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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 
 

PAPEL DOS INFLAMASSOMAS NA INFECÇÃO POR SARS-COV-2: POLIMORFISMOS DE BASE 

ÚNICA (SNP) E NÍVEIS DE EXPRESSÃO GÊNICA COMO POTENCIAIS BIOMARCADORES PARA 

OS DESFECHOS CLÍNICOS DA COVID-19. 

 

RESUMO 

 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITÁRIA 

 

Milena Neira Guimarães Goulart  

 

A COVID-19 tem um amplo espectro de manifestações clínicas e os mecanismos subjacentes à sua 
evolução clínica ainda não são claros. Nesse estudo, nós investigamos o impacto de polimorfismos em 
genes que codificam proteínas do complexo multiproteico inflamassoma e correlacionamos com a 
expressão em indivíduos com diferentes perfis clínicos de severidade da COVID-19. Na primeira 
abordagem (Artigo 1), os pacientes foram divididos em 2 grupos de acordo com a severidade da doença 
baseado na Escala de Progressão Clínica da Organização Mundial de Saúde (OMS). O grupo 1 incluiu 
pacientes hospitalizados ou não, com doença leve/moderada (OMS<6; n=76) e o grupo 2 incluiu 
pacientes hospitalizados com quadros severos/críticos da COVID-19 (OMS≥6; n=357). Os pacientes 
hospitalizados foram recrutados no Centro Hospitalar para a Pandemia de COVID-19 – Instituto 
Nacional de Infectologia (INI/FIOCRUZ) de junho de 2020 a março de 2021. Os pacientes com doença 
leve foram recrutados no Instituto Oswaldo Cruz (IOC/FIOCRUZ) em agosto de 2020. A estimativa de 
risco e proteção foi realizada utilizando o modelo de regressão logística incondicional. Na segunda 
abordagem (Artigo 2), foram incluídos 451 indivíduos hospitalizados, a partir dos quais analisamos 
fatores de risco de progressão para ventilação mecânica (n=174 [38.6%]) ou óbito (n=175 [38.8%]). A 
genotipagem de 11 SNPs de inflamassoma foi feita por PCR em tempo real. Para a terceira abordagem 
verificamos a expressão de NLRP3 e CASP1 em 77 indivíduos, sendo 17 classificados como 
moderados (OMS < 6) e 60 como graves/críticos (OMS ≥ 6). Esses indivíduos representam um recorte 
dos pacientes hospitalizados, recrutados para as análises anteriores. Na primeira abordagem, a 
proteção contra a severidade da doença foi associada ao genótipo A/A (ORadj=0.36;P=0.032), alelo A 
(ORadj=0.93;P=0.010), ou carrear-A (ORadj=0.45;P=0.027) no polimorfismo rs1539019 do gene NLRP3; 
e o genótipo A/T (ORadj=0.5;P=0.045), alelo T (ORadj=0.93;P=0.018), ou carrear-T (ORadj=0.48;P=0.029) 
no polimorfismo rs2043211 do gene CARD8. Os haplótipos das variantes do gene NLRP3 incluídas A-
C-G-C-C (ORadj=0.11;P=0.018), A-C-G-C-G (ORadj=0.23;P=0.003), C-C-G-C-C (ORadj=0.37;P=0.021) e 
C-T-G-A-C (ORadj=0,04;P=0.0473) também foram associados à proteção. Na segunda abordagem a 
progressão lenta para suporte ventilatório mecânico (SVM) foi associada ao alelo G 
(aHR=0.66;P=0.005) ou o genótipo G/G (aHR=0.391;P=0.006) no polimorfismo rs10754558 do gene 
NLRP3, ou o alelo G (aHR=0.309;P=0.004) no polimorfismo rs1143634 no gene IL1β. O alelo C do 
polimorfismo rs4612666 do gene NLRP3 (aHR=2.342;P=0.006) e o de rs10754558 
(aHR=2.957;P=0.005) foram associados a uma progressão mais rápida ao óbito. Progressão mais lenta 
para o óbito foram associadas às presenças do alelo G (aHR=0.563;P=0.006) ou o genótipo A/G 
(aHR=0.537;P=0.005) rs6509365 do gene CARD8; ao genótipo A/C do rs1101996 do gene IFI16 
(aHR=0.569;P=0.011); ao genótipo T/T (aHR=0.394;P=0.004) ou alelo T (aHR=0.68;P=0.006) do 
rs4612666 do gene NLRP3, e ao genótipo G/G (aHR=0.326;P=0.005) ou alelo G (aHR=0,68;P=0.014) 
rs10754558 do gene NLRP3. A expressão de CASP1 e NLRP3 não apresentou nenhuma associação 
significativa com os desfechos clínicos estudados. No entanto, foi observada uma correlação positiva, 
embora fraca, da expressão desses genes (rho= 0,249; P=0,0298), em pacientes com COVID-19. 
Nosso trabalho ressalta a importância da análise de variações genéticas nos genes do inflamassoma 
como fatores de risco na evolução clínica da COVID-19.  
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ROLE OF INFLAMASOMES IN SARS-COV-2 INFECTION: SINGLE NUCLEOTIDE 

POLYMORPHISM (SNP) AND GENE EXPRESSION LEVELS AS POTENTIAL BIOMARKERS FOR 

CLINICAL OUTCOMES OF COVID-19. 

 

ABSTRACT 

 

MASTER DISSERTATION IN PARASITE BIOLOGY 

 

Milena Neira Guimarães Goulart 

 

COVID-19 has a broad spectrum of clinical manifestations and the mechanisms underlying its clinical 
course are still unclear. In this study, we investigated the impact of polymorphisms in genes encoding 
inflammasome multiprotein complex proteins and correlated them with expression in individuals with 
different clinical profiles of COVID-19 severity. In the first approach (Article 1), patients were divided into 
2 groups according to disease severity based on the World Health Organization (WHO) Clinical 
Progression Scale. Group 1 included hospitalized and non-hospitalized patients with mild/moderate 
disease (WHO<6; n=76) and group 2 included hospitalized patients with severe/critical cases of COVID-
19 (WHO≥6; n=357). Hospitalized patients were recruited at the Hospital Center for the COVID-19 
Pandemic – National Institute of Infectious Diseases (INI/FIOCRUZ) from June 2020 to March 2021. 
Patients with mild illness were recruited at Instituto Oswaldo Cruz (IOC/FIOCRUZ) in August 2020. The 
risk and protection estimate were performed using the unconditional logistic regression model. In the 
second approach (Article 2), 451 hospitalized individuals were included, from which we analyzed risk 
factors for progression to mechanical ventilation (n=174 [38.6%]) or death (n=175 [38.8%]). Genotyping 
of 11 inflammasome SNPs was performed by real-time PCR. For the third approach, we verified the 
expression of NLRP3 and CASP1 in 77 individuals, 17 of which were classified as moderate (WHO < 6) 
and 60 as severe/critical (WHO ≥ 6). These individuals represent a selection of hospitalized patients 
recruited for the previous analyses..In the first approach, protection against disease severity was 
associated with genotype A/A (ORadj=0.36; P=0.032), allele A (ORadj=0.93; P=0.010), or carry-A 
(ORadj=0.45; P =0.027) in the rs1539019 polymorphism of the NLRP3 gene; and the A/T genotype 
(ORadj=0.5; P=0.045), T allele (ORadj=0.93; P=0.018), or carrier-T (ORadj=0.48; P=0.029) in the 
rs2043211 polymorphism of the CARD8 gene. The haplotypes of the NLRP3 gene variants included A-
C-G-C-C (ORadj=0.11; P=0.018), A-C-G-C-G (ORadj=0.23; P=0.003), C-C-G-C-C (ORadj=0.37; 
P=0.021) and C-T-G-A-C (ORadj=0.04; P =0.0473) were also associated with protection. In the second 
approach, slow progression to mechanical ventilation support (MVS) was associated with the G allele 
(aHR=0.66;P=0.005) or the G/G genotype (aHR=0.391;P=0.006) in the NLRP3 rs10754558 
polymorphism, or the G allele (aHR=0.309;P=0.004) in the rs1143634 polymorphism in the IL1β gene. 
The C allele in the NLRP3 rs4612666 polymorphism (aHR=2342;P=0.006) and that of rs10754558 
(aHR=2957;P=0.005) were associated with a faster progression to death. Slower progression to death 
was associated with the presence of the allele G (aHR=0.563;P=0.006) or the A/G genotype 
(aHR=0.537;P=0.005) in the CARD8 rs6509365 polymorphism; to the A/C genotype of the rs1101996 
of the IFI16 gene (aHR=0.569;P=0.011); to the T/T genotype (aHR=0.394;P=0.004) or T allele 
(aHR=0.68;P=0.006) of the NLRP3 rs4612666 polymorphism, and to the G/G genotype 
(aHR=0.326;P=0.005) or G allele (aHR=0.68;P=0.014) of NLRP3 rs10754558 polymorphism. The gene 
expression of CASP-1 and NLRP3 did not show any significant association with the clinical outcomes 
studied. However, a positive, albeit weak, correlation was observed in the expression of these genes 
(rho=0.249; P=0.0298) in patients with COVID-19. Our work highlights the importance of analyzing 
genetic variations in inflammasome genes as risk factors in the clinical course of COVID-19. 
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1. INTRODUÇÃO 

No final de dezembro de 2019 surgiu uma nova doença, descrita inicialmente 

como um surto de casos de pneumonia viral, em indivíduos que viviam na região de 

Wuhan, na China (LIU; KUO; SHIH, 2020). A recém-surgida doença, Doença do 

Coronavírus 2019 (COVID-19), é uma infecção viral altamente transmissível, causada 

por um novo coronavírus zoonótico chamado SARS-CoV-2, que ocasionou uma 

pandemia desafiadora e ameaçadora, ocasionando um enorme impacto na vida das 

pessoas, especialmente nas populações mais vulneráveis (MEO et al., 2021). 

Atualmente, apesar da implementação das vacinas ter sido um fator essencial para a 

desaceleração da pandemia, a COVID-19 continua sendo fonte de preocupação e, até 

outubro de 2022, mais de 12 bilhões de doses foram administradas em todo o mundo 

(OMS, 2022).  

Recentemente, variantes de preocupação (VOCs) surgiram e elas têm sido 

associadas ao aumento na transmissão, severidade ou mortalidade na COVID-19 e 

podem escapar da imunidade quando comparadas à cepa original (CHALLEN et al., 

2021; EDARA et al., 2021). Além das novas variantes, fatores de risco como idade, 

sexo, hipertensão, obesidade e diabetes já foram identificados por sua associação 

com formas mais severas da COVID-19, porém eles sozinhos não explicam totalmente 

as complicações causadas pela doença (GAO et al., 2021a) .  

Já foi demonstrado que o vírus causa em alguns indivíduos uma 

resposta hiperinflamatória, conhecida como tempestade de citocinas, com elevada 

produção de citocinas pró-inflamatórias, sendo um processo em que o 

desencadeamento de uma resposta imune descontrolada é responsável por 

complicações graves observadas durante o curso da infecção (VAN EIJK et al., 2021). 

Na infecção por SARS-CoV-2 se os efeitos da replicação viral e do dano tecidual se 

somarem aos efeitos pró-inflamatórios, pode haver uma liberação generalizada de 

citocinas e quimiocinas que podem iniciar esse quadro de hiperinflamação e explicar 

a extensa lesão local e sistêmica (FREEMAN; SWARTZ, 2020). 

