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POLIMORFISMO GENETICO GSTM1 E GSTT1 EM PACIENTES COM
EXCESSO DE PESO E DIABETICOS INFECTADOS POR COVID-19

Resumo

O numero de pessoas infectadas e mortas pelo virus SARS-Cov-2 mostra o
impacto da pandemia. O grupo de pessoas propensas a gravidade da doenca e morte,
incluem os idosos, os diabéticos, bem como os individuos acometidos por doencas
cardiovasculares, respiratérias e renais. No entanto, a obesidade tem revelado um
quadro grave e progndstico negativo, sendo no Brasil a principal causa de morbidade
associada a 6bitos em individuos menores de 60 anos infectados pelo virus. Estudos
atuais relacionam os genes GSTT1l e GSTM1l como fator de risco para o
desenvolvimento de algumas doengas, incluindo a gravidade por COVID-19.
Identificar a presenca do polimorfismo genético GSTT1 e GSTM1 em pacientes com
excesso de peso e diabéticos infectados por COVID-19. Trata-se de um estudo
transversal, realizado entre os anos 2020 e 2021. A amostra foi constituida por
homens e mulheres obesos, sobrepeso e diabéticos, com mais de 20 anos, infectados
com SARS-CoV-2. Os dados foram obtidos através do prontuario eletrénico Sistema
de Gestédo Hospitalar e Ambulatorial do SUS (GSUS). O método PCR Multiplex foi
usado para determinar os polimorfismos genéticos GSTM1 e GSTTL1. Participaram do
estudo 174 individuos sendo 62,6% (n = 109) do sexo feminino. A idade média dos
participantes foi de 56,0 anos, com tempo médio de internamento em unidade de
terapia intensiva de 13,0 dias. Foi possivel observar a necessidade de traqueostomia
entre os pacientes com GSTT1* individualmente (p<0,114). Em combinacdes os
genes GSTM1/GSTT1* apresentaram maior frequéncia de necessidade de ventilagao
mecanica nao invasiva e traqueostomia p<0,099 e p<0,076 respectivamente. A
analise estatistica revelou a prevaléncia do gene GSTM1* entre 0s pacientes com
diabetes mellitus (p<0,076) e doenca cardiovascular (p<0,068). Quando comparados
em grupos as combinagbes GSTM1*/GSTT1* (p<,0151) apresentaram uma maior
frequéncia em pacientes com diabetes mellitus. Pacientes obesos, diabéticos
infectados com SARS-CoV-2, sdo propensos a desenvolver maiores complicacdes,
ainda mais quando possuem genes de delecdo. Esse estudo sugere que pacientes

com a presenca dos genes evoluiram com maiores complicacbes e foram



evidenciados em sua maioria na populacdo diabética e com doencas

cardiovasculares.

Palavras-chave: SARS-CoV-2; diabetes mellitus; obesidade; gene GSTT1; GSTML1.



GSTM1 AND GSTT1 GENETIC POLYMORPHISM IN IN OVERWEIGHT
AND DIABETIC PATIENTS INFECTED BY COVID-19

Abstract

The number of people infected and killed by the SARS-Cov-2 virus shows the
impact of the pandemic. The group of people prone to severe illness and death include
the elderly, diabetics, cardiovascular, respiratory and kidney diseases. However,
obesity has revealed a serious condition and negative prognosis, being in Brazil the
main cause of morbidity associated with death in individuals under 60 years of age.
Current studies relate the GSTT1 and GSTM1 genes as a risk factor for the
development of some diseases, including the severity of covid-19. To identify the
presence of the GSTT1 and GSTM1 genetic polymorphism in overweight and diabetic
patients infected with Covid-19. This is a cross-sectional study, carried out between
the years 2020 and 2021. The sample consists of obese, overweight men and women
with diabetes mellitus, aged over 20 years, infected with SARS-CoV-2. Data were
obtained through the electronic medical record of the SUS Hospital and Outpatient
Management System (GSUS). Multiplex PCR method was used to determine GSTM1
and GSTT1 genetic polymorphisms. 174 individuals participated in the study, 62.6%
(n =109) female. The mean age of the participants was 56.0 years, with a mean length
of stay in the intensive care unit of 13.0 days. It was possible to observe a higher
frequency of need for tracheostomy among patients with GSTT1* individually
(p<0.114). In combinations, the GSTM1/GSTT1* genes showed a higher frequency of
need for non-invasive mechanical ventilation and tracheostomy p<0.099 and p<0.076
respectively. Statistical analysis revealed the prevalence of the GSTM1* gene among
patients with diabetes mellitus (p<0.076) and cardiovascular disease (p<0.068). When
compared in groups, the GSTM1*/GSTT1* (p<.0151) they also showed a higher
prevalence of diabetes mellitus. Obese, diabetic patients infected with SARS-CoV-2
are prone to developing greater complications, even more so when they have deletion
genes. This study suggests that patients with the presence of the genes evolved with
greater complications and were evidenced mostly in the diabetic population and with

cardiovascular diseases.

Keywords: SARS-CoV-2; diabetes mellitus; obesity; GSTT1 and GSTM1 gene.
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1. INTRODUCAO GERAL

O coronavirus foi descoberto em 1965 pelo cientista June Almeida e desde
entdo ele faz parte de um grupo de retrovirus que causa infec¢des respiratorias
comuns e até infeccdes mais graves como a Sindrome Respiratéria Aguda Grave
(SARS) e a Sindrome respiratéria do Oriente Médio (MERS). Ap0s 0 surto em
dezembro de 2019 em Wuhan foi identificado a COVID-19, doenca cujo virus
apresenta alta taxa de transmissibilidade e rapida disseminagdo (NOGUEIRA,; SILVA,
2020).

Dados do Ministério da Saude até abril de 2023 indicam que no Brasil foram
documentados 37.449.418 casos de COVID-19, com um numero de O&bitos
acumulados de 701.494. A nivel mundial em relagdo a ébitos foram confirmados
6.689.977 casos até dia 24 de dezembro de 2022. Os paises com 0s maiores registros
de casos confirmados sdo os Estados Unidos (100.749.731), seguido da india
(44.679.873), Franca (39.334.073), Alemanha (37.369.866) e por fim Brasil
(36.331.281). Quanto a Obitos, Estados Unidos (1.092.674), Brasil (693.853), india
(530.705), Russia (385.789) e México (331.099) (BRASIL, 2023).

Estudos apontam que a origem do SARS-CoV-2 seja territorial. Os principais
fatores que contribuiram para o surgimento da doenca na China, foram seu vasto
territério associado aos varios tipos de clima, o que favorece uma maior diversidade
biolégica incluindo a de morcegos e virus. A cultura alimentar e proximidade do
hospedeiro a humanos, é um forte fator, sendo apontado ha mais de uma década
como um alerta para o surgimento de novas infec¢cdes (KHALIL; KHALIL, 2020).

O virus é altamente transmissivel, podendo uma pessoa infectada transmitir
para duas a quatro pessoas. A infec¢do ocorre através de goticulas exaladas ao falar,
tossir ou espirrar, ao tocar superficies contendo particulas do virus levando até as vias
aéreas superiores. O periodo de incubagdo da SARS-CoV-2 é de 14 dias, com
mediana de 4 a 6 dias, embora ha relatos de até 24 dias (NETTO; CORREA, 2020).

Os sintomas da infeccdo causada pelo virus, variam de sintomas leves a
graves, sendo que, uma parte da populacdo é assintomatica. Os sintomas incluem:
febre 83% a 99%, tosse 59% a 82%, astenia 44 a 70%, anorexia 40%, mialgia 11% a
35%, dispneia 31 a 40%, perda do paladar e olfato mais de 80% dos casos. A clinica

varia de leve, moderada a qual representa 80%, com necessidade de internamento
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ou ndo. A forma grave envolve cerca de 15% dos casos com hospitalizacao,
pneumonia e hipdxia. Pacientes que necessitaram de ventilagcdo mecanica, evoluiram
com sepse grave e disfuncéo de 6rgdos em 5% (DIAS et al., 2020; RESER, 2021).

A estrutura viral € composta por uma molécula de RNA (&cido ribonucleico) de
fita simples, e usa como receptor de entrada na célula do hospedeiro a enzima
conversora de angiotensina tipo 2 (ACE-2), molécula essa expressa nas superficies
de células do endotélio, do epitélio alveolar e também dos rins, coracdo e outros
orgdos. Sendo assim, pacientes com doencas crbnicas sdo mais suscetiveis a
infeccdo por SARS-CoV-2 dentre eles os diabéticos, hipertensos e obesos onde ha
uma alta expresséao da ACE-2 no tecido adiposo, favorecendo a replicacao do virus e
a gravidade da doenca (SCHOLZ et al., 2020; RODRIGUEZ DUQUE; RODRIGUEZ
MOLDON, DIAZ ARMAS, 2022).

