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Resumo

A COVID-19, causada pelo SARS-CoV-2, gerou uma crise global com impactos
sanitarios, sociais e econdmicos. Embora a maioria dos infectados se recupere,
alguns individuos desenvolvem sequelas persistentes conhecidas como condigdes
p6s-COVID, incluindo manifestagdes neurolégicas que afetam o sistema nervoso
periférico (SNPer). Evidéncias recentes sugerem que a genética do hospedeiro pode
influenciar a suscetibilidade e a gravidade dessas sequelas, tornando fundamental a
investigacao de biomarcadores genéticos associados a sua manifestagao. Este € um
estudo de delineamento caso-controle que busca identificar variagbes genéticas
associadas ao desenvolvimento de sequelas no SNPer p6s-COVID-19 utilizando
dados de sequenciamento completo do exoma (WES). A coorte inclui 312 individuos
sem esquema vacinal completo antes da infecgao, sendo 161 com sequelas (grupo
caso) e 151 sem sequelas (grupo controle). Foram analisadas caracteristicas
clinicas, sociodemograficas e genéticas. Para a predigdo do risco genético, foi
implementado um modelo de aprendizado de maquina (machine learning - ML), no
qual diferentes classificadores foram testados. O modelo de regressao logistica (LR)
apresentou o melhor desempenho (AUC-ROC = 0,90, acuréacia = 82% e F1-score =
0,83), destacando 20 SNPs mais influentes na predicdo do risco de sequelas
neurologicas. As analises evidenciaram, predominantemente, a presenca de vias
relacionadas a regulagdo imunoldgica, destacando-se a expressiva participagao do
gene HLA-A (Antigen Peptide Transporter) nesse contexto. Também foi identificado o
gene PAQRS (Progestin and AdipoQ Receptor Family Member 5), associado a
sinalizagcdo de hormoénios esteroides. Além disso, foram observados outros genes
com fungdo indefinida ou pouco caracterizada, a exemplo do NPIPB15 (Nuclear
Pore Complex Interacting Protein Family Member B15), possivelmente relacionado
ao transporte nuclear. Esses achados sugerem que a resposta imunoldgica, a
inflamacédo e alteragcbes no metabolismo lipidico e hormonal podem exercer
influéncia relevante na predisposi¢cao a sequelas neurolégicas p6s-COVID-19. Os

resultados obtidos até o momento ja fornecem evidéncias importantes sobre a base
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genética dessas sequelas, contribuindo para a identificagdo de biomarcadores de
suscetibilidade e potenciais alvos terapéuticos, o que possibilita avancos,

principalmente no manejo clinico, das condi¢des pés-COVID-19.

Palavras-chave: SARS-CoV-2; COVID longa; sequelas neurolégicas; aprendizado

de maquina; biomarcadores genéticos.
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Abstract

COVID-19, caused by SARS-CoV-2, has triggered a global crisis with significant
health, social, and economic impacts. Although most infected individuals recover,
some develop persistent sequelae known as post-COVID conditions, including
neurological manifestations affecting the peripheral nervous system (PNS). Recent
evidence suggests that host genetics may influence the susceptibility and severity of
these sequelae, highlighting the importance of investigating genetic biomarkers
associated with their occurrence. This is a case-control study aiming to identify
genetic variants linked to the development of PNS sequelae following COVID-19,
using whole-exome sequencing (WES) data. The cohort comprises 312 individuals
without a complete vaccination scheme prior to infection, including 161 with sequelae
(case group) and 151 without sequelae (control group). Clinical, sociodemographic,
and genetic characteristics were analyzed. For genetic risk prediction, a machine
learning (ML) model was implemented, testing different classifiers. The logistic
regression (LR) model showed the best performance (AUC-ROC = 0.90, accuracy =
82%, and F1-score = 0.83), highlighting 20 SNPs most influential in predicting the
risk of neurological sequelae. Analyses predominantly revealed pathways related to
immune regulation, with the HLA-A (Antigen Peptide Transporter) gene playing a
prominent role in this context. The PAQRS gene (Progestin and AdipoQ Receptor
Family Member 5), associated with steroid hormone signaling, was also identified.
Additionally, other genes with undefined or poorly characterized functions, such as
NPIPB15 (Nuclear Pore Complex Interacting Protein Family Member B15), possibly
involved in nuclear transport, were observed. These findings suggest that immune
response, inflammation, and alterations in lipid and hormonal metabolism may play a
relevant role in the predisposition to neurological sequelae. The results obtained thus
far provide important evidence on the genetic basis of these sequelae, contributing to
the identification of susceptibility biomarkers and potential therapeutic targets, which
may support advances, particularly in the clinical management of post-COVID-19

conditions.
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Keywords: SARS-CoV-2; long COVID; neurological sequelae; machine learning;

genetic biomarkers.
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1. Introducao

Causada pelo virus SARS-CoV-2, a pandemia de COVID-19 iniciou-se em dezembro
de 2019, em Wuhan, China. Essa doenga apresentou uma rapida disseminacao
global, o que resultou em uma grande crise nos ambitos sanitario, social e
econdmico. Em setembro de 2024, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS)
registrou mais de 776 milhdes de casos confirmados e mais de 7 milhdes de mortes
atribuidas a COVID-19 (World Health Organization, 2024).