Os inflamassomas fazem parte dessa cascata de inflamação que é ocasionada 

após o reconhecimento de fragmentos do vírus, conhecidos 

como padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs), por receptores de 

reconhecimento de padrão (PRR) presentes na célula hospedeira (THEOBALD et al., 

2020). Os inflamassomas são complexos multiproteicos citosólicos, que agem em 
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resposta aos PAMPs gerados durante a infecção. Eles interagem com uma proteína 

adaptadora denominada ASC (molécula adaptadora contendo um domínio CARD), 

levando à ativação da caspase-1, que por sua vez irá clivar citocinas pró-inflamatórias 

como a IL -1β e IL-18 (BIASIZZO; KOPITAR-JERALA, 2020; KETELUT-CARNEIRO; 

FITZGERALD, 2020). Muitos estudos já demonstraram que mutações nos genes 

do complexo inflamassoma estão relacionadas com distúrbios inflamatórios graves 

(FENINI et al., 2020; MALIK; KANNEGANTI, 2017). 

Apesar de alguns estudos já terem relacionado a ativação do inflamassoma com 

a COVID-19 (LÓPEZ-REYES et al., 2020; RODRIGUES et al., 2020; YAP; 

MORIYAMA; IWASAKI, 2020)  e, mais recentemente, ter sido demonstrada a 

associação dos polimorfismos rs10157379 e rs10754558 do gene NLRP3 com a 

gravidade da doença  (MAES et al., 2022), a análise do papel de polimorfismos nos 

genes do complexo inflamassoma e sua associação com os diferentes tipos de 

evolução clínica da doença continua ainda pouco estudado. Portanto, no presente 

estudo, investigamos o papel de 11 polimorfismos de base única (SNP) dos genes 

NLRP3, CARD8, AIM2, CASP-1, IFI16 e IL1β do inflamassoma em indivíduos 

infectados por SARS-CoV-2, bem como a expressão dos genes NLRP3 e CASP1 em 

pacientes com diferentes formas clínicas da COVID-19. 

 

1.1 Aspectos epidemiológicos da COVID-19 

 

Após o surto de SARS e MERS, a COVID-19 é o terceiro grande surto de 

coronavírus, que provou ser o mais mortal entre todos os surtos anteriores, devida a 

sua transmissão rápida e ampla, resultando em uma crise global (FANI; TEIMOORI; 

GHAFARI, 2020). 

O patógeno causador do surto de COVID-19 em 2020 foi identificado como um 

novo coronavírus, do gênero Betacoronavírus, tendo sido denominado Coronavírus 

da Síndrome Respiratória Aguda Grave 2 (SARS-CoV-2) pelo Comitê Internacional de 

Taxonomia de Vírus (SARIOL; PERLMAN, 2020). A doença associada foi denominada 

COVID-19 pela Organização Mundial da Saúde (OMS) em 11 de fevereiro de 

2020 (OMS, 2022; SEYED HOSSEINI et al., 2020). Devido a sua rápida dispersão 

pelo mundo, a COVID-19 foi elevada à categoria de pandemia pela OMS em março 

de 2020 e, até o de outubro de 2022, já foram relatados mais de 620 milhões de casos 
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da doença e cerca de 6,5 milhões de óbitos ao redor do mundo, como demonstrado 

na Figura 1 (OMS, 2022).  

 

 

 
Figura 1: Total de casos de COVID-19 no mundo até 14 de outubro de 2022. A figura descreve o 

total de casos de COVID-19 confirmados no mundo até 14 de outubro de 2022. Fonte: OMS; 2022. 

 

Atualmente os Estados Unidos da América (EUA), Índia e Brasil são os líderes 

em número de casos cumulativos no mundo. No Brasil, até início de outubro de 2022, 

mais de 34 milhões de casos de COVID-19 foram confirmados e mais de 686 mil 

pessoas foram a óbito pela doença (OMS, 2022).  

As 5 principais variantes de preocupação do vírus que circularam pelo Brasil 

foram: Alpha, Beta, Gama, Delta e Ômicron, além de suas diversas subvariantes 

descendentes (GARCIA-BELTRAN et al., 2021). No Brasil, foi quando a variante 

Gama estava em circulação que se obteve um número recorde de óbitos, em abril de 

2021, com mais de 4 mil óbitos em 24h pela COVID-19 (GIOVANETTI et al., 2022). 

Vale ressaltar que no Brasil a vacinação começou em janeiro de 2021, portanto em 

abril deste mesmo ano, o esquema vacinal estava longe de estar completo, com 

apenas aproximadamente 903 mil doses aplicadas (MATHIEU et al., 2020). Em janeiro 

de 2022, devido a emergência da variante Ômicron tivemos mais de 4 milhões de 

casos confirmados em 24h, um número recorde no país. Essa variante se destacou 

por ter um número maior de mutações concentradas na proteína S e essas mutações 

podem levar ao escape da imunidade induzida por infecção natural ou vacinação 

anterior, podendo causar um grande número de infecções ou reinfecções (WANG et 

al., 2022). No entanto, o número de óbitos continua diminuindo, muito provavelmente 
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em consequência das mais de 455 milhões de doses administradas de vacinas em 

todo território brasileiro (OMS, 2022). 

No estado do Rio de Janeiro, em outubro de 2022, a letalidade da COVID-19 era 

de 3,0% acumulando mais de 75 mil óbitos e 2,5 milhões de casos confirmados da 

doença, como mostra a Figura 2 (“Painel de monitoramento Covid-19 - Governo do 

Estado do Rio de Janeiro”).  

 
Figura 2: Painel COVID-19 no Rio de Janeiro. A figura descreve o número de casos confirmados, 

incidência, óbitos confirmados, mortalidade e letalidade da COVID-19 no Estado do Rio de Janeiro em 

outubro de 2022. Fonte: Governo do Estado do Rio de Janeiro; 2022 

(https://painel.saude.rj.gov.br/monitoramento/covid19.html; acesso 14 de outubro de 2022). 

 

Dados do boletim epidemiológico do estado do Rio de Janeiro confirmam que 

pessoas com baixa escolaridade estão inseridas no grupo de maior mortalidade e 

menor número de recuperações. Os dados também mostram que existe um maior 

número de vítimas fatais dentro da classe de etnia preta/parda que residem em 

municípios do Rio de Janeiro com baixos níveis de Índice de Desenvolvimento 

Humano (IDH) (“CTC PUC-Rio - Centro Técnico Científico”). 

 

1.2 Características gerais de SARS-CoV-2 

Os coronavírus pertencem à família Coronaviridae e causam infecção 

respiratória em mamíferos e em algumas espécies de aves (GONG; BAO, 2018). O 

primeiro coronavírus foi isolado em 1965, quando se verificou experimentalmente ser 

o causador de resfriados em humanos (MAHASE, 2020). Até o momento sete 

coronavírus humanos (HCoVs) são conhecidos, dentre os mais conhecidos e 

comumente identificados estão os Alpha Coronavírus 229E e NL63 e os 
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Betacoronavírus OC43, HKU1, além do SARS-CoV-1, causador da Síndrome 

Respiratória Aguda Grave (SARS), MERS-CoV, causador da Síndrome Respiratória 

do Oriente Médio (MERS) e SARS-CoV-2, causador da COVID-19 (MALIK, 2020). 

 

 
Figura 3: Taxonomia dos coronavírus. Fonte: Monteil et al; 2020. 

 

Como mostrado na Figura 4, SARS-CoV-2 é um vírus envelopado com espículas 

na superfície, chamadas de Spikes. Perto da extremidade 3' do genoma, os genes S, 

E, M e N codificam as principais proteínas estruturais encontradas no vírion maduro 

(WU et al., 2020b). A espícula (S) forma trímeros na superfície do vírion e se liga ao 

receptor humano da Enzima Conversora de Angiotensina 2 (ACE2) para entrada na 

célula do hospedeiro (YAN et al., 2020). Ela contém duas subunidades, S1 e S2, que 

permite a clivagem efetiva pela furina e outras proteases (ANDERSEN et al., 2020). 

O sítio de clivagem S2 é clivado pela Serina Protease 2 Transmembrana (TMPRSS2) 

e a proteína S também contém os principais epítopos imunogênicos (BESTLE et al., 

2020). A proteína do envelope (E) forma uma viroporina, que é importante para a 

montagem e liberação do vírus, e é um suposto determinante de virulência. A proteína 

de membrana (M) é uma proteína estrutural abundantemente expressa dentro do 

envelope lipídico, sendo também importante para a morfogênese viral e supressão do 

Interferon, um importante mecanismo antiviral (ZHENG et al., 2020). Finalmente, a 

proteína do nucleocapsídeo (N) estabiliza o genoma de RNA em um complexo 

helicoidal e serve como alvo chave da imunidade adaptativa do hospedeiro (PENG et 

al., 2020). 
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Figura 4: Estrutura da partícula viral de um coronavírus. Fonte: ViralZone; 2020. 

 
 

1.3 Aspectos clínicos  

 

A COVID-19 possui um amplo espectro de manifestações clínicas, que vão 

desde casos assintomáticos ou leves, apresentando tosse seca, dor de cabeça, perda 

do olfato e paladar, até casos mais graves, com o desenvolvimento de desconforto 

respiratório, síndrome respiratória aguda grave (SRAG), tromboembolismo, sepse, 

dentre outros (RITCHIE HANNAH, 2021; ROSSI et al., 2021). Segundo a OMS a 

gravidade da COVID-19 pode ser classificada de acordo com quadros clínicos pré-

estabelecidos, como mostrado na figura 5. 
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Figura 5: Escala de progressão clínica da OMS. A figura descreve os 4 estados de gravidade de 

pacientes com COVID-19, sendo eles: assintomático ou doença leve, moderado, grave ou crítico, de 

acordo com parâmetros clínicos pré-estabelecidos. Fonte: Marshal et al., 2020 

 

 Pacientes com fatores de risco, como idade avançada, sexo masculino, 

obesidade, comorbidades adjacentes como câncer e internação em UTI, têm maiores 

riscos de desenvolverem formas graves da doença (GAO et al., 2021b). 

Os vírus respiratórios têm como principais vias de transmissão as gotículas e 

aerossóis (TADA; NOHARA; KAWASHIRI, 2019). Em geral, as pessoas infectadas 

espalham partículas virais sempre que falam, respiram, tossem ou espirram. SARS-

CoV-2 é transmitido primordialmente por gotículas e pode ser transmitido a uma 

pessoa saudável se ela tiver contato com a pessoa infectada ou qualquer um de seus 

pertences (SALIAN et al., 2021). 

O período de incubação do vírus é em média de 5-7 dias, dependendo da 

variante do vírus (GUAN et al., 2020). A linfopenia é frequentemente identificada entre 

os pacientes com COVID-19 e níveis séricos de ferritina e proteína C reativa, bem 

como velocidade de hemossedimentação, podem estar elevados em associação com 

níveis alterados de citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas circulantes.  

Atualmente o diagnóstico clínico de infecção por SARS-CoV-2, na maioria dos 

casos, é realizado com espécimes de swab nasofaríngeo e/ou orofaríngeo em testes 
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rápidos de identificação de antígenos que estão sendo amplamente utilizados, pelo 

menor custo e maior rapidez no resultado, melhorando assim o manejo clínico 

(YAMAYOSHI et al., 2020). No entanto, o RT-PCR continua sendo o padrão-ouro para 

a detecção de SARS-CoV-2 devido à sua maior sensibilidade na detecção de partes 

genômicas virais, em vez dos biomarcadores secundários, como anticorpos (YÜCE; 

FILIZTEKIN; ÖZKAYA, 2021).  