O virus SARS-CoV-2 é caracterizado por polaridade positiva e ndo segmentada
de aproximadamente 30 Kb, maior genoma conhecido até o momento. O virus codifica
quatro proteinas: a glicoproteina espicular (S), a proteina de envelope (E), a
glicoproteina da membrana (M) e a proteina de nucleocapsidio (N) (KHALIL; KHALIL,
2020).

Seu ciclo de replicacdo apresenta as etapas de adeséo, entrada, traducao da
replicacdo viral, transcricdo e replicacdo do genoma, traducdo das proteinas,
montagem e liberacdo do virus. O virus possui duas proteinas S (spike) as quais divide
em S1 e S2. O S1 se liga a ACE-2 através do dominio de liga¢édo obrigatério (RBD) e
do dominio da peptidase N-terminal (PD) pertencente a ACE-2, caracteristicas que
favorecem a ligacao da proteina do virus ao receptor celular. Apds essa ligacdo S2
fica exposto e € clivado, processo que permite a fusdo da membrana do virus com a
célula do hospedeiro, resultando em uma condi¢do favoravel para o RNA viral ser
liberado no citoplasma e estabelecer a infeccao (FIUZA et al., 2020).

Como forma de identificacdo e diagnostico, utiliza-se amostra do trato
respiratorio. Os testes rapidos imunocromatograficos, auxiliam no diagnostico apesar
de ndo serem tdo eficientes. O meétodo considerado padrdo ouro € o RT-PCR
(Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction), técnica que identifica o material
genético do virus. As altera¢cdes hematologicas, hemostaticas e bioquimicas podem
ser detectadas durante o curso da doenca (SANTOS NETO et al., 2021).

Os quadros mais graves da doenca tém sido notavelmente mais altos entre

idosos e em pessoas com comorbidades como as doencas cardiovasculares,
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pulmonares e diabetes. No entanto, a obesidade tem revelado um quadro grave e
progndéstico negativo, sendo no Brasil a principal causa de morbidade associada a
Obitos em individuos menores de 60 anos (BOLSONI-LOPES; FURIERI; ALONSO-VALE,
2021).

A obesidade é considerada uma das mais importantes desordens nutricionais
dos paises desenvolvidos e em desenvolvimento. Ela é definida de acordo com a OMS
como o acumulo excessivo de tecido adiposo, o qual representa prejuizo a saude,
além de ser um agente agravante para diversas comorbidades, incluindo doencas
cardiovasculares, sindrome metabdlica, diabetes tipo 2, hipertensao arterial, sendo
também um fator de morbidade adicional, na doenca pulmonar crbnica, asma e
inflamagéo sistémica (SANCHIS-GOMAR et al., 2020).

A prevaléncia do ganho de peso excessivo dobrou em todo o mundo desde
1980, e cerca de um terco da populacdo mundial, foi determinada como obesa ou
sobrepeso. A taxa de obesidade aumentou entre homens e mulheres e em todas as
idades, com prevaléncia maior em pessoas idosas e mulheres, porém as taxas variam
entre regides, paises, etnias, nivel socioeconémico, fatores hereditarios, consumo de
calorias e atividade fisica (LIN; LI, 2021).

Dados do Ministério da Saude, nivel de Brasil, a obesidade atinge 6,7 milhdes
de pessoas. Atualmente o sobrepeso afeta 31% dos brasileiros (6,72 milhdes). O
namero de individuos com obesidade mérbida (IMC > de 40 kg/m2), atingiu 863,086
mil no ano de 2022, um aumento de 29,6% nos ultimos 4 anos (SBCBM, 2023).

A obesidade é caracterizada por um estado de inflamacé&o crbnica e de baixo
grau, e os niveis de imunidade inata e adaptativa sdo afetados. O tecido adiposo é
causado pela hipertrofia dos adipécitos e néo pela hiperplasia. Adipdcitos hipertroficos
ingurgitados de lipidios ativam o reticulo endoplasmaético e as respostas ao estresse
mitocondrial, juntamente com o cisalhamento indutor de estresse mecanico no
ambiente extracelular. Esses fatores promovem a ativagdo de um estado pro
inflamatorio crénico no tecido adiposo (ALBASHIR, 2020).

O diagnéstico de obesidade é realizado por meio da mensuracao do indice de
massa corporal (IMC), aliado a avaliacdo da porcentagem de gordura e circunferéncia
abdominal. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) utiliza desde o ano de 1997 como
referéncia para a indicagéo de obesidade o IMC, sendo classificados em: obesidade
grau | (IMC> 30.0 e <34,7 kg/m?), obesidade grau Il (IMC >35.0 e <39,9 kg/m?) e
obesidade grau Il (>40.4 KG/m/?) (SILVA et al., 2021).
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Varios estudos apontam em diferentes paises a obesidade como agravante nos
quadros de infeccdo por COVID-19. Uma pesquisa realizada na Franca em 2020 por
Simonnet e colaboradores, onde foi investigada a associagdo entre IMC e
caracteristicas clinicas e a necessidade de ventilagdo mecéanica, mostrou uma alta
frequéncia de obesidade entre os pacientes e gravidade quando maior o IMC.

Como ja citado anteriormente o virus SARS-CoV-2 penetra nas células
humanas através da ligacdo direta com os receptores da enzima angiotensina 2 na
superficie celular. Individuos obesos apresentam resisténcia a insulina e
hiperatividade do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), além de a
expressdo de ACE-2 ser muito maior no tecido adiposo do que no érgéo alvo, que é o
pulmao, implicando assim em piores resultados quando infectados pelo virus (JIA et
al., 2020).

O processo de infeccdo nos obesos ocorre devido ao aumento da producao de
angiotensinogénio pelo tecido adiposo a qual leva a niveis elevados de angiotensina
II. O virus atua no metabolismo da angiotensina Il ao se ligar na enzima conversora,
provocando desiquilibrio do sistema. Niveis elevados de angiotensina Il levam a
vasoconstricdo pulmonar e inflamacéo, o que contribui para a lesdo. Dessa forma o
tecido adiposo torna-se um importante reservatorio viral (SANCHIS-GOMAR et al.,
2020).

A obesidade é um estado inflamatério associado a ativacao cronica do sistema
imunoldgico, afetando as funcfes imunes e os mecanismos de defesa do hospedeiro,
resultando em altas taxas de complicacdes infecciosas. Além da fisiologia pulmonar
alterada, aumento dos receptores para a invasao do virus e a eliminagéo prolongada,
tornam complicada a infec¢cdo por SARS-CoV-2 na obesidade (ZHOU et al., 2021).

Além da obesidade ser um agravante, o diabetes mellitus (DM) é uma das
comorbidades mais frequentes encontradas em uma prevaléncia de 7 a 30% nos
pacientes infectados pelo SARS-CoV-2. Devido o DM manter um estado de
inflamac&o cronica, resposta imune e coagulacéo prejudicada, favorece ao aumento
da morbimortalidade e mortalidade, com maior taxa de internacdo hospitalar, sendo
um fator de mal prognéstico, aumentado o risco de gravidade (BELLIDO; PEREZ,
2020).

Considerada uma das principais causas de morbidade em todo o mundo, o DM
afeta cerca de 463 milhdes de pessoas, enquanto a obesidade atinge um terco da

populacdo mundial, ambas sendo caracterizadas com uma pandemia global (CHEE;
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TAN; YEOH, 2020). Os niveis de glicose no sangue e o DM sé&o preditores independes
de mortalidade e morbidade quando em pacientes com SARS (GUO et al., 2020).

O DM é listado como a terceira comorbidade mais encontrada nos pacientes
com SARS-CoV-2 (LI et al., 2020). Diabéticos infectados tem maior taxa de internacao
hospitalar, e uma maior mortalidade em comparacdo com individuos ndo diabéticos
infectados com o virus. E um fator de mal progndstico, aumentado o risco de
gravidade, e em 2,3 vezes o risco de mortalidade (LIMA-MARTINEZ et al., 2021).

Em uma meta-analise publicada em 2021 por Kumar et al., a presenca do DM
foi significativamente associada a COVID-19 grave (razao de chances combinada 2,75
[CI 95%: 2,09-3,62; p< 0,01), bem como mortalidade por COVID-19 (raz&o de chances
combinada 1,90 [95% CI: 1,37-2,64; p< 0,01).

