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RESUMO

Introducao: Em 2019 surgiu um novo tipo de coronavirus, responsavel por causar a doenca
COVID-19, intitulado SARS-CoV-2. No entanto, a doenga tem sido relatada também como
possivel desencadeadora de doengas autoimunes, que sdo caracterizadas por uma reagao
adversa do sistema imunoldgico as células saudaveis do proprio individuo. Estas doengas
possuem um mecanismo complexo de ativagao que inclui fatores genéticos associados a uma
maior suscetibilidade de alguns individuos que pode estar relacionada a presenca de
polimorfismos de nucleotideos tinicos (SNPs) especificos. Nesse estudo, avaliamos a presenca
de SNPs associados as doengas artrite reumatoide, asma, diabetes mellitus tipo 1, esclerose
multipla, lupus eritematoso sistémico e tireoidite de Hashimoto; que representam seis das
principais doengas autoimunes. Objetivos: Identificar os SNPs de suscetibilidade especificos
associados ao aparecimento dessas doencas autoimunes no pé6s COVID-19. Método: Foram
analisadas 48 amostras de DNA de pacientes previamente contaminados pelo virus
SARS-CoV-2 utilizando a técnica de SNP-array com uso do Infintum ImmunoArray-24 v2
BeadChip. A andlise e interpretacdo dos SNPs e das regides genOmicas foi realizada
utilizando o programa BlueGenome e a linguagem de programacdo R, as variantes foram
avaliadas por meio dos seguintes bancos de dados: GWAS Catalog, dbSNP, Database of
Genomic Variants (DGV) e UCSC Genome Bioinformatics. Resultados: Os resultados do
estudo de associagdo nos permitiram filtrar e identificar 15 SNPs com os menores valores-P,
para cada doenca de interesse, na casuistica selecionada, portanto, estatisticamente mais
associadas com o fendtipo apresentado. Além disso, também foi possivel identificar dois
pacientes, que desenvolveram esclerose multipla apos a infec¢ao pelo virus SARS-CoV-2, que
possuem compatibilidade alélica para seis SNPs previamente associadas na literatura a
esclerose multipla e um paciente, que desenvolveu asma pdés COVID-19, com
compatibilidade alélica para cinco SNPs associadas a doenca. Discussdo: Os resultados
obtidos a partir do experimento possibilitaram a identificacdo de SNPs previamente
associados na literatura com as doencas de asma e esclerose multipla e confirmar, em uma
casuistica brasileira, essa associacao. Além disso, foi possivel identificar a predisposi¢do em
pacientes que, de fato, apresentaram os primeiros sintomas apds a COVID-19. Assim, a
investigacdo de SNPs especificos pode contribuir diretamente para aprimorar o entendimento
de variantes gendmicas consideradas como um possivel gatilho para doencas autoimunes de
impacto importante na populagdo, como a esclerose multipla, encontrada no nosso estudo.

PALAVRAS-CHAVE: Doengas autoimunes. COVID-19. SNP-array.
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ABSTRACT

Introduction: In 2019 transmission cases of a new type of coronavirus were reported, entitled
SARS-CoV-2, responsible for causing the COVID-19 disease. However, the disease has been
also reported as a trigger of autoimmune diseases, which are characterized by an abnormal
reaction from the immune system against the body’s healthy cells. These diseases have a
complex activation mechanism including genetic factors associated with a higher
susceptibility in some individuals which can be related to the presence of specific single
nucleotide polymorphisms (SNPs). In this study, we evaluated the presence of SNPs
associated with the diseases rheumatoid arthritis, asthma, diabetes mellitus type 1, multiple
sclerosis, systemic lupus erythematosus and Hashimoto’s thyroiditis; which represent six of
the most common autoimmune diseases. Objectives: Identify specific susceptibility SNPs
associated with the appearance of this autoimmune diseases after COVID-19. Methods: Were
evaluated 48 DNA samples from patients previously infected by the SARS-CoV-2 virus using
the SNP-array technique with the Infinium ImmunoArray-24 v2 BeadChip. The analyses and
interpretation of the SNPs and genomic regions were performed using the BlueGenome
software and R programming language, while the variants were evaluated using the following
databases: GWAS Catalog, dbSNP, Database of Genomic Variants (DGV) e UCSC Genome
Bioinformatics. Results: The results of the genome association study allowed us to filter and
identify 15 SNPs, for each disease of interest, with the lowest P-values in the selected
samples, and therefore, statistically more related to the presented phenotype. Besides that, we
also identified two patients, who developed multiple sclerosis after the infection by the
SARS-CoV-2 virus, with allelic compatibility for six SNPs previously reported in literature as
associated with the disease, and a patient, who developed asthma after COVID-19, with
allelic compatibility for five SNPs associated with the disease. Discussion: The results
obtained from the experiment allowed us to identify SNPs previously reported in literature as
associated with asthma and multiple sclerosis diseases and confirm, in a brazilian population,
this association. Additionally, it was possible to identify this predisposition in patients who, in
fact, showed the firsts autoimmune symptoms after COVID-19. Thus, the investigation of
specific SNPs can directly contribute to improve the understanding of genomic variants
considered as a possible trigger for autoimmune diseases with an important impact on the
population, such as multiple sclerosis and asthma, found in our study.

KEY-WORDS: Autoimmune diseases. COVID-19. SNP-array.
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1. INTRODUCAO

1.1. CONSIDERACOES SOBRE A COVID-19

Em dezembro de 2019, foram registrados casos de transmissdo de um novo virus
intitulado SARS-CoV-2, causador da COVID-19'. A familia dos coronavirus ja era conhecida
por causar infec¢cdes como a MERS-CoV e a SARS-CoV responsaveis, respectivamente, pela
Sindrome Respiratoria do Oriente Médio e Sindrome Respiratoria Aguda Grave de
Coronavirus®>. Por sua vez, o SARS-CoV-2 destaca-se por sua vasta capacidade de
contaminagdo, transmissdo e amplo espectro clinico. Devido a sua simples forma de
transmissdo, o virus foi capaz de percorrer o mundo, tornando-se uma pandemia. Além disso,
os individuos infectados possuem manifestagdes clinicas que variam de uma infecgdo
assintomatica a quadros graves’.

Frente a isso, observou-se que o fendtipo clinico da maioria dos individuos sdo
sintomas leves e inespecificos como tosse seca, febre baixa ou dores no corpo, o que dificulta
o diagnostico clinico da doenga, sendo necessaria a realizacao de testes diagnosticos como o
teste RT-qPCR?. Entretanto, além dos sintomas e complica¢des no trato respiratorio, a doenga
tem sido relatada também como possivel desencadeadora de doengas autoimunes, dentre elas:
lapus eritematoso sistémico, sindrome de Guillain-Barré e esclerose multipla®. Acredita-se
ainda que mais doencas autoimunes desencadeadas pela COVID-19 venham a ser relatadas no
futuro’.

Assim, o aparecimento de doencas autoimunes encontrada em alguns individuos apos
a infec¢do por COVID-19 representa um desafio para a compreensdo dos mecanismos que a
desencadeiam, exigindo que novas metodologias de pesquisa, como por exemplo, o estudo do
impacto dos polimorfismos de nucleotideos inicos neste processo, proposto nesse projeto,

ajudem a estabelecer novas formas de compreender este desencadeamento.