As fases clínicas da infecção por SARS-CoV-2 podem ser categorizadas em três 

fases: a “fase de infecção”, “fase pulmonar e “fase de hiperinflamação”, como 

mostrado na figura 6 (SIDDIQI; MEHRA, 2020). A fase de infecção para a maioria das 

pessoas está associada a sintomas leves e durante esse período SARS-CoV-2 se 

multiplica, focando principalmente no sistema respiratório, devido a abundância dos 

receptores pulmonares ACE2 e a afinidade do vírus pelo mesmo. Portanto, a infecção 

por SARS-CoV-2, de forma geral, se apresenta inicialmente com sintomas 

respiratórios (WAN et al., 2020). No segundo estágio, a doença pulmonar já está 

estabelecida e a multiplicação viral e a inflamação localizada no pulmão estão 

agravadas. É nesse momento que a maioria dos pacientes com COVID-19, que 

avançam para esse estágio, geralmente precisam ser hospitalizados para observação 

e gerenciamento de perto, onde são divididos em estágio 2A (sem hipóxia) e 2B (com 

hipóxia) (ELROBAA; NEW, 2021; SIDDIQI; MEHRA, 2020). Por fim, na terceira fase e 

mais grave estágio, onde poucos pacientes farão essa transição, a doença se 

manifesta como uma síndrome de hiperinflamação sistêmica extrapulmonar, por isso 

os marcadores de inflamação sistêmica nesse estágio se apresentam bastante 

elevados. No geral, o prognóstico e a recuperação desse estágio crítico da doença 

são ruins, e o rápido reconhecimento e implantação de terapias podem elevar as 

chances de recuperação (SIDDIQI; MEHRA, 2020; WU et al., 2020a). 
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Figura 6: Fases clínicas da COVID-19. A figura descreve as 3 fases crescentes da progressão da 

doença COVID-19. O estágio 1 está associado a sintomas leves, focados principalmente no sistema 

respiratório. No estágio 2 a doença pulmonar já está estabelecida e é dividido em estágio 2A, onde o 

paciente não apresenta hipóxia e estágio 2B, onde a hipóxia está presente no quadro clínico. O estágio 

3 é o mais grave, onde a doença se manifesta como uma síndrome de hiperinflamação sistêmica 

extrapulmonar. Fonte: Siddgi e Mehra; 2020. 

 

As opções atuais de tratamento para COVID-19 são estratificadas em duas 

categorias, a dos antivirais e a dos imunomoduladores, não existindo ainda um 

medicamento específico para a doença, mas muitos estudos ainda estão em 

andamento (FERNANDES et al., 2022). Como os tratamentos farmacológicos para 

COVID-19 são direcionados para manejar ou evitar complicações graves da doença, 

a vacinação que se iniciou em 2020 no mundo se tornou essencial para controle da 

pandemia e diminuição dos casos graves (VITIELLO et al., 2021). Atualmente, temos 

quatro tipos diferentes de tecnologias de vacinas monovalentes disponíveis aprovadas 

contra SARS-CoV-2, a de tecnologia de vírus inativado, a de vetores virais não 

replicantes, a de RNA mensageiro (mRNA) e vacinas à base de subunidades de 

proteínas (FIOLET et al., 2022). Com mutações no genoma do SARS-CoV-2 e o 

surgimento de novas variantes de preocupação, houve uma redução da eficácia das 

vacinas disponíveis e mesmo com as doses de reforço a eficácia das vacinas contra 

a variante Ômicron especificamente ainda segue menor do que as demais. Por essa 

razão, vacinas bivalentes começaram a ser estudadas, demonstrando uma forte 

resposta imune e que podem ser podem ser uma nova ferramenta na resposta a 

variantes emergentes (CHALKIAS et al., 2022; TSENG et al., 2022). Em novembro de 

2022 a Anvisa aprovou para uso emergencial a utilização de vacinas bivalentes na 
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população acima de 12 anos, mas a vacina monovalente original continua sendo 

importante instrumento no combate à Covid-19 (“Anvisa aprova vacinas bivalentes 

para dose de reforço contra Covid-19 — Português (Brasil)"). 

 

1.4 Imunopatogênese 

 

A replicação do vírus começa quando a glicoproteína viral S se liga ao receptor 

ACE2 das células alvo e aproximadamente 83% desses receptores são expressos na 

superfície de células epiteliais alveolares tipo II, tornando-os reservatórios primários 

da invasão viral (SCIALO et al., 2020). Além disso, os receptores ACE2 também estão 

amplamente distribuídos no organismo, como no coração, rim, endotélio e intestino, o 

que explica a susceptibilidade desses órgãos a infecção (ZHAO et al., 2020).  A 

ligação do vírus ao receptor ACE2 causa uma desregulação, promovendo assim um 

aumento da produção de angiotensina-2 (AT2). Esse aumento da produção da AT2 

pode aumentar a permeabilidade vascular pulmonar, causando uma lesão pulmonar, 

o que pode ser uma das razões para este ser um dos órgãos mais afetados durante o 

curso da doença (MEDINA-ENRÍQUEZ et al., 2020)   

Assim que o vírus entra na célula ele é reconhecido por sensores que recrutam 

proteínas adaptadoras capazes de induzir uma cascata de sinalização, levando à 

ativação de fatores de transcrição como o NF-κB e subsequente produção de 

interferons e citocinas pró-inflamatórias (CHATTERJEE et al., 2021). As citocinas 

liberadas pelas células infectadas vão modular a resposta imune, recrutando e 

ativando outras células, como macrófagos, células B e T para orquestrar a eliminação 

do vírus. No entanto, todas essas vias vão culminar em uma extensa resposta 

inflamatória e antiviral (SETTE; CROTTY, 2021). Essa superprodução de citocinas 

pró-inflamatórias vão resultar no que foi descrito como uma tempestade de citocinas, 

que seria uma reação hiperinflamatória, levando a um risco aumentado de 

hiperpermeabilidade vascular, falência de múltiplos órgãos e, eventualmente, morte 

(HU; HUANG; YIN, 2021). 
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Figura 7: Resposta imune frente a COVID-19 e a tempestade de citocinas. A figura demonstra 

através de um esquema como a resposta imune inata se desenvolve desde o momento da entrada do 

vírus no epitélio alveolar, via receptores ACE-2 e TMPRSS2 (1), onde PRRs, incluindo TLR7/8 e RIG-

I/MDA-5 vão reconhecer o genoma viral de RNA e seus intermediários de replicação do vírus (2). Após 

o reconhecimento, esses sensores recrutam as proteínas adaptadoras, MyD88 e MAVS, 

respectivamente, e induzem uma sinalização (3). Em última análise, isso leva à ativação dos fatores de 

transcrição, IRF3/7 e NF-κB (4) e à subsequente produção de IFN-α e IFN-β e citocinas pró-

inflamatórias como IL-6 e TNF-α, respectivamente (4). Além disso, proteínas virais (6) ativam o sensor 

do inflamassoma NLRP3 (7), resultando na secreção da citocina altamente inflamatória IL-1β (6). 

Adaptado de InvivoGen, 2020. 

 
Uma das vias que também será ativada é a dos inflamassomas, que são 

complexos multiproteicos formados após o reconhecimento de um conjunto 

diversificado de estímulos indutores de inflamação que incluem padrões moleculares 

associados ao patógeno (PAMPs) e padrões moleculares associados ao dano 

(DAMPs) (STROWIG et al., 2012). Muitos complexos de inflamassomas já foram 

identificados, incluindo o NLRP1, NLRP2, NLRP3, AIM2 e IFI16 (OZAKI; CAMPBELL; 

DOYLE, 2015). O melhor caracterizado é o inflamassoma NLRP3, também conhecido 

como “Família NLR contendo domínio de pirina da proteína 3”, que pertence a família 

de receptores do tipo NOD (NLRs) (EIGENBROD; DALPKE, 2015).  

O complexo do inflamassoma NLRP3 é formado com a junção de um NLR, um 

adaptador ASC e uma caspase-1 ativa (MOOSSAVI et al., 2018). Para o 

funcionamento de toda essa estrutura são necessários dois sinais, o primeiro, se dá 
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por receptores de reconhecimento de padrões (PRRs), através do reconhecimento de 

PAMPs ou DAMPs, que incluem componentes como da parede celular microbiana, 

ácidos nucleicos, toxinas formadoras de poros e sinais de perigo endógenos como 

ATP e cristais de ácido úrico entre outras móleculas (MAN; KANNEGANTI, 2015). Na 

ativação canônica do inflamassoma NLRP3 há ativação de um ligante do receptor Toll-

like (TLR), como o LPS, que vai resultar na ativação do fator nuclear-κB (NF-κB), 

estimulando a transcrição e a expressão de componentes do inflamassoma NLRP3, 

como a pró-interleucina-1β e pró interleucina-18, que irão permanecer inativas até o 

segundo sinal (BAUERNFEIND et al., 2009). No segundo sinal ocorre o acoplamento 

da proteína adaptadora ASC, onde essa molécula adaptadora liga sua porção de 

domínio de pirina (PYD) na porção PYD do NLRP3, deixando livre sua porção CARD, 

onde a pró-caspase-1 se liga, formando o inflamassoma. A pró-caspase 1 vai sofrer 

uma ativação autoproteolítica e a sua forma ativa vai atuar sobre a pró-IL-1β e a pró-

IL-18, clivando-as em interleucina-1β (IL-1β) e (IL-18) ativas, sendo então liberadas 

para o meio extracelular.  
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Figura 8: Mecanismo de ativação do inflamassoma NLRP3. Adaptado de Abbas, Lichtman, Pillai, 

9a. Edição, 2019. A figura descreve o complexo do inflamassoma NLRP3, que é formado com a 

junção de um NLR, um adaptador ASC e uma caspase-1 e a sua ativação por dois sinais. O primeiro 

se dá por PRRs, através do reconhecimento de PAMPs ou DAMPs, onde posteriormente a pró-

interleucina-1β e pró interleucina-18 serão expressas. No segundo sinal a proteína adaptadora ASC 

se acopla e recruta a pró-caspase 1, que irá sofrer uma ativação autoproteolítica e na sua forma 

ativa vai atuar sobre a pró-IL-1β e a pró-IL-18, clivando-as em IL-1β e IL-18 ativas e serão secretadas 

para o meio extracelular. 

 

Além dos inflamassomas serem responsáveis pela produção de citocinas pró-

inflamatórias importantes, verificou-se que regulam outros aspectos importantes da 

inflamação e reparação de tecidos, como a piroptose, uma forma de morte celular 

(BROZ; DIXIT, 2016). As células que morrem por piroptose exibem inchaço 

citoplasmático e ruptura da membrana plasmática, requerendo a atividade enzimática 

da CASP-1 ou CASP-11 (KAYAGAKI et al., 2011). A piroptose emergiu como uma 

defesa chave contra infecções microbianas. Acredita-se que este fenômeno 
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interrompa a replicação de patógenos intracelulares, eliminando células imunes 

infectadas, ao mesmo tempo em que promove a destruição de agentes microbianos 

sobreviventes. Além disso, a piroptose pode influenciar a imunidade adaptativa contra 

agentes infecciosos (AACHOUI et al., 2013; MIAO et al., 2010). 

A CASP-1 induz piroptose mediada pela proteína da família gasdermina 

(GSDM) e processa as citocinas IL-1β e IL-18, onde a IL-1β é uma citocina mediadora 

da inflamação pulmonar, febre e fibrose, que induz uma cascata de citocinas, 

contribuindo para diferentes efeitos inflamatórios (ZHAO; DI; XU, 2021). Ela também 

promove imunidade adaptativa T helper 1 (Th1), Th17 e imunidade humoral. A IL-18 

é importante para a expressão de IL-17 pelas células Th17 e pode polarizar as células 

T para perfis Th1 ou Th2 em combinação com outras citocinas (DINARELLO, 2009). 