O DM consiste em um disturbio metabdlico de longo prazo, caracterizado por
um quadro de hiperglicemia constante, decorrente da baixa producéo de insulina ou
pela dificuldade na ac&o da insulina produzida. E um fator de risco para complicacdes
e esta ligada a componentes genéticos, habitos alimentares e inatividade fisica
contribuindo para a obesidade (ANDRADE et al., 2022).

Esse estado hiperglicEmico favorece vias metabdlicas responsaveis pela
formacdo de produtos finais de glicacéo, liberacdo de citocinas pro-inflamatérias e
estresse oxidativo. Por fim o ambiente inflamatério contribui para a infeccdo com
piores desfechos (ANGHEBEM; REGO; PICHETH, 2020).

Os mecanismos que podem aumentar a suscetibilidade do virus em pacientes
diabéticos incluem, a afinidade da ligacéo celular com a enzima ACE-2, esse aumento
de expressao favorece a ligacdo celular e entrada nas células, por si s6 a fungéo
imunoldgica é desregulada no estado de hiperglicemia, sendo assim o recrutamento
dos neutréfilos e macréfagos séo prejudicados, o atraso da resposta de imunidade
adaptativa estdo associados a producdo prejudicada de interferon tipo 1. Sendo
assim, aumenta o risco de inflamacéo descontrolada, induzindo a uma tempestade de
citocinas, contribuindo para um mal prognostico nos quadros de infeccao
(MUNIYAPPA; GUBBI, 2020).

Vale ressaltar que ndao somente as doencas citadas induzem ao um estado
inflamatorio, a propria infec¢do pelo virus induz ao estresse oxidativo, essa reacao
exagerada do sistema imunologico com altos niveis de citocinas inflamatorias,

quimiocinas e radicais livres, 0s quais causam lesdes graves nos pulmdes, nas
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proteinas, lipidios, DNA e em outras estruturas de 6rgdos e tecidos (ABBAS et al.,
2021).

O estresse oxidativo é caracterizado pelo desiquilibrio entre os radicais livres e
defesas antioxidantes, estando relacionado a patogenicidade de véarias doencas. As
glutationas S-transferases (GTS) GSTM1, GSTT1l e GSTP1 sao enzimas
antioxidantes que participam da defesa contra o estresse oxidativo (ZETUM et al.,
2021).

O polimorfismo é definido como varia¢des na sequéncia de DNA de genes que
codificam enzimas e devem estar em uma frequéncia maior ou igual a 1% na
populacdo (LIMA et al., 2020; SAADAT, 2020). Os polimorfos da GST estédo
associados a um maior risco de estresse oxidativo, que pode desempenhar um papel
importante na suscetibilidade da infecgdo por SARS-CoV-2. A producao de espécies
reativas causadas pelo virus, altera o sistema de defesa antioxidante, desencadeando
um ambiente pré-inflamatério e danos graves nos tecidos, contribuindo para a
gravidade e mal progndstico nesses pacientes (ABBAS et al., 2021).

Dentre os GSTs os genes GSTM1 e GSTT1 podem apresentar polimorfismo de
delecao, ou seja, que quando em fase de homozigose acarretam na falta de isoformas
ativas, conhecido como genétipo nulo. O GSTM1 nulo é encontrado em 20 a 70% da
populacao, jA o GSTT1 € em uma frequéncia de 11 a 38%. Individuos com ambos os
gendtipos nulos sdo predispostos ao agravamento oxidativo e diminuicdo da
capacidade antioxidante (BARBERINO, 2014; ZETUM et al., 2021).

Estudo realizado na india, comparando os genes GSTM1 e GSTTM1 com a
suscetibilidade e desfecho demostrou que a frequéncia de GSTM1~7~, GSTT17" foi
maior em pacientes graves com COVID-19 em comparagdo com pacientes leves, a
taxa de mortalidade foi significativamente 2,28 vezes maior em pacientes com
gendtipo GSTT17~ (p =0,047). Em combinacio, pacientes com GSTM1** e GSTT1™/~
apresentaram uma baixa taxa de sobrevivéncia (p =0,02), esse estudo identificou que
pacientes com COVID-19 com gene GSTT17~ apresentaram maior mortalidade
(ABBAS et al., 2021).

Saadat (2020), em seu estudo ecoldgico identificou que individuos com
GSTT17~ apresentaram um risco maior de infeccdo por COVID-19 em comparacao
com um individuo com GSTT1**, no entanto, a populagdo com baixa prevaléncia de
GSTT17" o gendtipo mostrou o maior nimero de casos de COVID-19 e mortes nos

paises do Leste Asiatico. Ding et al. (2019), em uma meta-analise relatou que



20

individuo com GSTT17~ e/lou GSTM17~ apresentavam um maior risco para o
desenvolvimento de fibrose pulmonar na doenca pulmonar obstrutiva cronica, que
também é uma das complicagBes mais importantes do COVID-19, caracterizada por
problemas respiratorios de longo prazo. Esses achados suportam a teoria de que o
estresse oxidativo € mais prevalente em pacientes com baixa ou nenhuma atividade
de GST.

E bem conhecido que o estresse oxidativo € uma questdo importante nas
infec¢Bes virais. Devido a doenca causada pelo virus SARS-CoV-2, ser de alta
suscetibilidade e letalidade altamente heterogénea em pacientes obesos e diabéticos,
€ indiscutivel a importancia de estudos relacionados tanto a fatores de riscos
genéticos para a suscetibilidade, quanto aos diferentes polimorfismos genéticos
existentes na populacéo obesa e diabética. No entanto, € importante destacar que ndo
ha estudos relacionados aos polimorfos GSTT1 e GSTM1 em pacientes com excesso
de peso e diabéticos infectados por COVID-19. Tomados em conjunto, esses fatos

nos fornecem uma hipétese tedrica suficiente para realizar tal pesquisa.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

— Caracterizar o polimorfismo genético GSTT1 e GSTM1 em pacientes com excesso

de peso e diabéticos infectados por COVID-19.

2.2 Especificos

— Descrever o perfil epidemiolégico dos pacientes com excesso de peso e diabéticos
acometidos por COVID-19;

— Determinar a caracterizacéo e a frequéncia dos polimorfos GSTT1 e GSTM1 nos
pacientes com excesso de peso e diabéticos;

— Verificar a associagdo dos polimorfismos com excesso de peso e diabéticos em

pacientes com COVID-19.
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3. METODOLOGIA

3.1 Desenho do estudo

Trata-se de um estudo descritivo transversal, realizado no Hospital Regional do
Sudoeste Dr. Walter Alberto Pécoits, referéncia para COVID-19, localizado na cidade
de Francisco Beltréo, sudoeste do Parana.

A populacao do estudo, foram pacientes internados confirmados para COVID-
19, entre os anos 2020 e 2021. Como critério de inclusdo, foram selecionados
pacientes com (RT-PCR (Real-Time Quantitative Reverse Transcription PCR)
positivo, com o0s dados necessarios no prontuario eletrébnico. Como critério de
exclusdo, pacientes negativos para COVID-19, e prontuarios que ndo continham
informacdes minimas necessarias.

O projeto recebeu aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP),
envolvendo Seres Humanos, com parecer n°4.224.011 e Certificado de Apresentacéo
de Apreciacio Etica (CAAE): 31837720.0000.0107.

3.2 Coleta de dados

. A amostra foi composta por 174 individuos, homens e mulheres obesos,
sobrepeso e portadores de diabetes mellitus, com mais de 20 anos, infectados com
SARS-CoV-2. Os dados foram obtidos através do prontuario eletrénico Sistema de
Gestao Hospitalar e Ambulatorial do Sistema Unico de Satide (SUS).

No prontuério foram analisadas as seguintes variaveis: sexo, idade em anos,
presenca de obesidade e sobrepeso, indice de massa corporal classificados em 4
categorias: magra (IMC de 18,5 a <25kg/m?), excesso de peso (IMC de 25 a <30
kg/m?2) obesidade moderada (IMC de 30 a <35 kg/m?2) e obesidade grave (IMC >35
kg/m2) (SIMONNET et al., 2020), necessidade de oxigénio, ventilagdo mecéanica nao
invasiva, ventilagdo mecanica invasiva, internamento da unidade de terapia intensiva
ou ndo, comorbidades, entre elas presenca ou ndo de diabetes, evolucido do caso
(6bito ou cura).