1.2. CONSIDERACOES SOBRE AS DOENCAS AUTOIMUNES

As doencas autoimunes caracterizam-se por uma falha que provoca uma reagdo das
células imunes, devido a perda da tolerancia imunologica, aos antigenos de células saudaveis
do individuo®. Em consequéncia, ha a producdo de autoanticorpos que promovem a
manuten¢do de reacdes inflamatorias e progressivo dano tecidual, o que pode evoluir para
uma destruicdo completa do tecido afetado’. A incidéncia e prevaléncia destas doengas ndo
sdo concretamente estabelecidas, no entanto, estima-se que cerca de 8-10% da populagdo

ocidental possui doencas autoimunes®. No Brasil, sio poucos os dados epidemioldgicos
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oficiais relativos as doengas autoimunes, apesar disso, hipotetiza-se que esteja ocorrendo um
aumento significativo da prevaléncia destas doengas no pais’.

Assim, um estudo realizado com usuérios do Sistema Unico de Saude da microrregido
de Aguas Formosas, em Minas Gerais, identificou dentre as 15 com maior prevaléncia as
doengas: tireoidite de Hashimoto, artrite reumatodide, diabetes mellitus tipo 1, lupus
eritematoso sistémico e esclerose multipla’. Desta maneira, foram selecionadas as doengas
citadas anteriormente em conjunto com a asma para a realizacdo da presente pesquisa devido
a sua relevancia clinica e prevaléncia.

Estas doencas possuem um mecanismo complexo de ativagdo, ainda ndo
completamente compreendido, que envolve a relacdo entre fatores reguladores de vias
moleculares e celulares. Quando estas vias sdo comprometidas, ha uma falha do organismo
em manter a tolerdncia aos componentes proprios, o que pode acontecer por fatores que
incluem a genética e fatores ambientais como a exposi¢do a patogenos®.

Os fatores genéticos estdo especialmente relacionados a uma maior suscetibilidade de
alguns individuos a desenvolver uma doenca autoimune'®, o que pode estar relacionado a
presenca de polimorfismos de nucleotideos tinicos (SNPs) em alguns genes destes individuos
que os tornem mais suscetiveis, em conjunto, a exposi¢do a patdgenos, como 0 virus
SARS-CoV-2, pode contribuir para o inicio da autoimunidade em individuos geneticamente

predispostos'!.

1.3. INFECCOES VIRAIS E DESENCADEAMENTO DE DOENCAS
AUTOIMUNES

As doengas autoimunes podem ser desencadeadas, em individuos suscetiveis, em
resposta a infecgdes virais. No caso do SARS-CoV-2, acredita-se que isso ocorra por meio do
processo de mimetismo molecular’, o que promove a perturba¢do da tolerdncia imunologica
por exposi¢do a determinantes antigé€nicos virais, que induzem anticorpos de reagdo cruzada
contra antigenos proprios € a manutengdo da resposta imune'?.

Na infeccao pelo SARS-CoV-2 ocorre uma reacdo imunologica similar a das doencgas
autoimunes, os danos teciduais sdo causados por uma resposta imune descontrolada,
caracterizada pela producdo excessiva de citocinas e super ativagdo do sistema imune. Com a
quebra da tolerancia imunoldgica ocorre a produgdo de autoanticorpos, assim, a COVID-19
pode desencadear uma reagdo cruzada provocando fendmenos autoimunes’.

Em pacientes com COVID-19, a produgdo excessiva de citocinas pro-inflamatorias e

quimiocinas pode causar dano severo aos tecidos em casos criticos, o que também ocorre nas
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doencas autoimunes, assim, de maneira semelhante a estas doengas, os padrdes moleculares
associados ao dano também participam da patogénese da COVID-19 e estdo relacionados ao

desfecho da doenga’.

1.4. OS POLIMORFISMOS DE NUCLEOTIDEO UNICO - SNPS

Os SNPs sdo variagdes do DNA em que a base nucleotidica varia na populagdo, de
maneira que sdo as formas mais frequentes de variacdo encontradas no genoma humano e
também a forma mais simples de mutagdo em uma base Unica". Acredita-se que estas
variagcdes ocorram aproximadamente uma vez a cada 1.000 nucleotideos, podendo ser
variagdes Unicas ou ocorrer em certos grupos populacionais.

Os SNPs podem ser encontrados em regides intergénicas e assim atuar como
marcadores bioldgicos auxiliando a localizar genes associados a doengas, ou ainda, ocorrer no
meio dos genes ou em regides regulatorias proximas, neste caso podem desempenhar papel
mais direto na doenca ao afetar a fun¢do génica, e assim, impactar na resposta individual a
doengas, infecgdes etc'®. Desta maneira, consideramos que a investigagdo do impacto dos
SNPs no desencadeamento de doengas autoimunes fornece uma abordagem promissora na

compreensdo do desenvolvimento destas doengas pos COVID-19.

1.5. INVESTIGACAO DE SNPS PELA CITOGENOMICA

Os SNPs, por serem variagdes muito pequenas no genoma, ndo sao possiveis de serem
identificados por meio de técnicas citogendmicas classicas'’, assim, devem ser utilizadas
técnicas como hibridiza¢do de sondas em arranjos (SNP array), ligacdo de oligonucleotideo
baseado em PCR e por sequenciamento'®. Os ensaios realizados utilizando técnicas de
sequenciamento, apesar de possibilitarem uma analise muito mais detalhada do genoma ao
determinar a sequéncia completa das bases nucleotidicas de um individuo, possuem
limitagdes como o elevado custo do equipamento e de kits de reacdes, além da complexidade
para analise dos resultados".

Assim, a técnica utilizada foi o SNP array, que permite investigar alteracdes
cromossomicas de perda e ganho de material genético submicroscopicas, incluindo
microdelecdes e microduplicagdes e também dissomias uniparentais, o que permite a
realizacdo de uma anélise mais completa'®. Nesta tecnologia sdo utilizados BeadChips, nos
quais milhares a milhdes de genotipos podem ser analisados de uma vez por meio de micro
granulos de silica alojados em micropogos gravados e revestidos com vérias copias de uma
sonda de oligonucleotideos visando um locus especifico no genoma'’. Para este estudo

utilizamos a plataforma Infinium ImmunoArray-24 v2 BeadChip Kit projetado para realizar
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um mapeamento preciso de locus de suscetibilidade nos principais distiirbios mediados pelo

sistema imunoldgico.

1.6. JUSTIFICATIVA

Por ser um virus de surgimento recente, ainda ndo foram amplamente analisados os
impactos da infec¢do pelo SARS-CoV-2, de maneira que ainda ndo existem muitos estudos
que o relacionem com o possivel aparecimento de outras condi¢des que afetam o organismo
humano apos a contaminacao.

Deve-se considerar ainda a relagdo entre infec¢des virais ¢ o desencadeamento de
doengas autoimunes em individuos suscetiveis e a presenga de relatos que evidenciam este
desencadeamento ap6s a COVID-19. Além disso, as doengas autoimunes sdo consideraveis
causas de morbidade e mortalidade e possuem grande relevancia sdcio-econdmica e de saude
publica devido aos individuos afetados serem, frequentemente, adultos jovens, o que se
agrava ao considerar que existem dados insuficientes da prevaléncia dessas doencas no
Brasil’.

Portanto, torna-se relevante a busca por variantes genéticas que evidenciem esta maior
suscetibilidade, o que pode ser realizado por meio da busca e analise de SNPs em genes
associados ao desenvolvimento destas doencgas, o que permite ainda posterior aconselhamento

dos individuos identificados como suscetiveis



2. OBJETIVOS
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL
O objetivo geral desta pesquisa €, a partir de uma andlise citogendmica, investigar o
impacto de SNPs em genes que aumentem a suscetibilidade para o desenvolvimento de

doengas autoimunes em individuos apos infec¢do pela COVID-19.