Os inflamassomas fazem parte dessa cascata de sinalização que leva à 

tempestade de citocinas na COVID-19 e, de fato, ele já teve sua ativação relacionada 

a casos moderados e graves da COVID-19, assim como citocinas derivadas deste 

inflamassoma também foram relacionadas a quadros clínicos graves (RODRIGUES 

et al., 2020).  A ativação excessiva de citocinas pró-inflamatórias tanto pela imunidade 

inata, quanto adquirida, contribuem para uma piora no quadro clínico do paciente 

(WIERSINGA et al., 2020). Um inflamassoma que já teve seu envolvimento na 

infecção por SARS-CoV-2 estudado foi o NLRP1, onde em um estudo recente foi 

identificado como um sensor de infecção por SARS-CoV-2 no epitélio pulmonar e a 

sua ativação após a infecção em células epiteliais in vitro sugeriram que a inflamação 

causada por NLRP1 pode ser tanto benéfica, quanto prejudicial em pacientes com 

COVID-19 (PLANÈS et al., 2022). Um outro estudo também relacionou o aumento da 

ativação do inflamassoma NLRP3 microglial mediado por SARS-CoV-2 a diminuição 

da sobrevida em camundongos. Esses resultados apoiam um possível mecanismo de 

ativação imune inata microglial por SARS-CoV-2, o que poderia explicar a maior 

vulnerabilidade ao desenvolvimento de sintomas neurológicos em indivíduos com 

COVID-19 (ALBORNOZ et al., 2022). 

 
1.5 Genética do hospedeiro na COVID-19 

 

Já foi visto que a expressão de NLRP3 e CASP1 foram significativamente mais 

altas em células sanguíneas e derivadas de tecido pulmonar de pacientes com 

COVID-19 e a ativação dos inflamassomas é uma das principais hipóteses que 
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explicam a tempestade de citocinas que ocorre na COVID-19 (RODRIGUES et al., 

2020; THEOBALD et al., 2021). No entanto, muitos fatores desempenham um papel 

na determinação da gravidade da doença e na taxa de infecção em uma população 

(CLEMENTI; GIANANTONIO, 2006).  

Desde o sequenciamento do genoma humano em 2001 (LANDER et al., 2001), 

estudos genéticos em larga escala têm desempenhado um papel cada vez mais 

importante no delineamento da patogênese da doença humana (CHAPMAN; HILL, 

2012). Compreender o curso da infecção de doenças através do estudo da genética 

do hospedeiro tem sido fundamental para entender a sua imunopatogênese. Além 

disso, complementa a compreensão in vitro da biologia da infecção, o que pode levar 

ao desenvolvimento de medicamentos (NARANBHAI; CARRINGTON, 2017). Muitos 

estudos já relacionaram polimorfismos em genes do hospedeiro relacionados a 

susceptibilidade e/ou gravidade de diversas doenças, como tuberculose (CAI et al., 

2019; DE SÁ et al., 2022a), malária (KARIUKI; WILLIAMS, 2020), hepatite C (RAUCH 

et al., 2010), HIV (PEREYRA et al., 2010), dentre outras. 

Na COVID-19 não seria diferente, por esse motivo alguns genes importantes 

envolvidos na patogênese da doença já foram estudados e associados a 

susceptibilidade e/ou severidade da doença. Polimorfismos nos genes ACE2, 

TMPRRS2, TLR7, locus ABO, HLA e outros já foram associados à proteção e/ou 

susceptibilidade em pacientes infectados (HOU et al., 2020; YILDIRIM et al., 2021). 

Esses achados indicam que SNPs de muitos outros genes envolvidos na resposta 

inflamatória também podem impactar na susceptibilidade e/ou proteção na infecção 

pelo vírus ou no curso da doença. 
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Figura 9: Polimorfismos em genes do inflamassoma que já foram associados à patogênese de 

diversas doenças. A figura descreve genes do inflamassoma e algum de seus polimorfismos que já 

foram associados a patogênese de doenças e seus respectivos exemplos, inclusive na COVID-19. 

Fonte: Adaptado Pontillo, et al., 2010. 

 

 Os polimorfismos em genes dos inflamassomas já foram relacionados a 

diversas doenças, como HIV (PONTILLO et al., 2012a), HPV (PONTILLO et al., 2016), 

hepatite C (TORO et al., 2021), doenças cardiovasculares (SCHUNK et al., 2021), 

diabetes mellitus (PANG et al., 2021), psoríase (JUNEBLAD et al., 2021) e meningite 

(GELDHOFF et al., 2013), dentre outras. 

Um estudo recente mostrou que dois polimorfismos (rs10754558 e rs10157379) 

do gene NLRP3 estão envolvidos com quadros graves da COVID-19 (MAES et al., 

2022). A busca por fatores de risco e/ou de proteção na infecção pelo SARS-CoV-2, 

assim como para desfechos clínicos graves na COVID-19 é relevante para o manejo 

clínico e merece mais investigação. 

 

1.6 Justificativa 

 

A hiperinflamação ocasionada pela COVID-19 é um dos principais motivos 

apontados para a piora de quadros clínicos no curso da doença (LI et al., 2020). Os 

inflamassomas já foram apontados como um dos principais responsáveis pela 

tempestade de citocinas desencadeada pelo vírus e alguns artigos já observaram que 

a alteração no padrão de expressão do inflamassoma NLRP3 influencia diretamente 
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na gravidade da doença ao longo do curso da infecção (AMIN et al., 2022; BATIHA et 

al., 2022; SEFIK et al., 2022) 

É bem consolidado que o background genético do hospedeiro pode contribuir 

significativamente para a suscetibilidade e/ou proteção às infeções e fatores de risco 

como algumas comorbidades, idade avançada e gênero não explicam completamente 

o curso de gravidade da doença (SHI et al., 2020).  

Polimorfismos em genes dos inflamassomas já foram associados a inúmeras 

doenças, principalmente o inflamassoma NLRP3, que foi relacionado a muitos 

distúrbios e sintomas, incluindo doenças virais, neurológicas, inflamatórias, febre, 

mialgia, diabetes mellitus, Alzheimer, aterosclerose, hipertensão, doenças cardíacas, 

acidente vascular cerebral e obesidade (“DisGeNET - a database of gene-disease 

associations”). Portanto, se faz necessário a condução de mais estudos buscando 

entender o papel de polimorfismos do inflamassoma durante o curso da COVID-19, 

tanto para um melhor entendimento da ocorrência dos diferentes desfechos clínicos, 

como também para analisar como potencial alvo terapêutico, visando reduzir o 

processo inflamatório da COVID-19. 

Diante do exposto, no presente estudo, investigamos o impacto de 11 SNPs em 

6 genes do inflamassoma descritos na Tabela 1, em indivíduos infectados pelo SARS-

CoV-2 com diferentes classificações clínicas e tempo de progressão para desfechos 

graves (uso de ventilação mecância e óbito), em um hospital público de referência 

para COVID-19 no Rio de Janeiro, Brasil. Além disso, analisamos a expressão de dois 

genes do inflamassoma, NLRP3 e CASP1, em pacientes moderados e graves/críticos, 

visando a identificação de possíveis biomarcadores inflamatórios da COVID-19.  

 

Tabela 1: Características dos SNPs incluídos no estudo: 

Genes SNP Localização 

CARD8 rs2043211 exônica 

CARD8 rs6509365 intrônica 

AIM2 rs2276405 intrônica 

IFI16 rs1101996 intrônica 

CASP1 rs572687 intrônica 

IL-1β rs1143634 exônica 

NLRP3 rs3806268 exônica 

NLRP3 rs35829419 exônica 

NLRP3 rs4612666 intrônica 

NLRP3 rs15390193 intrônica 

NLRP3 rs10754558 3′UTR 
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2. OBJETIVOS  

2.1 Objetivo Geral 

Determinar a existência de potenciais biomarcadores inflamatórios associados 

com a gravidade de COVID-19, através da análise de expressão e polimorfismos de 

genes que codificam proteínas da via dos inflamassomas. 

  

2.2      Objetivos Específicos 

• Analisar os polimorfismos de base única (SNP) nos genes que codificam 

moléculas do inflamassoma (NLRP3, CARD8, AIM2, IFI16, CASP-1 e IL-

1β) em todos os indivíduos incluídos no estudo, a fim de verificar a 

distribuição destes SNP nos grupos estudados (Artigo 1);  

• Avaliar, a partir da distribuição dos SNP, as possíveis associações entre 

estes marcadores genéticos do hospedeiro com as formas 

graves/moderadas e leves da COVID-19 (Artigo 1);  

• Avaliar, a partir da distribuição dos SNP, as possíveis associações entre 

estes marcadores genéticos do hospedeiro e a gravidade da COVID-19, 

medida através do tempo de evolução para o uso de ventilação mecânica 

ou para o óbito (Artigo 2); 

• Determinar a ativação do inflamassoma NLRP3 e CASP-1, através da 

quantificação do RNAm nos grupos de indivíduos com quadro moderado, 

grave/crítico de COVID-19 e sua associação com os polimorfismos 

estudados;  

• Com base nos dados de ativação do inflamassoma NLRP3 e CASP-1, 

discutir os seus papéis potenciais como alvos terapêuticos, visando reduzir 

o processo inflamatório da COVID-19;  
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3. RESULTADOS 

 

Os dados obtidos foram organizados em três partes. A primeira foi inserida em 

um artigo, que para fins didáticos intitulamos “Artigo 1”, publicado na BioMed Research 

International em 6 de setembro de 2022. A segunda parte foi incluída em um outro 

artigo, que chamamos de “Artigo 2”, submetido na revista Gene em 17 de novembro 

de 2022. Na terceira parte se encontram os dados obtidos e ainda não publicados.  

 

3.1. ARTIGO 1 – “Inflammasomes genetic variants are associated with 

protection to clinical severity of COVID-19 among patients from Rio de Janeiro, 

Brazil.” 

Autores: Nathalia Beatriz Ramos de Sá1a*, Milena Neira-Goulart1a, Marcelo 

Ribeiro-Alves2, Hugo Perazzo2, Kim Mattos Geraldo2, Maria Pia Diniz Ribeiro2, Sandra 

Wagner Cardoso2, Beatriz Grinsztejn2, Valdiléa G. Veloso2, Artur Capão3, Marilda 

Mendonça Siqueira3, Ohanna Cavalcanti de Lima Bezerra3, Cristiana Couto Garcia3, 

Larissa Rodrigues Gomes4, Andressa da Silva Cazote1, Dalziza Victalina de Almeida1, 

Carmem Beatriz Wagner Giacoia-Gripp1, Fernanda Heloise Côrtes1, Mariza 

Gonçalves Morgado1 

 

a Esses autores contribuíram igualmente e dividem a primeira autoria. 

* Autor correspondente. 

 

Periódico: Trabalho aceito para publicação em 6 de setembro de 2022 na 

BioMed Research International | DOI: 10.1155/2022/9082455. 

 

Resumo 

A COVID-19 possui um grande número de manifestações clínicas, desde leves 

ou asssintomáticas a formas severas. Os mecanismos por trás desses perfis de 

evolução clínica ainda não foram completamente elucidados. Na infecção pelo SARS-

CoV-2 o inflamassoma é ativado na presença do vírus dentro das células infectadas. 

