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FREQUENCIA DOS ALELOS GSTT1 E GSTM1 EM PACIENTES
COM COVID-19 E ASSOCIACAO COM A SOBREVIDA

Resumo

Determinar a frequéncia dos alelos GSTT1 e GSTM1 em pacientes internados
com COVID-19 e verificar se ha associacdo dos alelos nulos com a gravidade da
doenca, com o desfecho de 6bito e com a sobrevida do paciente. O estudo objetivou
determinar a frequéncia dos alelos GSTT1 e GSTM1 e a associacdo com casos
moderados e grave de COVID-19, com o desfecho de 6bito e sobrevida dos pacientes.
Trata-se de um estudo descritivo e transversal desenvolvido no municipio de
Francisco Beltrdo, sudoeste do Parana. Avaliou-se 270 pacientes internados entre 0s
anos de 2020 e 2021, positivos para COVID-19, com idade média de 56 anos, e
predominancia do sexo masculino. Apresentaram estado clinico grave 55,8%, seguido
de 41,5% de casos moderados. Verificaram-se 90 6bitos, seguido de 174 (65,9%)
individuos com desfecho de alta. O tempo de internacdo apresentou uma média de
11 dias. Dos pacientes, 43,4% possuiam como comorbidade a HAS. Os gendtipos
nulos GSTM1- esteve presente em 66,8% dos internados e GSTT1 em 58,78%. Ja
em relagdo as formas alélicas GSTM1* e GSTT1*, observou-se uma frequéncia de
33,2% e 41,22%, respectivamente, nos individuos internados. A frequéncia de
individuos com a combinacdo de ambos os alelos deletados GSTM1/GSTTL1 foi de
46,2%. Detectou-se auséncia de associacdo dos polimorfismos com a gravidade da
doenca e com o desfecho do paciente. Contudo, observaram-se efeitos da
combinacdo GSTM1/GSTT1* ampliando a chance de sobrevida dos pacientes e da
associacdo entre os polimorfismos com a HAS, dobrando a chance de reducao da
sobrevida nos hipertensos e ampliando o risco de morte. Concluindo a relagao
significativa entre a HAS com a reducéo da sobrevida e ampliagdo do desfecho de
Obito. E associacdo protetiva da combinagédo genotipica GSTM1*/GSTT1 favoravel a
sobrevida dos pacientes com Covid-19. Além disso, observou-se que hipertensos com
perfil duplo nulo a sobrevida foi de apenas 13 dias, possivelmente, possivelmente

determinada pela HAS e n&o pelo perfil genotipico da populagéo.
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GSTT1 AND GSTM1 ALLELE FREQUENCY IN PATIENTS WITH
COVID-19 AND ITS ASSOCIATION WITH SURVIVAL

Abstract

This study aimed to determine glutathione S-transferase theta-1 (GSTT1) and
Mu 1 (GSTM1) allele frequencies and their association with moderate and severe
coronavirus disease 2019 (COVID-19) cases, mortality rates, and patient survival. This
is a descriptive and cross-sectional study developed in the municipality of Francisco
Beltrdo, southwest of Parana. In total, 270 inpatients tested positive for COVID-19 with
a mean age of 56 years were evaluated from 2020 to 2021 in this study. The patient
cohort was predominantly male. Among them, 55.8% of patients had a severe clinical
status, followed by 41.5% of patients with a moderate status. Ninety patients died,
whereas 174 (65.9%) individuals were discharged. The mean length of stay was eleven
days. As for comorbidities, 43.4% of patients had high blood pressure (HBP). The null
genotypes GSTM1- and GSTT1 were identified in 66.8 and 58.78% of inpatients,
respectively. Conversely, GSTM1* and GSTTL1" allelic forms showed frequencies of
33.2 and 41.22% in inpatients, respectively. The frequency of individuals with both
deleted alleles (GSTM1/GSTT1") was 46.2%. Polymorphisms were not associated
with disease severity or patient outcomes. However, the GSTM1/GSTT1* combination
significantly increased the odds of patient survival, whereas the combination of
polymorphisms in association with HBP decreased the odds of survival by two-fold in
hypertensive patients and increased the risk of death. Concluding the significant
relationship between SAH with the reduction in survival and expansion of the death
outcome. And protective association of the GSTM1+/GSTT1- genotypic combination
favorable to the survival of patients with Covid-19. In addition, it was observed that in
hypertensive patients with a double null profile, survival was only 13 days, possibly
determined by SAH and not by the genotypic profile of the population.

Keywords

Glutathione S-Transferase, Severity, High blood pressure, SARS-CoV-2, Survival
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1. INTRODUCAO GERAL

A Sindrome Respiratéria Aguda Grave causada pelo Coronavirus 2 (SARS-
CoV-2) surgiu em dezembro de 2019, na cidade de Wuhan, na China, e tornou-se um
problema de saude publica grave em todo o mundo (ROTHAN; BYRAREDDY, 2020).
A partir de 11 de marco de 2020, foi declarada a Pandemia da COVID-19 (Doenca
causada pelo novo coronavirus 2) pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
(ADHIKARI et al., 2020). A partir disso, o cenario epidemiolégico mundial foi
caracterizado pela alta taxa de propagacao do virus, com indices elevados de novos
casos e Obitos registrados diariamente (BRASIL, 2020b), ocasionando graves
consequéncias para a saude publica e a atividade econbmica em escala global
(AYITTEY et al., 2020).

Desde o inicio da pandemia até 05 de outubro de 2022, foram confirmados
616.427.419 casos de COVID-19 no mundo. Os Estados Unidos foi o pais com o maior
nimero de casos acumulados (95.150.745), seguido da india (44.601.934), Brasil
(34.684.529), Franca (34.533.358) e Alemanha (33.519.761). Em relacdo aos oObitos,
foram confirmados 6.528.557 no mundo até o dia 05 de outubro de 2022, sendo os
Estados Unidos o pais com maior nUmero de 6bitos (1.048.634), seguido do Brasil
(686.371), india (528.733), Russia (387.779) e México (330.139), respectivamente
(WHO, 2022).

No estado do Parana, a extracdo dos dados da Secretaria Estadual de Saude,
conferiu até dia 05 de outubro de 2022, 2.737.421 casos de pessoas infectadas, dos
quais 45.117 foram a 6bito e 2.679.857 estéo recuperados. Os indicadores apontaram
predominéancia de infec¢do no sexo feminino e 6bito no sexo masculino, com 1.482.640
e 25.841 respectivamente (PARANA, 2022). No estado do Parand, até a mesma data,
as maiores taxas por 100 mil habitantes de casos foram registrada na cidade de
Maringa (30.602,4), seguido por Francisco Beltrdo (29.928,2) e em terceiro lugar Foz
do Iguacu (29.539,1). Em relagdo aos 6bitos, Apucarana foi a cidade com maior
namero apurados de letalidade (469,0), seguido de de Foz do Iguacu (457,0) e
Londrina (448,9) (PARANA, 2022).

O virus apresenta alta taxa de transmisséo, por meio de inalagdo ou contato
com goticulas infectadas, com um periodo de incubacéo que varia entre 1 e 14 dias

(LIN et al., 2020; ROHIT et al., 2020). Caracteristica que levou a exigéncia do uso de
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barreiras de contencéo pela populacdo (como manter distancia segura, cobrir boca e
nariz com lenco ao tossir e espirrar, lavar as maos com frequéncia e usar
equipamentos de protecdo individual, como mascaras faciais), ocasionando a
restricdo do convivio social no mundo todo (AMA, 2020).

Apos a entrada do SARS-CoV-2 no organismo, o individuo pode apresentar-se
assintomatico ou ter manifestacfes variadas, incluindo sintomas leves ou moderados
a casos graves (LAUER; GRANTZ; BI, 2020; LI et al., 2020a). Os casos
assintomaticos caracterizam individuos que testaram positivo para 0 SARS-CoV-2 no
exame padrao ouro, qRT-PCR, mas com auséncia de sintomas (BRASIL, 2022b). Ja
0s casos leves consideram individuos que podem apresentar febre, expressar
calafrios, tosse, dor de garganta, cansaco, dor de cabeca ou mialgia, fadiga, dor
abdominal, diarreia, alteracdo de olfato ou paladar. Logo, ndo havendo necessidade
de internacdo na Unidade de Terapia Intensiva (UTI) (YANG et al., 2020; TIAN et al.,
2019; XU et al., 2020; ZHAO et al., 2020).