Quanto a coleta de sangue, para a obtencéao da informacg&o sobre a presenca
ou ndo dos polimorfos GSTT1 e GSTM1, o mesmo aconteceu durante a internagéo
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hospitalar, por profissional capacitado. De cada paciente foi coletado 5 ml de sangue
venoso, em um tubo identificado contendo o anticoagulante EDTA (edetetic acid).
ApOs as amostras foram armazenadas em freezer -20°C e ap0Os analisadas no
laboratério de Biologia Celular do Centro de Ciéncias da Saude (CCS) no campus de

Francisco Beltréo (PR).

3.3 Isolamento do material genético e genotipagem GSTM1 e GSTT1

A extracdo de DNA (&cido desoxirribonucleico) total de cada individuo foi
realizada a partir de uma aliquota de 200uL da amostra original de sangue com o kit
QIAamp® DNA Mini Kit, DNA Purification from Blood or Body Fluids (Spin Protocol)
(Qiagen, Alemanha) conforme instrucfes do fabricante e armazenados em freezer a -
20°C. Apés a extracao do DNA, foi realizada a detec¢do da presenca de um segmento
de 268pb do gene da B-globina humano, sintetizado a partir dos primers GH20 (5'-
GAAGAGCCAAGGACAGGTAC-3') e PC04 (5- CAACTTCATCCACGTTCACC-3"),
para verificar a presenca e qualidade do material genético. As condi¢cdes de
amplificacédo para cada reacao foi 190 nM de dNTPs, 500 nM de cada primer, 2 mM
de MgClz, Tampao (200 mM Tris-Cl, 500 mM KCI), 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).

O método PCR Multiplex foi usado para determinar os polimorfismos genéticos
GSTM1 e GSTT1. Os pares de iniciadores utlizados foram: Forward 5'-
GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC-3 e reverse 5-GTTGGGCTCAAATA
TACGGTGG-3' e Forward 5-TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC-3' e Reverse 5'-
TCACCGGATCATGGCCAGCA-3'. O primeiro produz um amplicon de 219pb e o
segundo de 459pb, respectivos, aos genes GSTM1 e GSTT1 (BORTOLLI etal., 2022).
As condi¢des da PCR incluiram desnaturacao inicial a 94°C por 5mim, seguindo para
35 ciclos de 94°C por 1 minuto, 58°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto, finalizando a
72°C por 10 minutos. Os gendtipos foram determinados pela migracdo dos produtos
em gel de agarose com adicdo de 2% de brometo de etidio. A visualizagdo dos

amplicons revelam a presenca dos genes e a auséncia, 0s caracteriza como nulos.
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3.4 Andlise estatistica

Apoés a organizacao da planilha, os dados foram transferidos para o programa
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) 28.0 para as andlises dos dados.
Frequéncias absolutas e relativas, bem como média, desvio-padrdo e amplitude,
foram usadas para a descricdo dos dados. As associacfes entre as variaveis
demograficas, clinicas e das morbidades cronicas com os polimorfismos (isolados e
combinados) foram testadas pelo teste de Qui-quadrado com correcao de
continuidade de Yates. Foi assumido um nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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Resumo

O numero de pessoas infectadas e mortas pelo virus SARS-CoV-2 mostra o impacto
da pandemia causada pelo virus. O grupo de pessoas propensas a gravidade da
doenca e morte, incluem os idosos, os diabéticos, os pacientes com doencas
cardiovasculares, respiratorias e renais. No entanto, a obesidade tem revelado um
quadro grave e prognostico negativo, sendo no Brasil a principal causa de morbidade
associada a 6bitos em individuos menores de 60 anos infectados pelo virus. Estudos
atuais relacionam os genes de delecdo GSTT1 e GSTM1 como fator de risco para o
desenvolvimento de algumas doengas, incluindo a gravidade por COVID-19. Diante
disso, o objetivo desse estudo foi identificar a presenca do polimorfismo genético
GSTT1 e GSTM1 em pacientes com excesso de peso e diabéticos infectados por
COVID-19. Trata-se de um estudo transversal, realizado entre os anos 2020 e 2021.
A amostra foi constituida por homens e mulheres obesos, sobrepeso e portadores de
diabetes mellitus, com mais de 20 anos, infectados com SARS-CoV-2. Os dados foram
obtidos através do prontuario eletrénico Sistema de Gestdo Hospitalar e Ambulatorial
do SUS (GSUS). O método PCR Multiplex foi usado para determinar os polimorfismos
genéticos GSTM1 e GSTT1. Participaram do estudo 174 individuos. Foi possivel
observar maior frequéncia de necessidade de traqueostomia entre 0s pacientes com
GSTT1" individualmente (p<0,114). Em combinacdes os genes GSTM1/GSTT1*
apresentaram maior necessidade de ventilagdo mecanica ndo invasiva e

tragueostomia p<0,099 e p<0,076 respectivamente. A analise estatistica revelou a
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prevaléncia do gene GSTM1* entre os pacientes com diabetes mellitus (p<0,076) e
doenca cardiovascular (p<0,068). Quando comparados em grupos as combinacfes
GSTM1*/GSTT1" (p<,0151) apresentaram maior prevaléncia de diabetes mellitus.
Pacientes obesos, diabéticos infectados com SARS-CoV-2, sdo propensos a
desenvolver maiores complicacdes, ainda mais quando possuem genes de delecéao,
porém esse estudo sugere que pacientes com a presenca dos genes evoluiram com
maiores complicacdes e foram evidenciados em sua maioria ha populagéo diabética
e com doencgas cardiovasculares.

Palavras-chave: SARS-CoV-2, diabetes mellitus; obesidade; gene GSTT1 e GSTM1,;

Introducao

Ao término de 2019 a China relatou casos de uma pneumonia de causa
desconhecida, que posteriormente foi nomeada de Sindrome Respiratéria Aguda
Grave (SARS-CoV-2), também conhecida como COVID-19. Devido a sua rapida
disseminacado e seu comportamento instavel, tornou-se uma grande emergéncia de
saude publica [1].

Desde que foi declarada uma pandemia pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), em 11 de margo de 2020, o virus notavelmente causou um efeito devastador,
trazendo consigo impactos sociais, culturais, econémicos e politicos. Resultado de
mais de 6 milhdes de mortes em todo o mundo, o virus continua a apresentar ondas
de surtos em varios paises [2].

Dados do Ministério da Saude até abril de 2023, no Brasil foram documentados
37.449.418 casos de COVID-19, com um numero de Obitos acumulados de 701.494.
J& a nivel mundial, no periodo de dezembro de 2019 a 31 de dezembro de 2022, foram
registrados 660.300.641 casos de COVID-19 no mundo. Em relacdo a Obitos foram
confirmados 6.689.977 casos até dia 24 de dezembro de 2022. Entre os paises com
0s maiores registros de casos confirmados est&o os Estados Unidos, seguido da india,
Franca, Alemanha e por fim, Brasil. Quanto a Obitos, Estados Unidos, Brasil ocupando
a segunda posicéo, india, Russia e México [3].

A gravidade da COVID-19 inclui a idade, sexo e condi¢des pré-existentes, essa
aumentando em até dez vezes o risco de mortalidade. A taxa de mortalidade ocorre
em maior nimero entre os idosos, e em individuos do sexo masculino acaba sendo

duas vezes maior que no sexo feminino. As principais doengas crénicas incluem as
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cardiovasculares com 13,2%, diabetes mellitus (DM) 9,2%, hipertensao arterial 8,4%,
doencas respiratérias crbénicas 8,0% e cancer 6,6% [4].

O DM afeta cerca de 463 milhGes de pessoas no mundo, sendo que no Brasil
16,8 milhdes de pessoas apresentam essa comorbidade, sendo uma das principais
causas de complicacdes dispendiosas. E esta condi¢cdo pode ser encontrada em uma
prevaléncia de 7 a 30% nos pacientes infectados com COVID-19, resultando em mal
progndstico, citada como forte fator de gravidade. Devido ao DM manter um estado
de inflamac&o cronica, uma resposta imune e coagulagéo prejudicadas, favorece ao
aumento da morbimortalidade e mortalidade, com maior taxa de internacao hospitalar
[5-6].

Uma pesquisa realizada por Shrestha et al. [7] demonstrou que a taxa de
mortalidade total para os pacientes diabéticos e hiperglicémicos foi o triplo (26,62%)
guando comparada com pacientes nao diabéticos (9,26%). A taxa de mortalidade foi
de 24,96% em pacientes diabéticos associados a COVID-19. Além disso, 0 numero
de eventos adversos foi registrado em maior nUmero em pacientes diabéticos, do que
individuos néo diabéticos.

A obesidade também tem sido relatada em alguns estudos como preditor de
mal prognadstico para a COVID-19. Dados do Ministério da Saude, a nivel de Brasil, a
obesidade atinge 6,7 milhdes de pessoas, um aumento de 29,6% nos ultimos 4 anos
[8].