2.2. OBJETIVO ESPECIFICO

Identificar os SNPs de suscetibilidade associados a seis doengas autoimunes em
individuos previamente infectados pelo virus SARS-CoV-2, sendo estas doengas: artrite
reumatoide, asma, diabetes mellitus tipo 1, esclerose multipla, lpus eritematoso sistémico e

tireoidite de Hashimoto.



3. MATERIAIS E METODOS
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. CASUISTICA

Neste projeto foram estudados 48 pacientes previamente infectados pelo virus
SARS-CoV-2, sendo 28 pacientes que relataram o aparecimento de ao menos uma das
doencgas autoimunes selecionadas para este estudo apos a infecgdo pelo SARS-CoV-2 e 20
amostras controle. Todos os pacientes possuiam idade igual ou superior a 18 anos e tiveram
resultado “detectado” em teste RT-qPCR para COVID-19, considerado o método padrao-ouro
de diagnostico da doenca.

O estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de FEtica sob CAAE n°
57722722.7.0000.0068 sendo emitido parecer n® 5.392.133.

3.2. ESTUDO CITOGENOMICO

Todos os experimentos descritos a seguir foram realizados no Laboratorio de
Citogendmica do LIM 03, associado ao Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina
da Universidade de S3o Paulo e localizado no Bloco 12 do 2° andar do prédio dos
ambulatorios do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao

Paulo.

3.3. EXTRACAO DE DNA GENOMICO DE SANGUE PERIFERICO

Apobs coleta das amostras de sangue, isolamos o DNA dos pacientes utilizando o
QIAamp DNA Blood Mini Kit (250) (Qiagen, Alemanha), de acordo com o protocolo do
fabricante. Assim, para que houvesse a ruptura da membrana plasmatica das células contidas
nas amostras, foi adicionado 180 pl de Buffer ATL e realizada incubacdo por dez minutos a
85°C, em seguida foi adicionado 20 ul de Proteinase K e incubado a 56°C por uma hora. Apds
este periodo, para garantir a completa lise celular, foi adicionado 200 ul de Buffer AL e
realizada incubacao a 70°C por dez minutos. Posteriormente, foi adicionado 200 pl de etanol
96-100%, realizada homogeneizagdo e transferéncia do material para uma coluna de
purificagdo, que foi centrifugado por um minuto a 8.000 rpm, ap6s centrifugacdo a coluna de
purificagdo foi transferida para um novo tubo e o filtrado foi descartado, a partir deste
momento, a cada lavagem este processo de troca do tubo foi realizada novamente.

Em seguida, iniciamos a primeira lavagem ao adicionar 500 pl de Buffer AWI e
centrifugamos por um minuto a 8.000 rpm, para a segunda lavagem foi adicionado 500 ul de
Buffer AW2 e centrifugado por trés minutos a 14.000 rpm. Apo6s realizacdo das lavagens, a

coluna de purificagdo foi transferida para um tubo de 1,5 ml e realizada eluicao com 150 pl de
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Buffer AE e incubado por um minuto em temperatura ambiente e entdo centrifugado por um
minuto a 8.000 rpm. Apds extraido, o DNA obtido das amostras de sangue foi quantificado
em ng/ulL pelo fluorometro Qubit e diluido, quando necessario, para obter a concentracao

minima de 50 ng/pL, exigida para realizacdo do experimento.

3.4. TRIAGEM GENOMICA POR ARRAY

A investigagdo gendmica foi realizada conforme protocolo para o Infinium
ImmunoArray-24 v2 BeadChip, que consiste em inicial amplificacio do DNA extraido a
partir da desnaturagdao e neutralizagdo das amostras, ao adicionar 20 ul do reagente MA1 a
placa, na qual foram colocados 4 ul de DNA e 4 pl do reagente 0.1N NaOH, em seguida foi
incubado e adicionado 34 pl do reagente MA2 e 38 ul do reagente MSM por pogo. Neste
momento a placa foi incubada entre 20 e 24 horas, o que promove uma amplificacao uniforme
do genoma e gera quantidade suficiente de DNA para ser utilizado. Em seguida realizamos a
fragmentacdo enzimatica, que garante que as amostras tenham sido fragmentadas nos pontos
de quebra, prevenindo a excessiva fragmentacao, nesta etapa foi adicionado 25 ul do reagente
FMS e realizada incubagdo em banho-seco por uma hora.

A partir da fragmentagdo foi realizada a precipitacdo ao adicionar 50 pl do reagente
PM1 e 155 pl do reagente 2-propanol 100% apds incubagdo, homogeneizada e incubada
novamente, centrifugada, removido o excesso de liquido e aguardo da secagem completa.
Para a ressuspensdo do DNA precipitado foi adicionado 23 pl do reagente RA1 e incubado.
ApoOs este procedimento foi realizada a hibridizagdo do DNA ao Infinium ImmunoArray-24
v2 BeadChip, que consistiu na desnaturagdo do DNA em banho-seco, montagem das cdmaras
de hibridiza¢do, dispensacdo de 14 pl de cada amostra no BeadChip e nova incubagdo. Por
fim, foram realizadas as lavagens do BeadChip com reagente PB1, extensdo de tinica base ¢

coloragdo das bases para leitura do chip no array scanner iScan®.

3.5. ANALISE DOS RESULTADOS

Apbs a obtencdo dos dados gendmicos brutos por meio da leitura do Infinium
ImmunoArray-24 v2 BeadChip pelo equipamento iScan®, os resultados obtidos foram
compilados, sendo organizados e subsequentemente submetidos a andlise e interpreta¢dao. Os
SNPs associados as doengas de interesse foram filtrados, utilizando o programa
GenomeStudio e por linguagem de programagao R, além disso, as variantes foram avaliadas
por meio de informacdes obtidas no banco de dados GWAS Catalog, que proporciona a

investigacdo do impacto de variantes comuns em doengas de origem complexa.
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Por meio do GWAS Catalog foram selecionadas de cinco a dez SNPs, para cada uma

das doengas autoimunes escolhidas, que possuiam simultaneamente os menores valores-P e

estudos significativos e, portanto, sendo as variantes com maior potencial de relacdo com o

fenotipo estudado. Em conjunto, utilizamos também informacgdes dos bancos de dados:

Database of Genomic Variants (DGV), UCSC Genome Bioinformatics ¢ dbSNP, para

obtencdo de informacgdes adicionais, tais como incidéncia populacional das variantes e demais

relatos clinicos em bancos de dados como o ClinVar, conforme tabela a seguir.

Tabela 1 - Bancos de dados e referéncias online usados no direcionamento e busca de artigos cientificos e

informacoes.

Banco de dados e
referéncias

Descricao

GWAS Catalog

Catalogo publico que compila dados de estudos de associagdo em todo o
genoma disponivel em: <https://www.ebi.ac.uk/gwas/>.

Database of Genomic
Variants (DGV)

Catalogo publico de alteragdes gendmicas estruturais disponivel em:
<http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home>.

UCSC Genome

Software que permite a visualiza¢ao de porgoes especificas do genoma

Bioinformatics disponivel em: <https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway>.
Catalogo publico de SNPs disponivel em: <https://www.ncbi.nlm.nih.g
dbSNP
ov/snp/>.
ClinVar Banco de dados publico que relaciona variantes genéticas a fendtipos

humanos disponivel em: <https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/>.

Online Mendelian Inheritance
in Man (OMIM)

Catélogo online de genes humanos e doengas genéticas disponivel em:
<https://www.omim.org>.

