que a qualquer momento poderei
solicitar novas informagdes e modificar minha decisdo de participar se assim o desejar.

() Concordo que o material bioldgico do participante seja utilizado somente para esta pesquisa.

() Concordo que o material bioldgico do participante possa ser utilizado em outras pesquisa, mas comunicado
pelo pesquisador novamente e assinarei outro termo de consentimento livre e esclarecido que explique para que
sera utilizado o material.

Declaro que concordo em permitir a participagdo do paciente, portador do documento
nesta pesquisa. Recebi uma via original deste termo de consentimento livre e

esclarecido assinado por mim e pelo pesquisador, que me deu a oportunidade de ler e esclarecer todas as minhas
davidas.

Nome completo do responsavel pelo participante Data

Assinatura do responsavel pelo participante

Nome completo do Pesquisador Responsavel: Profa. Dra. Luciana Bastos Rodrigues
Endereco: Avenida Alfredo Balena, 190 - Sala 114 - Faculdade de Medicina da UFMG
CEP: 30130-100 / Belo Horizonte — MG

Telefones: (31) 34099134

E-mail: lu.bastosr@gmail.com

Assinatura do pesquisador responsavel Data

Nome completo do Pesquisador: Lorena Medeiros Batista

Enderecgo: Avenida Alfredo Balena, 190 - Sala 114 - Faculdade de Medicina da UFMG
CEP: 30130-100 / Belo Horizonte — MG

Telefones: (31) 34099134

E-mail: lorenamedeiros@gmail.com

Assinatura do pesquisador (mestrando ou doutorando) Data

Em caso de davidas, com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé podera consultar:
COEP-UFMG - Comisséo de Etica em Pesquisa da UFMG

Av. Antonio Carlos, 6627. Unidade Administrativa II - 2° andar - Sala 2005.

Campus Pampulha. Belo Horizonte, MG — Brasil. CEP: 31270-901.

E-mail: coep@prpq.ufmg.br. Tel: 34094592.



APENDICE B

ARTIGO ORIGINAL

OBESIDADE E POLIMORFISMOS DOS GENES MC4R, NRXN3 E LYPLALI,
ASSOCIADOS AOS DESFECHOS CLINICOS DE PACIENTES COM COVID-19

79



80

Original article

Obesity and Polymorphism of MC4R, NRXN3 and LYPLALI Genes

Associated with Clinical Outcomes of Patients with Covid-19

Lorena Medeiros Batista'?, Renan Pedra Souza®, Luciana Bastos Rodrigues™*’

'Master Student, Department of Nutrition, College of Nursing, Federal University of Minas
Gerais, Belo Horizonte, Brazil; “Molecular Medicine Technology Center, Federal University
of Minas Gerais, Belo Horizonte, Brazil; *Laboratory of Integrative Biology, Department of
Genetics, Ecology and Evolution, Institute of Biological Sciences, Federal University of
Minas Gerais, Belo Horizonte, Brazil; ‘Department of Nutrition, College of Nursing, Federal

University of Minas Gerais, Belo Horizonte, Brazil.

“Corresponding author: Luciana Rodrigues ORCID:http://orcid.org/0000-0002-9053-7201
Department of Nutrition, Federal University of Minas Gerais, Street Alfredo Balena, 190 -
Room 114 - UFMG Medical School / Belo Horizonte - MG,Zip Code: 30130-100, Brazil.

Tel: +55 (31) 34099134, Fax: +55 (31) 34099134, E-mail: lu.bastosr@gmail.com

Running title: Obesity, SNPs and clinical outcomes of COVID-19

Abstract count: 247

Number of figures and tables: 5



81

Abstract and Keywords

Background: COVID-19, caused by the SARS-CoV-2 coronavirus in 2020, with high
transmission and mortality rates, is the pandemic of the century. There is a trend of patients
with obesity being at higher risk of the severe form of COVID-19. With this interconnection
and aiming for better descriptions and associations of the MC4R, NRXN3, and LYPLAL1
genes, there is a need to perform analyses of these variants and obesity with worse outcomes
of COVID-19.

Methods: A longitudinal prospective, cross-sectional cohort study was conducted. The
research was conducted in a reference hospital in Brazil. Peripheral blood samples were
collected from 108 adult patients, of both biological sexes, diagnosed with COVID-19.
Clinical data were extracted from medical records. DNA samples underwent laboratory
genotyping analysis to analyze the polymorphisms: rs17782313 (MC4R), rs10146997
(NRXN3) and rs4846567 (LYPLALT1). The significance level adopted was p<0.05.