Em uma pesquisa realizada na China com 383 pacientes, a prevaléncia de
sobrepeso foi de 32% e de obesidade 10,7%. Quando comparados com as pessoas
com peso normal, pacientes homens obesos tiveram maior probabilidade de progredir
para COVID-19 grave [9]. Ja em outro estudo realizado na Franca no ano de 2020,
mostrou que a obesidade com indice de massa corporal (IMC) acima de 30 e
obesidade grave e IMC acima de 35, estiveram presentes em 47,6% e 28,2% dos 124
pacientes incluidos na pesquisa. A propor¢do de pacientes que necessitaram de
ventilacdo mecéanica aumentou com as classificagbes do IMC, e foi maior nos
pacientes obesos graves 85,7% [10].

Sabe-se que muitas patologias, infec¢cdes induzem ao estresse oxidativo. A
propria infecgcdo causada pelo virus SARS-CoV-2 favorece para esse aumento de
radicais livres. Essa reagcdo exagerada do sistema imunoldgico com altos niveis de

citocinas inflamatorias, quimiocinas e radicais livres, causam lesGes graves nos
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pulmdes, nas proteinas, nos lipidios, no DNA e em outras estruturas de 6rgaos e
tecidos [11].

O estresse oxidativo é caracterizado pelo desiquilibrio entre os radicais livres e
defesas antioxidantes, estando relacionado a patogenicidade de véarias doencas. As
glutationas S-transferases (GTS) GSTM1, GSTT1l e GSTP1 sdo enzimas
antioxidantes que participam da defesa contra estresse oxidativo [12].

Os polimorfos da GST (GSTM1 e GSTT1) quando em delecdo estao
associados a um maior risco de estresse oxidativo, que pode desempenhar um papel
importante na suscetibilidade da infec¢do por SARS-CoV-2. A producao de espécies
reativas causadas pelo virus, altera o sistema de defesa antioxidante,
desencadeando um ambiente proé-inflamatério e danos graves nos tecidos,
contribuindo para a gravidade e mal progndstico nesses pacientes [13].

O estado hiperglicEmico ocasionado pelo DM e a inflamacgéo pela obesidade e
a ativacdo da infeccdo por SARS-CoV-2, induz ao estresse oxidativo, defesas
antioxidantes inadequadas, aumentando o risco de gravidade. Estudos sugerem que

polimorfismos nos genes GST quando em delegao vem sendo associados a um maior
risco de complicacfes, visto que, estas variacbes genéticas alteram as funcdes
antioxidantes das enzimas, diminuindo as defesas contra espécies reativas de
oxigénio, ocasionada pelo estresse oxidativo [12]. Sendo assim é indiscutivel a
importancia de estudos relacionados a polimorfismos genéticos existentes na
populacdo obesa e diabética. Contudo, € importante destacar que nao ha estudos
relacionados aos polimorfos GSTT1 e GSTM1 em pacientes obesos, sobrepesos e
diabéticos infectados por COVID-19. Tomadas em conjunto, esses fatos nos

fornecem uma hipétese tedrica suficiente para realizar tal pesquisa.

Metodologia

Desenho do estudo

Trata-se de um estudo descritivo transversal, realizado no Hospital Regional do
Sudoeste Dr. Walter Alberto Pécoits, referéncia para COVID-19, localizado na cidade
de Francisco Beltréo, sudoeste do Parana, entre os anos 2020 e 2021.

A populagdo do estudo, foi constituida por 174 pacientes internados na

enfermaria e unidade de terapia intensiva. Como critério de inclusédo, pacientes com
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gRT-PCR positivo. Como critério de exclusdo, pacientes negativos para COVID-19 e
prontuarios que nao continham informacdes minimas necessarias. Os dados foram
obtidos através do prontuério eletrénico Sistema de Gestédo Hospitalar e Ambulatorial
do SUS (GSUS).

A amostra foi composta por homens e mulheres obesos, sobrepeso e
portadores de diabetes mellitus, com mais de 20 anos, infectados com SARS-CoV-2.
No prontuério foram analisadas as seguintes variaveis: sexo, idade em anos,
caracterizacdo do excesso de peso através do indice de massa corporal classificados
em 4 categorias: magra (IMC de 18,5 a <25kg/m?), excesso de peso (IMC de 25 a <30
kg/m2) obesidade moderada (IMC de 30 a <35 kg/m2) e obesidade grave (IMC >35
kg/m?2) [10], necessidade de oxigénio, ventilagdo mecanica nao invasiva, ventilagao
mecanica invasiva, tempo de internamento na unidade de terapia intensiva,
comorbidades, entre elas presenca ou ndo de DM e evolucéo do caso (6bito ou cura).

Quanto a coleta de sangue para a obtencéo da informacado sobre a presenca
ou ndo dos polimorfos GSTT1 e GSTM1, o mesmo aconteceu durante a internagéo
hospitalar, por profissional capacitado. De cada paciente foi coletado 5 ml de sangue
venoso, apdés armazenado em um frasco identificado contendo o anticoagulante
EDTA. Apds as amostras foram armazenadas em um freezer a -20°C e analisadas no
laboratorio de Biologia Celular do Centro de Ciéncias da Saude (CCS) no campus de
Francisco Beltrdo (PR).

O método PCR Multiplex foi usado para determinar os polimorfismos genéticos
GSTM1 e GSTT1. Os pares de iniciadores utilizados foram: Forward 5'-
GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC-3 e reverse 5-GTTGGGCTCAAATA
TACGGTGG-3' e Forward 5-TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC-3' e Reverse 5'-
TCACCGGATCATGGCCAGCA-3'. O primeiro produz um amplicon de 219pb e o
segundo de 459pb, respectivos, aos genes GSTM1 e GSTTL1 [14]. As condicdes da
PCR incluiram desnaturacéo inicial a 94°C por 5mim, seguindo para 35 ciclos de 94°C
por 1 minuto, 58°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto, finalizando a 72°C por 10 minutos.
Os gendtipos foram determinados pela migracéo dos produtos em gel de agarose com
adicdo de 2% de brometo de etidio. A visualiza¢cdo dos amplicons revelam a presenca
dos genes e a auséncia, caracteriza os como nulos.

O projeto recebeu aprovacéo pelo Comité de Etica em Pesquisa envolvendo
Seres Humanos (CEP), com parecer n°4.224.011 e CAAE: 31837720.0000.0107. N&o

houve a necessidade de assinatura do termo de consentimento esclarecido (TCLE).
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Anélise estatistica

Apés a organizacdo da planilha, os dados foram transferidos para o programa
SPSS 28.0 para as analises dos dados. Frequéncias absolutas e relativas, bem como
meédia, desvio-padrdo e amplitude, foram usadas para a descricdo dos dados. As
associacdes entre as variaveis demograficas, clinicas e das morbidades crénicas com
os polimorfismos (isolados e combinados) foram testadas pelo teste de Qui-quadrado,
com correcdo de continuidade de Yates. Foi assumido um nivel de significancia de
5% (p<0,05).

Resultados

Compuseram a analise final 174 pacientes, sendo 62,6% (n = 109) do sexo
feminino. A idade média (desvio-padrédo) dos participantes foi de 56,0 anos (19,9),
variando de 20 a 89 anos. O tempo médio de internamento em unidade de terapia
intensiva foi de 13,0 dias (12,2), variando de 0 a 60 dias. A tabela 1 apresenta as
associacdes entre as caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes de acordo
com os polimorfismos individualmente. No geral, ndo foram identificadas associacfes

estatisticamente significantes.

Tabela 1. Caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes com COVID-19
segundo os polimorfismos (n=174).