PubMed

Site para busca de referéncias bibliograficas mundiais em saude
disponivel em: <https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov>.




4. RESULTADOS
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4. RESULTADOS

Realizamos a selecao de 48 pacientes atendidos no Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina da Universidade de Sao Paulo, com idade igual ou superior a 18 anos,
previamente contaminados pelo virus SARS-CoV-2 que tiveram resultado “detectado” em
teste RT-qPCR.

Dos quais, 28 pacientes relataram apresentar ao menos uma das doengas autoimunes
selecionadas para este estudo apos terem sido diagnosticados com COVID-19, de acordo com
o grafico a seguir.

Grifico 1 - Fenotipo apresentado pelos participantes do estudo.

Tireoidite de Hashimoto Artrite Reumatdide

Lapus Eritematoso Sistémico

Esclerose Multipla

Diabetes Mellitus tipo 1

Asma

Apods selecdo dos pacientes, foi realizada a coleta de cerca de 4 ml de sangue
periférico e extraido o DNA das amostras para realizacdo da triagem gendmica por método de
array com uso do Infintum ImmunoArray-24 v2 BeadChip. A triagem por método de array
foi dividida em dois experimentos com 24 amostras em cada. A avaliacdo e interpretagao dos

dados brutos foi completada e detalhada no item 4.3.

4.1. EXTRACAO DE DNA GENOMICO E QUANTIFICACAO DO MATERIAL
Ap6s selecdo das amostras, foi realizada extragdo de DNA gendmico e quantificacio
do material para realizacdo do experimento, com uso do QIAamp DNA Blood Mini Kit (250),
seguindo o protocolo do fabricante.
Apos extraido, o DNA gendmico obtido das amostras de sangue foi quantificado em

ng/uL com uso do fluorometro Qubit, conforme demonstrado na tabela a seguir. Todas as
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amostras apresentaram niveis adequados ou aceitaveis em seus parametros de qualidade para

utilizagdo na técnica de array.

Tabela 2 - Quantificacdo das amostras em ng/pL.

Amostra | Quantificacio | Amostra | Quantificacdo | Amostra | Quantificacao
C-6 57.2 ng/uL C-120 166 ng/uL. C-229 55.9 ng/uL
C-7 59.2 ng/uL C-129 56.6 ng/pL C-230 139 ng/uL
C-8 72.6 ng/uL C-133 52 ng/uL C-232 56.4 ng/pL
C-14 187 ng/uL. C-135 57.3 ng/uLL C-236 114 ng/uLL
C-27 70.2 ng/uLL C-149 54.6 ng/uLL C-237 55.8 ng/uLL
C-29 79.6 ng/uL C-150 116 ng/uL C-241 51.4 ng/pL
C-45 52.3 ng/uL C-162 56.1 ng/pL C-243 56.3 ng/pL
C-47 57.2 ng/uL C-163 70.6 ng/pL C-244 55.3 ng/uL
C-49 52.2 ng/uLL C-167 52.6 ng/uLL C-247 65.4 ng/uLL
C-63 241 ng/uL C-184 104 ng/uL C-259 55.7 ng/uL
C-70 251 ng/pL C-189 68 ng/pL C-261 50.6 ng/pL
C-71 98.3 ng/ul C-198 59.2 ng/pL C-287 56.4 ng/pL
C-72 135 ng/ul. C-206 55.6 ng/uLL C-291 65.1 ng/uLL
C-75 201 ng/uL C-212 191 ng/uL C-321 130 ng/uL
C-81 54 ng/pL C-215 120 ng/pL C-323 51.4 ng/pL
C-86 114 ng/uL C-219 50.5 ng/uL C-370 57 ng/uLL
C-90 76.7 ng/uLL C-220 70 ng/uL C-375 105 ng/uL.
C-94 107 ng/uL C-221 58.7 ng/uL C-378 210 ng/uL
C-95 53.6 ng/uL C-222 60.1 ng/uL C-384 56.3 ng/uL

C-102 54.2 ng/uL C-223 52.2 ng/pL G-3493 117 ng/ulL
C-105 151 ng/uL C-225 53.2 ng/pL G-3494 67.8 ng/pL
C-107 51.4 ng/uL C-226 56.9 ng/uL G-3510 53.5 ng/ulL
C-110 135 ng/uL C-227 54.2 ng/ulL G-3511 57 ng/uL

C-119 190 ng/pL C-228 50.4 ng/pL P-798 54.4 ng/pL

4.2. TRIAGEM GENOMICA POR METODO DE ARRAY

Depois da extragdo e quantificagdo das amostras selecionadas, foi realizada a triagem

genomica utilizando o método de array com uso do chip Infinium ImmunoArray-24 v2

BeadChip, em trés dias de experimento. A partir da leitura dos chips, foi possivel identificar

as variantes presentes nas amostras selecionadas, apresentadas no item 4.3.3.

4.3. ANALISE DOS DADOS

4.3.1. Selecao de SNPs para as doencas de interesse
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Por meio do banco de dados GWAS Catalog, foram selecionadas dez SNPs para as
seguintes doengas: asma, esclerose multipla e lupus eritematoso sistémico, nove SNPs para as
doencas artrite reumatoide e diabetes mellitus tipo 1, e cinco SNPs para a doenga tireoidite de
Hashimoto, que possuiam simultaneamente os menores valores-P e estudos significativos, a
fim de compara-los com os resultados obtidos apds a triagem genOmica das amostras

selecionadas neste projeto. Assim, foram selecionados os SNPs expostos na tabela a seguir.

Tabela 3 - SNPs selecionadas para as doengas de interesse.

D
SNPs selecionados |y, . |rs11889341 (1511933540 rs3087243 | rs3093024 (1571508903 | rs7731626 | rs8026898 | rs8032930 | rs0268839
para a doenga RBPJACO| ICOS |CCRGLOC
artrite reumatéide | Geme | STAT¢ | ..o | Lo “-tP V™| ARIDSB |ANKRDSS| DRAIC | RASGRPI|HLA-DRB9
97714 CTLA4 103378127
D _ o . | L i _ .
SNPs selecionados |y, . |1s10197862(rs11078927 | rs1342326 | 517203632 | rs1837253 | rs3771166| rs3771180 | rs744910 | re7848215 | rs0273349
para a doenca asma —— - — —— . p——— R— - or .
Gene JLIRL] GSDMB IL33 SMAD3 | Intergénica | [LIERI ILIRLI SMAD3 L33 HLA-DQBI
SNPs selecionad D
Pai::ﬁ;;ﬁ’;a”s Variante| 1004446 |rs11171738| 512708716 512927355 | 122104286 | 52476601 | 1s6679677 | 15689 | 19273363
diabetes meli[-lus I N o I o _ i S .
tipo 1 Gene | JGFZINS | Intergénica | CLECI6 | CLECIG4 ILZRA PTPN2Z PHIFI JGF2INS | HLA-DQRI
D _ | - ] 1 B .
SNPs selecionados |y, i | 31077667 (1512027355 £31323292 | £s1738074 | rs1800693 |rs2104286| rs3104373 | rs3129889 | rs3135388 | rs0271366
para a doenca 1OCI0337
esclerose miltipla | Gene | TWVFSFI4 | CLECIEA |, 64 TAGAFP |INFRSFIA| ILIRA |HLA-DQAI|lntergénica| HI4-DRA | Intergénica
D - o _ - ] - __ _
SNPs selecionados |y, o | 510036748 31049564 | 511574637 1513277113 | 151801274 | rs2304256 | 56914831 | 5729302 | 157574865 | rs7726414
para a deenca lipus — — p— p— p— p— - J—
Gene | TNIPI PNF ITGAY BIE | FCGRI4 | I¥EZ AHII IRF3 STAT# ICF
SNPs selecionad D
s seleclonacos | 2P| 011247367 170884 | =231775 | 22476601 | 19277555 i
para a doenca Variante
tireoidite de i B . i
e Gene | IGFIR | NIBANI | CTL44 | PIPN22 |HLA-DPBI