Results: It was observed that 78% of obese patients were classified in the most advanced
management group (CMG 3, p<0.05), and the longest hospital stay was verified in the obese
patients, p<0.05. Of the patients who died, 59% were obese (p<0.05). No association was
observed between the polymorphisms studied with the worst clinical outcome of the disease.
Conclusion: Nutritional status was shown to be indicative of poor prognosis for COVID-19
cases (p<0.05). No associations were found between the genetic variants studied with the

worst outcome of COVID-19 (p>0.05).

Keywords: Obesity, COVID-19, SARS-CoV-2, MC4R, Lysophospholipase.
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MANUSCRIPT

Introduction

The new coronavirus appeared in December 2019, in the Asian continent, in China, in the
capital of the Hubei province, Wuhan.'? And it was characterized as a Public Health
Emergency of International Importance.'” On March 11, 2020, the new strain was identified
as coronavirus 2019, causing coronavirus severe acute respiratory syndrome coronavirus 2
(SARS-CoV-2), being then granted as a pandemic by WHO on that date.'

COVID-19 has aftected more than 380 million people worldwide, with more than 5 million
deaths recorded.? In Brazil, there are about 25 million reported cases, with more than 628,000
confirmed deaths, with a lethality rate of 2.4 %.*

SARS-CoV-2 arises in the midst of another disease of great proportion, obesity, with almost 2
billion people affected worldwide,*'with a historical exponential growth in rates since the
1970s.* In Brazil, more than 50% of the adult population is overweight.’

Considering the reach of a pandemic context, added to the chronic subclinical inflammatory
process characteristic of overweight,'® overweight and obesity become an important access
point for the etiology of other diseases, such as chronic non-communicable diseases'""* and
the infectious, highlighting the COVID-19,'* an emerging disease of high complexity and
mortality, justifying the need for more studies on the consequences and their direct or indirect
relationships with other diseases.'*

Both, COVID-19 and obesity represent a challenge to global health. The increasing
prevalence of overweight has been a harbinger of a burden of disease for the world
population, depreciating the health system and generating morbidity and mortality."!

Characteristics that are also present in COVID-19."*
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The containment of a pandemic requires multi-level solutions, in an integrated way, from
individual intervention, with multidisciplinary actions, to a broad policy of scientific
investment. In addition to integrated attention regarding its pathophysiological characteristics,
with potential determinants of deleterious consequences and interconnection with other
diseases.

Thus, it is valid to consider research that encompass these two pathological variables in order
to contribute to the scientific community and, consequently, to the quality of life of the
population.

Thus, we set out to investigate the association of obesity-related genes with the clinical
outcome of COVID-19. To this end, we investigated alterations in LYPLAL1, NRXN3 and
MCA4R genes in Brazilian patients with COVID-19 and correlated the genetic findings with
clinical outcomes.

In view of the literature, it is clear that the inflammation characteristic of the obese state is
harmful, and that it affects the quality of life in all aspects for the subject; it can worsen the
outcome of possible seasonal complications, such as the flu, or even lead to death by
negligence and the onset of chronic non-communicable diseases due to its complications.'*!?
Mutations in the MC4R gene is one of the most common recognized rare monogenic forms of
obesity." The inclusion of this SNP in the research is consistent with the objectives pursued,
since it is a gene that is closely related to obesity."!

Regarding the NRXN3 gene, authors make associations to impulsive behavior, reward system,
waist-to-hip ratio linked to body composition and body weight, considering significant
contributions to obesity."!'” Research that addresses the use of this gene may lend further
support to the literature to better understand cases where obese people are more susceptible

targets for diseases such as COVID-19.
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Although research with the LYPLAL1 gene still remains limited regarding its metabolic

pathway, studies'® "2

suggest associations with metabolic dysfunctions. In view of this, the
current research could elucidate the correlation of LYPLAL1 presence and higher disease
severity.

Given the above, the study of new prognostic biomarkers and risk predictors for COVID-19 is
necessary, since the genetic factors that contribute to the susceptibility and severity of this
disease may provide new biological insights into the pathogenesis of the disease. In addition,
to identify targets for therapeutic development or drug repurposing, as treatment of the
disease remains a highly important goal, despite the development and success of vaccines.

Thus, the main purpose of the research was to establish a relationship between obesity,

MC4R, NRXN3 and LYPLALI1genes, with the clinical outcome of COVID-19.

Methods

Characterization of the study, the sample, and ethical aspects

A case-control, cross-sectional study with retrospective monitoring direction and convenience
sampling mechanism was carried out with patients diagnosed with COVID-19, from which
blood samples from the Clinical Analysis Laboratory were used, in addition to data present in
the HEM medical records.

Sample collection (peripheral whole blood) and clinical data collection were performed over a

14-month period.