Nesse estudo, nós investigamos o impacto de SNPs do inflamassoma em indivíduos 

infectados pelo SARS-CoV-2 com perfis clínicos de severidade distintos. Os pacientes 

foram divididos em 2 grupos de acordo com a severidade da doença baseado na 

Escala de Progressão Clínica da OMS. O grupo 1 incluiu pacientes com doença 

leve/moderada (OMS<6; n=76), e o grupo 2 incluiu pacientes com quadros 
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severos/críticos (OMS≥6; n=357). Pacientes internados com quadros moderados e 

severos/críticos foram recrutados e acompanhados no Centro Hospitalar para a 

pandemia de COVID-19 – Instituto Nacional de Infectologia (INI/FIOCRUZ) de junho 

de 2020 a março de 2021. Pacientes com doença leve foram recrutados no Instituto 

Oswaldo Cruz (IOC/FIOCRUZ) em agosto de 2020. A genotipagem de 11 SNPs do 

inflamassoma foi feita por PCR em tempo real. Estimativa de risco e proteção foi 

realizada utilizando o modelo de regressão logística incondicional. Diferenças 

significativas no polimorfismo rs1539019 do gene NLRP3 e rs2043211 do gene 

CARD8 foram observadas entre os 2 grupos. Proteção contra a severidade da doença 

foi associada ao genótipo A/A (ORadj=0.36; P=0.032), alelo A (ORadj=0.93; P=0.010), 

ou carrear-A (ORadj=0.45; P=0.027) no polimorfismo rs1539019 do gene NLRP3; 

Genótipo A/T (ORadj=0.5; P=0.045), alelo T (ORadj=0.93; P=0.018), ou carrear-T 

(ORadj=0.48; P=0.029) no polimorfismo rs2043211 do gene CARD8. Os haplótipos das 

variates do gene NLRP3 incluídas A-C-G-C-C (ORadj=0.11; P=0.018), A-C-G-C-G 

(ORadj=0.23; P=0.003), C-C-G-C-C (ORadj=0.37; P=0.021) e C-T-G-A-C (ORadj=0,04; 

P=0.0473) também foram asssociados à proteção. Os demais polimorfismos não 

apresentaram nenhuma associação significativa. Nosso estudo demonstra 

associação entre variantes dos genes do inflamassoma CARD8 e NLRP3 com a 

proteção contra a severidade da COVID-19, contribuindo para a discussão do impacto 

dos inflamassomas nos diferentes desfechos da doença.  
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3.2. ARTIGO 2 – “Inflammasome genes polymorphisms are associated 

with progression to mechanical ventilation and death in a cohort of hospitalized 

COVID-19 patients in a reference hospital in Rio de Janeiro, Brazil.” 

 

Autores: Milena Neira-Goulart 1†, Nathalia Beatriz Ramos de Sá 1†*, Marcelo 

Ribeiro-Alves 2, Hugo Perazzo 2, Kim Mattos Geraldo 2, Maria Pia Diniz Ribeiro 2, 

Sandra Wagner Cardoso 2, Beatriz Grinsztejn 2, Valdiléa G. Veloso 2, Larissa 

Rodrigues Gomes 3, Andressa da Silva Cazote 1, Dalziza Victalina de Almeida 1, 

Carmem Beatriz Wagner Giacoia-Gripp 1, Fernanda Heloise Côrtes 1, Mariza 

Gonçalves Morgado 1* 

 

† Esses autores contribuíram igualmente. 

* Autores correspondentes. 

 

Periódico: Trabalho aceito para publicação em 28 de fevereiro de 2023 na 

Gene | DOI 10.1016/j.gene.2023.147325 

 

Resumo 

COVID-19 tem um amplo espectro de manifestações clínicas. Neste trabalho 

avaliamos o impacto de SNPs de genes do inflamassoma como fatores de risco para 

progressão de desfechos clínicos graves na COVID-19, como a utilização de 

ventilação mecânica ou óbito. O estudo incluiu 451 indivíduos hospitalizados 

recrutados pelo Instituto Nacional de Infectologia (INI/FIOCRUZ), Rio de Janeiro, 

Brasil de junho de 2020 a março de 2021. A genotipagem dos SNPs foi realizada por 

PCR em tempo real. Fatores de risco para progressão para ventilação mecânica 

(n=174[38.6%]) ou óbito (n=175[38.8%]) foram analisados em pacientes internados. 

As análises foram feitas pelo modelo de risco proporcional de Cox. A progressão lenta 

para ventilação mecânica foi associado ao alelo G (aHR=0.66;P=0.005) ou o genótipo 

G/G (aHR=0.391;P=0.006) no polimorfismo rs10754558 do gene NLRP3 ou alelo G 

(aHR=0.309;P=0.004) no polimorfismo rs1143634 no gene IL1β. O alelo C do 

polimorfismo rs4612666 do gene NLRP3 (aHR=2.342;P=0.006) quanto do 

rs10754558 (aHR=2.957;P=0.005) foram associados a uma progressão mais rápida 

ao óbito. Progressão mais lenta para o óbito foi associada ao alelo G 

(aHR=0.563;P=0.006) ou o genótipo A/G (aHR=0.537;P=0.005) rs6509365 do gene 

CARD8; o genótipo A/C do rs1101996 do gene IFI16 (aHR=0.569;P=0.011); o 

genótipo T/T (aHR=0.394;P=0.004) ou alelo T (aHR=0.68;P=0.006) do rs4612666 in 

do gene NLRP3, e o genótipo G/G (aHR=0.326;P=0.005) ou alelo G 

(aHR=0,68;P=0.014) rs10754558 do gene NLRP3. Nossos resultados sugerem que 
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variantes genéticas dos inflamassomas podem influenciar um curso clínico crítico na 

COVID-19.  
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3.3. DADOS NÃO PUBLICADOS 

 

Este capítulo apresenta resultados que ainda não foram submetidos à 

publicação, que visam analisar a expressão gênica de NLRP3 e CASP1 em pacientes 

com as formas moderadas e graves/críticas da COVID-19 e avaliar a relação com os 

respectivos perfis genéticos. 

 

3.3.1 Casuística 

 

Foram incluídos 77 indivíduos maiores de 18 anos com diagnóstico confirmado 

de infecção pelo SARS-CoV-2 recrutados entre julho de 2020 e 31 de março de 2021. 

Dentro destes 77 indivíduos, 17 foram classificados como moderados (OMS < 6) e 60 

como graves e críticos (OMS ≥ 6). Estes pacientes são um recorte dos 451 pacientes 

incluídos no Artigo 2, que foram internados com COVID-19 e fazem parte da coorte 

do estudo RECOVER-SUS (Rede Colaborativa para Geração de Evidências 

Científicas COVID-19 para o Sistema Único de Saúde), do Instituto Nacional de 

Infectologia Evandro Chagas da Fundação Oswaldo Cruz (INI/FIOCRUZ). Dentro dos 

critérios de inclusão estavam ser maior de 18 anos, assinar o termo de consentimento 

livre e esclarecido e confirmação de infecção por SARS-CoV-2 pelo teste de RT-PCR 

e como critérios de exclusão a não conformidade com as especificações citadas 

anteriormente (PERAZZO et al., 2022). 

Todos os métodos foram realizados de acordo com as diretrizes e regulamentos 

relevantes. Os estudos foram aprovados pelo Comitê de Ética local (CAAE: 

32449420.4.1001.5262). 

 

3.3.2 Apresentação clínica. 

 

Os pacientes incluídos foram definidos de acordo com a classificação de 

gravidade da OMS como COVID-19 moderado, grave e crítico nas primeiras 24h de 

internação (MARSHALL et al., 2020). O grupo moderado (OMS 4-5) incluiu pacientes 

sintomáticos hospitalizados sem oxigenoterapia ou oxigênio por máscara ou cateter 

nasal. O grupo grave (OMS 6-8) incluiu pacientes internados com oxigênio por VNI 

(ventilação não invasiva) ou alto fluxo, intubação e ventilação mecânica, pO2/FiO2 ≥ 
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150 ou SpO2/FiO2 ≥ 200 e ventilação mecânica pO2/FiO2 < 150 (SpO2 /FiO2 < 200) 

ou vasopressores. O grupo crítico (OMS 9-10) incluiu pacientes com ventilação 

mecânica pO2/FiO2 < 150 e vasopressores, diálise ou ECMO e pacientes que 

morreram durante as primeiras 24h. 

 

3.3.3 Análise da expressão gênica 

O ensaio quantitativo dos RNAm relacionados aos genes CASP-1 e NLRP3 foi 

realizado a partir do PBMC total isolado do sangue de pacientes com as formas 

moderadas, graves e críticas da COVID-19 no dia 0. A classificação clínica foi feita 

baseada na classificação de gravidade da OMS (MARSHALL et al., 2020). As 

amostras foram analisadas levando em consideração a correlação entre os genes 

alvos, as diferentes classificações clínicas com moderados (OMS < 6) e casos graves 

e críticos (OMS >= 6) e a correlação com os polimorfismos dos genes CARD8 

(rs2043211 e rs6509365) e NLPR3 (rs1539019, rs107545558 e 4612666) que tiveram 

associação na análise genética. Utilizamos o guia MIQE como base para a realização 

dos experimentos (BUSTIN et al., 2009). 

 

3.3.4 Extração de RNA total.   

A extração foi feita a partir de PBMCs criopreservados (contagem de células 

entre 5.106 e 1.107) descongelado a 37ºC, posteriormente sendo lavadas com 10mL 

de meio RPMI com 20% de soro fetal bovino (SFB) e centrifugadas a 400 xg por 8 

min. As células foram ressuspensas em 5mL de RPMI com 10% de SFB para 

contagem e avaliação da recuperação obtida. Após esta etapa as células foram 

novamente centrifugadas a 400xg por 8 min, prosseguindo assim para a fase de 

extração. As etapas subsequentes foram realizadas seguindo o protocolo do Mini Kit 

em colunas Pure Link RNA Mini Kit (Invitrogen™) com uma adaptação, incluindo mais 

uma centrifugação a 2.600 xg por 5 minutos para secagem da sílica, assegurando que 

nenhum resto de etanol contaminasse as amostras. As amostras foram tratadas com 

DNase (Invitrogen™) durante a etapa de extração para evitar a contaminação por 

gDNA (DNA genômico). Por fim, foi obtido o volume de 35 uL de RNA, que foram 

armazenados no freezer a -80°C. 
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A avaliação da integridade do RNA foi realizada através da plataforma RNA 

TapeStation®, como representado na figura 10 e foram selecionadas para prosseguir 

para a expressão aquelas com RIN acima de 6.0. 

 
Figura 10: Avaliação da integridade do RNA realizada através da plataforma RNA TapeStation®. 

A: Gel de eletroforese gerado pelo software de avaliação de integridade e embaixo o respectivo RIN 

(número de integridade do RNA) da amostra. B: Eletroferograma individual de uma das amostras 

gerado pelo software, demonstrando os picos da região 18S e 28S. C: Destaca-se o RIN, relação 

28S/18S, quantificação e o identificador de amostras, respectivamente. 

 

Para a obtenção da quantificação dos ácidos nucléicos, utilizamos o 

Espectrofotômetro Thermo Scientific™ NanoDrop 2000 e consideramos a razão 

260/280 e 230/280 para avaliar o nível de pureza do material.  

 

3.3.5 Padronização da concentração de RNA 

 

Foi feita a padronização da concentração de RNA de todas as amostras 

utilizadas antes da reação de transcriptase reversa, assegurando uma concentração 

de 40ng/µL, que foi o corte que utilizamos para a validação das amostras e 

padronização das mesmas. Água DEPC foi utilizada para a diluição das amostras que 

estavam acima dessa concentração pré-determinada. 

 

3.3.6 Reação de Transcriptase Reversa 
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Foi utilizado o sistema de síntese de cDNA SuperScript® III (Invitrogen™) para 

RT-PCR para a realização desta etapa e assim as amostras foram submetidas a uma 

primeira etapa de desnaturação a 65°C por 5 minutos, deixando após no gelo por pelo 

menos 1 minuto para evitar a formação de estruturas secundárias. Em seguida, a 

reação foi incubada a 25ºC por 5 minutos para anelamento do random primer, 

posteriormente foi incubada novamente a 50º por 60 min e inativada a 70º por 15 min. 

O cDNA obtido foi armazenado a -20°C. 

Amostras de controle No-RT foram feitas para comprovação de que nenhum 

DNA genômico estaria interferindo na expressão dos resultados. Essas amostras de 

controle No-RT foram feitas apenas retirando a enzima SuperScript® III (Invitrogen™) 

da reação, seguindo os passos restantes normais do protocolo. 