Embora a apresentagdo clinica da COVID-19 varie de casos assintomaticos a
quadros graves, os sintomas mais comuns na fase aguda incluem, mas néo se
restringem a, febre, tosse, pneumonia e dificuldade respiratéria aguda (Pastor et al.,
2023). Nesse contexto, a OMS define como "condigdes pos-COVID" os sintomas ou
sequelas que persistem ou surgem, geralmente, trés meses apds a infecgao inicial
pelo SARS-CoV-2, com duragdo minima de dois meses e sem explicagcao por outro
diagnostico (World Health Organization, 2023). Embora este tenha sido o termo
padrdo adotado neste estudo, sendo a caracterizacdo das sequelas p6s-COVID
realizada conforme os critérios estabelecidos pela OMS, outras denominacdes,
como "COVID longa", "COVID-19 pés-aguda" e "sindrome pés-COVID", também sao
encontradas na literatura cientifica (Ely; Brown; Fineberg, 2024) e frequentemente
utilizadas na linguagem coloquial. Aléem disso, é relevante destacar que no Brasil o
termo 'condi¢cbdes pds-COVID-19' foi adotado pelo Ministério da Saude, conforme a
Nota Técnica n°® 57/2023-DGIP/SE/MS (Brasil, 2023).

Conforme ressaltado pelo Ministério da Saude, as condi¢gdes p6s-COVID-19 podem
apresentar oscilagdes ao longo do tempo, variando entre melhora, piora ou
recorréncia dos sintomas. Essas condigdes podem evoluir para complicagdes graves
ou fatais e persistir por longos periodos apds a infecgao (Brasil, 2023). Sabe-se que
dentre os fatores de risco para desfechos mais severos durante a fase aguda da

infecgdo (COVID-19 grave) estdo inclusos idade, sexo e comorbidades
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pré-existentes, como diabetes, hipertencdo e obesidade (Zsichla; Mduller, 2023).
Estudos mais recentes tém demonstrado que a genética do virus e a predisposi¢cao
genética do hospedeiro também estdo associados a desfechos criticos
pos-COVID-19 (Li et al., 2020; Niemi et al., 2021; Asteris et al., 2022; Pastor et al.,
2023). Ja a imunidade adaptativa do virus é um fator muito importante na

recorréncia das infecgdes (Zsichla; Muller, 2023).

O quadro pds-COVID-19 caracteriza-se por um amplo espectro de manifestacdes
neurologicas que acometem tanto o sistema nervoso central (SNC) quanto o sistema
nervoso periférico (SNPer). Dentre as sequelas neuroldgicas associadas a infecgao
pelo SARS-CoV-2, destacam-se fadiga, cefaleia, comprometimento cognitivo e
alteragdes no humor, as quais s&o predominantemente subjetivas e inespecificas,
dificultando a determinacdo de uma relacdo causal direta com a infecgdo. Em
contraste, outras sequelas frequentemente relatadas, como  déficits
sensorio-motores, anosmia, ageusia, mialgias e disautonomia, apresentam
caracteristicas mais objetivas e menos susceptiveis a influéncias de condigbes
preexistentes, tornando-se, assim, mais passiveis de uma correlacdo causal com a
COVID-19 (Carvalho et al., 2024).

Os mecanismos subjacentes as manifestacbes neuroldgicas persistentes da
COVID-19 ainda nao estao completamente elucidados. No entanto, sabe-se que a
infeccdo pelo SARS-CoV-2 pode desencadear uma cascata neuroinflamatoria,
especialmente quando o virus acessa o sistema nervoso central (SNC). Existem
duas principais hipéteses para a entrada viral no cérebro: a invasao direta, na qual o
virus atravessa a barreira hematoencefalica (BHE) e infecta diretamente o tecido
neural, e a invasao indireta, em que o patdogeno primeiramente infecta células do
sistema imunoldgico, que posteriormente facilitam sua chegada ao SNC. Em ambas
as situagoes, a ruptura da BHE é um evento necessario para permitir a presenga
viral no cérebro (Armocida et al., 2020; Jamil Al-Obaidi; Desa, 2023; Carvalho et al.,
2024).
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Entretanto, a resposta a infecgcdo pelo SARS-CoV-2 ndo € homogénea entre os
individuos. Enquanto alguns desenvolvem complicagdes neuroldgicas persistentes
apos a fase aguda da doenga — possivelmente em decorréncia da intensa resposta
inflamatdria desencadeada pelo virus —, outros sequer apresentam sintomas durante
a fase aguda, tampouco sequelas a longo prazo. Essa discrepancia clinica sugere a
existéncia de fatores individuais que modulam a progressdo da doenga e suas
consequéncias neurologicas. Destaca-se, ainda, a influéncia da variabilidade
genética do préprio SARS-CoV-2, reconhecida na literatura como um importante

modulador da gravidade da infec¢ao (Biswas; Mudi, 2020; Carabelli et al., 2023).

Em seu artigo de revisao, Carabelli et al. (2023) apresentam uma analise abrangente
dos mecanismos bioldégicos que impulsionam a evolugdo das variantes do
SARS-CoV-2. O virus gerou variantes altamente mutadas — denominadas variants
of concern (VOCs), como Alpha, Beta, Gamma, Delta e Omicron — que surgiram de
forma independente e demonstraram maior transmissibilidade em relagdo as
variantes anteriores, principalmente devido a alteracdes nas propriedades funcionais
intrinsecas do virus. Como exemplo, mutagdes no sitio de clivagem da furina na
proteina spike aumentam sua infectividade, enquanto alteracbées em proteinas nao
spike contribuem para a aptidao viral, favorecendo tanto a replicacdo quanto a
evasao das respostas imunes. Isso resulta em modificagcbes na antigenicidade do
virus, que passa a evadir com maior eficacia as respostas imunolégicas previamente
estabelecidas. Complementando o cenario evolutivo, Biswas e Mudi (2020)
identificaram em um estudo observacional que as mutagcdes D674G e P323L no
SARS-CoV-2 podem estar associadas a formas mais graves da COVID-19. Isso
possivelmente ocorre em decorréncia do aumento da infectividade viral e de sua

taxa de replicacao.