Clinical management groups
Patients were classified into three groups (Table 1) in accordance with the COVID-19 clinical

management document defined by the World Health Organization (WHO) for the
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classification of disease severity.”! Severity of illness according to the clinical management
groups was divided into: severe illness by COVID-19, which includes clinical signs of
pneumonia plus respiratory rate with the number of breaths per minute greater than 30 or
severe respiratory distress or oxygen saturation (SpO2) on room air less than 90%; and critical
illness which is characterized by the presence of Acute Respiratory Distress Syndrome

(ARDS), sepsis and septic shock.”

Table 1- Classification of groups according to WHO 2020 COVID-19 clinical management

GROUP DESCRIPTION

Group 1 Patients with severe disease* by COVID-19,hospital discharge < 72 hours
Group 2 Patients with severe disease by COVID-19, hospital discharge > 72 hours

Group 3 Patients with critical illness**, admitted to the ICU and/or who have died.

ICU: Intensive Care Unit

* Clinical signs of pneumonia (fever, cough, dyspnea, rapid breathing) plus one of the
following: respiratory rate >30 breaths/min; severe respiratory distress; or SpO2 <90% on
room air.

** Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS), sepsis, and septic shock.

Adapted from WHO, 2020.*!

Ethical aspects
The participation was effected by signing the Informed Consent Form (ICF), explaining the
purposes and operation of the project. The terms of Resolution 196, from October 10, 1996,

of the National Health Council were followed. The project was approved by the UFMG
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Human Research Ethics Committee, registered under CAAE number 31095820.4.0000.5149.
This agreement was established after signing the ICF, which contained information about the
study (identification, objective, methodology), its risks and benefits, and their rights as
volunteers and guardians.

Due to the pandemic context, the ICF was applied via telephone call and/or communication
application with subsequent audio recording with authorization to participate in the research;

the audios were duly saved and stored.

Delineation

To extract DNA from the patients, 4 mL of peripheral whole blood were collected in EDTA
tubes and stored at room temperature (25°C) until processed. The aliquot was taken from the
same blood collected for the CBC, a procedure already performed by the hospital, so as not to
submit the patient to a new puncture.

The blood samples were submitted to virus inactivation by HEM technicians, following the
following protocol: from an isotonic solution (1x phosphate-buffered saline - PBS), 20 mL of
2% Triton and a solution volume of 190g isothiocyanate and 190g guanidine thiocyanate were
added (solubilization: water bath at 56°C).

After inactivation, the technicians stored the samples in a freezer (temperature: -80°C) of the
Clinical Analysis Laboratory of the HEM for later removal, transport and other procedures
performed by the researcher in charge.

The samples were transported according to the norms of the National Health Surveillance
Agency (Anvisa), in accordance with current regulations, to the Laboratory of Integrative
Biology of the Institute of Biological Sciences (ICB) of UFMG, Pampulha Campus, where

the extraction of DNA from the samples was performed.
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A total of 271 peripheral blood samples were collected. Of these, only 122 samples were
previously selected, since there was no record of medical records of all patients available.
Thus, 122 samples were used for DNA extraction and subsequent quantification. As the
concentration of DNA obtained in some extractions was not sufficient for the experiments
([DNA] < 30ng/uL), some samples could not be used. Therefore, we were able to obtain a

sample number of 108 patients.

DNA Extraction and SNP Genotyping

DNA extraction from leukocytes using the Genomic DNA from blood NucleoSpin® kit from
Macherey-Nagel was performed according to the manufacturer's protocol. After extraction,
the samples were transported and stored in a specific refrigerator for DNA samples
(temperature: 4°C) of the Laboratory of Molecular Medicine of the UFMG Medical Campus,
under the responsibility of the research coordinator for further genetic analysis. The genetic
polymorphisms were analyzed using the Real Time Polymerase Chain Reaction (PCR)

technique.

Of the Genes

Three single nucleotide polymorphisms (SNPs) of three obesity-related genes were selected;
MC4R (SNP rs17782313), NRXN3 (SNP rs10146997) and LYPLAL1 (SNP rs4846567). All genes
studied were selected according to the literature of interest.'"'>*° The probes were acquired
from the Thermo Fisher Applied biosystems and kept at a temperature of 4°C, where they are

cataloged and stored in a specific freezer.

Genotyping
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TagMan SNP genotyping assays were used according to the manufacturer's instructions
(Applied Biosystems, Foster City, CA) using the ABI 7500 Fast Real-Time PCR system and
genotypes analyzed using Sequence Detection Software 1.3.

Genotyping quality control procedures included duplicates (10%), to check for accuracy, and
inclusion of positive controls in each 96-well plate. As a means of quality control of the
results obtained, the procedure was repeated on 10% of the sample, selected at random. No

genotyping errors were found.