Os casos moderados sdo sujeitos que manifestam além dos sintomas leves da
doenca, tosse persistente e febre diaria, somados a piora progressiva da doenca,
apresentando adinamia, prostracéo, hiporexia e pneumonia sem sinais de gravidade.
Sdo os individuos, que necessitaram de suporte de servicos de hospitalar para
monitoramento (BRASIL, 2022b; YANG et al., 2020). E os casos graves caracterizam
pessoas com a sindrome respiratoria aguda grave (SARS) com presenca de sindrome
gripal, associada a dispneia intensa, desconforto respiratério, com pressao persistente
no torax, mantendo saturacdo de oxigénio (Oz) inferior a 95% em ar ambiente, além
de cianose nas extremidades, labios e rosto (CHEN et al., 2020b; BRASIL, 2022a). A
progressdo da doenca nos casos graves ocorre de forma rapida, devido ao
comprometimento do sistema respiratério, principalmente do pulméao. Além disso, leva
a complicacdes de outros sistemas, incluindo o gastrointestinal, circulatério, muscular,
nervoso, sensorial, enddécrino, urinario e imunolégico (PING-HSING et al., 2021).
Sendo assim, esses pacientes necessitam de internacdo hospitalar, geralmente em
Unidade de Terapia Intensiva (UTI), elevando o risco de sepse e choque séptico
(YANG et al., 2020).

Devido ao internamento prolongado com nimero expressivo de dias, o risco de
morte do individuo aumenta, ndo apenas pela COVID-19, mas pela debilidade do
organismo associado a outras infec¢cdes (YANG et al., 2020). Com isso favorecendo

a infeccao hospitalar que pode ocorrer apos 48 a 72 horas da admisséo do individuo
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no hospital (JI et al., 2020; FASHAFSHEH et al., 2016)

A infeccdo por SARS-CoV-2 disseminou-se por toda populacdo, mas dados
clinicos e epidemiologicos demonstram que pessoas acima de 60 anos, do sexo
masculino, tabagista e com alguma comorbidade (hipertensédo arterial sistémica
(HAS), diabetes mellitus (DM), doencas cardiovasculares (DCV), doencas
respiratorias cronicas (DRCs) e obesidade) elevou o risco da piora clinica e ampliou a
chance de 6bito nos infectados (ZHOU et al., 2020; GARIBALDI et al., 2020; WHO,
2020a; WU et al., 2020).

Estudo realizado com 72.314 infectados na China, mostrou que 51% dos casos
de COVID-19 eram em pessoas do sexo masculino (CDC, 2020). Li e colaboradores
(2020b) verificaram dentre os pacientes acometidos pela COVID-19, que 17% deles
apresentavam HAS, 16% tinham algum tipo de doencga cardiovascular e quase 10%
eram diabéticos. Resultados semelhantes foram observados por Guan et al. (2020),
dentre os mais de 1500 pacientes avaliados, 25% relataram serem portadores de pelo
menos uma comorbidade. A HAS foi a mais prevalente, representando 16,9%, seguido
da DM (8,2%), DCV (3,7%) e cerebrovasculares (1,9%), infeccOes por hepatite B
(1,8%), doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) (1,5%), doencas renais cronicas
(1,3%), o cancer (1,1%) e ser portador do virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
(0,2%), foram as comorbidades mais frequentemente relatadas (Guan et al., 2020).

A hipertensédo arterial sistémica (HAS) é considerada uma das comorbidades
mais comuns em todo o mundo, a Organizacdo Mundial da Saude estima que cerca
de 600 milhdes de pessoas tenham HAS, com crescimento global de 60% dos casos
até 2025, podendo ocasionar a morte de mais de sete milhdes de pessoas (WHO,
2011). No contexto da COVID-19, a HAS esta associada ao aumento do risco de
infeccdo por SARS-CoV-2, a gravidade da doenca e aos piores desfechos clinicos
(ZHOU et al., 2020). No inicio da pandemia, na China constatou-se elevados indices
de pessoas com hipertensdo infectadas pelo virus, notando que os individuos
portadores de HAS, possuiam trés vezes mais chance de evoluir a 6bito em
comparacao a uma pessoa sem a comorbidade (GUAN et al., 2020; ZHOU et al.,
2020).

A hipertensao arterial sistémica, é caracterizada pela hiperatividade do Sistema
Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA), com elevada concentracdo de
angiotensina Il, a qual € responsavel pelo aumento da sintese de citocinas pro-

inflamatorias e proteinas de fase aguda pelo sistema imune adaptativo. Além disso,
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esta alta concentracdo, estimula a hiperexpressdo dos receptores da enzima
conversora de angiotensina Il (HOCH et al., 2009; HENRY et al., 2020).

O SRAA, e composto pelo sistema renal, adrenal, hipofise posterior e endotélio
dos vasos. Assim, no rim € formado a renina, a qual € liberada na corrente sanguinea,
e converte angiotensinogénio (formado no figado) em angiotensina I. Que pela acao
da enzima conversora de angiotesina (que é produzida pelo endotélio pulmonar e dos
vasos) converte angiotensina | em angiotensina Il. Este é um potente vasoconstritor
direto que de forma indireta interage com a secrec¢éo de aldosterona, com o sistema
nervoso central e o nervoso simpatico e estimula a reabsorc¢éo renal (LU et al., 2016;
DOSTAL; BAKER, 1999; WU et al., 2018).

O SARS-CoV-2 entra na célula por auxilio do receptor da enzima conversora
de angiotensina 2 (ACE2) (ZHOU et al., 2020; GUPTA et al., 2020). Essa interagao
altera a via dessa enzima podendo levar a um desequilibrio do sistema renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA), contribuindo para a viruléncia desse patégeno
(VADUGANATHAN et al., 2020). Além do que o ACE2 é altamente expresso nas
células do coracdo, pulmdes, rins e trato gastrointestinal, e apresenta um papel
fundamental no sistema imunolégico (KUBA et al., 2005; WAN et al., 2020). Devido a
essa condicdo entende-se que a infeccdo por SARS-CoV-2 pode provocar dano
endotelial e lesdo microvascular, desregulacéo do sistema imunoldgico e favorecer o
estado hiperinflamatério e hipercoagulabilidade no individuo (GUPTA et al., 2020).

Vale ressaltar que, varios fatores estéo relacionados a gravidade e letalidade
da COVID-19, entre eles, idade avancada, hiperglicemia, obesidade, entre outras
doencas crbnicas ja citadas (WILLIAMSON et al., 2020). Condicbes essas
relacionados ao aumento do estresse oxidativo (EO) das células (SKULACHEYV et al.,
2009; KIG; LOEKEN, 2004). O EO caracteriza um desequilibrio de espécies reativas
de oxigénio (ROS), nitrogénio (RNS) e componentes antioxidantes, condicdo comum
em diversas doencas, inclusive nas de origem viral como na AIDS e nas hepatites
virais (YOSHIKAWA; NAITO, 2020; ARAUJO et al., 2021).

Dentre os componentes antioxidantes, estdo os sistemas enzimaticos que
desempenham papel fundamental no combate aos danos oxidativos das células e na
regulacdo de vérias vias metabdlicas essenciais para a homeostase do organismo
(FORMAN; ZHANG; RINNA, 2009). Entre elas, as enzimas Glutathionas-S-
transferase (GSTs) caracterizam uma familia de enzima de Fase Il do metabolismo

que catalisa a conjugacao de glutationa (GSH) com eletrolitos para proteger a célula
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de danos causados pelo EO (HAYES; FLANAGAN; JOWSEY, 2005). As GSTs do tipo
citosdlicas estao distribuidas em oito classes génicas: alfa (a), mu (p), Pi (1), Theta
(0), sigma (o), Kappa (k), Omega (w) e Zeta ({) (MANNERVIK et al., 1992;
TOWNSEND; TEW, 2003; ANANTHARAMAN et al., 2007; HOLLMAN et al., 2020).
Essas classes possuem variavel polimorfismo genético que pode interferir na sua
sintese e atividade enzimatica (PALMA et al., 2010).

Os genes da Isoforma p da Glutationa (GSTM1) e da Isoforma 8 da Glutationa
(GSTT1), estado localizados no cromossomo 1 pl13.3 e 22 g11.23, respectivamente
(DANIEL, 1993; OKCU et al., 2004) e possuem variantes polimorficas classificadas
como nulas, resultantes de delecbes génicas (LUO et al.,, 2011). Nesse caso, 0S
gendtipos nulos levam a incapacidade de produzir a variante proteica, provocando
perda da acao delas durante a detoxificagcdo dos xenobidticos (TOWNSEND e TEW,
2003; TATEWAKI et al., 2009; HOLLMAN et al., 2016). As variacdes alélicas geradas
por polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs), especialmente a nula, nas GSTs tém
apresentado associagdo com obesidade, DCV, DRCs, DM, cancer e patologias virais
em diferentes populagbes (DANIEL, 1993; HAYES; STRANGE, 2000; OKCU et al.,
2004; GINSBERG, et al., 2009; DASARI; GANJAYI; MERIGA, 2018). Logo, sugere o
uso desses SNPs como biomarcadores genéticos individual ou populacional para o
risco de algumas patologias (HOLLMAN et al., 2016). Apesar de, em algumas doencas
como o cancer, a relacdo positiva da doenca com a nulidade de GST esteja bem
esclarecida, ha estudos controversos dessa relagdo com agentes virais. Pett;
Coleman (2007) e Wongworawat e colaboradores (2016) demostraram que os alelos
nulos GSTT1 e GSTM1 favorecem o desenvolvimento de infeccbes causadas por
subtipos de Papilomavirus humano (HPV) de alto risco, contribuindo para evolucdo
neoplasica da infeccdo. Em contrapartida, estudo recente verificou uma relacao
protetiva do alelo deletado GSTT1 reduzindo o risco para a infec¢éo por HPV em um
grupo de mulheres no sul do Brasil e, nenhuma relacdo foi obtida para o alelo nulo
GSTM1 (BORTOLLI et al., 2022). O gendtipo deletado GSTT1 também apresentou
associacado com a evolucao patologia da Hepatite C viral, sendo mais frequente tanto
em pacientes com cirrose gquanto naqueles com carcinoma hepatocelular (ARAUJO et
al., 2021).