4.3.2. Resultados obtidos

Posteriormente a selecdo dos SNPs especificos para as doengas estudadas neste
projeto, apresentados na tabela 3, e obtencdo dos dados genomicos brutos por meio da
realizacdo da triagem gendmica por método de array, os resultados obtidos foram
compilados, sendo organizados e subsequentemente submetidos a andlise e interpretagdo. Os
SNPs associados as doengas de interesse, encontrados no genoma dos pacientes estudados,
foram filtrados utilizando o programa Bluefuse e pela linguagem de programagdo R, assim,
foi possivel realizar um estudo de associagdo gendmica na casuistica selecionada.

Para interpretacdo dos SNPs encontrados neste estudo, elaboramos os seguintes
graficos de Manhattan, que nos permitem comparar os SNPs encontrados em todo o genoma
da populagdo estudada a partir dos valores-P a que cada SNP esta associado, nestes graficos ¢
apresentado, no eixo vertical, o -logl0 do valor-P encontrado e, no eixo horizontal, os
cromossomos nos quais cada SNPs esta localizado, de forma que cada ponto representa uma

variante analisada. A linha vermelha nos graficos representa o threshold, ou seja, o limiar de
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significancia estatistica apropriada que nos permite diferenciar os SNPs verdadeiramente
representativos, assim, os pontos mais altos acima deste limiar representam os SNPs

significativamente associados ao fenotipo analisado e, portanto, com menor valor-P'®.

Grifico 2 - Manhattan dos SNPs para artrite reumatoide
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Grafico 5 - Manhattan dos SNPs para esclerose multipla
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Assim, a partir dos resultados anteriormente apresentados, realizamos uma analise das
coordenadas principais (PCoA), apresentada a seguir, que considera a distribuicdo dos SNPs
encontrados pelos fenotipos de interesse, a partir do qual ¢ possivel comparar graficamente os
resultados encontrados nos fenotipos e nos controles e entender se ha uma dissimilaridade
entre eles. Na figura observamos pouca segregacdo entre os resultados encontrados para cada
fenotipo entre si e também em comparagdo aos controles, o que demonstra uma
homogeneiza¢ao dos resultados encontrados, que pode ocorrer em estudos de associagdo

gendmica principalmente devido a baixa casuistica.

Grifico 8 - Analise de coordenadas principais (PCoA) considerando a distribuicdo dos SNPs pelos fendtipos
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Ademais, a partir dos dados obtidos também foi possivel identificar os alelos presentes
no genoma dos pacientes e relaciond-los com os alelos de impacto descritos na literatura para
os fenotipos estudados associados a cada SNP previamente selecionado e apresentado no item
4.3.1, de maneira que a presenca deste alelo de impacto no genoma do paciente representa a
relacdo de suscetibilidade para o fendtipo associado a cada SNP.

Com isso, para as SNPs previamente relatadas na literatura, investigamos o perfil
alélico em relagdo aos alelos de impacto mencionados, como ¢ exemplificado nas tabelas 4 a
9, em que, destacadas em verde, estdo os marcadores em homozigose e, em amarelo, os

marcadores em heterozigose.



Tabela 4 - Resultados alélicos obtidos para as variantes relacionadas a artrite reumatéide.
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ID variante rs11883341 | rs11533540 | rs3087243 | rs3053024 | rs715083203 | rs7731626 | r=B026398 | rsB032539 | r=9268839
db5MP =T T=C E=A A=GT =T G=A/C G=A T=C A=LG
Alelo de impacto T C G T T G A T G
Va7 cc GG TC AG
[W'FL] TC GG CcC AA
CV105 CC AG TC AG
Cv1s9 cc
CV206 cc TC
w212 TC CcC
CW215 cC CC
Cv219 CC cC
V220 TC TC
w222 cc CcC
V223 cc CcC
CW225 CC TC
V226 TC TC
V227 cc
w228 TC
w2139 cc
V230 cc
w232 TC
V236 TC
w241 TC TC
V243 cC TC
Cv247 CC TC TC
53493 TC TC GG TC AG
53454 CC TC GG TC Al
Tabela 5 - Resultados alélicos obtidos para as variantes relacionadas a asma.
ID variante  |rs10197862|rsl1075527|rs1582325rs17253632] rs1837253]r23771165|r5377 1160|rs 74459 10| rs 1 G4B215] re9273549
dbSHP ] C=T A =T T=C G=aT GEAT | GRAT =T T=C/G
Alelo de impacto & C C T C G T LE] T C
cva7 T B oc TG TC AA TC
Cvag Lete] TC TC CcC T TC 1L}
CV105 G5 TC cC T AG TC
V189 TC cC TC TG cC AG TC TC
V206 TC C ™ oC AG ©__ e
V212 T cC cC AG TC TC
V215 T oC TC TG oC 45 cc__
V219 T cC cC AG cC TC
V220 T TC
V22 TC cC cC TC
Cw223 T CcC TC TG CC Al CcC T
CW225 T CcC TC TG TC fate] CcC TC
CV226 T CcC L= T CC CcC TC
V227 TC TC
V228 TC T cC TC cC AG cC TC
CW2z9 TC T TC TG CC TC 1L}
CV230 T CcC TG CC TC 1T
Cv232 AG T CcC TG TC TC
CV236 AG TC T CcC TC TG TC Al CcC TC
V241 AG TC CcC TC TC TC
T TC TC cC TC
cC
cC
cC
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Tabela 6 - Resultados alélicos obtidos para as variantes relacionadas a diabetes mellitus tipo 1.

1D variante re100484 5| rsl 1071732 rs12708716(rs125927355(rs2 104285 rs2476601 | rs6679677| rs6B9 | rsB273363

dbSHP E=h =T AE CotyT T=C AT [ A>T [
Alelo de impacto T C & C T & L3 AT 3
LeLe] ketes CcC - CcC
(o LE1E] CC AT CC
TC L= ketes CcC AT CcC
TC e LE1E] CC AT AaC
CC T AlG AC - AC
(o e LELE] LE1E] CC AT AaC
CC T filc] ketes CcC CcC
[ L= &G LE1E] CC ac
CC L= filc] ketes CcC AC
TC L= GG LE1E] CC ac
CC L= G LELE] CcC AT cC
CW225 TC T &G TC TG LE1E] CC - CC
GE cC AT AC
T LE1E] CC - CC
L= LELE] CcC AT AC
T GG CcC - cC
CW230 TC ete] CC AT CC
CV232 [ LE1E] CC AT ac
CV236 TC L= LE1E] CC AT CC
CV241 CC T ele] CC - CC
Cv243 CC L= filc] ketes CcC AT AC
Cvaay TC L= G TC AlG AC AT AC
53453 TC T &G TC G5 CC - AC

53454 TC e &G TC G5 CC CC |

Tabela 7 - Resultados alélicos obtidos para as variantes relacionadas a esclerose multipla.