Variavel GSTM1- GSTM1* Valor de GSTT1- GSTT1* Valordep
(n=123) (n=51) P (n=101) (n=73)
% (n) % (n) % (n) % (n)
Sexo 0,849 0,696
Masculino 38,2 (47) 35,3 (18) 35,6 (36) 39,7 (29)
Feminino 61,8 (76) 64,7 (33) 64,4 (65) 60,3 (44)
Idade 0,913 0,921
<57 anos 52,0 (64) 52,9 (27) 51,5 (52) 53,4 (39)
>57 anos 48,0 (59) 47,1 (24) 48,5 (49) 46,6 (34)
Uso de O, 0,350 0,762
N&o 26,8 (33) 35,3 (18) 30,7 (31) 27,4 (20)

Sim 73,2(90) 64,7 (33) 69,3 (70) 72,6 (53)
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Ventilacdo mecanica néo
invasiva

N&o
Sim
Ventilagdo mecénica invasiva
N&o
Sim
Necessitou de traqueostomia

Nao

Internou em UTI
N&o

Sim

Desfecho

Alta

Obito

48,0 (59)

52,0 (64)

33,3 (41)

66,7 (82)

82,1 (101)

17,9 (22)

13,0 (16)

87,0 (107)

48,0 (59)

52,0 (64)

51,0 (26)

49,0 (25)

27,5 (14)

72,5 (37)

86,3 (44)

13,7 (7)

19,6 (10)

80,4 (41)

49,0 (25)

51,0 (26)

0,845

0,562

0,655

0,380

0,899

53,5 (54)

46,5 (47)

31,7 (32)

68,3 (69)

87,1 (88)

12,9 (13)

13,9 (14)

86,1 (87)

48,5 (49)

51,5 (52)

42,5 (31)

57,5 (42)

31,5 (23)

68,5 (50)

78,1 (57)

21,9 (16)

16,4 (12)

83,6 (61)

47,9 (35)

52,1 (38)

0,201

0,980

0,114

0,799

0,941

Na tabela 2 séo apresentadas as associacdoes entre as
demograficas e clinicas dos pacientes com as combinacdes dos

caracteristicas

polimorfismos.

Confirmando os resultados da tabela 1, ndo foram observadas associacdes

estatisticamente significantes. Todavia, os pacientes GSTM1/GSTT1* apresentaram

maior frequéncia de necessidade de ventilagdo mecanica néo

traqueostomia.

invasiva e

Tabela 2. Caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes com COVID-19
segundo a combinacao de polimorfismos (n=174).

Variavel GSTM1- GSTM1*/  GSTM1*/G GSTM1-
/IGSTTL1 GSTT1* STT1- /GSTT1*
(n=183) (n=33) (n=18) (n=40)
% (n) % (n) % (n) % (n)
Sexo 0,829
Masculino 37,3 (31) 39,4 (13) 27,8(5) 40,0 (16)




Feminino
Idade
<57 anos
>57 anos
Uso de O?
N&o

Sim

Ventilagdo mecénica nédo
invasiva

Nao
Sim

Ventilagdo mecéanica
invasiva

N&o
Sim
Necessitou de traqueostomia

Nao

Internou em UTI
N&o

Sim

Desfecho

Alta

Obito

62,7 (52)

51,8 (43)

48,2 (40)

30,1 (25)

69,9 (58)

55,4 (46)

44,6 (37)

34,9 (29)

65,1 (54)

88,0 (73)

12,0 (10)

14,5 (12)

85,5 (71)

48,2 (40)

51,8 (43)

60,6 (20)

54,5 (18)

45,5 (15)

36,4 (12)

63,6 (21)

54,5 (18)

45,5 (15)

33,3 (11)

66,7 (22)

87,9 (29)

12,1 (4)

24,2 (8)

75,8 (25)

48,5 (16)

51,5 (17)

72,2 (13)

50,0 (9)

50,0 (9)

33,3 (6)

66,7 (12)

44,4 (8)

55,6 (10)

16,7 (3)

83,3 (15)

83,3 (15)

16,7 (3)

11,1 (2)

88,9 (16)

50,0 (9)

50,0 (9)

60,0 (24)

52,5 (21)

47,5 (19)

20,0 (08)

80,0 (32)

32,5 (13)

67,5 (27)

30,0 (12)

70,0 (28)

70,0 (28)

30,0 (12)

10,0 (4)

90,0 (36)

47,5 (19)

52,5 (21)

0,990

0,452

0,099

0,498

0,076

0,356

0,999

36

As associagfes entre as morbidades crbénicas e os perfis de polimorfismos

individualmente sdo apresentadas na tabela 3. N&o foi observado nenhum padréo

claro de associacao estatisticamente significante. Todavia, foi possivel observar maior

prevaléncia de diabetes mellitus e doenca cardiovascular entre os pacientes GSTM1*.
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Tabela 3. Caracterizacdo e associacao entre morbidades e polimorfismos (n=174).

Variavel GSTM1- GSTM1* Valor de p GSTT1- GSTT1*  Valor
dep
(n=123) (n=51) (n=101) (n=73)
% (n) % (n) % (n) % (n)

indice de massa 0,349 0,464
corporal
<249 kg/m? 21,1(26) 29,4 (15) 24,8 (25) 21,9 (16)
25,0 a 29,9 kg/m? 37,4 (46) 27,5(14) 30,7 (31) 39,7 (29)
230 kg/m? 41,5 (51) 43,1 (22) 44,6 (45) 38,4 (28)
Diabetes Mellitus 0,076 0,976
Nzo 85,4 (105) 72,5 (37) 82,2(83) 80,8 (59)
Sim 14,6 (18)  27,5(14) 17,8 (18) 19,2 (14)
Hipertenséo arterial 0,308 0,893
Nzo 56,9 (70) 47,1 (24) 54,5 (55) 53,4 (39)
Sim 43,1 (53) 52,9 (27) 455 (46) 46,6 (34)
Doenca cardiovascular 0,068 0,381
Né&o 90,2 (110) 78,4 (40) 89,1 (90) 83,3 (60)
Sim 9,8(12) 21,6 (11) 10,9 (11) 16,7 (12)

Por fim, as associacdes entre as morbidades crbnicas e os perfis combinados

de polimorfismos sédo apresentadas na tabela 4. De maneira semelhante as analises

individuais, ndo foram observadas associagcdes estatisticamente significantes entre as

morbidades e a combinagcdo dos polimorfismos. Vale destacar que, de maneira

descritiva, as combinacfes GSTM1*/GSTT1" apresentaram maior prevaléncia de

diabetes mellitus.

Tabela 4. Associacéo entre morbidades e a combinagdo de polimorfismos (n=174).

Variavel GSTM1- GSTM1*/
/GSTT1- GSTT1
(n=83) (n=33)

GSTM1*/G  GSTM1I-

STT1- /GSTT1*

(n=18) (n = 40)

% (n) % (n)

% (n) % (n)
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indice de massa corporal 0,454
<24,9 kg/m? 21,7 (18) 24,2 (8) 38,9 (7) 20,0 (8)
25,0 a 29,9 kg/m? 33,7(28)  33,3(11) 16,7 (3) 45,0 (18)
>30 kg/m? 44,6 (37) 42,4 (14) 444 (8) 35,0 (14)
Diabetes Mellitus 0,151
Nzo 83,1(69) 69,7(23) 77,8(14) 90,0 (36)
Sim 16,9 (14) 30,3 (10) 22,2 (4) 10,0 (4)
Hipertenséo arterial 0,630
Nzo 55,4 (46) 45,5 (15) 50,0 (9) 60,0 (24)
Sim 44,6 (37) 54,5 (18) 50,0 (9) 40,0 (16)
Doenca cardiovascular 0,191
Nzo 91,6 (76) 78,8(26)  77,8(14) 87,2 (34)
Sim 8,4 (7) 21,2 (7) 22,2 (4) 12,8 (5)
Discusséo

Esse trabalho avaliou a presenca do polimorfismo GSTT1 e GSTM1 na
populacdo diabética, obesa e sobrepeso diagnosticadas com COVID-19. Dos 174
pacientes analisados, 62,6% (n = 109) eram do sexo feminino, com idade média
(desvio-padréo) de 56,0 anos (19,9), variando de 20 a 89 anos. O tempo médio de
internamento em unidade de terapia intensiva foi de 13,0 dias (12,2), variando de 0 a
60 dias. Em relacéo as caracteristicas demograficas segundo os polimorfismos, entre
0s pacientes avaliados houve a predominancia dos genes de delecdo GSTM1 com
61,8% (76) e GSTT1 64,4% (65), na populagéo feminina. Os genes citados podem ser
encontrados na populacdo. O genétipo GSTT1 é encontrado em uma frequéncia de
11 a 38%, ja 0 GSTM1" varia de 20 a 70% entre as populacdes [15].

No geral ndo houve associagdo entre os polimorfos e as caracteristicas
demograficas (tabela 1). Ja na tabela 2, quando comparados dados demograficos e
as combinacdes dos polimorfismos, foi evidenciado que pacientes GSTM1/GSTT1*
apresentaram maior frequéncia de necessidade de ventilagdo mecanica nao invasiva
e tragueostomia p<0,099 e p<0,076, respectivamente. Estudo genético por Impodem
et al., 2017 [16], mostrou que a deficiéncia do gene isolado GSTT1 e GSTM1 estaria

associado a um declinio da funcdo pulmonar relacionado a idade em homens,
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independentemente de ser fumante ou ndo, o que poderia justificar a necessidade
tragueostomia e ventilacdo mecanica ndo invasiva em nosso estudo, entretanto em
nossa pesquisa ndo ocorreu associacdo com genes nulos, porém genes em
combinagdo GSTM1/GSTT1* foram associados a complicagcdes como a necessidade
de traqueostomia e ventilacdo mecanica ndo invasiva. No entanto, apesar de existir
antioxidantes enddégenos nos pulmdes, a exposicdo continua de oxidantes pode
sobrecarregar o trato respiratorio, favorecendo complicagfes [17].