Considerando a COVID-19, estudo conduzido por Saadat (2020a) mostrou que
o alelo GSTT1 deletado pode ser preditor tanto da fatalidade quanto de mortalidade

por COVID-19 em varios lugares do mundo. No trabalho de Abbas et al. (2021), os
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resultados previsto em através modelo matematico dos pacientes indianos com
COVID-19 e com genotipo nulo GSTT1 possuiam 2,28 vezes mais risco de ir a 0bito
comparado ao alelo selvagem (GSTT1+). Os pacientes com combinacdo alélica
GSTT1 nulo e GSTM1+ apresentaram taxa de sobrevida reduzida.

No Brasil, nenhum estudo relatou até 0 momento associacdo desses genes
com a COVID-19 e caracteristicas relacionadas a patologia. Sabido que se trata de
uma familia génica com alto potencial de variacéo intra e interpopulacional, o presente
estudo objetivou determinar a frequéncia dos alelos GSTT1 e GSTML1 e a associagéo
com casos moderados e grave de COVID-19, com o desfecho de 6bito e sobrevida

dos pacientes
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2.OBJETIVOS

2.1 Geral

Determinar a frequéncia dos alelos GSTT1 e GSTM1 e a associagao com 0S
casos moderados e graves de COVID-19, com o desfecho de 6bito e sobrevida dos

pacientes.

2.2 Especificos

Determinar a frequéncia dos alelos nulos de GSTT1l, GSTM1 e das
combinacdes genotipicas.

Verificar se ha relacédo dos alelos nulos com os casos moderados e graves de
pacientes com COVID-19.

Determinar a presenca de associacao entre os alelos nulos com os casos de
Obito por COVID-19 e de alta hospitalar.

Caracterizar o perfil da comorbidade hipertensédo arterial sistémica (HAS) nos
individuos internados com COVID-19.

Determinar a sobrevida dos pacientes com COVID-19 e a relacdo com 0s

polimorfismos GST e com a HAS.
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3.METODOLOGIA

3.1 Populacéo e desenho do estudo

Trata-se de um estudo descritivo e transversal desenvolvido no municipio de
Francisco Beltrdo, sudoeste do Paran&. A populacdo envolvida na pesquisa foram
pacientes internados entre os anos de 2020 e 2021, inicialmente por suspeita e
posterior confirmacdo de COVID-19, no Hospital Regional do Sudoeste Dr. Walter
Alberto Pécoits (HRS) (referéncia para COVID-19) e no Hospital Sdo Francisco (HSF)
(Sociedade Hospitalar Beltronense).

Os critérios de incluséo dos participantes do estudo foram individuos internados
nos respectivos hospitais, que testaram positivo para 0 SARS-CoV-2, a partir do
exame padrdo ouro gRT-PCR e, necessitaram de internacdo. Como critério de
exclusdo, destacam-se aqueles suspeitos com resultado negativo para SARS-CoV-2
e 0s que néo foram internados. O projeto recebeu aprovacdo pelo Comité de Etica em
Pesquisa envolvendo Seres Humanos (CEP) com parecer n° 4.224.011 e CAAE:
31837720.5.0000.0107 (Anexo ).

3.2 Coleta de dados e de amostra sanguinea

A amostra foi composta de 249 individuos internados no HRS e 21 internados
no HSF, no periodo de agosto de 2020 a dezembro de 2021. Durante a internacao, foi
preenchido uma ficha com informac¢des diversas dos pacientes obtidas através do
prontuario médico, pela ficha Individual de Notificacdo (FIN) obtida do Sistema de
Informacdo de Agravos de Notificacdo, pelo sistema GAL/Lacen o Notifica Covid e
atraves do programa Sistema de Gestao Hospitalar e Ambulatorial (GSUS). Dentre as
informagdes obtidas estédo idade, sexo, sintomas, comorbidades (por exemplo HAS),
classificagdo da gravidade da doenca, sendo caso moderado o individuo que
manifesta além dos sintomas leves da doenca, tosse persistente e febre diaria,
somados a piora progressiva, apresentando adinamia, prostracdo, hiporexia e
pneumonia sem sinais de gravidade (BRASIL, 2022b; YANG et al., 2020). E os casos
graves caracterizam pessoas com a sindrome respiratoria aguda grave (SARS), SpO:

<95% em ar ambiente, além de cianose nas extremidades, labios e rosto conforme
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definicdo estabelecida pela OMS (CHEN et al., 2020b; BRASIL, 2022a). Além disso,
foram obtidas informacdes de alta hospitalar ou obito e tempo de internamento.

De cada paciente também foi realizada a coleta de 5 mL de sangue venoso no
dia do internamento, em um tubo identificado contendo o anticoagulante EDTA,
homogeneizado e depositado em uma caixa térmica contendo gelo até o
armazenamento. Posteriormente, as amostras foram encaminhadas ao Laboratério de
Biologia molecular e genética da Universidade Estadual do Oeste do Parana,
UNIOESTE, onde foram acondicionadas em freezer -20°C até o processamento.

3.3 Isolamento do material genético

A extracdo de DNA total de cada individuo foi realizada a partir de uma aliquota
de 200puL da amostra original de sangue com o kit QlIAamp® DNA Mini Kit, DNA
Purification from Blood or Body Fluids (Spin Protocol) (Qiagen, Alemanha) conforme
instrucdes do fabricante e armazenados em freezer a -20°C. Apds a extracdo do DNA,
foi realizada a deteccéo da presenga de um segmento de 268pb do gene da 3-globina
humano sintetizado a partir dos primers GH20 (5'-GAAGAGCCAAGGACAGGTAC-3)
e PC04 (5'- CAACTTCATCCACGTTCACC-3'), para verificar a presenga e qualidade
do material genético. As condi¢cdes de amplificacdo para cada reacao foi 190 nM de
dNTPs, 500 nM de cada primer, 2 mM de MgCI2, Tampéao (200 mM Tris-HCLI, 500
mM KClI), 1,25 U de DNA polimerase (Ludwig™) e cerca de 50 ng de DNA submetido
a sequéncia de etapas de ciclagem: 94°C por 10 min; 37 ciclos de 94° C por 1min,
55°C por 1min, 72°C por 1min; 72°C por 10 min (BORTOLLI et al., 2022).

3.4 Genotipagem GSTM1 e GSTT1

O método reacdo de cadeia de polimerase (PCR) Multiplex foi usado para
determinar os polimorfismos genéticos GSTM1 e GSTT1. Para isso foram utilizados
dois pares de iniciadores o0s 5-GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC-3'(F) e 5'-
GTTGGGCTCAAATA TACGGTGG-3'(R) e, 5-TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC-3'
(F) e 5-TCACCGGATCATGGCCAGCA-3'(R). O primeiro produz um amplicon de
219pb e o segundo de 459pb, respectivos, aos alelos GSTM1+ e GSTT1+ (KIRAN et
al., 2010; ABBAS et al., 2021; BORTOLLI et al., 2022). As condi¢des da PCR incluiram
desnaturacao inicial a 94°C por 5mim, seguindo para 35 ciclos de 94°C por 1 minuto,
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58°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto, finalizando a 72°C por 10 minutos. Os genoétipos
foram determinados pela migracdo dos produtos em gel de agarose a 2%, corado com
brometo de etidio, visualizados sob luz UV e fotografados. O reconhecimento da
presenca dos amplicons revelou a presenca de alelos GSTM1+ e GSTT1+ (alelos
selvagens) e a auséncia dos fragmentos caracterizou os alelos nulos (GSTM1- e
GSTT1-).