Dentre as explicagcbes existentes para a resposta diferenciada a infecgao,
destaca-se de forma relevante a susceptibilidade genética individual do hospedeiro,

amplamente corroborada por estudos recentes (Lammi et al. 2025; Zhang et al.
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2024; Ercegovac et al. 2022; Wang et al., 2021; Cruz et al., 2021; Hussain et al.,
2020). Esta pode exercer influéncia tanto sobre a vulnerabilidade do sistema
nervoso central a infeccdo pelo SARS-CoV-2 quanto sobre a intensidade da

resposta inflamatdria subsequente.

Segundo Wang et al. (2021), o polimorfismo €4 da apolipoproteina E (ApoE4) pode
facilitar a entrada do SARS-CoV-2 nas células neuronais e intensificar os danos
neuroldgicos associados a infecgao. Essa isoforma altera significativamente a
estrutura e a fungcdo da proteina ApoE, sendo associada a uma maior carga viral
intracelular, disfuncdo da barreira hematoencefdlica e aumento da apoptose
neuronal. Além disso, observou-se uma resposta inflamatéria exacerbada, sugerindo
que individuos portadores do alelo €4 podem apresentar maior susceptibilidade a
manifestacdes neuroldgicas graves da COVID-19 e no contexto da COVID longa
também (Wang et al., 2021).

Variantes genéticas como ECA2 rs73635825 e rs143936283 demonstraram
interacdo direta com a proteina spike do SARS-CoV-2, favorecendo a infec¢ao
neuronal (Cruz et al., 2021; Hussain et al., 2020), uma vez que os receptores ECA2
também sao expressos em células neurais e na BHE. De acordo com Carvalho et al.
(2024), Sideratou; Papaneophytou (2023) e Shafgat et al. (2023), essa interagao
pode contribuir para a ativacdo da cascata inflamatéria, favorecendo o

desenvolvimento de sequelas neuroldgicas persistentes.

Ercegovac et al. (2022) identificaram que a combinagao dos genétipos GSTM1-nulo
e GPX1Leu/Leu esta significativamente associada a ocorréncia de névoa cerebral
pos-COVID-19, atuando também como fatores independentes de risco. Esse risco é
ainda mais elevado na presenca do alelo Nrf2 A, sugerindo um efeito cumulativo
dessas variantes genéticas na predisposi¢ao a essa sequela. Ja Zhang et al. (2024)

apresentaram evidéncias robustas de que padrbées mutacionais no DNA — ou
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assinaturas genémicas — podem exercer um papel determinante na predisposi¢cao

ao desenvolvimento de sequelas p6s-COVID-19.

Nesse sentido, também destaca-se o estudo conduzido por Lammi et al. (2025), que
representa um dos maiores estudos de associagao genémica ampla (GWAS) sobre
COVID longa realizados até o momento. Essa pesquisa identificou variantes no
locus do gene FOXP4 significativamente associadas a susceptibilidade a condigao,
independentemente da gravidade da infecgdo aguda por SARS-CoV-2. O alelo de
risco rs9367106-C apresentou associagao robusta com maior expressao de FOXP4
em ceélulas alveolares tipo 2 e células imunes pulmonares, sugerindo um papel
funcional na persisténcia dos sintomas respiratorios e sistémicos caracteristicos da
COVID longa.

Além disso, analises de colocalizagdo apontaram que essas variantes genéticas
também se associam a outras condi¢bes pulmonares, como cancer de pulmao e
hospitalizagdo por COVID-19, indicando que mecanismos relacionados a fisiologia
pulmonar e a imunorregulagdo local podem mediar essa predisposi¢gdo genética
(Lammi et al. 2025). Esses achados reforcam a hipétese de que fatores genéticos
especificos do hospedeiro desempenham um papel relevante na etiologia da
sindrome p6s-COVID-19.

Nesse contexto, a aplicagcdo de técnicas de inteligéncia artificial (IA) tem se
mostrado fundamental em estudos relacionados a COVID-19, especialmente na
investigacao dos aspectos genéticos associados ao seu desenvolvimento, uma vez
que se trata de uma condigao multifatorial e complexa, influenciada por multiplos loci
genéticos (Pastor et al., 2023). Diante desse cenario, abordagens baseadas em
machine learning (ML) e deep learning (DL) tém se destacado na analise e
interpretacéo dessa patologia (Pastor et al., 2023, Fallerini et al., 2022; Wang et al.,

2021).
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Por exemplo, Fallerini et al. (2022) aplicaram ML na andlise de dados de
sequenciamento completo de exoma (Whole Exome Sequencing — WES) de cinco
coortes distintas, identificando associagcdes entre a gravidade da COVID-19 e genes
relacionados ao sistema imunoldgico, como TLR7, TLR3, TICAM1, TLRS, IRAK e
RNASEL. Além disso, técnicas de DL tém sido amplamente aplicadas na analise de
imagens médicas, como radiografias de térax e tomografias computadorizadas
(Fang et al., 2021), auxiliando a identificagcdo de pacientes com maior risco de
evolugdo para o quadro de COVID-19 grave. Ainda, modelos baseados em IA foram
desenvolvidos para detectar anormalidades pulmonares associadas a infecgao,
possibilitando a avaliagdo da gravidade e prognéstico da doenga. Outros estudos
nessa mesma abordagem utilizaram dados clinicos, laboratoriais e radiolégicos dos
pacientes para prever o risco de evolugdo para formas mais graves da COVID-19
(Wang et al., 2021).