Statistical analyses

Data were expressed as median [interquartile range (IQR)] or percentages, as appropriate.

All statistical analyses were conducted in the program R, version 4.0.3. Categorical variables
were described by absolute and relative frequency while numerical data were described as
median and interquartile range. Associations between categorical variables were explored by
the chi-square test or Fisher's exact test. Differences in medians between groups were tested
by the Wilcoxon-Mann-Whitney or Kruskal-Wallis test. Logistic regression models were used
to ascertain the genotype and allelic frequency of SNPs of the genes studied, odds ratio (OR)
and 95% confidence interval. Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) was assessed with the
chi-square test or likelihood ratio test with the HWAlltests function of the HardyWeinberg

package. Percentile (p) values <0.05 were considered significant.

Results
Sample characterization
The survey, recruited 108 participants, of which 56% (n=60) were biological sex male and

44% were biological sex female (n=48).
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The median length of stay in the hospital was 20 days (0.5 - 223) and the median age was 60
years (21 - 86), comprising 52% (n=56) of seniors in the survey. The sample was represented
by a median weight value of 90kg (p<0.05).

Regarding the classification of the phenotypic characteristic of skin color; 74% self-reported
as brown (n=76), 17% as white (n=18), 5.8% as black (n=6), 2.9% as yellow (n=3), 0.3% as
uninformed (n=5).

Most subjects (93%, n=100) had some comorbidity, of these, 62% had more than one
comorbidity (n=67). Of the comorbidities reported were characterized; overweight (67%;
n=72), hypertension (56%; n=60), diabetes (35%; n=38), neurological diseases (19%; n=21),
hypothyroidism (11%; n=12), drug addiction (8. 3%; n=9), dyslipidemia (7.4%; n=8), human
immunodeficiency virus (6.5%; n=7), asthma (3.7%; n=4), and cancer (2.8%; n=3).

The group characterized as overweight included; 75% (n=54) obese and 25% classified as
overweight (n=18).

The largest portion of participants carrying CC+TC genotypes of the MC4R gene were
allocated to GMC 3 (66%).

It was also seen that the largest portion (60%) of participants who had GG+AG genotypes of
the NRXN3 gene were in GMC 3.

Patients presenting TT+GT genotypes of the LYPLAL1 gene were allocated to GMC3 with
the largest portion (64%). Regarding genotypes and GMC3 no association was found

(p>0.05).
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Table 2. Genetic variants and the clinical outcome of COVID-19

GMC 1 and2 (39,36%) GMC 3 (69, 64%)

SNPs Frequency (n,%) Frequency (n,%) p-value
rs17782313 (MC4R) 0.729
TT 22 (37%) 38 (63 %)
CC+TC 16 (34%) 31 (66%)
rs10146997 (NRXN3) 0.673
AA 29 (35%) 53 (65%)
GG + AG 10 (40%) 15 (60%)
rs4846567 (LYPLALT1) 0.852
GG 24 (38%) 40 (62%)
TT+ GT 15 (36%) 27 (64%)

Values are expressed as absolute and relative frequency.

GMC: Clinical Management Group; A: Adenine; C: Cytosine ; G: Guanine; T: Thymine.

Of the volunteers characterized as overweight (BMI > 24.9kg/m2), 50% (n=54) were obese
(BMI > 30kg/m2) and 17% (n=18) were overweight (BMI between 25-29.9kg/m2) (Table 3).
The mean length of stay of obese patients, considering from admission to discharge/death,
was 22 days, and this value was longer than that of non-obese patients (data not shown),
p<0.05.

The presence of two or more comorbidities was observed in 74% of obese patients and in
50% of non-obese patients (p<0.05). It was also possible to notice that obese patients who had

another comorbidity had a higher ICU hospitalization (76%, n = 41) when compared to
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non-obese patients (p<0.05) (Table 3). Regarding the clinical management group, obese
patients showed more severe disease presentation, and 78% (n = 42) were characterized in the
GMC 3 group, showing a significant difference when compared to non-obese patients (50%)
(p<0.05) (Table 3).

The participants classified as overweight, also characterized in Table 3, were more
representative in the GMC2 group, 72% (n = 13). These and others characteristics of the

obese and overweight volunteers are described in Table 3.
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Disease severity among patients in the study sample (n=108) was assessed considering the
clinical management groups (GMC 1, 2 and 3), characterizing; 64% (n = 69) in group 3, 35%
(n=38) in group 2, and 0.9% (n=1) in group 1 (data not shown).

The mean length of hospital stay for GMC3 was 21 days, with the largest portion (61%, n =
42) of this group spending more than 20 days hospitalized (Table 4).