3.5 Andlise estatistica

Os dados foram tabulados e analisados no software Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS) versao 24.0. As variaveis continuas tiveram a distribuicao
normal verificada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov (p<0,05) e assim como as demais
foram categorizadas. Foi determinado as frequéncias absolutas e relativas para cada
gendtipo individual e combinacdes. O teste Qui-quadrado (X?), com correcdo de
continuidade de Yates e teste exato de Fisher foram utilizados para comparacoes
entre variaveis categoricas independentes e os desfechos de gravidade do caso e de
Obito e alta hospitalar. Inclusive para a distribuicdo e associacdo dos SNPs. Para
avaliar o efeito dos gendtipos GSTs e suas combinacdes, assim, como o efeito da
comorbidade HAS na sobrevida global dos pacientes foi empregado o teste Kaplan-
Meier e realizada a regressdo de Cox, ambos considerando significancia de 95%
(p<0,05). O numero de dias considerado nas andlises foi 0 maximo de dias de
internamento no grupo estudado (30 dias) e o desfecho principal foi o 6bito (Abbas et
al., 2021). As diferencas de sobrevida entre os gendtipos GST e a HAS foi
determinada pelo teste de Log-rank, considerando o periodo maximo de internamento,
portanto, 30 dias. A razdo de risco (HR) foi determinada pelo modelo multivariado de

regressao de Cox, ajustado por idade e sexo, considerando p<0,05 e IC de 95%.
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Abstract

This study aimed to determine glutathione S-transferase theta-1 (GSTT1) and Mu 1 (GSTM1)
allele frequencies and their association with moderate and severe coronavirus disease 2019
(COVID-19) cases, mortality rates, and patient survival. In total, 270 inpatients tested positive
for COVID-19 with a mean age of 56 years were evaluated from 2020 to 2021 in this study.
The patient cohort was predominantly male. Among them, 55.8% of patients had a severe
clinical status, followed by 41.5% of patients with a moderate status. Ninety patients died,
whereas 174 (65.9%) individuals were discharged. The mean length of stay was eleven days.
As for comorbidities, 43.4% of patients had high blood pressure (HBP). The null genotypes
GSTM1 and GSTT1 were identified in 66.8 and 58.78% of inpatients, respectively.
Conversely, GSTM1* and GSTT1* allelic forms showed frequencies of 33.2 and 41.22% in
inpatients, respectively. The frequency of individuals with both deleted alleles (GSTM1"
/IGSTTL1) was 46.2%. Polymorphisms were not associated with disease severity or patient
outcomes. However, the GSTM1/GSTT1" combination significantly increased the odds of
patient survival, whereas the combination of polymorphisms in association with HBP decreased

the odds of survival by two-fold in hypertensive patients and increased the risk of death.

Keywords
Glutathione S-Transferase, Severity, High blood pressure, SARS-CoV-2, Survival
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1 INTRODUCTION

Severe acute respiratory syndrome (SARS) caused by the novel coronavirus 2 (SARS-CoV-2)
was first diagnosed in December 2019, in the city of Wuhan, China, leading to the coronavirus
disease 2019 (Covid-19) pandemic®?. The virus has a high rate of transmission, can be
transmitted via inhalation or contact with infected droplets, and has an incubation period
ranging from 1 to 14 days®.

Once SARS-CoV-2 enters the body, the individual may be asymptomatic or show
various mild, moderate, or severe symptoms®®. Moderate cases present with symptoms such
as persistent cough and daily fever, in addition to other mild symptoms, and as the disease
gradually worsens, adynamia, prostration, hyporexia, and pneumonia without signs of severity
may also be observed. These individuals require in-hospital monitoring”®. In severe cases,
SARS is associated with intense dyspnea, respiratory distress, persistent chest pressure,
peripheral oxygen saturation (SpO2) of <95% in room atmosphere at sea level, as well as limb,
lip, and facial cyanosis®1?. Such symptoms usually require admission to the intensive care unit
(ICU), increasing the risk of sepsis and septic shock®. Due to prolonged hospitalization for a
significant number of days, the risk of death increases not only due to Covid-19 but also because
of weaknesses associated with other infections®. High blood pressure (HBP) is another factor
that contributes to disease severity and worse clinical outcomes?. Hypertensive individuals
are three times more likely to progress to death than those without comorbidities (*1?).

Several factors are related to Covid-19 severity and lethality, including advanced age,
hyperglycemia, and obesity, among other chronic diseases, which trigger or intensify cellular
oxidative stress (OS)*3). OS is characterized by the imbalance between reactive oxygen (ROS)
and nitrogen (RNS) species and antioxidant components. It is commonly found in several
diseases, including those caused by viruses such as human immunodeficiency (HIV) and
hepatitis viruses®4-1%),

Among antioxidant components, enzyme systems play a key role in preventing
oxidative damage to cells and regulating several metabolic pathways essential for homeostasis
and recovery 1®_ These enzyme systems include glutathione-S-transferases (GSTs), which are
a family of phase Il drug metabolizing enzymes that catalyze the conjugation of glutathione
(GSH) to electrolytes to protect cells from OS damage”). Among their genes, those encoding
for GST isoforms g 1 (GSTM1) and 6 1 (GSTT1) are located on chromosomes 1p13.3 and
22011.23, respectively, and show null alleles, which are attributed to gene deletions®®19), In

this case, null genotypes lead to the inability to produce the protein, causing loss of function
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during cell detoxification and amplification of OS damage?.

Although GSTM1 and GSTT1 null alleles are directly associated with some diseases,
such as cancer, their relationship with viral agents remains controversial 22223 _|n the context
of COVID-19, a study conducted by Saadat (2020a) showed that the deleted allele GSTT1 can
be a predictor of both case fatality (CFR) and mortality (MR) rates of Covid-19 in several parts
of the world. In contrast, GSTM1 and GSTT1 null allele frequencies were not related to the
susceptibility to infection in the Indian population, but the GSTT1 null allele was associated
with the risk of death@¥,

In Brazil, no study has reported any association of these genes with viral infections and
Covid-19 so far. Since this gene family has a high potential for intra- and interpopulation
variation, the present study aimed to determine the genotypic frequency of GSTM1 and GSTT1
in inpatients with Covid-19, thereby assessing whether null alleles are associated with disease

severity, mortality, and patient survival.
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2 MATERIALS AND METHODS

2.1 Study population and design

This quantitative, descriptive, and cross-sectional study was conducted in the municipality of
Francisco Beltrdo, southwestern Parand, Brazil. The study population included 270 inpatients
admitted to two tertiary referral hospitals for Covid-19, namely, Dr. Walter Alberto Pécoits
Southwest Regional Hospital (Hospital Regional do Sudoeste — HRS) and Sao Francisco
Hospital (Hospital S&o Francisco — HSF) (Sociedade Hospitalar Beltronense) from 2020 to
2021. The inclusion criteria of the participants were hospitalization and positive quantitative
real-time polymerase chain reaction (QRT-PCR) results for SARS-CoV-2 by. Patients suspected
of Covid-19 but demonstrating a negative result for SARS-CoV-2 and those who were not
inpatients were excluded. The project was approved by the Human Research Ethics Committee
(Comité de Etica em Pesquisa — CEP) under opinion number 4.224.011 and Certificate of
Presentation for Ethical Consideration (Certificado de Apresentacdo para Apreciacdo Etica —
CAAE) number 31837720.5.0000.0107.

2.2 Data and blood sample collection

During hospitalization, data corresponding to age, sex, symptoms, and comorbidities (for
example, HBP) were collected. Disease severity classification was performed, considering
individuals with moderate disease who showed, in addition to mild symptoms, persistent cough
and daily fever, as well as gradual worsening of disease with adynamia, prostration, hyporexia,
and pneumonia without signs of severity-®). Severe cases were characterized by SARS,
peripheral oxygen saturation (SpO2) of <95% in room atmosphere at sea level, and limb, lip,
and facial cyanosis, as defined by the World Health Organization (WHO)®19), In addition, data
were collected on hospital discharge or death and length of stay.

A total of 5 mL of venous blood was also collected from each patient on the day of
admission into a labeled tube containing the anticoagulant ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA), homogenized, and placed in a cooler with ice until storage. Subsequently, the samples
were stored in a freezer at -20°C until further processing.
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2.3 Isolation of genetic material

Total DNA from each individual was extracted from an aliquot (200 uL) of the original blood
sample using the kit QlIAamp® DNA Mini Kit, DNA Purification from Blood or Body Fluids
(Spin Protocol) (Qiagen, Germany) according to the manufacturer’s instructions and stored in
a freezer at -20°C. Following DNA extraction, a 268-bp segment of the human -globin gene
was synthesized by PCR using the primers GH20 (5'-GAAGAGCCAAGGACAGGTAC-3")
and PC04 (5'- CAACTTCATCCACGTTCACC-3') to assess the presence and quality of the
genetic material. For each reaction, the amplification was performed with 190 nM of dNTPs,
500 nM of each primer, 2 mM of MgClI2 buffer (200 mM Tris-HCLI, 500 mM KClI), 1.25 U of
DNA polymerase (Ludwig™), and approximately 50 ng of DNA, with the following sequence
of cycling steps: 94°C for 10 min, 37 cycles of 94°C for 1 min, 55°C for 1 min, 72°C for 1 min,
and 72°C for 10 min®),

2.4 GSTM1 and GSTT1 genotyping

GSTM1 and GSTT1 were genotyped using the PCR Multiplex method. For this purpose, two
pairs of primers were used, namely 5-GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC-3’(F) and 5'-
GTTGGGCTCAAATA TACGGTGG-3’(R), 5-TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC-3' (F)
and 5-TCACCGGATCATGGCCAGCA-3'(R). These pairs produce 219- and 459-bp
amplicons of the GSTM1+ and GSTT1+ alleles, respectively®). The PCR was performed with
components at concentrations similar to those used in the PCR of the B-globin gene, and the
cycling steps were as follows: initial denaturation at 94°C for 5 min, followed by 35 cycles at
94°C for 1 min, 58°C for 1 min, and 72°C for 1 min, and final extension at 72°C for 10 min.
Genotypes were determined by separating the PCR products using 2% agarose gel
electrophoresis, staining with ethidium bromide, visualizing the fragments under UV light, and
photographing the gels. The presence of amplicons corresponded to the presence of GSTM1*
and GSTT1" alleles (wild-type alleles), and the absence of the fragments indicated null alleles
(GSTM1 and GSTT1).