 

3.3.7 Expressão Gênica através da PCR quantitativa (qPCR) 

 

A técnica PCR em tempo real (qPCR), vem sendo empregada em numerosos 

estudos de análises de expressão gênica e nossos resultados foram analisados pelo 

método da quantificação relativa para avaliar a variação da expressão de 2 genes alvo 

(Tabela 1). O ensaio de qPCR foi realizado utilizando o kit comercial TaqMan Gene 

Expression Assays (Applied Biosystems, Foster City, Cal.) para cada alvo. Os genes 

endógenos utilizados como normalizadores nos ensaios de expressão gênica foram a 

β-actina (ACTB), o Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) e o 18S ribosomal 

RNA (18S). 

Tabela 2: Características dos genes incluídos na análise de expressão gênica. 

Alvo gênico Alvos e controles Nome do gene Função biológica Cromossomo   

CASP1 Alvo Caspase-1 

Enzima conversora 
de proteínas 

precursoras de 
inflamação 

11 

  

NLRP3 Alvo 
Família NLR contendo 
domínio de pirina da 

proteína 3 

Sensor intracelular 
responsável pela 

ativação de 
respostas 

inflamatórias 

1 

  

ACTB Endógeno Beta actina 
Proteína do 

citoesqueleto 
7  

GAPDH Endógeno 
Glyceraldeído-3-fosfato 

desidrogenase 
Envolvido na 

glicólise 
12  

18S Endógeno 18S ribosomal RNA 
Fundamental para a 

síntese protéica 
celular 

18 
 

Fonte: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
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Para a realização do ensaio de qPCR, o cDNA foi utilizado em duplicata em um 

volume final de 20μL (já contendo o cDNA). Foram adicionados a cada poço (ABI 

Prism optical plates, Applied Biosystems), 10 μL de 2X TaqMan Universal Master Mix 

(1X) contendo: AmpliTaq Gold 250U, AmpErase UNG, 10X Taqman Buffer A e dNTPs, 

e 1μL 20x ensaio TaqMan contendo iniciadores e sondas específicas, em junções 

exon-exon, que impedem que o ensaio detecte cDNA, para as moléculas de interesse: 

CASP-1 e NLRP3 e para os controles endógenos: β-ACTINA, GAPDH e 18S 

(Applied). Todo material foi amplificado, em um total de quatro etapas: 1 ciclo a 50°C 

por 2 min, para a ativação da enzima AmpEraser UNG, 1 ciclo a 95°C por 10min para 

a ativação da AmpliTaqGold DNA polimerase e 40 ciclos contendo etapas de 

desnaturação a 95°C por 15 segundos, seguidos pelas etapas de hibridização e a 

extensão a 60°C por 1 min.  

 As amostras de controle No-RT foram incluídas nas placas realizadas em todos 

os alvos e endógenos, assim como um controle negativo. Um outro controle realizado 

foi um pool de cDNA constituído pela mistura de vários cDNAs produzidos a partir do 

RNA das próprias amostras incluídas no estudo para um controle da técnica 

empregada, eliminando mais um possível viés.  

As amplificações foram realizadas no equipamento 7500 Real-Time PCR 

System (Life Technologies/EUA). 

 

 

 

Figura 11: Ilustração da metodologia aplicada. A figura descreve a metodologia realizada para os 

resultados da expressão. Extração do PBMC, descongelamento dos vials criopreservados, extração do 

RNA, realização do ensaio RT-PCR e análise dos dados obtidos. 
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3.3.8 Análise estatística 

 

 Na avaliação das características sociodemográficas, clínicas e laboratoriais 

entre os diferentes grupos moderado e grave/crítico, para as variáveis nominais 

categóricas, foram utilizados testes chi-quadrados na avaliação das frequências entre 

os diferentes grupos para avaliar a hipótese de independência entre esses e essas 

variáveis de contingência. Comparações de médias entre os grupos de interesse, ou 

entre esses divididos pelo perfil de carreamento do alelo de menor frequência (MAF) 

dos SNPs avaliados, foram realizadas por contrastes obtidos de modelos lineares 

multivariados inferidos pelo método ordinário de mínimos quadrados, estimados entre 

os valores marginais médios obtidos desses modelos. Para o segundo caso, dado o 

número de comparações múltiplas, os valores de P foram corrigidos pelo método 

Tukey Honest Significant Difference (HSD). As variáveis de confusão incluídas nos 

modelos multi-variados foram selecionadas para eliminar o viés amostral (DE SÁ et 

al., 2022b). Transformações logarítmicas (base 2) foram utilizadas para normalizar os 

níveis de expressão relativa gênica. Coeficiente de correlação de Pearson foram 

calculadas entre essas variáveis. Todas as análises estatísticas foram realizadas no 

software R v. 4.2.0. Para quantificação relativa de expressão, dados de acúmulo de 

fluorescência das reações de PCR em tempo real de cada amostra foram usados no 

ajuste de curvas sigmóides de quatro parâmetros de (ciclo × Rn) para representar 

cada curva de amplificação usando a biblioteca qPCR para o pacote estatístico R 

versão 4.0.2. O ciclo de quantificação (Cq) foi determinado para cada amplificação 

pelo máximo da segunda derivada da curva sigmóide ajustada. A eficiência de cada 

reação de amplificação foi calculada como a razão entre a fluorescência (Rn) do ciclo 

de quantificação (Cq) e a fluorescência do ciclo imediatamente anterior a essa (Cq-1). 

Para cada gene, a eficiência foi estimada pela média de todas as eficiências de cada 

reação de amplificação para aquele gene. Uma vez que tivemos a eficiência média 

dos genes alvo (ET) e de normalização ou housekeeping (EH) com os ciclos de 

quantificação (CqT e CqH) para todas as reações de amplificação, usamos a seguinte 

equação para calcular os valores de expressão normalizados (Rq) de cada gene alvo 

para cada amostra: Rq = ETΔCqT/EHΔCqH, onde o denominador é calculado pela 

média geométrica dos valores indicados entre o conjunto de genes de normalização. 
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3.3.9 Características clínicas e sociodemográficas 

 

Um total de 77 indivíduos foram incluídos no estudo, dentro destes 17 eram do 

grupo moderado e 60 do grupo grave/crítico, suas características sociodemográficas 

e clínicas estão descritas na Tabela 3. 

No geral, a maioria dos participantes foram do sexo masculino (57,1%) e a 

idade média de 60 anos (IQR=17,68). Dentro do grupo moderado a média de idade 

foi 67 anos (IQR=14,86) e do grupo grave/crítico 57 anos (IQR=19,24). Dos 77 

indivíduos incluídos, 70 (90,9%) precisaram de alguma oxigenação complementar ou 

utilização de suporte ventilatório, dentro do grupo moderado 16 (94,1%) pacientes 

precisaram de oxigenação e no grupo grave/crítico 54 (90%). O sintoma mais 

apresentado foi a tosse, com 53 indivíduos (68,8%). Apenas a diferença na média de 

idade demonstrou ser significativa entre os grupos. 

 

Tabela 3: Análise descritiva das características clínicas e sociodemográficas de acordo 
com o perfil clínico moderado e grave/crítico. 

Características 
Total 

(N=77) 

Moderado 

(N=17) 

Grave/crítico 

(N=60) 
P-valor 

Gênero; n (%) 
Homem 44 (57,1%) 10 (58,8%) 34 (56,7%) 1 

Mulher 33 (42,9%) 7 (41,2%) 26 (43,3%)  

Cor da pele; n (%) 

Pardo 50 (64,9%) 13 (76,5%) 37 (61,7%) NC 

Branco 12 (15,6%) 1 (5,9%) 11 (18,3%)  

Negro 7 (9,1%) 3 (17,6%) 4 (6,7%)  

Amarelo 2 (2,6%) 0 (0%) 2 (3,3%)  

Escolaridade; n 

(%) 

Ensino médio 25 (32,5%) 5 (29,4%) 20 (33,3%) 0,947 

Ensino fundamental 23 (29,9%) 6 (35,3%) 17 (28,3%)  

Ensino superior 3 (3,9%) 0 (0%) 3 (5%)  

Ensino fundamental 

incompleto 
17 (22,1%) 4 (23,5%) 13 (21,7%)  

Analfabeto 5 (6,5%) 1 (5,9%) 4 (6,7%)  

HAS; n (%) 
Não 36 (46,8%) 7 (41,2%) 29 (48,3%) 0,805 

Sim 41 (53,2%) 10 (58,8%) 31 (51,7%)  

DM; n (%) 

Não 48 (62,3%) 12 (70,6%) 36 (60%) 0,609 

Sim 29 (37,7%) 5 (29,4%) 24 (40%)  

DPOC; n (%) 

Não 75 (97,4%) 16 (94,1%) 59 (98,3%) 0,92 

Sim 2 (2,6%) 1 (5,9%) 1 (1,7%)  

AVC prévio; n (%) 

Não 73 (94,8%) 15 (88,2%) 58 (96,7%) 0,445 

Sim 4 (5,2%) 2 (11,8%) 2 (3,3%)  
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Insuficiência 

cardíaca; n (%) Não 74 (96,1%) 15 (88,2%) 59 (98,3%) 0,234 

 Sim 3 (3,9%) 2 (11,8%) 1 (1,7%)  

Doença arterial 

coronariana; n (%) 

Não 76 (98,7%) 16 (94,1%) 60 (100%) 0,498 

Sim 1 (1,3%) 1 (5,9%) 0 (0%)  

Obesidade ou 

cirurgia bariátrica 

prévia; n (%) 

Não 64 (83,1%) 13 (76,5%) 51 (85%) 0,644 

Sim 13 (16,9%) 4 (23,5%) 9 (15%)  

Fumante; n (%) 

Não 70 (90,9%) 16 (94,1%) 54 (90%) 0,965 

Sim 7 (9,1%) 1 (5,9%) 6 (10%)  

Cirrose hepática; 

n (%) 

Não 76 (98,7%) 16 (94,1%) 60 (100%) 0,498 

Sim 1 (1,3%) 1 (5,9%) 0 (0%)  

Outras 

comorbidades; n 

(%) 

Não 58 (75,3%) 12 (70,6%) 46 (76,7%) 0,846 

Sim 19 (24,7%) 5 (29,4%) 14 (23,3%)  

Oxigênio 

suplementar ou 

suporte 

ventilatório; n (%) 

Sim 70 (90,9%) 16 (94,1%) 54 (90%) 0,965 

Não 7 (9,1%) 1 (5,9%) 6 (10%)  

Febre; n (%) 

Sim 40 (51,9%) 7 (41,2%) 33 (55%) 0,464 

Não 37 (48,1%) 10 (58,8%) 27 (45%)  

Saturação abaixo 

de 95%; n (%) 

Não 37 (48,1%) 11 (64,7%) 26 (43,3%) 0,2 

Sim 40 (51,9%) 6 (35,3%) 34 (56,7%)  

Tosse; n (%) 

Sim 53 (68,8%) 12 (70,6%) 41 (68,3%) 1 

Não 24 (31,2%) 5 (29,4%) 19 (31,7%)  

Dor no peito; n (%) 

Não 64 (83,1%) 15 (88,2%) 49 (81,7%) 0,786 

Sim 13 (16,9%) 2 (11,8%) 11 (18,3%)  

Anosmia; n (%) 

Não 67 (87%) 16 (94,1%) 51 (85%) 0,563 

Sim 10 (13%) 1 (5,9%) 9 (15%)  

Perda do paladar; 

n (%) 

Não 67 (87%) 17 (100%) 50 (83,3%) 0,163 

Sim 10 (13%) 0 (0%) 10 (16,7%)  

Diarréia; n (%) 

Não 69 (89,6%) 14 (82,4%) 55 (91,7%) 0,509 

Sim 8 (10,4%) 3 (17,6%) 5 (8,3%)  

Dor abdominal; n 

(%) 

Não 74 (96,1%) 17 (100%) 57 (95%) 0,818 

Sim 3 (3,9%) 0 (0%) 3 (5%)  