Regarding the severity of clinical pictures, 64% of the study population was in clinical
management group 3 (p<0.05). Of the individuals with BMI classifications above the
maximum ideal (24.9 kg/m2) that showed more severe pictures of the disease, 96% (n = 46)
were admitted to ICU with 27% (n = 13) using MV, being characterized in the GMC3 group,
showing a significant difference in these variables when compared to patients allocated to the
less critical groups (1 and 2) (p<0.05) (Table 4).

Patients with some comorbidity who were admitted to the ICU (81%; n= 56) and who used
mechanical ventilation (25%; n= 17) developed more unfavorable clinical outcomes, being
classified in GMC3 (p<0.05) (Table 4).

More characteristics of the clinical management groups can be seen in Table 4.
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Table 4. Characteristics of clinical management group 3 (GMC3)

GMC 1 and 2 (39, 36%) GMC3 (69, 64%)

Frequency (n,%) Frequency (n,%)  p-value

Days hospitalized 0.046
> 20 days 14 (36%) 42 (61%)

ICU 0 (0%) 63 (91%) <0.001

ICU+ Comorbidity 0 (0%) 56 (81%) <0.001

MV 0 (0%) 20 (29%) <0.001

MV+ Comorbidity 0 (0%) 17 (25%) <0.001

BMI <0.001
Malnutrition 1 (2,6%) 1 (1.4%)
Eutrophic 13 (33%) 21 (30%)
Overweight 11 (28%) 5(7.2%)
Obesity 14 (36%) 42 (61%)

Overweight and Obesity 25 (64%) 47 (68%) 0.671
Overweight and Obesity + ICU 0 (0%) 46 (96%) <0.001
Overweight and Obesity + MV 0 (0%) 13 (27%) 0.003

Obesity 38 (97%) 42 (61%) 0.003
Overweight 12 (31%) 5(7.2%) <0.001
Comorbidity 24 (62%) 62 (90%) 0.254

Death 0 (0%) 41 (59%) <0.001

Values are expressed as absolute and relative frequency.

GMC: Clinical Management Group; ICU: Intensive Care Unit; BMI: Body Mass Index; MV:
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Mechanical ventilation.;

The median age at death was 65 years. It was observed that the obese biological sex male
population accounted for 67% of the deaths, and this same percentage characterized obese
brown males as the majority of those who died.

Death was more prevalent in patients who were in the ICU (85%, n = 35) and in those who
used MV (34%, n = 14), with a significant difference when compared to patients who were
not in ICU (42%) or who were not using MV (9%) (p<0.05) (Table 5). The median length of
stay of the patients who died was 20 days (9 - 36) (data not shown).

The evolution of death for volunteers classified with BMI above the maximum ideal (24.9
kg/m2) was significant compared to individuals with BMI below 24.9 kg/m2(p<0.05), with
median weight equal to 95kg (p<0.05), 59% (n = 24) being obese and 4.9% (n = 2)
overweight (p<0.05). All obese patients who were allocated to GMC3 died (100%, n = 24;
p<0.05). The outcome of death was also observed in relation to overweight, in which deaths
were more prevalent in relation to the worst clinical outcomes of these patients with weight
above the maximum ideal (GMC3: 100%, n = 26 and ICU: 93%, n = 25), p<0.05 (Table 5).
Although not significant, it is worth noting the high percentage of brown people who died
from COVID-19 in our study, since a large portion of the study population reported
themselves as brown. Besides these, more variables characterize the population that died and

are described in Table 5.



Table 5. Characteristics of the group that died

Non-death (70, 62%) Death (41, 38%)

Frequency (n,%) Frequency (n,%) p-value

Sex
Female/ Male 34 (51%)/33 (49%) 14 (34%)/ 27 (66%)  0.092
Ethnicity
White 6 (9,5%) 12 (30%)
Yellow 1 (1,6%) 2 (5.0%)
0.017
Brown 51 (81%) 25 (62%)
Black 5(7,9%) 1 (2.5%)
BMI
0.025
Malnutrition 1 (1,5%) 1 (2.4%)
Eutrophic 20 (30%) 14 (34%)
Overweight 17 (25%) 2 (4.9%)
Obesity 29 (43%) 24 (59%)
Overweight and Obesity + GMC3 21 (46%) 26 (100%) <0.001
Overweight and Obesity + ICU 21 (46%) 25 (93%) <0.001
GMC 28 (42%) 41 (100%) <0.001
MV 6 (9,0%) 14 (34%) <0.001
MYV + comorbidity 6 (9,0%) 11 (27%) 0.013
ICU 28 (42%) 35 (85%) <0.001
ICU + comorbidity 26 (39%) 30 (73%) <0.001

Values are expressed as absolute and relative frequency.
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ICU: Intensive Care Unit; BMI: Body Mass Index; MV: Mechanical ventilation.