2.5 Statistical analysis

The data were tabulated and analyzed using the software Statistical Package for the Social

Sciences (SPSS) version 24.0. The normal distribution of continuous variables was assessed
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using the Kolmogorov-Smirnov test (p<0.05) and, as others, categorized. Absolute and relative
frequencies were determined for each individual genotype and combination. The chi-squared
test (X?) with Yates’s correction for continuity and Fisher’s exact test were used for
comparisons between categorical independent variables and case severity, death, and hospital
discharge. These tests were also used to evaluate the distribution and association of single
nucleotide polymorphisms (SNPs). The Kaplan-Meier test and Cox proportional-hazard
regression analysis were performed to assess the effect of GST genotypes and their
combinations and the effect of HBP comorbidity on overall patient survival considering a
significance level of 95% (p<0.05). The number of days considered in the analyses was the
maximum number of days of hospitalization in the study group (30 days), and the main outcome
was death (ABBAS et al., 2021). Differences in survival with respect to GST and HBP
genotypes were determined using the Log-rank test, considering the maximum period of
hospitalization (30 days). The hazard ratio (HR) was determined using the age- and sex-adjusted
Cox proportional-hazard regression analysis, considering p<0.05 and a 95% confidence interval

(Cl).
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3 RESULTS

3.1 General and clinical characteristics of patients with Covid-19

The mean age of the study participants was 56 years (M = 56.41 years; +16.2), and the patient
cohort was predominantly male (55.8%). Regarding case severity, 58.5% of patients had a
severe clinical status; 55.4% of this patient cohort comprised men. In terms of outcome, 90
(34.1%) inpatients died; 62.9% of these patients were men (Table 1). When restricting the
approach to severe cases only, we found that severity was a key factor responsible for the worst
possible outcome, i.e., death. Hence, patients with severe disease accounted for 96.7% of the
deaths (p<0.001). Regarding comorbidities, HBP was observed in almost 45% of severe cases

and in more than 50% of patients who died.

TABLE 1 General and genotypic characteristics of the group of inpatients diagnosed with
COVID-19 in the municipality of Francisco Beltrdo, PR, Brazil

Variables Participants Frequency

(N=270) (%)

Age (Md = 56.41 years; +16.2)

< 56 years 126 46.8

> 56 years 143 53.2

Sex

Male 150 55.8

Female 119 44.2

Case severity

Severe 158 58.5

Moderate 112 415

Inpatient outcome

Death 90 34.1

Discharge 174 65.9

HBP

No 151 56.6

Yes 116 43.4

GSTM1

M1+ 87 33.2

M17 175 66.8

GSTT1

T1* 108 41.22

T17F 154 58.78

GST combinations

M1+ T1H 54 20.6

MLF/T1H 54 20.6



M1**/T17
M1/ T1*

33
121

12.6
46.2
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HBP — High blood pressure. GST — Glutathione S-Transferase. GSTML1 - Glutathione S-Transferase isoform pl.
GSTT1 - Glutathione S-Transferase isoform 8 1. Source: Authors.

After GST genotype frequency analysis, GSTM1 and GSTT1 null alleles were identified
in 66.8% and 58.78% of inpatients, respectively. The most frequent genotypic combination was
the GSTM1/GSTT1 double deletion (46.2%) (Table 1). Null genotypes, single or combined,
were more prevalent than wild-type genotypes, at frequencies of 65.2, 64, and 50.6%,
respectively, regardless of the inpatient outcome and clinical status; however, the differences
were not significant (Table 2). Therefore, whether single or combined, the nullity of these
genetic polymorphisms may be a characteristic of the population infected with SARS-Cov-2

that developed COVID-19 in the geographical region under study.

TABLE 2 Relationship of GSTM1 and GSTT1 genotypes with clinical variables and outcomes
of inpatients with COVID-19 in Francisco Beltrdo, PR, Brazil

Inpatient outcome

Clinical status

Variables Death Discharge p Severe Moderate I
N (%) N (%) value N (%) N (%) pvalue

GST

ML 31(34.8%) 52 (31.1%) 0548 47 (30.5%) 40(37.0%)  0.270

M1 58 (65.2%) 115 (68.9%) 107 (69.5%) 68 (63.0%)

T1H 32(36.0%) 72 (431%) 0267 62 (40.3%) 46(42.6%)  0.706

T1* 57 (64.0%) 95 (56.9%) 92 (59.7%) 62 (57.4%)

Combinations

M1¥/T1%  19(21.3%) 33(19.8%) 0505 29 (18.8%) 25(23.1%)  0.463

ML*TLH 13 (14.6%) 39 (23.4%) 33 (21.4%) 21 (19.4%)

M1*4/T 1" 12 (135%) 19 (11.4%) 18 (11.7%) 15 (13.9%)

ML™/ T1* 45 (50.6%) 76 (45.5%) 74 (48.1%) 47 (43.5%)

The significance level was set at p<0.05 for the Chi-squared test. GST — Glutathione S-Transferase. M1 -
Glutathione S-Transferase isoform 1. T1 - Glutathione S-Transferase isoform 6 1.

The analysis of the genotypic frequency by sex showed that GSTM1 and GSTT1 null
alleles were predominantly present in males at frequencies of 59.2 and 59.5%, respectively.
Allelic deletions were also more common in patients older than 56 years, who accounted for
53.7% of GSTM1- and 52.6% of GSTT1- alleles, than in the younger age group. In contrast,
the GSTM1+ and GSTT1+ wild-type alleles were more frequent in non-hypertensive
individuals than in hypertensive individuals (Table 3).

TABLE 3 GSTML1 and GSTT1 genotype frequency by sex, age, and HBP of inpatients with
COVID-19 in Francisco Beltrdo, PR, Brazil
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GSTM1 GSTT1
Variables M1” M1+ p value T1" T17* p value
N (%) N (%) N (%) N (%)
Sex
Male 103 (59.2%) 44 (50.6%) 0.186 91 (59.5%) 56 (51.9%) 0.221
Female 71 (40.8%) 43 (49.4%) 62 (40.5%) 52 (48.1%)
Age
<56years  81(46.3%) 42 (48.8%) 0.698 73 (47.4%) 50 (46.7%) 0.915
>56years 94 (53.7%) 44 (51.2%) 81(52.6%) 57 (53.3%)
HBP
No 102 (58.6%) 45 (52.9%) 0.386 85 (55.6%) 62 (58.5%) 0.639
Yes 72 (41.4%) 40 (47.1%) 68 (44.4%) 44 (41.5%)

The significance level was set at p<0.05 for the Chi-squared test. HBP — High blood pressure. GSTM1 -
Glutathione S-Transferase isoform p 1. GSTT1 - Glutathione S-Transferase isoform 6 1. Source: Authors.

3.2 Patient survival with Covid-19

The mean length of stay of inpatients was 11 days (M = 11.47 days; £ 7.4 days) (Table 1), with
a maximum duration of 30 days. Considering that 34% of inpatients died, the mean survival
duration of these patients was 19 days, and the median was 21 days. Survival as a function of
GSTM1 and GSTT1 polymorphisms (Table 4 and Figure 1 A, B, and C) and HBP was analyzed
using the Kaplan-Meier method and was graphically represented by survival curves (Figure 1).

Age- and sex-adjusted Cox proportional-hazard regression analysis was conducted (Table 5).