A integracdo de grandes volumes de dados clinicos e genéticos por meio de
algoritmos avancados de ML permite uma compreensdo mais aprofundada dos
padrées de disseminagdo viral, aprimora a velocidade e precisdo diagnostica, além
de contribuir para o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas. Essas
ferramentas também sdo fundamentais para identificar individuos mais suscetiveis
com base em caracteristicas genéticas e fisioldgicas personalizadas, possibilitando

estratégias de protecado mais eficazes (Alimadadi et al., 2020).

As diferentes manifestacdes e desfechos da COVID-19 refletem a complexidade da
doenca e sua interacdo com diversos sistemas organicos, ressaltando a
necessidade de investigacdes aprofundadas sobre os mecanismos subjacentes as
suas complicagdes. A literatura cientifica tem se concentrado, em grande parte, na
identificacdo de marcadores moleculares associados a agao fisioldgica do virus, com
0 objetivo de compreender as causas das sequelas persistentes observadas em
determinados grupos de pacientes. Além disso, muitos estudos exploram a

associagao genética com desfechos de gravidade da COVID-19 durante a fase
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aguda da infecgao (Li et al., 2020; Fallerini et al., 2022; Pastor et al., 2023; Zsichla;
Muller, 2023). Essas investigacdes sdo fundamentais para avancar na identificagao
precoce de pacientes com maior risco de hospitalizacio, possibilitando intervencdes

mais eficazes e personalizadas.

Nessa perspectiva, estudos voltados a identificacdo de marcadores genéticos
associados as sequelas persistentes pos-COVID-19 também sao essenciais para
aprimorar as estratégias terapéuticas, possibilitando um manejo mais eficaz e
individualizado. Além de contribuir para a melhoria da qualidade de vida dos
pacientes, essas pesquisas podem otimizar a gestdo hospitalar, permitindo a
estratificacdo de risco com base nas predisposi¢des genéticas de cada individuo, um

fator fundamental para a personalizacdo dos cuidados em saude.

Em sintese, este estudo busca aprofundar a compreensédo dos fatores genéticos
associados ao desenvolvimento de sequelas no SNPer decorrentes da COVID-19
em determinados individuos em detrimento de outros que ndo manifestam tais
complicagdes (Carvalho et al., 2024). Trata-se de um estudo representativo da
populagdo do Espirito Santo, que possibilita a correlagdo com resultados de
investigagbes semelhantes conduzidas em outras coortes. Ainda, é uma
investigacdo que busca identificar biomarcadores genéticos para a predigéo do risco
de desenvolver sequelas no sistema nervoso periférico no pds-COVID-19. A
pesquisa se insere e se justifica no cenario cientifico global, contribuindo para a

elucidacao de questdes ainda nao resolvidas sobre a COVID-19 e suas implicacgoes.
2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Identificar a possivel existéncia de fatores genéticos predisponentes ao

desenvolvimento de sequelas no SNPer, a fim de contribuir para a compreenséo dos
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mecanismos biolégicos subjacentes e para o aprimoramento das estratégias de

diagnostico e manejo clinico.

2.2. Objetivos especificos

> Realizar a triagem, selecdo e caracterizagdo sociodemografica dos

voluntarios para a composicao da coorte do estudo.

> Selecionar, processar e gerar dados de sequenciamento completo do exoma
(WES) das amostras dos participantes, assegurando a qualidade e a

integridade dos dados gendémicos.

> Investigar possiveis associagdes entre fatores sociodemograficos e o
desenvolvimento de sequelas no sistema nervoso periférico (SNPer)

pos-COVID-19, por meio do teste qui-quadrado.

> |nvestigar possiveis associagbes entre variantes genéticas e o
desenvolvimento de sequelas no SNPer pés-COVID-19, através da aplicacéo
do classificador de machine learning (ML) e da analise de regressao logistica
(LR).

> |dentificar fatores de risco e protecédo genéticos e ndo genéticos associados a

progressao das sequelas no SNPer p6s-COVID-19.
3. Metodologia

3.1. Aprovacao do estudo e centros parceiros

Este estudo integra o projeto intitulado "A Genética da COVID Longa", o qual
constitui um desdobramento da pesquisa em andamento "Patogénese Molecular da
COVID-19: O Envolvimento de Fatores Genéticos, Hemostaticos e Imunolégicos na
Evolucdo de Quadros Graves, Desenvolvimento de Coagulopatias e COVID Longa".

O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
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Humanos do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito
Santo (UFES), sob o numero CAAE 37094020.6.0000.5060, e registrado como
projeto institucional da UFES sob o numero 10789/2020. A pesquisa conta com
financiamento proveniente do Edital Universal FAPES n° 03/2021 e da Chamada
CNPg/MCTI/CT-Saude n° 53/2022 — Linha Tematica Il: Mecanismos e Fatores de
Risco da COVID Longa.

A execucgao do mesmo foi viabilizada por meio de parcerias institucionais em ambito
estadual e nacional, envolvendo o Centro de Hematologia e Hemoterapia do Estado
do Espirito Santo (Hemoes), em Vitéria (ES); o Hospital Dr. Jayme Santos Neves
(HJSN), localizado na Serra (ES); o Hospital Unimed Vitéria (HU), em Cariacica
(ES); o Instituto Aggeu Magalhdes, da Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), em
Pernambuco (PE); e o Instituto Nacional de Cardiologia (INC), no Rio de Janeiro
(RJ).