Náusea; n (%) 

Não 74 (96,1%) 15 (88,2%) 59 (98,3%) 0,234 

Sim 3 (3,9%) 2 (11,8%) 1 (1,7%)  

Dor de cabeça; n 

(%) 

Não 66 (85,7%) 16 (94,1%) 50 (83,3%) 0,466 

Sim 11 (14,3%) 1 (5,9%) 10 (16,7%)  

Mialgia; n (%) 

Não 65 (84,4%) 16 (94,1%) 49 (81,7%) 0,384 

Sim 12 (15,6%) 1 (5,9%) 11 (18,3%)  

Idade; n (%)  

60,26 

(IQR=17,68) 

67,81 

(IQR=14,86) 

57,22 

(IQR=19,24) 0,025 
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Faixa etária; n (%) (18,40] 3 (3,9%) 0 (0%) 3 (5%) 0,33 

 (40,60] 34 (44,7%) 5 (31,2%) 29 (48,3%)  

 (60,80] 37 (48,7%) 10 (62,5%) 27 (45%)  

 (80,90] 2 (2,6%) 1 (6,2%) 1 (1,7%)  

Foram utilizados testes chi-quadrados na avaliação das frequências absolutas (relativas) entre os diferentes 
grupos para avaliar a hipótese de independência entre esses e essas variáveis de contingência. n: número 
de indivíduos em cada grupo. NC: não calculado. DM: diabetes mellitus, DPOC: doença pulmonar obstrutiva 
crônica ?,  

 

3.3.10.  Análise dos resultados de expressão gênica 

 

A seguir, avaliamos a expressão dos genes alvo NLRP3 e CASP-1 frente às 

diferentes classificações clínicas (moderado vs grave/crítico). Como apresentado na 

Figura 12, tanto a expressão do gene CASP-1 (LogFC=-0,098; P= 0,664), como do 

NLRP3 (LogFC= 0,0206; P= 0,266) não apresentaram diferenças significativas entre 

os grupos.  

 
Figura 12: Expressão diferencial dos genes NLRP3 e CASP-1 entre os grupos moderado e 

grave/crítico. Em azul temos a representação amostral (boxplot + strip-plot) dos níveis de expressão 

relativa do grupo moderado e, em vermelho do grupo grave/crítico para (A) CASP-1 e (B) NLRP3. Os 

níveis de expressão relativa foram log-transformados (base 2). Os strip-plots apresentam os valores 

amostrais, com distribuição apresentada na forma de box-plots, onde as caixas de cores esmaecidas 

representam o IQR e as barras cinzas horizontais centrais representam as medianas amostrais. 

Contrastes/diferenças foram estimadas entre os valores marginais médios obtidos de modelos 

lineares multi-variados inferidos pelo método ordinário de mínimos quadrados onde idade, gênero, 

cor da pele, escolaridade, hipertensão arterial sistêmica, diabetes mellitus, doença arterial 

coronariana, obesidade ou cirurgia bariátrica prévia e outras comorbidades foram consideradas como 

variáveis de confusão para eliminar o viés amostral. Linhas linhas verticais coloridas representam os 
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intervalos de confiança de 95% (IC 95%) dos valores marginais médios estimados a partir dos 

modelos ajustados (círculo colorido central). Foram consideradas significativas as expressões com 

um P-valor < 0.05. A.U.= unidade arbitrária.  
 

Analisamos a expressão dos genes alvo de acordo com as diferentes 

classificações clínicas associados à presença ou ausência de carreadores MAF (alelo 

de menor frequência) dos diferentes polimorfismos incluídos no estudo (rs57268, 

rs1101996, rs1143634, rs1539019, rs2043211, rs3806268, rs4612666, rs6509365, 

rs10754558) (DE SÁ et al., 2022b). Dentre estes, apenas os indivíduos carreadores 

do polimorfismo rs10754558 NLRP3 apresentaram uma tendência de significância na 

expressão da CASP-1 entre os grupos clínicos estudados. Na Tabela 4, observamos 

uma tendência de diminuição da expressão de CASP-1 (LogFC= -0,07866; P=0,080) 

no grupo moderado frente ao grupo grave/crítico, ambos carreadores do MAF (alelo 

G) do referido polimorfismo (Figura 13). Essa tendência foi também observada quando 

comparamos a expressão da CASP-1 entre indivíduos não carreadores do MAF do 

polimorfismo do rs10754558 do gene NLRP3 do grupo grave/crítico obtivemos uma 

diminuição da expressão da CASP-1 (LogFC= -0,04590; P=0,091). No entanto, todas 

as comparações não deram diferenças significativas.  

 

Tabela 4: Comparações de médias dos níveis de expressão relativa log-transformados (base 2) entre os 

grupos de interesse divididos pelo perfil de carreamento do MAF dos SNPs avaliados. 

Alvo 

gênico 

Carreadores do SNP rs10754558 do 

NLRP3 de acordo com o perfil clínico 

LogFC 

(base 2) 
EP P-valor 

CASP-1 

(Não Carreador/ Moderado) vs (Carreador/ 

Moderado) 
0,07895 0,037 0,164 

(Não carreador Moderado) vs (Não Carreador 

Grave/Crítico) 
0,04619 0,028 0,359 

(Não Carreador Moderado) vs (Carreador 

Grave/Crítico) 
0,00029 0,027 1 

(Carreador Moderado) vs (Não Carreador 

Grave/Crítico) 
-0,03276 0,032 0,738 

(Carreador Moderado) vs (Carreador Grave/Crítico) -0,07866 0,032 0,080 

(Não Carreador Grave/Crítico) vs (Carreador 

Grave/Crítico) 
-0,04590 0,019 0,091 

Contrastes foram obtidos de modelos lineares multivariados inferidos pelo método ordinário de mínimos 
quadrados, estimados entre os valores marginais médios obtidos desses modelos, onde idade, gênero, cor 
da pele, escolaridade, hipertensão arterial sistêmica, diabetes mellitus, doença arterial coronariana, 
obesidade ou cirurgia bariátrica prévia e outras comorbidades foram consideradas como variáveis de 
confundimento para eliminar o viés amostral. Valores de P foram corrigidos pelo método Tukey Honest 
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Significant Difference (HSD). Foram consideradas significativas as expressões com um P-valor ajustado < 
0.05, como tendência foi aceito um P-valor < 0.1. EP: erro padrão; LogFC: Log de Fold Change. 

 

 
Figura 13: Expressão diferencial dos genes NLRP3 e CASP-1 entre os grupos moderado e 
grave/crítico divididos pelo perfil de carreamento do MAF do polimorfismo rs10754558 do gene 
NLRP3. Em azul temos a representação amostral (boxplot + strip-plot) dos níveis de expressão relativa 
do grupo Moderado e, em vermelho do grupo grave/crítico. Os níveis de expressão relativa foram log-
transformados (base 2). Os strip-plots apresentam os valores amostrais, com distribuição apresentada 
na forma de box-plots, onde as caixas de cores esmaecidas representam o IQR e as barras cinzas 
horizontais centrais representam as medianas amostrais. Contrastes/diferenças foram estimadas par-
a-par entre os valores marginais médios obtidos de modelos lineares multi-variados inferidos pelo 
método ordinário de mínimos quadrados onde idade, gênero, cor da pele, escolaridade, hipertensão 
arterial sistêmica, diabetes mellitus, doença arterial coronariana, obesidade ou cirurgia bariátrica prévia 
e outras comorbidades foram consideradas como variáveis de confusão para eliminar o viés amostral. 
Linhas linhas verticais coloridas representam os intervalos de confiança de 95% (IC 95%) dos valores 
marginais médios estimados a partir dos modelos ajustados (círculo colorido central). Valores de P 
foram corrigidos pelo método Tukey Honest Significant Difference (HSD). Foram consideradas 
significativas as expressões com um P-valor ajustado < 0.05, como tendência foi aceito um P-valor < 
0.1. A.U.= unidade arbitrária.  
 

A análise de correlação da expressão dos genes CASP-1 e NLRP3 com todos 

os indivíduos incluídos neste estudo, independentemente de seu perfil clínico, 

apresentou uma correlação positiva fraca (rho= 0,249; P=0,0298), como podemos 

observar na Figura 14A. 

Posteriormente, analisamos a correlação entre CASP-1 e NLRP3 dentro do 

grupo moderado, observamos uma tendência de correlação positiva (rho= 0,492; 

P=0,063), como demonstrado na Figura 14B. No entanto, não foi observada 
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correlação quando esta análise foi feita entre os indivíduos do grupo grave/crítico 

(rho= 0,213; P= 0,103), como observado na Figura 14C. 

 
Figura14: Análise de correlação de Pearson entre CASP-1 e NLRP3 frente aos perfis clínicos. Correlação de 
Pearson ajustadas (obtidas entre os resíduos dos modelos onde idade, gênero, cor da pele, escolaridade, 
hipertensão arterial sistêmica, diabetes mellitus, doença arterial coronariana, obesidade ou cirurgia bariátrica 
prévia e outras comorbidades foram consideradas como variáveis de confusão para eliminar o viés amostral) entre 
os níveis de expressão relativa log-transformados (base 2) de CASP-1 e NLRP3, em (A) incluindo todos os 
pacientes; em (B) incluindo apenas pacientes do grupo moderado; e, em (C) incluindo apenas os pacientes do 
grupo grave/crítico. Correlações foram consideradas significativas com um P-valor < 0.05, como tendência foi 
aceito um P-valor < 0.1. A.U. = unidade arbitrária.  
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4. DISCUSSÃO 

Dado o amplo espectro do curso clínico e das complicações da COVID-19, a 

identificação de fatores de risco poderia prever a gravidade da doença, dentre estes 

podemos destacar idade, hipertensão, diabetes mellitus e outros fatores já conhecidos 

(LIU et al., 2020). No entanto, essas condições não explicam completamente a 

gravidade da doença, portanto, variações genéticas, que influenciam o resultado 

clínico podem ser consideradas de relevância (FRICKE-GALINDO; FALFÁN-

VALENCIA, 2021). Muitos estudos recentes relataram que mediadores inflamatórios 

como IL-1β, IL-6 e LDH estão intimamente associados a casos graves de COVID-19 

(TERPOS et al., 2020). A sinalização do inflamassoma é necessária para a defesa 

contra a infecção viral, no entanto, ela contribui para a resposta hiperinflamatória e a 

ativação do inflamassoma NLRP3 provou desempenhar um papel fundamental na 

gravidade da infecção por SARS-CoV-2 (RODRIGUES et al., 2020). Como resultado, 

dado o grande número de pessoas afetadas pela COVID-19, uma consideração 

completa do envolvimento dos inflamassomas no curso da doença pode fornecer uma 

melhor compreensão da patogênese e ajuda no desenvolvimento terapêutico. 

No presente estudo, avaliamos biomarcadores inflamatórios, através da análise 

molecular de polimorfismos dos inflamassomas e de sua expressão gênica, em 

pacientes infectados pelo SARS-CoV-2 e sua associação com diferentes desfechos 

clínicos. Como demostrado no Artigo 1, observamos a associação do polimorfismo 

rs1539019 do gene NLRP3 e o polimorfismo rs2043211 do gene CARD8 com 

proteção contra a severidade da doença em indivíduos infectados com SARS-CoV-2. 

O artigo 2 reporta que polimorfismos genéticos do inflamassoma estão associados 

com o tempo de progressão para desfechos graves (uso de ventilação mecânica ou 

óbito), mostrando que os polimorfismos rs10754558 e rs4612666 do gene NLRP3, 

rs6509365 do gene CARD8, rs1101996 do gene IFI16 e rs1143634 do gene IL-1β 

foram associados com a progressão mais lenta/rápida para o uso de suporte 

ventilatório mecânico (SVM) ou óbito. Os haplótipos das variantes do gene NLRP3 

incluídos neste estudo também foram associadas à progressão para os desfechos 

graves descritos. 