Além disso, vale ressaltar que mesmo ndo apresentando significancia nos
resultados, a maior parte da populacdo do estudo apresentou um IMC >30 kg/m? (73),
0 que também justificaria a necessidade de ventilacdo mecéanica ndo invasiva e
traqueostomia, ja que pessoas obesas apresentam diminui¢cao das vias aéreas devido
a expansao limitada, o que dificulta o fluxo de ar, afetando, consequentemente, o
sistema respiratorio [18].

Ainda na tabela 2, mesmo ndo apresentando associacfes significativas, fica
evidente a combinagdo de genoétipo GSST1/GSTM1 na populagdo geral, em maior
proporcdo na populacdo feminina 62,7% (52). Sabe-se que os gendtipos nulos
GSTM1 e GSTT1 aumentam o risco de varias doencas associadas ao estresse
oxidativo, prevalecendo a hipétese de que, 0 estresse oxidativo é mais prevalente em
pacientes com baixo ou nenhuma atividade das GST. Estudo realizado por Abbas em
2021 [11] evidenciou que o gendtipo GSTT1 foi positivamente associado a
mortalidade por COVID-19. No presente estudo ndo houve evidéncia de interacao dos
genaotipos em relacdo a Obito e cura, ndo sendo possivel descrever se a auséncia ou
a presenca dos genes nos individuos estaria relacionado ao numero de 6bitos.

Na tabela 3 descrevemos os polimorfos individualmente, associando com
comorbidades cronicas. A andlise estatistica revelou a prevaléncia do gene GSTM1*
entre 0os pacientes com diabetes mellitus (p<0,076) e doenca cardiovascular
(p<0,068). Quando comparados em grupos (tabela 4), a combinacao
GSTM1*/GSTT1" (p<0,151) e apresentaram maior prevaléncia em pacientes com
diabetes mellitus, entretanto ndo apresentou relevancia estatistica. Polimorfos nos
genes responsaveis pela producdo de enzimas desintoxicantes vem sendo
associadas ao surgimento de DM, pois esses genes influenciam no aumento do
estresse oxidativo, relacionado a resisténcia a insulina, disfuncdo das células
pancreaticas e diminuicdo da tolerancia a glicose. Em um estudo realizado no Sul da

india, evidenciou que os genes isolados GSTM1- esta associado a um aumento de 2
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vezes e 0 GSTT1 a 3 vezes ao desenvolvimento de DM na populacéo [19]. Wang e
colaboradores em 2006 [20] evidenciaram na populacdo chinesa o gene isolado
GSTT1*, como fator de risco para o surgimento de DM. Ambos os dados nao
corroboram com nosso estudo.

Em relacdo a frequéncia dos polimorfos na populacdo diabética houve a
predominéancia da combinacdo do gene GSTT1/GSTM1, seguido também para
doenca cardiovascular. Niveis elevados de glicose induzem espécies reativas de
oxigénio, sendo assim, niveis de estresse oxidativo sdo aumentados em pacientes
diabéticos [21]. A inatividade das enzimas antioxidantes e niveis elevados de estresse
oxidativo, tornam-se um fator patogénico para complicacdes diabéticas [22].

E possivel observar que a presenca do gene GSTT1*isolado foi relacionado
com a necessidade de traqueostomia e quando analisados em combinacdes 0s genes
GSTM1/GSTT1* apresentaram maior frequéncia de necessidade de ventilacdo
mecanica nao invasiva e traqueostomia. Dentre as comorbidades analisadas o gene
GSTML1* foi frequente na populacéo diabética e com doenca cardiovascular. J& em
combinagdes os genes GSTM1*/GSTT1* apresentaram maior prevaléncia em
pacientes com diabetes mellitus.

Ressaltamos que o estudo possui algumas limitacdes relacionadas ao tamanho
da amostra, e estudos atuais para discussao de dados. Mesmo alguns estudos mais
antigos, apresentarem fortemente a relagcdo dos genes nulos, com gravidade de
algumas doencas ndo malignas e associagcdes com o risco de cancer de bexiga,
mama, pulmao, célon e cérebro, nosso estudo ndo apresentou relevancia estatistica
para os genes nulos. Considerando a importancia de se estudar os genes GSTM1 e

GSTT1, observa-se a necessidade de mais estudos relacionados a essa tematica.
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Patogénese bacteriana e fungica: bases genéticas, bioquimicas e estruturais
da patogénese bacteriana.
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médica.

Microbiologia Ambiental: ecologia de assembléias microbianas naturais,
diversidade microbiana de ambientes naturais como agua, solo, sedimentos
e organismos superiores. Interagdes microbianas. Biodegradacao,
biorremediacdo e consideracdes ambientais para microrganismos
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Microbiologia Veterinaria: doencas de animais, Controle e/ou tratamento
de animais, Diagndstico de patdgenos animais e Patdgenos veterinarios ou
zoonoticos.

Fisiologia fungica e bacteriana: bioquimica, biofisica, metabolismo, estrutura
celular, resposta ao estresse, crescimento, diferenciacao e outros processos
relacionados.

Microbioma Humano: estudos sobre a microbiota humana, sua associacao
com processos fisiolégicos ou patoldgicos.

Biologia Molecular de Bactérias, Fungos e Virus: genética de fungos e
bactérias, biologia molecular, regulagdo génica, replicacao e reparo de DNA,
gendmica, protedmica, transcriptomica.
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estilo cientifico

« Sempre use sinais e simbolos aceitos internacionalmente para
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De volta ao topo

Submissao de manuscrito
Submissdo de manuscrito

A submissdao de um manuscrito implica: que a obra descrita ndo tenha sido
publicada anteriormente; que ndo esta sendo considerado para publicacao
em nenhum outro lugar; que sua publicagdo foi aprovada por todos os
coautores, se houver, bem como pelas autoridades responsaveis — tacita ou
expressamente — no instituto onde o trabalho foi realizado. A editora nao
sera considerada legalmente responsavel caso haja algum pedido de
indenizacao.

Permissoes

Os autores que desejam incluir figuras, tabelas ou passagens de texto que
ja foram publicadas em outro lugar devem obter permissao do(s)
proprietario(s) dos direitos autorais para o formato impresso e online e
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incluir evidéncias de que tal permissao foi concedida ao enviar seus
trabalhos . Qualquer material recebido sem tais evidéncias sera considerado
como originario dos autores.

Submissé@o on-line

Por favor, siga o hiperlink “Enviar manuscrito” a direita e carregue todos os
seus arquivos de manuscrito seguindo as instru¢des dadas na tela.
Certifique-se de fornecer todos os arquivos de origem editaveis
relevantes. Deixar de enviar esses arquivos de origem pode causar atrasos
desnecessarios no processo de revisao e producao.

De volta ao topo

Folha de rosto

Certifique-se de que sua pagina de titulo contém as seguintes informacdes
Titulo

O titulo deve ser conciso e informativo.
Informacéo sobre o autor

e O(s) nome(s) do(s) autor(es)
« Um titulo conciso e informativo
« A(s) afiliagao(des) do(s) autor(es), ou seja, instituicao, (departamento),
cidade, (estado), pais
« Uma indicagao clara e um endereco de e-mail ativo do autor
correspondente
« Se disponivel, o ORCID de 16 digitos do(s) autor(es)
Se as informacdes de endereco forem fornecidas com a(s) afiliacao(des),
elas também serao publicadas.
Para autores que sao (temporariamente) nao afiliados, iremos capturar
apenas sua cidade e pais de residéncia, nao seu endereco de e-mail, a
menos que especificamente solicitado.
Modelos de linguagem grandes (LLMs), como ChatGPT , atualmente nao
atendem aos nossos critérios de autoria . Notavelmente, uma atribuicao de
autoria traz consigo a responsabilidade pelo trabalho, que nao pode ser
efetivamente aplicada aos LLMs. O uso de um LLM deve ser devidamente
documentado na secao Métodos (e se uma secdo Métodos nao estiver
disponivel, em uma parte alternativa adequada) do manuscrito.
Abstract
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Forneca um resumo de 150 a 250 palavras. O resumo nao deve conter
abreviacdes indefinidas ou referéncias nao especificadas.