O apoio estratégico dos hospitais metropolitanos do Estado, Hospital Dr. Jayme
Santos Neves (HJSN) e Hospital Unimed Vitéria (Cias-HU), consistiu na
disponibilizacédo de prontuarios médicos de potenciais voluntarios para a composi¢cao
da coorte do estudo. De forma complementar, o Centro de Hematologia e
Hemoterapia do Espirito Santo (Hemoes) desempenhou um papel fundamental na
formagdo do grupo amostral, ao viabilizar o acesso aos contatos de doadores do
centro, além de fornecer infraestrutura para a aplicacdo de questionarios e a coleta

de material biologico destinado as analises genéticas.

No cenario nacional, instituicbes de referéncia desempenharam papel fundamental
na estruturacdo e condugdo das analises de dados. O Instituto Aggeu Magalhaes
(Fiocruz) contribuiu ativamente com a categorizagdo das variaveis, incluindo a
conversdo de variaveis categodricas em binarias, além de oferecer suporte técnico
em todas as etapas das analises bioinformaticas. Por sua vez, o Instituto Nacional

de Cardiologia (INC) foi responsavel pela realizagdo do sequenciamento completo
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do exoma humano, bem como pelo apoio técnico na interpretagdo dos dados brutos

gerados.

3.2. Desenho do estudo e delineamento amostral

Trata-se de um estudo de associagao genética com delineamento caso-controle. O
grupo caso foi composto por individuos com diagnéstico prévio de COVID-19 que
desenvolveram, apdés a fase aguda da doenca, ao menos uma das seguintes
sequelas no SNPer: perda ou diminuigao do olfato, perda ou diminuicdo do paladar,
zumbido, neuropatia de fibras pequenas, caimbra, tosse crOnica (superior a seis
meses), disautonomia e aumento da sensibilidade a estimulos luminosos ou
sonoros. O grupo controle, por sua vez, incluiu individuos também infectados pelo
SARS-CoV-2, mas que nao apresentaram sequelas relacionadas ao SNPer apds a

fase aguda da infecgao.

Os critérios de inclusdo para ambos os grupos foram: idade entre 18 e 65 anos,
diagndstico confirmado de infeccdo pelo SARS-CoV-2, auséncia de sintomas
associados a fase aguda da doenca por um periodo minimo de 30 dias e presenca
de condi¢des p6s-COVID no SNPer.

3.3. Triagem, selegao e coleta de amostras biolégicas

Os voluntarios foram recrutados entre novembro de 2020 e julho de 2024. No
periodo de novembro de 2020 a dezembro de 2021, foram analisados 4.807
prontuarios médicos provenientes do Hospital Estadual Dr. Jayme Santos Neves
(HJSN) e do Hospital Unimed Vitéria (CIAS-HU), o que resultou na selecao de 134

participantes para compor a coorte inicial.

Posteriormente, foram incorporados ao estudo 92 voluntarios recrutados por meio de
redes sociais e televisdo, 71 doadores do Centro de Hematologia e Hemoterapia do

Espirito Santo (Hemoes), além de 81 individuos provenientes de instituicoes
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diversas, incluindo o Hospital Universitario Cassiano Anténio de Moraes (HUCAM), o
Centro de Referéncia em Especialidades de Saude (CREFES), o Hospital Unimed
Vitéria (CIAS), a Escola Superior de Ciéncias da Santa Casa de Misericordia de

Vitéria (EMESCAM) e a populagao geral.

Adicionalmente, quatro participantes da Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), no Rio
de Janeiro, também foram incluidos, totalizando 378 participantes na coorte do

estudo.

As estratégias de recrutamento envolveram contato por telefone, mensagens via
WhatsApp e e-mails institucionais, visando otimizar o alcance e a adesdo dos
participantes. Todos receberam informacdes detalhadas sobre os objetivos,
procedimentos e implicagbes da pesquisa, e manifestaram concordancia por meio
da assinatura presencial do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE),

requisito fundamental para a participacado no estudo.

Apods o consentimento, foi aplicado aos participantes um questionario estruturado
abordando aspectos relacionados ao estado de saude pés-COVID-19. Os dados
coletados foram armazenados e gerenciados na plataforma Research Electronic

Data Capture (REDCap), acessivel em hiips://redcap.saude.es.gov.br. O

questionario foi elaborado com base em instrumentos validados pela Organizagao
Mundial da Saude (OMS) (2021; 2023), contemplando questdes sobre
manifestagbes sintomatolégicas pds-COVID-19 e qualidade de vida dos
participantes. Além disso, diretrizes do National Institutes of Health (NIH) (Institutos
Nacionais de Saude), 2023, foram adaptadas para a avaliagdo das sequelas no
SNPer.

Por fim, foram coletados 10 mL de sangue periférico de cada participante,

distribuidos em dois tubos contendo EDTA (5 mL cada), os quais foram
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armazenados em temperatura controlada (2°C — 8°C) para posterior realizacdo de

analises moleculares.
3.4. Aquisicao de dados genéticos

3.4.1. Extracao e analise qualitativa e quantitativa do DNA

A extracdo do DNA gendmico foi realizada utilizando o QlAamp DNA Mini Kit
(Qiagen®), seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante, com excecdo da

etapa de elui¢cdo, na qual o material genético foi eluido em agua ultrapura.