Como esperado, não observamos um mesmo polimorfismo que tenha tido 

associação em ambos os estudos. No entanto, foi possível observar que o gene 
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NLRP3 e o gene CARD8 apresentaram polimorfismos que, mesmo diferentes, foram 

associados aos desfechos em ambas as análises. Tanto o polimorfismo rs2043211, 

quanto o rs6509365 do gene CARD8 obtiveram associações de proteção contra 

severidade e progressão mais lenta para o desfecho óbito, respectivamente. Já foi 

observado em estudos anteriores a associação desses polimorfismos com 

risco/proteção de outras doenças, como na síndrome da resposta inflamatória 

sistêmica (KO et al., 2009), doenças cardiovasculares (HUANG et al., 2018), 

melanoma (DA SILVA et al., 2016), dentre outras.  

 Já foi visto que o polimorfismo rs6509365 pode reduzir a expressão do gene 

CARD8, levando a uma inibição reduzida do inflamassoma NLRP3 e, 

consequentemente, um aumento da sua ativação. Além disso, outras funções já foram 

relatadas para o CARD8, que incluem a regulação da apoptose e propriedades 

inibidoras de NF-B (BOUCHIER-HAYES et al., 2001; PATHAN et al., 2001; 

RAZMARA et al., 2002). Levando em consideração o exposto, propomos que a 

hipótese para a progressão mais lenta em indivíduos carreando o polimorfismo 

rs6509365, poderia ser através da expressão reduzida de CARD8. Essa redução, 

consequentemente, poderia levar a uma ativação maior do inflamassoma NLRP3, 

permitindo uma resposta imunológica mais eficiente frente ao vírus, ao mesmo tempo 

que regula e suprime a morte excessiva por apoptose, o que poderia acarretar uma 

resposta hiperinflamatória. 

O polimorfismo rs2043211 por sua vez introduz um códon de parada 

(Cys10Stop), que resulta em uma expressão truncada do CARD8, tornando a 

regulação da inibição da atividade do NF-B e da CASP-1 inviável, levando a altos 

níveis de pró-IL-1β e apoptose (BAGNALL et al., 2008). No entanto, já foi visto que a 

associação com polimorfismos do gene NLRP3 previne a produção excessiva de IL-

1β e por sua vez altos níveis plasmáticos de IL-1β já foram correlacionados a casos 

severos de COVID-19 (GIRIJA; SHANKAR; LARSSON, 2020), o que poderia explicar 

a associação de proteção que obtivemos. 

O polimorfismo rs1539019, rs10754558 e o rs4612666 do gene NLRP3 

apresentaram genótipos, alelos ou carreadores envolvidos na proteção contra 

severidade ou progressão mais lenta para desfechos graves da COVID-19. Seus 

papéis individualmente já foram descritos e discutidos nos Artigos 1 e 2. No artigo 2 

observamos que carrear o alelo G ou o genótipo G/G do polimorfismo rs10754558 do 
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gene NLRP3 foi envolvido tanto na progressão mais lenta para o óbito, quanto no uso 

de ventilação mecânica. Esse resultado é corroborado por outros trabalhos, onde 

carrear o alelo G deste mesmo polimorfismo foi associado a um papel protetivo contra 

a infecção pelo HIV (PONTILLO et al., 2012b), assim como este mesmo alelo exibiu 

um efeito protetor na redução dos riscos de doenças autoimunes, principalmente em 

populações latino-americanas (WU; WU; LIANG, 2021). O polimorfismo rs10754558 

do gene NLRP3 é um SNP que está envolvido em uma maior estabilidade do mRNA 

e expressão mais estável do NLRP3 (SHEN et al., 2019). Já foi visto que mutações 

na região 3'-UTR, onde o mesmo está localizado, podem alterar a atividade da via do 

inflamassoma (HITOMI et al., 2009). Por esse motivo, hipotetizamos que esse efeito 

protetor que encontramos, juntamente com uma progressão mais lenta para óbito, 

pode ser explicado por uma expressão mais estável do NLRP3, regulando a produção 

de fatores inflamatórios, incluindo IL-1β e IL-18 e resultando em uma resposta imune 

mais eficaz contra o vírus.  

Por outro lado, esse mesmo polimorfismo quando carreando o alelo C exibiu uma 

progressão mais rápida para o óbito. Um outro estudo evidenciou a associação do 

polimorfismo rs10754558 do gene NLRP3 com risco para quadros mais severos da 

COVID-19, corroborando este nosso achado (MAES et al., 2022). Até onde sabemos 

estes são os únicos trabalhos a envolveram o polimorfismo rs10754558 do NLRP3 

com a severidade de quadros clínicos na COVID-19. 

Em relação as análises de expressão gênica das moléculas CASP-1 e NLRP3, 

observamos uma tendência de redução da expressão da CASP-1 em indivíduos 

carreadores do alelo G do polimorfismo rs10754558 NLRP3 apresentando a forma 

moderada da COVID-19, quando comparados aos da forma grave/crítica. Esse 

resultado está de acordo com o nosso achado de que carrear o alelo G do referido 

polimorfismo está associado a uma proteção para desfechos graves na COVID-19. A 

CASP-1 desencadeia a morte celular por piroptose pela clivagem de GSDMD e 

produção das citocinas IL-1β e IL-18, já tendo sido associada a dano vascular 

(KAHLENBERG et al., 2014). Foi observado, que pacientes em remissão completa ou 

parcial de nefrite lúpica, uma doença inflamatória, tiveram uma redução da expressão 

de CASP-1 e que tratamentos que suprimiam a expressão de CASP-1 tiveram uma 

boa resposta (CAO et al., 2021). Diante do exposto, acreditamos que essa tendência 

de diminuição de expressão da CASP-1 em pacientes carreadores do alelo G do 
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polimorfismo rs10754558 NLRP3 possa estar contribuindo para casos menos graves 

da doença.  

Uma tendência de associação também foi observada quando comparamos 

indivíduos não carreadores do MAF do polimorfismo rs10754558 NLRP3 do grupo 

grave/crítico frente aos que são carreadores neste mesmo grupo, demonstrando uma 

diminuição da expressão da CASP-1. Já foi observado na literatura a associação do 

polimorfismo rs10754558 NLRP3 com o risco de desenvolvimento de artrite 

reumatóide e um aumento da expressão da CASP-1 nestes indivíduos, quando 

comparado a indivíduos saudáveis, assim como foi visto no lúpus eritematoso 

sistêmico em outro estudo (ADDOBBATI et al., 2018; DA CRUZ et al., 2020). Ao nosso 

conhecimento não foi observada a diminuição da expressão da CASP-1 associada à 

proteção em qualquer outra doença na literatura. Não foi observado na literatura 

outros estudos que analisavam alterações na expressão gênica de alguma molécula 

do inflamassoma frente ao MAF de polimorfismos do próprio inflamassoma. No 

entanto, nossos resultados não foram estatisticamente significativos, apenas 

indicaram tendências. 

 Uma correlação positiva foi observada entre os níveis de expressão de CASP-

1 e NLRP3, em todos os indivíduos incluídos no estudo, demonstrando que os níveis 

de expressão gênica dessas moléculas estão diretamente relacionados entre si. Esse 

resultado é o esperado, já que a ativação do NLRP3 ocorre quando ele se oligomeriza, 

levando ao acoplamento da proteína adaptadora ASC, que irá se ligar a pró-caspase-

1, sofrendo uma ativação autoproteolítica, que na sua forma ativa será CASP-1 

(SCHRODER; TSCHOPP, 2010). Portanto, os mecanismos estão intrínsecos e 

diretamente relacionados normalmente no organismo. No entanto, na nossa 

casuística, obtivemos uma correlação positiva fraca.  

Quando dividimos o grupo entre moderado e grave/crítico, obtivemos uma 

tendência de correlação positiva forte entre CASP-1 e NLRP3 dentro do grupo 

moderado. Apesar disso, quando analisamos os níveis de expressão destes genes 

individualmente em indivíduos deste grupo não observamos resultados significativos. 

No grupo grave/crítico não observamos nenhuma correlação entre a expressão dos 

genes avaliados. 

Foi feito um levantamento da literatura e até onde sabemos, não existe nenhuma 

análise de correlação entre os níveis de expressão da CASP-1 e NLRP3 para 
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corroborar os nossos achados. Nossos resultados demonstram uma correlação 

positiva entre a expressão de CASP-1 e NLRP3 em pacientes com COVID-19. 

As limitações das análises realizadas para os Artigos 1 e 2 estão incluídas nas 

respectivas discussões. Em relação à análise de expressão gênica, reconhecemos 

que a disparidade de tamanho amostral entre os grupos moderado e grave/crítico 

pode ser um dos fatores limitantes dos resultados obtidos nesta análise. Essa escolha 

se baseou na classificação clínica dos pacientes no momento de internação. No 

entanto, os resultados obtidos foram corrigidos na análise estatística de acordo com 

idade, gênero, cor da pele, escolaridade e algumas comorbidades. Outros critérios 

como presença de comorbidade, gênero, idade e evolução clínica para alta ou óbito 

podem ser usados em análises futuras, além de análises avaliando a expressão 

proteica e regulação pós-transcricional, que acrescentariam e dariam maior robustez 

aos dados apresentados na expressão gênica. Uma outra limitação seria a dificuldade 

de acesso a dados referentes ao uso de medicamentos pré-hospitalização, já que não 

sabemos que tipo de medicação o paciente incluído tomou antes de dar entrada no 

hospital. Nossas análises são referentes somente ao D0 e todos no primeiro ano da 

pandemia. Há possibilidade de alguns pacientes estarem sob efeito de corticoides, 

que são medicamentos que possuem ação durante o curso da infecção (LIU et al., 

2020)  e que poderiam inibir a expressão desses genes in vivo, mascarando uma 

possível diferença de expressão entre os grupos analisados. No entanto, nossos 

pacientes são um recorte de um estudo maior chamado RECOVER e nesse estudo 

os pacientes foram submetidos a utilização de diferentes medicações, inclusive 

corticoides, desta forma mesmo que amostras de outro momento do paciente fossem 

utilizadas a medicação entraria como limitação nesse quesito para as análises de 

expressão gênica.  
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5. CONCLUSÕES 

Diante do exposto, o presente estudo reporta que polimorfismos genéticos dos 

inflamassomas estão associados com a proteção contra o desenvolvimento de doença 

severa da COVID-19, assim como está envolvido no tempo de evolução para o uso 

de suporte ventilatório mecânico ou óbito. Assim, mostramos que a variante 

rs1539019 do NLRP3 e a variante rs2043211 do CARD8 está associada com proteção 

contra doença severa em indivíduos infectados pelo SARS-CoV-2. Além disso, as 

variantes rs10754558 e rs4612666 do gene NLRP3, a variante rs6509365 do gene 

CARD8, a variante rs1101996 do gene IFI16 e a variante rs1143634 do gene IL1β, 

foram associadas a uma progressão mais lenta/rápida para os desfechos óbito ou 

SVM. Os haplótipos das variantes do gene NLRP3 incluídas no estudo também 

demonstraram associação tanto para proteção contra doença severa, quanto para 

tempo para os eventos óbito ou SVM. Chamou a atenção o haplótipo ATGAG, que 

apresentou um elevado risco para uma progressão mais rápida tanto para o SVM, 

quanto para óbito. 

A expressão gênica de CASP-1 e NLRP3 não apresentou nenhuma associação 

significativa com os desfechos clínicos estudados. No entanto, a correlação da 

expressão desses genes alvo é positiva em pacientes com COVID-19. Nosso trabalho 

ressalta a importância da análise de variações genéticas nos genes do inflamassoma 

como fatores de risco na evolução clínica da COVID-19.  
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