Two SNPs, MC4R and LYPLALI1 showed Hardy-Weinberg equilibrium (p-value 0.07
and 0.46 for rs17782313 and rs4846567, respectively). The SNP corresponding to the

NRXN3 gene did not show equilibrium (p-value <0.05).

Discussion

The literature describes several genetic variants related to diseases, the same addresses the
association of genetic biomarkers related to obesity with COVID-19.* Despite the existence
of data that collaborate with the encouragement of genetic studies with COVID-19,%* the
scarcity of replication studies is a challenge to understand genetic association factors related
to obesity with COVID-19. Understanding the relevance of this topic, especially because it is
an emerging disease with high mortality rates,” and since the literature still lacks studies on
the association of polymorphisms of genes MC4R, NRXN3 and LYPLALI1 with the disease
caused by the SARS-CoV-2 virus, our study contributes to the sum of data that can determine
the subjects more likely to acquire the disease and or factors that determine worse outcomes
in those who are carriers of allelic variants of these genes.

Allelic variants showed no association with worse clinical outcome in COVID-19, although
patients carrying the allelic variants CC+TC (MC4R), GG+AG (NRXN3 ) and TT+GT
(LYPLALT) had a median length of hospital stay of 20 days. Longer hospital stays are
findings consistent with the worst outcomes of a disease, and may indicate the need for a
greater scientific approach about these and other genes and their associations with COVID-19,
as already highlighted in the literature about the genetic relation inferring in worse outcomes

of COVID-19, indicating that molecular medicine can contribute in identifying subjects more
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susceptible to acquire the disease, or even the indication of low risk of some individuals,
generating amplitude of knowledge of the biology of infection and disease by the
SARS-CoV-2 virus at the global level.***

The production of studies with genetic data, although not significant, generate new insights
for the study of other genes that may be related to COVID-19, since the identification of
genes that determine susceptibility to COVID-19, or its worst outcome, may provide
information about the pathophysiological mechanisms underlying the disease, and may
include new approaches to treatment and prevention. Since these data are not statistically
significant, further, large-scale studies with larger sample N are needed for a more assertive
discussion.

In the present study, patients carrying the SNP of MC4R, rs17782313, did not show
statistically significant results regarding worsening of clinical outcomes of COVID-19,
despite its association with obesity."" Considering then its strict relationship as an obesity
biomarker, and further considering the results found in the present study of the association of
obesity with worse outcome in COVID-19, it is valid to ascertain the need for further studies
that conduct a more refined investigation, with a larger population size, of the relationship
between subjects carrying SNPs of the MC4R gene and clinical outcomes of COVID-19.
Patients carrying the SNP rs10146997 (NRXN3) also showed statistically non-significant
results regarding the worst clinical outcome of COVID-19. There is a need for further studies,
with a larger population, to better delineate the relationship of this gene with diseases such as
COVID-19, since the literature shows functions that the NRXN3 gene could play in
conjunction with its relationship with obesity described in other studies.'*"'” Moreover, there is

a need for further studies related to the NRXN3 gene given its extensive possibility of



101

synapse development, already known in the literature,"’

which if impaired can affect the
body's functions, including the immune system, enabling it to be vulnerable.

Carriers of the SNP rs4846567 (LYPLAL1) did not indicate an association with worsening
clinical outcomes in COVID-19. But it is still worth noting the role of this gene in the body,
and its link to overweight, even if its signaling pathways are not yet sufficiently
elucidated.'®*

Thus, it would be interesting to assume that a genotype alteration in the LYPLAL1 gene could
lead to a decrease in CD4 lymphocytes, given its ability to depalmitoylate, leading to an
exposure of the immune system, which, in turn, would set the stage for possible infections and
complications.'®* That said, it is important to consider further research, with a larger
population, to elucidate the relationship of LYPLALI1 genetic variants to the clinical findings
of worse outcomes of COVID-19, as well as other viral and infectious diseases.

Regarding the genes studied for genotype frequency in the groups analyzed, in the case of the
SNP of the NRXN3 gene, the population was not in agreement with Hardy-Weinberg
equilibrium. Although the chi-square test used in this study to validate the data observed in
the EHW is well regarded for use in this test, the deviation that occurred can be explained
mainly due to the size of the sample evaluated.’® The other genes, MC4R and LYPLALI,
presented EHW. This indicates good parameters of genetic balance in the study, with allelic
and genotypic proportions expected in the population studied.

Given the above, attention needs to be paid to the complex interactions between genetic and
environmental factors that may mask the effects of genetic variants, and further studies with
larger numbers of patients are assertive to examine whether other common variants in MC4R,

NRXN3, and LYPLAL1 genes contribute to the risk of acquiring COVID-19 and its
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complicators.