As amostras de DNA foram quantificadas por espectrofotometria, utilizando o
Nanodrop One (Thermo Scientific®), e por fluorimetria, com o Qubit 4 (Thermo
Fisher®). A integridade do material genético foi avaliada por meio de eletroforese em
gel de agarose a 1%, corado com 2 pyL de GelRed (Biotium®) e visualizado sob luz
ultravioleta (UV).

Amostras que apresentaram baixa concentracdo de DNA (<1,5 ng/uL na razéo
280/230) el/ou evidéncias de fragmentagao foram submetidas a um novo processo

de extragdo para garantir a qualidade do material genético.
3.4.2. Sequenciamento de nova geragao (NGS) do exoma humano

O estudo utilizou o sequenciamento do exoma humano sem restricao prévia a genes
especificos, permitindo uma analise abrangente de todas as regides codificantes do
genoma. Essa abordagem possibilitou a identificacdo de variantes genéticas
potencialmente associadas ao desenvolvimento de sequelas no SNPer em

individuos que tiveram COVID-19, apés a fase aguda da infecgao.

As amostras que atenderam aos critérios de concentragao e integridade adequados
(n = 378) foram diluidas a 6,67 ng/uL e enviadas ao Instituto Nacional de

Cardiologia (INC) para sequenciamento do DNA. No INC, foram realizadas as
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etapas de amplificacdo e qualificagcdo da biblioteca genbmica, seguidas pelo

sequenciamento do exoma utilizando a plataforma NovaSeq 6000 (lllumina®).

O sequenciamento de exoma humano é um método baseado na tecnologia de

sequenciamento de nova geragao (NGS), que envolve as etapas:

I. Construgdo da biblioteca genbmica, com fragmentacdo do DNA em
segmentos unifilamentares curtos, reparo de extremidades, ligacdo de
adaptadores e amplificagao por polymerase chain reaction (PCR) (reagdo em
cadeia da polimerase);

IIl.  Enriquecimento de alvos, realizado pelo sequenciamento de regides
especificas de interesse, por meio da tecnologia synthesis by synthesis (SBS)
(sintese por sintese). Essa etapa consiste na hibridizagdo dos segmentos
unifilamentares com sondas marcadas com fluoréforos, complementares as
regides dos éxons, permitindo a identificagdo dos duplexes por um sistema
computadorizado;

lll.  Armazenamento dos dados contendo as sequéncias de nucleotideos (A, T, C
e G) no formato fastq format (FASTQ), amplamente utilizado em
bioinformatica para o processamento e analise de dados do exoma (lllumina,
2024).

Apds a conclusdo das analises, a equipe do INC disponibilizou os arquivos FASTQ
na plataforma BaseSpace Sequence Hub (lllumina, 2024), permitindo o acesso dos

pesquisadores responsaveis pelo estudo.
3.4.3. Tratamento dos dados pés-sequenciamento

Os arquivos FASTQ gerados a partir do sequenciamento foram alinhados ao
genoma de referéncia humano (Genome Reference Consortium Human Build 38 —

GRCh38) utilizando a metodologia small variant caller: germline. A identificagao de
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variantes foi realizada por meio do software DRAGEN Enrichment, seguida pela

anotacgao das variantes empregando o software Nirvana.

Os arquivos resultantes nos formatos FASTQ, binary alignment/map (BAM) e variant
call format (VCF) foram armazenados na plataforma BaseSpace Sequence Hub.
Todos os softwares utilizados no processamento dos dados sédo fornecidos pela

empresa lllumina®.

O processo de chamada de variantes identificou variantes de nucleotideo unico

(single nucleotide variants — SNVs), bem como inser¢des e delegdes (indels).
3.44. Pré-processamento dos dados: construgao da matriz

O pré-processamento dos dados teve inicio com a construcdo de uma matriz,
utiizando a linguagem de programagdo Python (versdo 3.9.13). Essa matriz foi
composta por trés conjuntos de informacgdes: (i) a identificacdo do paciente (ID de
estudo), (ii) a presenga (1) ou auséncia (0) de sequelas no SNPer e (iii) as variantes
genéticas. Para reduzir potenciais vieses relacionados a imunizagao, foram incluidos
apenas individuos que nao haviam recebido o esquema vacinal completo contra a

COVID-19 (duas doses da vacina) antes da infeccao.

Para garantir a confiabilidade e precisdo das analises subsequentes, foram

aplicados controles de qualidade no processamento dos dados genéticos:

I. Selegédo de variantes com um escore de qualidade (QUAL) superior a 20 na
escala Phred, garantindo que a probabilidade de erro na chamada do alelo
alterado fosse inferior a 1% (p < 0,01);

II. Inclusdo apenas de variantes que apresentaram "pass" no filtro de qualidade
(filter);

lll.  Profundidade de leitura (fotal depth) minima de 20, assegurando alta

confiabilidade na deteccéo das variantes.
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Essa abordagem possibilitou a avaliagdo da relagdo entre fatores genéticos e as

sequelas no SNPer na manifestagao dos desfechos clinicos.

3.5. Analise estatistica

No modelo estatistico, as variantes genéticas foram consideradas variaveis
explicativas ou preditoras (independentes), enquanto o conjunto de sequelas no
SNPer foi definido como a variavel desfecho (dependente). A associagao entre
essas variaveis foi avaliada da forma descrita a seguir, com o objetivo de identificar
possiveis correlagdes entre os fatores genéticos e os desfechos clinicos

investigados.