ID variante rs1077667| rs12927355 [ rs1323292 | r=1738074 | rs1B00693| rs2104286 | rs3104373 [ r=3125889 | r=3135388 | rs9271366
dbSMP C=G/T C=a/T G=A/C T=C T+ T=C T=A/C/G | Ge&JOT | A=0/G/T | G=A/OT
Alelo de impacto ] C A C C T T L& ] A G
Va7 L) AC AC GG Al CC AA
V49 Al AC TG Al CC AG
CWV105 AG AC GG Al CC AA
CV1E9 AG TC Al GG Al CC AA
CV2DE AA GG Al CC AA
V212 AG TC Al AA GG Al CC AA
CVW215 TC Al GG Al CC AA
V219 TC AC AC TG Al CC AA
V220 TC AC AC GG Al CC AA
V222 L) Al AA GG Al CC AA
V223 Al AA TG Al CC AG
CV225 A4 TC AC AC TG GG Al CC A4
V226 AA TG GG Al CC AA
V227 TC CC TG AG AC AG
V2238 L) Al AA GG Al CC AA
V229 AC AL TG AG AC AG
V230 TC Al AA GG Al CC AA
V232 TC AC AL GG Al CC AA
V236 AG TC Al GG Al CC AA
V241 AG Al AL GG Al CC AA
V243 AG AC AA GG Al CC AA
V247 TC AL TG GG AG AC AA
53493 AG TC AC AC GG Al CC AA
53494 TC AC GG Al cC AA




Tabela 8 - Resultados alélicos obtidos para as variantes relacionadas a lpus.
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Tabela 9 - Resultados alélicos obtidos para as variantes relacionadas a tireoidite de Hashimoto.

ID variante rs10036748 (| rs1049564 [ rs11574637 (rs132771135 | rs1B01274 | 52304256 | rs6R14831 [ rs729302 | rs75T74865 | rs7726414
dbsNP C=AJT G4 T=C G=aT A=C/G C=A C=G/T AxC T=A/G C=T
Alelo de impacto T T C A C [ A T T
cvazy CC cc T GG TC
cv4s _ cC T TG cc
C\V105 TC 10 T GG TC
cviga TC TC T GG GG TC
V206 CC cc T AG GG TC
Cv212 T TG TC
GG cc
GG e
TC TG cc
V222 TC cC T GG GG cc
V223 _ cc TT GG GG cc
C\V225 TC cC TC GG GG cc
V226 cC E TC GG TC
V227 TC TC T AG
C\V228 TC cc TC AG
C\V229 CC cC TC GG
C\V230 _ E TT AG
V232 TC cC T GG TG cc
CV236 CcC cc T GG TG cc
V241 TC cc TC GG TG a1 &
V243 cc I T1c AG GG TC
V247 CC cc T GG GG TC
G3493 TC cC T GG TG cc
G3494 CC 10 T AG GG cC

1D variante rsl1247367 [rsl70884 | rs231775)] rs2476601 | rs9277555
dbSHP =4 Cx4 AT A=ET GE=4
Alelo de impacto G A G & G

Va7 G35 B4
V49 A5 AG G4 AG
CV105 Al G4 AG
CV189 GG AG
V206

V212 GG |

CV215 AR G35

V219 Ad G35

V220 Al G4

V222 Al G4

CW223 AG G4

cv22s

V226 AG G35

V227 AR G35

V228 AG G35

CV229 Ad G35

CV230 AG GG AG
[ W AR LELe] L
CV236 G35 AG
CV241 AG GG A4
CV243 G4

V247 AG )
53493 G4

534594 G35 AG
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4.3.3. Interpretacio dos resultados obtidos

Desta forma, por meio da analise dos dados apresentados nos graficos da Manhattan,
foi possivel filtrar e identificar 15 SNPs, para cada uma das doengas autoimunes selecionadas
para este projeto, em que encontramos o menor valor-P apresentado na casuistica selecionada.
O valor-P nos permite investigar de maneira estatistica a associacdo das variantes na
populacdo de casos e de controles, de forma que quanto menor seu valor, estatisticamente
mais relacionado ao fenotipo apresentado € a variante. Assim, os SNPs identificados foram

compilados e apresentados na tabela 10.



Tabela 10 - SNPs com menor valor-P identificados para as doengas de interesse.
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ID Variante | rs2721775 | rs7147286 | rs2857143 | rs4922518 | rs2517582 | rs4954240 | rs4692607 | rs9883587 | rs7667496 | rs17866161| rs2250057 | 19888739 | rs1233591 |rs10836156 | rs47594%0
N . -] . N . - N . - . . - N . N . B
SNPs com menorvalorP| o o oaica| Gemr |mtersenica| zvrass |1mveozs7o| zranms | mtersenica | Intergénica | NFKBI |mntersenica| 7scr | mGanr |mtersenica| nurio | RIMBR2
identificados para a
doenca artrite Coordenada
T .Uenﬁmil:a Chrs: Chri4: Chré: Chr10: Chré: Chr2: Chr: Chr3: Chr4: Chr4: Chr$: Chrlé6: Chr6: Chrll: Chr12:
(EGRChSS) T1836524 | 54891947 | 32804835 | 47371089 30840983 135335299 | 168078804 72334344 | 102588298 | 1177333544 | 132899816] 31301932 | 28753205 | 34113379 | 130533446
ID Variante |rs11745587] rs7754730 | rs8132309 | rs16903255 | rs10043792 | rs6429080 | rs7022025 | rs10456391 | rs7379261 | rs2676192 |rs12192713] rs12649067 | rs12634229 | rs10484750 | rs5260734
SNPs com menor valor-P Gene IRFI-AS] | Intergénica |Intergénica| LINCOO461| HCNI Intergénica | Intergénica |PSORSICI| SV2C ADARBZ |Intergénica| TEC Intergénica | Intergénica | Intergénica
identificados para a
doenca asma Coordenada| .. Che6: Che21: Chs: Chs: Chl- Chrd: Chré: Chrs: Chrl0: | Che6: Chrd Chr3: Cheé: Ché:
o
E_enomu:a 132461230 121674743 | 29473553 | 88575760 45537518 238513154 | 122349674 31134600 | 75989184 1463279 | 33001079 | 48164196 | 112657461 | 8378376 29964889
(GRCh38)
ID Variante | rs9878930 | rs2224724 | rs9455754 | rs4680514 | rs12895434 | 19602702 | rs17636328 | rs12648320 |rs12532855] rs12532870|rs10777722] rs10072615 | rs12803088 | rs13396159 | rs1498553
SNPs com menor valor-P . - LoCIo7e S'CHAIP‘: . . . N _ . _ . - I - I,
identificados para a Gene Intergénical FGFI4 5655 ;QC, ) Intergénica | Intergénica | LINC02520 | CCSERI HECWI HECW1I NINA ILI17B TENM4 | LRRTM4 | TRIM22
doenca diabetes melittus SCHIPI
ol Coordenadal =y o Chrl3: Chré: Ched: Chrld: Chrl3: Ch6: Chrd: CheT: Che?: Chri2: Chrs: Chrll: Chr2: Chrit:
genomica 755897 3585 76951 | 159743667 | 272325 52372 37522755 2 | 43306972 | 4330707 5729192 3 7931532 7674945 56877
(GRCh38) 147558974 101963585 | 168876951 | 159743667 27232581 85237241 37522755 91401182 | 43306972 | 43307079 | 95729192 | 149396166 | 79315329 16749451 5687798
ID Variante | rs1256208 | rs3810874 | rs541956% | rs3809983 15561937 153118988 | rs6693979 | rs12675797 | rs2171210 | rs10505870(rs 13274079 rs910786 1890610 | rs1521849 | rs7596785
SNPs com menor valor-P . . . SLCOIB3 7 LoCciolaz
identificados para a Gene Intergénica| CLDNI2 |Intergénica| 4LPK2 FRY RABGAPIL| RABGAPIL | Intergénica | SYTL3 SICOIB7 457 SYNE3 PCSE2 5174 MROH24
doenca esclerose
miltipla C:z::;“l::“ Chr3: Chr7: Chrl0: Chrl8: Chrl3: Chrl: Chrl: Chr8: Chr6: Chr12: Chrs: Chrld: Chr20: Chrl5: Chr2:
- 12265882 | 90413543 | 1317093545 | 58535536 32148665 174819245 | 174882798 86848950 | 158740396 21018962 | 95438621 | 95427543 17396860 | 34769576 | 233785531
(GRCh38)
ID Variante | 15332496 [rs10002393 | 9509128 | rs7299271 rs897200 157727791 | rs13120366 | rs7310889 | rs4670007 | rs7021973 |rs13213319] rs1391397 | rs1838793 | rs1364295 [rs10502318
- ) . . .. | COL2410S . . . I . . LOCI053 . . N R
SNPs com menor valor-P Gene Intergénica| Intergénica |Intergénica i STAT4 Intergénica | Intergénica |LINC02424 |Intergénica| KDMAC . Intergénica | Intergénica| WWOX | DLGAPI
identificados para a - —
Ccescaiips C:'"',ie“,“d“ Chr6: Chra: Chri3: | Chri2: Chr2: Chrs: Chr: Chri2: Chr2: Chr: Chr6: Chra: Chr2: Chrig: | Chris:
(EC;:E_T;C; 02746157 | 81865738 | 20284636 | 48020275 | 191133045 57542093 112472929 78437830 | 14353336 7085619 | 70371673 | 125052410 | 46219611 | 78667092 | 4019327
ID Variante | rs2529051 | rs1854936 | rs4427687 | rs7333728 | rs10766122 | rs2400891 | rs4986073 | rs16970582 |rs13137167| rs4762758 | rs4944000 | rs723794 | rs2251692 | rs1812395 | rs7915167
SNPs com menor valor-P . |LoCi0337 |LOCIO53 |LOCIO537 . |Locios371|LOCI0537 . LoCcioz9 . . . -
identificados para a Gene Intergénica 0250 70250 0250 Intergémca |ARHGEF37 208 1908 Intergénica| PDE3A 54361 Intergénica | Intergénica | Intergénica| NMTZ
doenca tireoidite de
. Coordenada - . . . - - - N o -
Hashimoto cendmica Chr7: Chrl3: Chrl3: Chr13: Chrll: Chrs: Chrl7: Chrl7: Chr4: Chr12: Chrll: Chr4: Chr2: Chrls: Chr10:
= 24554687 | 74307345 | 74309197 | 74307161 13932022 149609559 77836696 77836329 | 135811650 | 20461725 | 87748987 | 145954399 | 226725064 | 56773966 | 15163721