TABLE 4 Survival of inpatients with Covid-19 as a function of GSTM1 and GSTT1
polymorphisms in Francisco Beltrdo, PR, Brazil

Polymorphism GST Survival  p** GST and HBP Survival p**
estimate* combination estimate *
GSTM1 M1 19.85 0.643 M1*"*/T1**and 19.46 0.072
non-hypertensive
M1 19.14 M1+T1H and 17.09
hypertensive
GSTT1 T 20.57 0.265 M1"/T1*"*and 24.89
non-hypertensive
T1" 18.75 M17/T1 and 19.06
hypertensive
GST ML TTLH 18.75 0.054 M1**/T1" and 23.83
combinations non-hypertensive
M17/T1* 22.65 ML1*T1F and 20.00
hypertensive
M1*+T1r 22.61 M17/ T17 and 20.45
non-hypertensive
M1/ T1" 17.68 M1/ T1” and 13.88

hypertensive
GST - Glutathione S-Transferase. GSTM1 - Glutathione S-Transferase isoform p 1. GSTT1 - Glutathione S-
Transferase isoform 6 1. HBP — High blood pressure. * Survival estimate - in days. ** Log-rank significance value
according to the Kaplan-Meier estimator (p<0.05). Source: Authors.
Patient survival was not related to GSTM1 and GSTT1 polymorphisms alone (Table 5).
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However, the GSTM1**/GSTT1” polymorphic combination increased the odds of patient
survival, lowering the risk of death by 55.8% in comparison to that observed with other
combinations (HR: 0.442; 95% ClI: 0.214-0.916; p=0.028). Examination of the GSTM1/GSTT1
double deletion combination also suggested that individuals with this genotype may have
increased survival, albeit with borderline significance (HR: 0.461; 95% CI: 0.209-1.015;
p=0.055). In addition, BPH was significantly associated with reduced odds of survival by more
than two-fold and, consequently, with an increased risk of death by 113% (HR: 2.139; 95% CI:
1.315 — 3.480; p=0.002) (Table 5). The results from this study also identified the lowest mean
survival of 13 days among hypertensive patients with a double deletion of GSTM1 and GSTT1
(Table 4).

TABLE 5 Cox proportional-hazard regression analysis for GST polymorphism and high blood
pressure considering the survival of inpatients with COVID-19 in Francisco Beltrdo, PR, Brazil

Polymorphism Cases Deaths HR (95%Cl) p value
GST (n=262) (n=289)

GSTM1

M1** 87 (33.2%) 31 (34.8%) 1.0 (Ref.)

M17F 175 (66.8%) 58 (65.2%) 1.115 (0.689 - 1.804) 0.657
GSTT1

T17* 108 (41.22%) 32 (36.0%) 1.0 (Ref.)

T17" 154 (58.78%) 57 (64.0%) 1.301 (0.807 - 2.096) 0.280
GST e HBP

M1+ T1¥* 54 (20.6%) 19 (36.5%) 1.0 (Ref.)

M17/T1H 54 (20.6%) 13 (25%) 0.749 (0.422 - 1.328) 0.322
M1*+T1r 33 (12.6%) 12 (38.7%) 0.442 (0.214- 0.916) 0.028
M1/ T17" 121 (46.2%) 45 (37.6) 0.461 (0.209- 1.015) 0.055
HYPERTENSIVE 116 (43.4%) 48 (53.3%) 2.139 (1.315 - 3.480) 0.002

GST - Glutathione S-Transferase. GSTM1 - Glutathione S-Transferase isoform p 1. GSTT1 - Glutathione S-
Transferase isoform 6 1. HBP — High blood pressure. CI — Confidence Interval. HR — Hazard ratio (risk).
Significance value, p<0.05. Source: Author.
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4 DISCUSSION

The GSTTM1 and GSTT1 genes play a key role in cellular detoxification®. Polymorphic
combinations, particularly null alleles, contribute to the absence of enzymatic activity@°-2),
Hence, normally, null genotypes amplify the risk for several diseases associated with oxidative
stress, including susceptibility to respiratory viral infections, such as those attributed to SARS-
COV-2(20_27_28).

Ding et al.?® showed that individuals with GSTT1™ or GSTM1 " deletions are more
likely to develop pulmonary fibrosis in chronic obstructive pulmonary disease, a disease that is
common among individuals with severe Covid-19G%. In addition, mortality associated with
respiratory problems in patients with Covid-19 is high and may be potentiated in individuals
with GSTM1 and GSTT1 null genotypes®-3D),

In the present study, although the prevalence of SARS-CoV-2 infection was not
determined, GSTM1 and GSTT1 null alleles were more prevalent than wild-type alleles in the
study population. However, the genotypes, alone and in combination, were not associated with
disease severity, as previously demonstrated by Abbas et al.?*), who failed to find an association
of GSTM1 and GSTT1 gene deletion with COVID-19 severity (p> 0.05). Another finding was
the absence of a direct relationship between deletion polymorphisms and mortality rates and
hospital discharge among inpatients. Although Saadat®® in various regions of the world,
including Brazil, and Abbas et al.?? in India, reported evidence of an association of GSTT1
deletion with case fatality and mortality from Covid-19, this relationship was not observed in
the population of southwestern Parana.

For the first time, the present study described that the GSTM1*/GSTT1 polymorphic
combination increased the survival of inpatients with Covid-19, lowering the odds of death by
approximately 55% (OR: 0.442; 95% CI: 0.214-0.916; p=0.028). In addition, this study also
speculates about the possible relationship of the GSTM1/GSTT1 double deletion with
increased odds of survival; however, the findings show borderline significance (OR: 0.461,;
95% CI: 0.209-1.015; p=0.055). This conclusion contradicts the findings of Abbas et al.?¥,
which indicated that Indians with the same genotypic profile show reduced survival and an
increased risk of death.

Many studies indicate a direct relationship between GSTM1 and GSTT1 null alleles and
the evolution or progression of several diseases, such as cervical neoplasia ©®?), viral hepatitis C
(1) chronic obstructive pulmonary disease @, Human Papillomavirus infection ©®, and

COVID-19 @, However, a consensus has not been established. Single or combined GSTT1
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and GSTML1 deletions are not always reported to worsen the prognosis of and susceptibility to
viral infections. The findings of other researchers in this group revealed that GSTT1 deletion
acts as a protective factor against HPV infection in a group of women in the same study area,
namely, southwestern Parana ?®. A similar condition was described in patients with HI\ whose
disease progression is slower that that of individuals with GSTM1 and GSTT1 double deletions
@4, In other chronic diseases related to oxidative stress, such as some thyroid ©, bladder @9
cancers, and schizophrenia @7, single or combined GST null alleles may play a protective role
in disease progression in different populations.

Another key result was the significant relationship between HBP and reduced survival
of patients with Covid-19 (OR: 2.139; 95%CI: 1.315 — 3.480; p=0.002). Even among
hypertensive patients with a GSTM1/GSTT1 genotype, the mean survival was only 13 days,
possibly determined by HBP, as observed by Martins-Filho et al. &, The authors reported that
patients with HBP and diabetes mellitus over 65 years of age were 1.5 times more likely to die
(OR: 1.50, 95% ClI: 1.02-2.19).

The results presented in this study, which did not show a relationship between GST
polymorphisms and HBP, corroborate previous findings ©%4%4D. Conversely, some authors
highlight that GSTM1 and GSTT1 null genotypes may increase the risk for cardiovascular
problems related to both diastolic and systolic blood pressure when compared with wild-type
genotypes (424344),

Thus, HBP is considered a risk factor for Covid-19 “®. HBP is the most frequently
observed comorbidity (20%) among individuals with Covid-19, followed by obesity (19.20%)
and diabetes mellitus (16.2%) “®. In addition, according to the study cited above, the death
rates associated with these comorbidities were 42.8, 24.8, and 37.3%, respectively. Therefore,
the results from the present study corroborate those findings, which state that the risk of death
from Covid-19 is higher among hypertensive individuals whose survival is more than two-fold
lower than that of non-hypertensive individuals.

Several studies have shown a high prevalence of HBP in patients with SARS-CoV-2,
but no study has proved that HBP is a predictor of mortality, separate from other factors such
as age, obesity, diabetes, and chronic respiratory diseases © 4748 For example, advanced age
(approximately >60 years) is related to a higher prevalence of diseases such as HBP, diabetes
mellitus, cardiovascular diseases, and kidney impairment (14950,

The present study has some limitations, similar to other studies with a similar design.
Although the results demonstrate new hypotheses, no concrete association was established

between GST polymorphisms and Covid-19 outcomes. Therefore, further research should be
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performed, including case-control or cohort studies, to test such associations and, thus,
strengthen our findings.

Although the prevalence of infection with Sars-CoV-2 was not determined, the
prevalence of GSTM1 and GSTTL1 null alleles was higher than that of wild-type alleles in the
study population. Conversely, BPH was significantly associated with decreased survival and
increased death rates. Moreover, the protective GSTM1*/GSTT1" genotype combination was
associated with increased survival among patients with Covid-19. In addition, the mean survival
of hypertensive patients with a double null profile was only 13 days, possibly determined by

HBP and not by the genotypic profile of the population.
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2. Forneca até cinco palavras-chave ou frases especificas do topico no campo de palavra-chave.
3. Certifique-se de que suas palavras-chave e frases aparecam em seu resumo varias vezes, mas
néo exagere ou 0 mecanismo de pesquisa pode expulsa-lo.
4. Ao referenciar autores, seja consistente. Use seus nomes como geralmente aparecem em
publicacbes on-line anteriores.
5. Quando apropriado, use suas palavras-chave nos titulos das secBes do artigo.
Lembre-se: eles ndo poderao ler se ndo puderem encontra-lo!

Para obter informacfes mais detalhadas sobre SEO, incluindo exemplos (Uteis,
acesse http://authorservices.wiley.com/bauthor/seo.asp .