3.5.1. Classificador genémico para predicido de sequelas no
SNPer

A base de dados utilizada para a modelagem com ML inicialmente continha
informagdes de 378 pacientes. No entanto, 66 individuos foram excluidos por
apresentarem esquema vacinal completo (duas doses da vacina) antes da infecgéao,
resultando em um total de 312 pacientes analisados. Desses, 161 pertenciam a
classe "Positivo para sequelas no sistema nervoso periférico (SNPer-Positivo)" e 151
a classe "Negativo para sequelas no sistema nervoso periférico (SNPer-Negativo)".

No total, estavam disponiveis 4052 polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs).

Para garantir a qualidade dos dados, foram mantidas apenas as variantes com até
10% de valores ausentes, resultando em um conjunto final de 3805 variantes. A
imputagcdo de valores ausentes foi realizada utilizando o método do valor mais

frequente.

Além disso, os dados genéticos extraidos do arquivo VCF foram codificados

conforme o seguinte esquema:

> Homozigoto para o alelo de referéncia (0/0) — 0
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> Heterozigoto (1/0 ou 0/1) — 1

> Homozigoto para o alelo variante (1/1) — 2

Essa abordagem permitiu a estruturagdo dos dados para a aplicagdo dos modelos
de ML, garantindo a padronizagdo das informagdes genotipicas para as analises

subsequentes.

Neste estudo, foi desenvolvido um modelo de machine learning (ML) baseado em
regressao logistica para prever o risco associado a gendtipos especificos. O
treinamento do modelo foi realizado na linguagem Python (verséo 3.12.5), utilizando

as seguintes bibliotecas especializadas:

> pandas, para analise e manipulagéo dos dados;

> sklearn.feature_selection, para selecdo de variaveis (variantes genéticas)
utilizando a técnica recursive feature elimination (RFE) (Chen; Jeong, 2007);

> sklearn.metrics, para avaliacao do desempenho dos modelos de ML;

> sklearn.linear_model, para implementagao do classificador de LR.

Inicialmente, os dados genotipicos pré-processados foram carregados e submetidos
a um processo de limpeza, no qual identificadores de pacientes foram removidos
para minimizar riscos de viés e sobreajuste. O conjunto de dados foi entdo dividido
em conjuntos de treinamento e teste, permitindo a avaliacdo da performance do

modelo de maneira robusta e estatisticamente valida.

Posteriormente, foi implementada a técnica RFE, utilizando um classificador do tipo
LR linear, com o objetivo de identificar as variantes genéticas (também denominadas
caracteristicas ou features) mais influentes no desempenho do modelo. O RFE
variou de 1 a 50, permitindo avaliar o impacto da quantidade de features na

capacidade preditiva do modelo.
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Cada configuracao foi testada em um conjunto de dados transformado, tanto para
treinamento quanto para teste. O modelo foi treinado no conjunto de treino
transformado e avaliado no conjunto de teste transformado. Para mensurar o seu
desempenho, foram calculadas as seguintes métricas de avaliagdo (Santos, 2024;

Sokolova; Lapalme, 2009):

> Sensibilidade (sensitivity): Também chamada de revocacgao (recall), mede a
capacidade do modelo de identificar corretamente os casos positivos, sendo

critica em diagnosticos médicos.

> Especificidade (specificity): Avalia a proporcdo de verdadeiros negativos
corretamente classificados, essencial para reduzir falsos positivos,

principalmente em triagens clinicas.

> Area sob a Curva ROC (AUC-ROC - area under the receiver operating
characteristic curve). Mede a capacidade do modelo em distinguir entre

classes positivas e negativas.

> Pontuagdo F1 (F1-score): E a média harménica entre precisdo e
sensibilidade, equilibrando essas métricas e sendo recomendada para

conjuntos de dados desbalanceados.

> Precisao (precision): Indica a proporgcao de previsdes positivas corretas em
relacdo ao total de previsdes positivas, sendo util quando o custo de falsos

positivos € alto, como em casos na area da saude.

> Acuracia (accuracy). Mede a proporcao de previsdes corretas em relagao ao
total de previsdes feitas pelo modelo. E uma métrica global que reflete o

desempenho geral do classificador.

> Matriz de Confusdo (confusion matrix). Tabela que compara previsbes do

modelo com valores reais, detalhando verdadeiros positivos (VP), falsos
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positivos (FP), verdadeiros negativos (VN) e falsos negativos (FN). O ideal é

que se tenha um alto numero de VP e VN, com poucos FP e FN.

E fundamental destacar que nenhuma métrica deve ser analisada isoladamente,
uma vez que cada uma fornece uma perspectiva limitada sobre o desempenho de
um modelo de classificagado e apresenta restricdbes especificas quando considerada
individualmente. De modo geral, valores superiores a 70%—-75% séao frequentemente
classificados como satisfatorios (Santos, 2024), porém sua adequacéo depende do

contexto clinico ou do cenario especifico em estudo.

Além do classificador LR, outros modelos foram treinados para comparacido dos
resultados, incluindo k-nearest neighbors (KNeighborsClassifier), arvore de decisao
(DecisionTreeClassifier) e maquina de vetores de suporte (Support Vector Machine)
todos da biblioteca scikit-learn (sklearn). O tratamento de valores ausentes foi
realizado com o imputador simples (Simplelmputer — sklearn), e a serializagao dos
modelos foi conduzida utilizando a biblioteca pickle. Os resultados obtidos foram
registrados e armazenados em um arquivo no formato valores separados por virgula
(comma-separated values — CSV). Por fim, a comparagdo entre os diferentes
modelos foi realizada por meio de validagado cruzada (cross-validation), garantindo

maior robustez estatistica na avaliagdo do desempenho preditivo.