(GRCh38)
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Além disso, por meio da andlise dos dados alélicos demonstrados nas tabelas 5 e 7, foi
possivel identificar também, um paciente, cuja amostra foi identificada por CV215, que
desenvolveu asma apos a infeccdo pelo virus SARS-CoV-2, em que observamos, apos
interpretacdo dos dados gendomicos, compatibilidade alélica para cinco das dez variantes
gendmicas previamente selecionadas associadas a doenca desenvolvida (rs10197862,
rs1837253, rs3771166, 15744910 e rs9273349). Sendo que, dois destes SNPs apresentaram-se
em homozigose para o alelo de impacto (rs10197862 e rs9273349), conforme apresentado na
tabela 11.

Além deste, identificamos também outros dois pacientes, cujas amostras foram
identificadas por G3493 e G3494, que desenvolveram esclerose multipla p6s COVID-19 e,
apo6s interpretagdo dos dados genomicos, apresentaram compatibilidade alélica para seis das
dez variantes genOmicas previamente selecionadas associadas a esta doenca (rs1077667,
rs12927355, rs1323292, rs1738074, rs1800693 e rs2104286). Assim, o paciente G3493
possui dois destes SNPs em homozigose para o alelo de impacto (rs1800693 e rs2104286),
enquanto o paciente G3494, possui quatro destes SNPs em homozigose para o alelo de

impacto (rs1077667, rs1323292, rs178074 e rs2104286), conforme apresentado na tabela a

seguir.
Tabela 11 - Resultados encontrados para os pacientes CV215, G3493 ¢ G3494.
(continua)
. Alelo de s Coordenada Genémica
Paciente SNP Gene Tmpacte Zigosidade (GRCh38)
rs10197862 ILIRLI A Homozigose Chr2: 102350089
rs1837253 Intergénica C Heterozigose Chr5: 111066174
CV215 rs3771166 ILISRI G Heterozigose Chr2: 102369762
rs744910 SMAD3 G Heterozigose Chrl5: 67154447
159273349 HLA-DQBI-AS1 C Homozigose Chr6: 32658092
rs1077667 TNFSF14 G Heterozigose Chr19: 6668961
rs12927355 CLECI164 C Heterozigose Chrl6: 11100914
rs1323292 LOC105371664 A Heterozigose Chrl: 192571891
3493
G rs1738074 TAGAP C Heterozigose Chr6: 159044945
rs1800693 TNFRSFI1A4 C Homozigose Chr12: 6330843
rs2104286 IL2RA T Homozigose Chr10: 6057082
151077667 TNFSF14 G Homozigose Chr19: 6668961
G3494 rs12927355 CLECI164 C Heterozigose Chrl6: 11100914
rs1323292 LOC105371664 A Homozigose Chrl: 192571891
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Tabela 11 - Resultados encontrados para os pacientes CV215, G3493 e G3494.

(continuacgio)

Paciente SNP Gene ﬁﬁ:&ﬁ Zigosidade Coord(ega;ighgglﬁmica
rs1738074 TAGAP C Homozigose Chr6: 159044945
G3494 rs1800693 TNFRSF14 C Heterozigose Chr12: 6330843
rs2104286 IL2RA T Homozigose Chr10: 6057082

(conclusao)

Assim, identificamos que o paciente CV215 apresenta homozigose alélica para as
variantes rs10197862 no gene ILIRLI e 1s9273349 no gene HLA-DQBI-ASI, enquanto
ambos pacientes G3493 e G3494 possuem homozigose alélica para a mesma variante
rs2104286 no gene IL2RA, o que pode demonstrar uma associa¢do genotipo-fenodtipo mais
forte para esta variante, tendo em vista o valor-P associado, p=2,16x107, que a define como
estatisticamente significante ao fenotipo encontrado e estudos anteriores que demonstram sua
relagdo com a doenga de esclerose multipla'.

Os resultados obtidos a partir do experimento possibilitaram identificar SNPs de
suscetibilidade estatisticamente relacionados aos fendtipos estudados e também uma
descoberta a respeito da relagdo gendtipo-fenotipo ao considerar as relagdes de homozigose e
heterozigose para o alelo de impacto associado a cada SNP, pois estas relacoes de zigosidade

podem afetar ainda as relagdes de suscetibilidade de forma ainda desconhecida.
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5. DISCUSSAO

Neste trabalho, realizamos uma triagem gendmica a fim de identificar a presenca de
variantes gendmicas conhecidas como polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) em
individuos que desenvolveram determinadas doengas autoimunes, sendo estas: artrite
reumatoide, asma, diabetes mellitus tipo 1, esclerose multipla, lapus eritematoso sistémico e
tireoidite de Hashimoto, apos a infec¢do pelo virus SARS-CoV-2. Para isso, filtramos e
identificamos quinze SNPs, que apresentaram os menores valores-P na casuistica selecionada
e, portanto, que podem estar associadas a uma suscetibilidade genética para o
desenvolvimento destas doengas.