It is also emphasized that our research aimed to evaluate, in addition to obesity,
polymorphisms in the MC4R, NRXN3, and LYPLAL1 genes in relation to the risk of worse
outcomes for COVID-19, since the literature does not yet have model works of this type.
Thus, this was possibly the first study to investigate the likely relationships between SNPs of
the cited genes to COVID-19.

Regarding obesity, we studied its association with the clinical outcomes of patients diagnosed
with COVID-19, since obesity is a chronic disease that precedes and complicates the quality
of life of the population, being associated with mortality worldwide.” In line with this are our
findings in this research, which bring the association of BMI above the maximum ideal to the
outcome of death by COVID-19, in addition to its relationship to longer hospital stay, ICU
allocation and more critical clinical management groups, resulting in worse outcomes to
individuals with overweight.

Cai et al.”’ (2020) report in their research this progression to the most critical state of
COVID-19, considering the worsening of clinical status in obese people due to the
pathophysiological conditions of obesity, characterized by inflammatory response, with
activation of the renin angiotensin system as well as by tissue injury, hypoxia and insulin
resistance." A longer hospital stay seen in obese patients in this study is another indication
that excess weight can transpose quality of life, increasing the length of hospital stay and
consequently the patient's clinical status, since hospital exposure occurs to several aggravating
factors, as well as impairment of mechanical activity and functionality of systems and organs,
given the severity of the disease.'*

Most of the population studied had some comorbidity, among which overweight was present
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in most cases. These clinical data are in agreement with the findings of Huang et al.*® (2020),
Piroth et al.”, Stefan et al.*, and Wang et al.’' (2021). Which demonstrates that overweight
people have complicators that provide deleterious states that result in susceptibility to
COVID-19, given impaired metabolic health, such as subclinical inflammation and organ
dysfunctions present in obese individuals.”>"'*

Being overweight configured more than half of the population into the most critical clinical
management group, and both obesity and overweight were considered risk factors for entry
into the most critical clinical management groups (2 or 3)(p<0.05). Research by Nakeshbandi
et al.*? (2020) and Stefan et al.** (2021) demonstrated this impact of obesity on COVID-19,
revealing that patients diagnosed with COVID-19 who are overweight or obese have a higher
risk of mortality, with a greater tendency to use mechanical ventilation compared to subjects
with BMI within the normal range, as well as indicating that especially visceral obesity is a
strong complicator of the disease.

These findings are relevant for predicting that a population that is above the healthy body
mass index (between 18.5 and 24.9 kg/m*) may have a tendency, more explicitly, of severe
cases of COVID-19. This reading of results corresponds to the clinical findings of authors
who have correlated BMI and COVID-19.%** Authors have reported this trend of more severe
cases in patients with BMI above the maximum ideal, correlating the unfavorable factors of
the obese state with COVID-19, such as inflammation and oxidative stress added to the
immune, endothelial, and cardiovascular dysfunctions that corroborate the metainflammation
characteristic of SARS-CoV-2 infection in obese patients.”>**

It was also noticed that overweight people admitted to ICU using mechanical ventilation

comprised a more expressive number in GMC3 compared to patients with BMI <
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24.9kg/m*(p<0.05). BMI proved to be an indicator of worse prognosis regarding entry into
GMC3 (p<0.05). These findings corroborate with the studies by Nakeshbandi et al.** (2020)
and Stefan et al.*” (2021), among other authors who indicate that high BMI collaborates with
more severe states of a disease due to its detrimental metabolic effects on health, such as
ectopic fat deposition, insulin resistance, and immune dysfunction.

The survey data indicate that the largest portion of deaths were from the group of patients
with BMI above the maximum ideal. This finding corroborates findings by other authors®” and
is in agreement with WHO reports indicating higher mortality in cases of individuals with
high BML.” Overweight patients who were admitted to the ICU and evolved to death
characterized by almost 100% of the study population (p<0.05). These findings corroborate
the studies of other authors, considering all the complicators of inflammation characteristic of
overweight individuals and their relations with SARS-CoV-2 infection.’’*'** Mortality of
groups with BMI above the ideal is well reported in the literature, and the relation with
COVID is also well disseminated, with data on a large territorial scale, in view of countries
with a preponderance of overweight.*® The metabolic and mechanical complications of high
BMI condition the individual to worsen clinical outcomes, with longer hospital stays and
mortality, since the intra-abdominal pressure that leads to other diseases that debilitate the
health status as well as the organic dysfunctions resulting from fat inflammation, with
dysfunction of tissues and organs, which depreciate the immune and cardiovascular
systems, 33!