Observacao: para alguns artigos (particularmente revisdes sistematicas e
artigos originais de pesquisa), 250 palavras podem nao ser suficientes para
fornecer todas as informacgdes necessarias no resumo. Portanto, o tamanho
do resumo pode ser aumentado do limite de 250 palavras (para até 450
palavras), se o topico exigir, e para permitir total conformidade com as
diretrizes de relatdrios relevantes.

Palavras-chave

Forneca de 4 a 6 palavras-chave que podem ser usadas para fins de
indexacao.
Declaracées e Declaracbes

As seguintes declaracdes devem ser incluidas sob o titulo "Declaracdes e
Declaragdes" para inclusao no artigo publicado. Observe que os envios que
nao incluem declaragdes relevantes serao devolvidos como incompletos.

« Interesses concorrentes: Os autores sao obrigados a divulgar
interesses financeiros ou nao financeiros que estejam direta ou
indiretamente relacionados ao trabalho submetido para
publicacao. Consulte "Interesses concorrentes e financiamento"
abaixo para obter mais informagdes sobre como preencher esta
secao.

De volta ao topo

Texto
Formatacao de texto

Os manuscritos devem ser submetidos em Word.

« Use uma fonte normal e simples (por exemplo, Times Roman
tamanho 10) para o texto.

« Use italico para dar énfase.

« Use a funcao de numeragdo automatica de paginas para numerar as
paginas.

« Nao use funcdes de campo.

« Use paradas de tabulagdao ou outros comandos para recuos, nao a
barra de espaco.

« Use a funcao de tabela, ndo planilhas, para fazer tabelas.
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« Use o editor de equagdes ou MathType para equacoes.
« Salve seu arquivo no formato docx (Word 2007 ou superior) ou no
formato doc (versdes mais antigas do Word).
Manuscritos com conteudo matematico também podem ser enviados em

LaTeX. Recomendamos o uso do modelo LaTeX da Springer Nature .
Titulos

Use no maximo trés niveis de cabecalhos exibidos.
Abreviaturas

As abreviaturas devem ser definidas na primeira mencao e usadas
consistentemente depois disso.
notas de rodapé

As notas de rodapé podem ser usadas para fornecer informacdes adicionais,
que podem incluir a citacdo de uma referéncia incluida na lista de
referéncias. Eles ndo devem consistir apenas em uma citacao de referéncia e
nunca devem incluir os detalhes bibliograficos de uma referéncia. Também
nao devem conter figuras ou tabelas.

As notas de rodapé do texto sdo numeradas consecutivamente; aqueles as
tabelas devem ser indicados por letras minUsculas sobrescritas (ou
asteriscos para valores de significancia e outros dados estatisticos). As notas
de rodapé do titulo ou dos autores do artigo ndo recebem simbolos de
referéncia.

Sempre use notas de rodapé em vez de notas de fim.

Agradecimentos

Agradecimentos de pessoas, doac¢des, fundos, etc. devem ser colocados em
uma secao separada na pagina de titulo. Os nomes das organizacdes
financiadoras devem ser escritos por extenso.

De volta ao topo

Referéncias
Citacdo

As citacOes de referéncias no texto devem ser identificadas por nUmeros
entre colchetes. Alguns exemplos:

1. A pesquisa em negociacao abrange muitas disciplinas [3].

2. Este resultado foi posteriormente contestado por Becker e Seligman [5].
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3. Este efeito tem sido amplamente estudado [1-3, 7].
Lista de referéncia

A lista de referéncias deve incluir apenas os trabalhos citados no texto e
que tenham sido publicados ou aceitos para publicagao. Comunicacdes
pessoais e trabalhos inéditos devem ser mencionados apenas no texto.
As entradas na lista devem ser numeradas consecutivamente.
Se disponivel, sempre inclua DOIs como links DOI completos em sua lista de
referéncia (por exemplo, "https://doi.org/abc”).
« artigo de jornal
Gamelin FX, Baquet G, Berthoin S, Thevenet D, Nourry C, Nottin S,
Bosquet L (2009) Efeito do treinamento intermitente de alta
intensidade na variabilidade da frequéncia cardiaca em criancas preé-
puberes. Eur J Appl Physiol 105:731-
738. https://doi.org/10.1007/s00421-008-0955-8
Idealmente, os nomes de todos os autores devem ser fornecidos, mas
o uso de “et al” em listas longas de autores também sera aceito:
Smith J, Jones M Jr, Houghton L et al (1999) Futuro do seguro
saude. N Engl J Med 965:325-329
« Artigo por DOI
Slitka MK, Whitton JL (2000) Implicagdes clinicas da produgao
desregulada de citocinas. J Mol
Med. https://doi.org/10.1007/s001090000086
o Livro
South J, Blass B (2001) O futuro da gendémica moderna. Blackwell,
Londres
« Capitulo de livro
Brown B, Aaron M (2001) A politica da natureza. In: Smith J (ed) A
ascensdo da gendmica moderna, 32 ed. Wiley, Nova York, pp 230-257
« Documento on-line
Cartwright J (2007) Grandes estrelas também tém clima. IOP
Publishing
PhysicsWeb. http://physicsweb.org/articles/news/11/6/16/1. Acessado
em 26 de junho de 2007
« Dissertacao
Trent JW (1975) Insuficiéncia renal aguda experimental. Dissertagao,
Universidade da Califérnia
Sempre use a abreviacdo padrao do nome de um periédico de acordo com
a Lista ISSN de Abreviacdes de Palavras de Titulo, consulte
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ISSN.org LTWA

Se vocé nado tiver certeza, use o titulo completo do periddico.

Os autores que preparam seus manuscritos em LaTeX podem usar o
arquivo de estilo de bibliografia sn-basic.bst que esta incluido no Springer
Nature Article Template .

De volta ao topo

Tabelas

Todas as tabelas devem ser numeradas com algarismos arabicos.

As tabelas devem sempre ser citadas no texto em ordem numérica
consecutiva.

Para cada tabela, forneca uma legenda (titulo) explicando os
componentes da tabela.

Identifique qualquer material publicado anteriormente, fornecendo a
fonte original na forma de uma referéncia no final da legenda da
tabela.

As notas de rodapé das tabelas devem ser indicadas por letras
minusculas sobrescritas (ou asteriscos para valores de significancia e
outros dados estatisticos) e incluidas abaixo do corpo da tabela.

De volta ao topo

Submissdo

Forneca todo o material suplementar em formatos de arquivo padréao.
Inclua em cada arquivo as seguintes informacdes: titulo do artigo,
nome do periédico, nomes dos autores; afiliacado e endereco de e-
mail do autor correspondente.

Para acomodar downloads de usuarios, lembre-se de que arquivos de
tamanho maior podem exigir tempos de download muito longos e
que alguns usuarios podem ter outros problemas durante o
download.

Videos de alta resolucdo (qualidade de streaming) podem ser
enviados até um maximo de 25 GB; videos de baixa resolucao nao
devem ser maiores que 5 GB.

https://www.springer.com/journal/42770/submission-

guidelines?|FA#Instructions%20for%20Authors Informed%20consent
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Anexo Il - Submissao do Artigo

[Geralmente, vocé ndo obtém emails de em@editorialmanager.com. Saiba por que isso é
importante em https://aka.ms/LearnAboutSenderldentification ]

Dear Dra Vieira,

Thank you for submitting your manuscript,
"POLIMORFISMO GENETICO GSTM1 E GSTT1 EM PACIENTES OBESOS, SOBREPESO E
DIABETICOS INFECTADOS POR COVID-19", to Brazilian Journal of Microbiology

The submission id is: BJMI-D-23-00657
Please refer to this number in any future correspondence.

During the review process, you can keep track of the status of your manuscript by accessing
the journal's web site.

Your username is: Ana
If you forgot your password, you can click the 'Send Login Details' link on the EM Login page
at https://www.editorialmanager.com/bjmi/.

With kind regards,

Journals Editorial Office BJMI
Springer

This letter contains confidential information, is for your own use, and should not be
forwarded to third parties.

Recipients of this email are registered users within the Editorial Manager database for this
journal. We will keep your information on file to use in the process of submitting, evaluating
and publishing a manuscript. For more information on how we use your personal details
please see our privacy policy at https://www.springernature.com/production-privacy-policy. If
you no longer wish to receive messages from this journal or you have questions regarding
database management, please contact the Publication Office at the link below.

In compliance with data protection regulations, you may request that we remove your
personal registration details at any time. (Use the following

URL: https://www.editorialmanager.com/bjmi/login.asp?a=r). Please contact the publication
office if you have any questions.
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