A partir dos dados obtidos por meio da triagem genOmica, identificamos os valores-P
associados a cada variante e geramos graficos que nos permitiram analisar a significancia dos
SNPs encontrados com base em seus valores-P e também correlacionar os resultados
apresentados pelos casos e pelos controles. Os resultados apresentados nos graficos de
Manhattan nos permitiram observar, mesmo com a limitacdo de uma casuistica relativamente
pequena, a existéncia de marcadores significativamente associados aos fenotipos estudados.

Além disso, identificamos de forma relevante na casuistica estudada duas variantes,
em especial, relacionadas a fendtipos de interesse para o estudo, previamente relatadas na
literatura, sendo: rs11745587, no gene IRFI-ASI, relacionada a asma severa, € a variante
rs988739, no gene ITGAM, relacionada ao lipus eritematoso sistémico. O SNP rs11745587 apesar
de se encontrar dentro de uma regido nao traduzida, conhecida por 3'UTR de C50rf56, estd proximo
dos genes da citocina T2 IL4 e IL13, e RAD50, regido previamente relatada para associagdo sugestiva
com asma grave, o que pode indicar uma relagdo com o fenotipo®.

Ja o gene ITGAM, em que se localiza a variante 1988739, codifica a cadeia de integrina
alfa M, que s3o proteinas integrais de membrana, o dominio contendo a integrina alfa
combina com a cadeia beta 2 para formar uma integrina especifica de leucocitos referida
como receptor 1 de macrofagos. A integrina alfa M beta 2 ¢ importante na adesdo de
neutrofilos e mondcitos ao endotélio estimulado, e também na fagocitose de particulas
revestidas de complemento®'*2. Ademais, varios estudos demonstraram variagdes no gene
ITGAM como um fator de risco relacionado a suscetibilidade a doenga e provavelmente a
manifestagdes graves de lupus eritematoso sistémico, assim, uma variante como a rs988739
pode alterar a fungdo deste gene, possivelmente desencadeando doengas como o lapus®.

Também selecionamos cinco a dez SNPs, com os menores valores-P, previamente

associadas a estudos que evidenciam uma maior relagdo de suscetibilidade entre estas
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variantes e as doencas autoimunes de interesse para este projeto. A partir desta selecdo,
realizamos uma triagem gendmica a fim de identificar a presenga destes SNPs de
suscetibilidade em individuos que desenvolveram estas doengas apds a infec¢ao pelo virus
SARS-CoV-2.

Nossa andlise permitiu identificar relacdes de homozigose para as variantes
rs10197862 no gene ILIRLI e 1s9273349 no gene HLA-DQBI em um paciente (CV215) que
relatou o aparecimento e diagndstico de asma ap6s infecgao pelo virus SARS-CoV-2. O gene
ILIRLI codifica uma proteina membro da familia de receptores de interleucina 1, que faz
parte de um agrupamento de genes de receptores de citocinas, alguns estudos sugerem ainda
que este gene esteja relacionado com estimulos pré-inflamatorios, e pode estar envolvido na
funcdo de células T auxiliares, assim, uma variante neste gene pode alterar seu funcionamento
gerando doengas, tal como a asma?*.

Ja o gene HLA-DQBI, faz parte de uma familia de genes chamada complexo de
antigeno leucocitario humano (HLA), que ajuda o sistema imunoldgico a distinguir as
proteinas do proprio corpo das proteinas produzidas por organismos invasores como virus e
bactérias. O gene HLA-DQBI pertence a um grupo de genes que codificam proteinas
presentes na superficie de certas células do sistema imunoldgico, essas proteinas se ligam a
fragmentos de proteinas (peptideos) fora da célula e exibem esses peptideos ao sistema
imunologico, desencadeando uma resposta do sistema imune para o combate de organismos
invasores, no entanto, uma variante como a rs9273349, pode alterar a funcdo deste gene de
maneira a confundir os peptideos apresentados, gerando reagdes de autoimunidade®.

Além deste, identificamos também relagdes de homozigose para a variante rs2104286,
no gene IL2RA, em dois pacientes estudados (G3493 e G3494) que relataram o
desenvolvimento e diagnostico da doenca esclerose multipla apds contrair COVID-19 em
entrevista realizada apos coleta das amostras e triagem gendmica.

O gene IL2RA, em que se localiza a variante rs2104286, codifica a subunidade alfa do
receptor de superficie celular para o fator de crescimento de células T interleucina-2, que
desempenha um papel vital na manutencdo do sistema imunologico, ao ser expresso em
células T reguladoras que estdo envolvidas tanto na regulacdo da tolerancia quanto na
expansdo das células T?°, com isso, esta variante pode alterar a fung¢do do gene, o que pode
gerar uma doenga autoimune ao modificar a fungdo de tolerancia das células T reguladoras.

Além disso, um estudo de associagdo gendmica realizado no Reino Unido e nos
Estados Unidos identificou dois SNPs, rs12722489 e rs2104286, no intron 1 do gene /IL2RA,

que foram fortemente associados a esclerose multipla e possuiam, respectivamente, os



41

seguintes valores-P: p=2,96x10® e p=2,16x107, sendo o segundo um dos SNPs de interesse
deste projeto, a evidéncia encontrada neste estudo de que certos alelos codificando o gene
IL2RA, dentre eles os relacionados ao SNP rs2104286, estdo associados com a doenca
esclerose multipla apoia a ideia de que polimorfismos em genes relacionados a regulagdao da
resposta imune sdo fatores importantes na esclerose multipla'.

Ademais, na literatura também foram encontradas associacdes entre a doenca
esclerose multipla e a variante gendmica rs2104286 em 211 pacientes e 521 parentes nao
afetados de 43 familias, ou seja, familias que apresentam mais de um individuo afetado, para
a doenga de esclerose multipla®’.

No cenario atual, a doenga COVID-19 representa um desafio global para as politicas
de saude, incluindo as diversas doencgas relatadas apds a doenca. Além disso, a investigagao
de SNPs especificos pode contribuir diretamente para aprimorar o entendimento de variantes

gendmicas consideradas como um possivel gatilho para importantes doengas autoimunes.
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6. CONCLUSAO

Foi possivel identificar SNPs em genes que aumentam a suscetibilidade para o
desenvolvimento de doengas autoimunes em individuos apds infecgao por COVID-19 por
meio da técnica de SNP-array com uso do Infinium ImmunoArray-24 v2 BeadChip. Além
disso, também foi possivel identificar os SNPs de suscetibilidade associados as seis doengas
autoimunes, selecionadas para este projeto, sendo estas doencgas: artrite reumatdide, asma,
diabetes mellitus tipo 1, esclerose multipla, lipus eritematoso sist€émico e tireoidite de
Hashimoto, em individuos infectados pelo virus SARS-CoV-2.

Ademais, identificamos esta predisposi¢do em pacientes que, de fato, apresentaram os
primeiros sintomas ap6és a COVID-19. Assim, a investigagdo de SNPs especificos pode
contribuir diretamente para aprimorar o entendimento de variantes gendmicas consideradas
como um possivel gatilho para doencas autoimunes de impacto importante na populagdo,

como a esclerose multipla, encontrada no nosso estudo.
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