Some factors, such as age, gender, and ethnicity, were described to better characterize the

studied sample in order to discuss whether these variables can make the health condition more

aggravating. The majority of the study population was elderly, which influences the



105

categorization of the age range of the obese population in the study. Pioneering studies, by
Perrotta et al.** (2020), on the population most affected with COVID-19 already pointed the
elderly as a risk group, mainly due to the characteristic immunosenescence of these subjects,
which was also reported in reviews by Chen et al.* and Stefan et al.** (2021). The median age
(60 years) found of the obese volunteers who were diagnosed with COVID-19, although not
significant, adds up as an aggravating factor for a worse disease outcome, as indicated by
Stefan et al.*® (2021).

Regarding gender, the share of the male population, although discrete and not significant, was
higher compared to the percentage frequencies of females. Studies by Palaiodimos et al.*’
(2020) also indicated the relationship of obesity, males, and hospitalization for COVID-19,
the authors correlated male gender with worse clinical outcomes. Research by Stefan et al.*
(2021) indicated male gender as a comorbid factor for COVID-19.

The mean length of stay for GMC3 was greater than 20 days for most of the sample (p<0.05),
which was expected, but with a small difference in the male biological sex, without statistical
significance. Research by Stefan et al.*® (2021) indicated this trend of worse outcomes for
males, as mentioned carlier.

Also, it was noticed that of the deaths the skin color described as brown was the most noted
(non-significant data). This finding may indicate a tendency of this phenotypic characteristic
to be more related to the worst outcomes in relation to COVID-19, such as death. Some
authors have already highlighted in their studies that ethnicity may be associated with the
worst clinical outcomes of COVID-19.*” However, it is important to emphasize that since the

research was conducted in Latin America, in a country considered mixed race, in which this is

a characteristic of the general population, it may not be a complicating factor of the disease,



106

as is seen, for example, in cases of hypertension for people of African descent, as cited in a
study by in a review by Ogunniyi et al.*® (2021).

It can also be highlighted the fact that the referring hospital is 100% SUS, since, in addition to
the population studied being from an underdeveloped country, from which data were
subtracted from a public hospital, assisted by SUS, which is governed by a system that
integrates equity as one of its principles, in order to serve subjects that belong to a group of
low purchasing power, compiling, in its majority, low education, and that consequently occurs
limitation of access to nutritionally adequate food. Bliiher et al.* (2019) indicate the
association of these factors with obesity, linking it to the environmental and social context, in
addition to describing psychosocial stress as a mediator of this relationship between
socioeconomic vulnerability and increased risk of obesity.

Bliiher et al.* (2019) report that the prevalence of obesity is high in more socially deprived or
less educated individuals, as an example the authors cite Brazil and other developing
countries, in which the prevalence of obesity in lower socioeconomic status groups parallels a
country's weakened economy.

Patients carrying the TT genotypes of the SNP of the MC4R gene showed a statistically
significant association with obesity and the brown phenotypic characteristic. Although

significant and with results consistent with some authors,*’

caution is necessary given the
characteristics of the economic and territorial analysis of the country, as mentioned above.

Of the parameters analyzed, especially in relation to genetic variants, a limitation may have
occurred due to sample size. The sample size could have been larger, as this is an emerging

disease with exponential growth. However, the limitations and restrictions related to the

pandemic imposed a smaller sample collection and extraction range.
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The medical records had incomplete information, making it difficult to tabulate clinical data
and, sometimes, its scarcity; limiting the use of more clinical data.

Regarding the parameters used for anthropometric measurement, it would be interesting to
consider the use of waist circumference to better describe the visceral obesity of patients.
However, the limitations due to COVID-19 did not allow this and other measurements by
professionals, and the estimated weight was mostly used since the patients were isolated and
restricted to the hospital clinical staff of physicians, physical therapists, and nurses.

Even so, the present study could corroborate the data from the scientific community that
approach the interlocution of obesity and COVID-19. Since, it is a considerably promising
study, focusing on the connection of the metabolic events of both diseases and searching for
characteristics that address a common denominator. It is possible to address probable
pathways of the interrelationship between obesity and COVID-19, as well as the possibility of
adding to the study the association with genetic biomarkers that have not yet been described
in the literature.

Other studies have been performed with genes related to obesity, such as the FTO gene (fat
mass and obesity associated), showing association with COVID-19.” In view of this, it is
worth considering this and new studies that may prove genetic associations with disease
outcomes, in order to obtain more contributions to science and consequently quality of life to
the world population.

Thus, the research has innovative potential and collaborates with future researches that
address the theme and the genes studied. Being one of the pioneers to raise the hypothesis of
the relationship of genes MC4R, NRXN3 and LYPLALI to the worst clinical outcomes of

COVID-19.
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