NOMENCLATURA DO VIRUS. Cada virus deve ser identificado pelo menos uma vez,
preferencialmente na Introducéo ou Materiais e Métodossecdo, usando termos formais de
familia, género e espécie e, sempre que possivel, usando um termo de designacao de linhagem
preciso, desenvolvido por um grupo de especialidade reconhecido internacionalmente ou
colecédo de cultura. Observe que a palavra tipo ndo € usada antes de designacdes de espécies
que incluem um numero. Os termos formais usados para familias, géneros e espécies de virus
devem ser aqueles aprovados pelo Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV): Van
Regenmortel, MHV, Fauquet, CM, Bishop, DHL, Carstens, EB, Estes, MK, Lemon , SM,
McGeoch, DJ, Maniloff, J., Mayo, MA, Pringle, CR e Wickner, Texonomia de Virus RB,
Classificacdo e Nomenclatura de Virus, Sétimo Relatorio ICTV, Imprensa Académica. Este
volume também inclui abreviaturas padréo para espécies. Uma vez que nomes taxonémicos
formais tenham sido dados em um artigo, termos vernaculares podem ser usados.

Nomenclatura taxondmica

formal No uso taxonémico formal, as primeiras letras dos nomes de ordem, familia, subfamilia,
género e espécie do virus sdo maidsculas e os termos sao impressos em italico. Outras palavras
no nome da espécie ndo sdo mailsculas, a menos que sejam nomes proprios ou partes de nomes,
por exemplo, virus do Nilo Ocidental . Uso informal, o nome do taxon deve preceder o termo
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da unidade taxonémica; por exemplo: "a familia Paramyxoviridae ", "o género Morbillivirus ".
Os exemplos a seguir representam a terminologia taxonémica formal completa:
1 Ordem Mononegavirales, Familia Rhabdoviridae , género Lyssavirus, Espécies virus da
raiva .

2 Familia Poxviridae , subfamilia Chordopoxvirinae , género Orthopoxvirus , espécie Vaccinia
virus .

3 Familia Picornaviridae , género Enterovirus , espécie Poliovirus .
4 Familia Bunyaviridae , género Tospovirus, espécie Virus da murcha manchada do
tomateiro .

Nomenclatura taxondmica vernacular

No uso vernaculo formal, os nomes da ordem, familia, subfamilia, género e espécie dos virus
sdo escritos em caracteres romanos minusculos; ndo estdo em mailsculas, nem sdo impressos
em italico ou sublinhados. No uso informal, 0 nome do taxon ndo deve incluir o sufixo formal
e 0 nome do taxon deve seguir o termo da unidade taxonémica; por exemplo, "a familia dos
picornavirus”, "o género enterovirus". Uma fonte particular de ambiguidade na nomenclatura
vernacular reside no uso comum dos mesmos termos de raiz em nomes formais de familia,
género ou espécie. A imprecisdo decorre de nao ser capaz de identificar facilmente no uso
vernacular qual nivel hierarquico estd sendo citado. Por exemplo, o nome vernacular
"paramyxovirus" pode se referir a familia Paramyxoviridae ,a subfamilia Paramyxovirinae, ou
uma espécie do género Respirovirus , como 0 Human parainfluenza virus 1 . A solucao no uso
vernacular é evitar niveis hierarquicos "saltando" e adicionar identificacdo de tdxon sempre que
necessario. Por exemplo, ao citar a colocacdo taxonémica do Human parainfluenza virus 1, a
identificacdo do tdxon deve sempre ser acrescentada: " Human parainfluenza virus 1 é uma
espécie do género Respirovirus , familia Paramyxoviridae ." Nesse exemplo, como costuma
acontecer, ndo é necessario acrescentar a informacédo de que esse virus também é membro da
subfamilia Paramyxovirinae e da ordem Mononegavirales .

Deve-se ressaltar que letras iniciais mailsculas e italicas devem ser usadas apenas se 0 home
da espécie se referir a categoria taxonémica. Quando o nome se refere a objetos virais, como
virions presentes em uma preparacdo ou vistos em uma micrografia eletrdnica, ndo sao
necessarios italicos e letras iniciais maidsculas e 0s nomes sdo escritos em caracteres romanos
minusculos. Isso também se aplica quando os nomes sdo usados na forma de adjetivos, por
exemplo, polimerase do virus do mosaico do tabaco. O uso de italico quando se refere ao nome
de uma espécie como uma entidade taxondmica sinaliza que ela tem o status de espécie
oficialmente reconhecida. O 7° Relatério ICTV (Van Regenmortel, MHV et al., 1999,
Academic Press) deve ser consultado para verificar quais nomes foram aprovados como nomes
oficiais de espécies.Quando o status taxondmico de uma nova espécie putativa é incerto ou sua
posicdo dentro de um género estabelecido ndo foi esclarecida, ela é considerada uma espécie
provisoria e seu nome ndo é escrito em italico, embora sua letra inicial seja maiuscula.

TEXTO:

E essencial que os autores cujo "primeiro" idioma no seja o inglés providenciem para que seus
manuscritos sejam escritos em inglés idiomatico antes da submisséo. Os autores podem usar o
estilo inglés ou americano; para o primeiro, consulte o Oxford Shorter Dictionary; para este
ultimo, consulte o Merriam-Webster's. Os manuscritos que relatam os resultados de
investigacOes experimentais em seres humanos devem incluir uma declaracdo de que os
procedimentos receberam aprovacdo institucional e ética oficial. Referencie os pacientes pelo
namero (ou, em relatos anedoticos, por iniciais andnimas). Os pronomes "nds" e "nosso™ nao
devem ser usados. Os infinitivos divididos devem ser evitados. Nomes completos ou
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designacOes identificaveis ndo devem ser usados no texto, tabelas ou ilustracfes. Todas as
medicdes devem estar em unidades métricas.Evite 0 uso excessivo de siglas e ndo use
abreviacdes incomuns. Os nomes das espécies devem estar em italico e ter a primeira letra da
primeira palavra em maidscula. Todas as outras palavras do nome ndo devem ser maiusculas, a
menos que sejam nomes proprios ou partes de nomes. Coloque os agradecimentos como ultimo
elemento do texto, antes das referéncias.

REFERENCIAS:

Todas as referéncias devem ser numeradas consecutivamente por ordem de aparecimento e
devem ser o mais completas possivel. Nas citacdes de texto devem citar referéncias em ordem
consecutiva usando algarismos arabicos sobrescritos. Exemplos de referéncias a seguir:

Artigo de jornal: King VM, Armstrong DM, Apps R, Trott JR. Aspectos numéricos das
projecOes pontina, reticular lateral e olivar inferior para duas zonas corticais paravermais do
cerebelo do gato. J Comp Neurol 1998;390:537-551.

Livro: Voet D, Voet JG. Bioquimica. Nova York: John Wiley & Sons; 1990. 1223 p.

Observe que as abreviacdes de titulos de periddicos devem estar de acordo com as praticas do
Chemical Abstracts. Para obter mais informacgdes sobre o estilo de referéncia AMA - AMA
Manual of Style

LEGENDAS. Uma legenda descritiva deve acompanhar cada ilustracdo e deve definir todas as
abreviagdes nelas utilizadas.

TABELAS. Cada tabela deve ter um titulo. Eles devem ser numerados em ordem de
aparecimento com algarismos romanos e digitados no texto.

ILUSTRACOES. Para garantir a mais alta qualidade de impressdo, suas figuras devem ser
enviadas em formato TIF de acordo com as seguintes resolu¢es minimas:

1200 dpi (pontos por polegada) para arte de linha em preto e branco (gréficos de barras simples,
tabelas, etc.)

300 dpi para meios-tons (fotografias em preto e branco)

600 dpi para meios-tons combinados (fotografias que também contém arte de linha, como
rotulos ou linhas finas)

COLOR ART. Além das diretrizes de resolucdo acima, a arte colorida deve ser enviada no
espaco de cores CMYK. Né&o envie figuras coloridas em RGB.

FORMATOS INACEITAVEIS. N4o envie figuras nos seguintes formatos: JPG, GIF, PSD,
CRD, PCT, PPT, PDF, XLS, DOC, BMP, 123 (ou outros formatos da Lotus).

DIRETRIZES PARA ENVIOS DE CAPAS. Se vocé gostaria de enviar sugestdes de artes
relacionadas ao seu manuscrito para serem consideradas na capa da revista, siga_estas
diretrizes gerais .

Apoio a preparacao do artigo

Wiley Editing Services oferece ajuda especializada com edicdo em inglés, bem como
traducdo, formatacdo de manuscrito, ilustracdo de figura, formatacdo de figura e design grafico
de resumo - para que vOCé possa enviar seu manuscrito com confianca.

Além disso, confira nossos recursos para Preparar seu artigo para obter orientacdes gerais
sobre como escrever e preparar seu manuscrito.

POLITICAS EDITORIAIS

TODOS OS MANUSCRITOS submetidos ao Journal of Medical Virology devem ser
submetidos exclusivamente a este periddico, ndo podem ter sido publicados em nenhuma parte,
idioma ou forma em outra publicacdo de qualquer tipo, profissional ou leiga, e tornam-se
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propriedade do editor. A editora reserva os direitos autorais e nenhum material publicado pode
ser reproduzido ou publicado em outro lugar sem a permisséo por escrito da editora e do autor.
A revista ndo se responsabilizara pela perda de manuscritos em nenhum momento. Todas as
declaracfes ou omissdes de manuscritos publicados sdo de responsabilidade dos autores, que
auxiliardo os editores revisando as provas antes da publicacdo. Os formulérios de pedido de
reimpressao serdo enviados com provas de pagina. Nenhuma cobranca de pagina sera cobrada
dos autores ou de suas instituicOes para publicacdo na revista.

Ao enviar um manuscrito ou revisar para esta publicacdo, seu nome, endereco de e-mail e
afiliacdo e outros detalhes de contato que a publicagdo possa exigir serdo usados para as
operacdes regulares da publicacdo, incluindo, quando necessario, compartilhamento com o
editor ( Wiley) e parceiros para producéo e publicacdo. A publicacdo e o editor reconhecem a
importancia de proteger as informacdes pessoais coletadas dos usuarios na operacdo desses
servicos e adotam préticas para garantir que sejam tomadas medidas para manter a seguranca,
integridade e privacidade dos dados pessoais coletados e processados . Vocé pode saber mais
em https://authorservices.wiley.com/statements/data-protection-policy.html .

1D ORCID
Esta revista incentiva os autores a obterem o ORCID. Consulte os recursos de Wiley no
ORCID.

Politica de alteragcdo de nome de autor da Wiley

Nos casos em que 0s autores desejam alterar seu nome apds a publicacao, a Wiley atualizara e
republicard o artigo e reenviara os metadados atualizados aos servicos de indexagdo. Nossas
equipes editoriais e de producao usardo de discricdo ao reconhecer que as alteragdes de nome
podem ser de natureza confidencial e privada por varios motivos, incluindo (mas néo limitado
a) alinhamento com a identidade de género ou como resultado de casamento, divércio ou
conversdo religiosa. Assim, para proteger a privacidade do autor, ndo publicaremos um aviso
de correcdo no artigo e ndo notificaremos 0s coautores sobre a alteracdo. Os autores devem
entrar em contato com o Escritorio Editorial da revista com o pedido de mudanca de nome.

Divulgacédo de Conflitos de Interesse.Os autores devem divulgar no manuscrito qualquer
conflito de interesse financeiro ou outro que possa ser interpretado como influenciando o
conteddo do manuscrito, incluindo os resultados ou a interpretacdo da publicacdo. Todas as
fontes de apoio financeiro para o estudo devem ser divulgadas e reconhecidas.

Além disso, os editores devem divulgar os interesses que possam afetar sua capacidade de
apresentar ou revisar o trabalho de forma objetiva. 1sso pode incluir interesses financeiros
relevantes (por exemplo, propriedade de patentes e propriedade de a¢bes, consultorias ou
honorarios de palestrantes superiores a US$ 5.000 por ano) ou interesses pessoais, politicos ou
religiosos. Em particular, os Editores que prestam servicos editoriais e de consultoria continuos
dos quais obtém um interesse comercial ou financeiro direto devem declarar tais atividades e
devem abster-se de manusear quaisquer manuscritos que estejam relacionados a essas
atividades.

Diante disso, todos os envolvidos no processo de revisao por pares, incluindo autores, editores
e revisores, devem declarar todos os potenciais conflitos de interesse ocorridos até 3 anos apds
a realizagéo da pesquisa em questédo ou preparacdo do artigo para publicagéo. Os interesses fora
do prazo de 3 anos também devem ser declarados se puderem ser razoavelmente percebidos
como conflitantes de acordo com a seguinte definigdo: Um conflito de interesse € qualquer coisa
que interfira ou possa ser razoavelmente percebida como interferindo no pleno e objetivo
apresentacdo, revisao por pares, tomada de deciséo editorial ou pesquisa de publicacdo ou
artigos ndo relacionados a pesquisa submetidos ao Journal.
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No momento da submisséo, os autores devem listar todos os conflitos de interesses relevantes
para a pesquisa submetida.

Editores e revisores devem declarar seus proprios conflitos de interesse e, se necessério,
desqualificar-se de envolvimento na avaliagdo de um manuscrito.

O Wiley Data Sharing Polices Journal of Medical Virology espera que os dados que suportam
os resultados do artigo sejam arquivados em um repositorio publico apropriado. Os autores séo
obrigados a fornecer uma declaracdo de disponibilidade de dados para descrever a
disponibilidade ou auséncia de dados compartilhados. Quando os dados forem compartilhados,
os autores devem incluir em sua declaracdo de disponibilidade de dados um link para o
repositorio que usaram e citar os dados que compartilharam. Sempre que possivel, 0s scripts e
outros artefatos usados para gerar as analises apresentadas no artigo também devem ser
arquivados publicamente. Se o compartilhamento de dados comprometer os padrfes éticos ou
0s requisitos legais, ndo se espera que os autores os compartilhem. Consulte nossa pagina de
politicas de compartilhamento de dados da Wiley para obter mais informacdes.

Etica Experimental . Nos casos em que um estudo envolve o uso de animais vivos ou seres
humanos, os autores devem incluir na secdo apropriada do manuscrito uma declaracdo de que
todos os experimentos foram realizados em conformidade com as leis e diretrizes institucionais
relevantes e de acordo com os padrGes éticos da Declaracdo de Helsinque. Os comités
institucionais que aprovaram os experimentos devem ser nomeados.

Os autores também devem incluir uma declaracdo de que o consentimento informado foi
obtido para qualquer experimentacdo com seres humanos, incluindo voluntarios humanos.
Tais afirmagdes devem ser repetidas no texto do artigo na se¢do “Materiais e Métodos” ou
“Pacientes e Métodos”.

(Esta politica de ética experimental foi informada e adaptada das diretrizes éticas de autoria da
EuCheMS, a Associacdo Europeia de Ciéncias Quimicas e Moleculares. Para obter mais
informacdes, consulte http://www.euchems.org/Publications/index.asp .)

Para autores que assinam o contrato de transferéncia de direitos autorais:

Se a opcdo Open Access nao for selecionada, o autor correspondente recebera o contrato de
transferéncia de direitos autorais (CTA) para assinar. Os termos e condi¢fes do CTA podem
ser visualizados nas amostras associadas as perguntas frequentes sobre direitos autorais abaixo:
Termos e Condic¢des do CTA http://authorservices.wiley.com/bauthor/fags _copyright.asp
Para autores que escolhem acesso aberto

Se a opcdo Acesso Aberto for selecionada, o autor correspondente podera escolher entre os
seguintes Contratos de Acesso Aberto de Licenga Creative Commons (OAA):

Licenca Creative Commons Atribuicdo Ndo Comercial OAA

Creative Commons Attribution Non-Comercial-NoDerivs License OAA

Para visualizar os termos e condicBes desses acordos de acesso aberto, visite as perguntas
frequentes sobre direitos autorais hospedadas no Wiley Author
Services http://authorservices.wiley.com/bauthor/fags copyright.asp e

visite http://www.wileyopenaccess.com/details/ content/12f25db4c87/Copyright--
License.htm I.

Se voce selecionar a opgao Open Access e sua pesquisa for financiada pelo The Wellcome Trust
e membros do Research Councils UK (RCUK), vocé tera a oportunidade de publicar seu artigo
sob uma licenca CC-BY, apoiando-0 no cumprimento do Wellcome Trust e Requisitos do
Conselho de Pesquisa do Reino Unido. Para obter mais informagdes sobre esta politica e a
politica de autoarquivamento compativel com 0 Journal, visite:
http://www.wiley.com/go/funderstatement.

Para autores RCUK e Wellcome Trust, clique no link abaixo para visualizar os termos e
condigdes desta licenca:

Licenca de Atribui¢do Creative Commons OAA
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Para visualizar os termos e condicGes desses acordos de acesso aberto, visite as perguntas
frequentes sobre direitos autorais hospedadas no Wiley Author
Services http://authorservices.wiley.com/bauthor/fags copyright.asp e

visite http://www.wileyopenaccess.com/details/ content/12f25db4c87/Copyright--
License.html

Definic¢des e politicas de auto-arquivamento: Observe que o acordo de direitos autorais padréo
da revista permite o auto-arquivo de diferentes versdes do artigo sob condicdes especificas.

Taxas de Acesso Aberto: Se voceé optar por publicar usando o Acesso Aberto, serd cobrada
uma taxa. Uma lista de taxas de publicagdo de artigos para revistas Wiley esta
disponivel aqui .
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EL

CARCAVEL, 19 de Agosto de 2020

66

Qo ™™

Asalnado por:

Dartel Farrar de Lima
({Coordenadora))

Endaraqgo: FLA UNIWESSTARLA 20658
Balmoc  UNNVERZITARO

L¥F: PR Munioiplio: CASTAVEL
Telsfons: [45)3230-3092

CEP. ESET%110

E-mall: ceprreguniossie br

[