3.5.2. Andlise de regressao logistica (LR) stepwise

Uma vez que o modelo LR demonstrou o melhor desempenho entre os
classificadores de ML, foi realizada uma regressao logistica com selecéo stepwise,
de modo a avaliar a contribuicdo individual e ajustada das variantes genéticas que
permaneceram no modelo final, permitindo a interpretacado dos efeitos em termos de
risco ou protecdo associados ao desfecho clinico. Nesta etapa, foram inseridos os
20 SNPs retornados pelo classificador, além dos fatores sociodemograficos espectro
clinico, sexo, indice de massa corporal (IMC) e idade, que foram os que

apresentaram significancia em analise prévia.
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4. Resultados

4.1. Caracterizagao da coorte

A coorte do presente estudo € composta por 312 individuos sem esquema vacinal
completo antes da infecgéo, sendo 161 com sequelas (grupo caso) e 151 sem
sequelas no SNPer (grupo controle). As caracteristicas dos participantes foram
examinadas com base nas seguintes variaveis: comorbidades preexistentes, sexo,
etnia, pratica de exercicio pré-COVID-19, tabagismo, idade, indice de massa
corporal (IMC) e espectro clinico da doenca. A tabela a seguir apresenta as
inferéncias realizadas a partir das informacgdes obtidas do questionario aplicado aos

participantes:
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Tabela 1 - Distribuigdo dos pacientes por fatores sociodemograficos

Caso (n=161) Controle (n=151) Total (n=312) Dados Faltantes Valor-p (<0,05)
. . Sim 94 58% 81 54% 175 56%
Comorbidades preexistentes N 0 0% 0.47
Nao 67 42% 70 46% 137 44%
s Feminino 101 63% 76 50% 177 57% 0 0% 0.04*
exo )
Masculino 60 37% 75 50% 135 43% °
Etni Branco 91 57% 93 62% 184 59% ] 0% 0.47
nia )
Nao-branco 69 43% 58 38% 127 41% °
Pratica de exercicio Sim 88  55% 85 56% 173 55% 5 1% 0.86
pré-COVID-19 N30 72 45% 65 43% 137 44% ° '
Tabadi Sim 20 12% 13 9% 33 11% 43 149 0.39
abagismo )
9 Nao 120 75% 116 77% 236 76% °
< 39 anos 47 29% 59 39% 106 34%
Idade 40 - 49 anos 42 26% 40 26% 82 26% 2 1% 0.11
2 50 anos 71 44% 51 34% 122 39%
IMC Obeso 73 45% 53 35% 126 40% 0 0% 0.08
Nao obeso 88 55% 98 65% 186 60% ° '
Grave 73 45% 46 30% 119 38%
Espectro clinico . ° ° ° 0 0% 0.01*
N&o grave 88  55% 105 70% 193 62%

Legenda: Comorbidades preexistentes incluem pelo menos uma das seguintes condi¢gdes: doencas pulmonares, cardiovasculares, renais, hepaticas, diabetes,
imunodeficiéncia, neoplasias, acidente vascular cerebral (AVC), obesidade e tabagismo. A categoria N&o-branco na variavel etnia compreende individuos
autodeclarados negros, pardos ou asiaticos. No indice de massa corporal (IMC), individuos com valores 230 foram classificados como Obeso, enquanto aqueles com
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valores inferiores a esse limiar foram designados como N&o obeso. A classificacdo Grave no espectro clinico inclui pelo menos uma das seguintes condicdes:
necessidade de internagcdo em unidade de terapia intensiva (UTI), ventilagdo de alto fluxo e/ou permanéncia hospitalar 210 dias. Valores com * apresentaram
significancia estatistica. Fonte: Elaboracao prépria.
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No grupo caso, composto por individuos com sequelas, a maioria era do sexo
feminino (63%), enquanto no grupo controle a distribuicao entre homens e mulheres
foi mais equilibrada, com menor frequéncia de mulheres (50%). A proporgéo
significativamente maior de mulheres no grupo caso em comparagéo ao controle (p
= 0,04) sugere uma possivel maior predisposicao do sexo feminino a sequelas no
SNPer.

No grupo caso, 45% dos pacientes apresentaram a forma grave da doenga na fase
aguda, enquanto 55% tiveram a forma n&o grave. No grupo controle, a propor¢ao de
casos graves foi menor (30%), com 70% apresentando a forma ndo grave. Essa
diferenca foi estatisticamente significativa (p = 0,01), sugerindo uma associagao
entre a gravidade da condigdo clinica e o status de caso ou controle. Esses dados
indicam que individuos que desenvolveram a forma grave da COVID-19 podem ter

maior predisposicao a sequelas no SNPer.

Embora os fatores idade e IMC nao tenham atingido significancia estatistica, seus
valores de p estiveram mais proximos do limiar de significAncia em comparagao aos
demais fatores nao significativos. Portanto, eles ndo foram descartados na analise
de regressao logistica subsequente. A regressao logistica possibilita compreender,
de maneira mais aprofundada, a influéncia de caracteristicas sobre a presenca ou a
auséncia de sequelas. Esse método estatistico gera estimativas como a razdo de
chances (OR), que quantifica a forca da associacdo entre esses fatores e a
ocorréncia das sequelas. Além disso, os limites inferior (L95) e superior (U95) do
intervalo de confiangca indicam a margem de incerteza da estimativa, permitindo

avaliar a precisao e a confiabilidade do valor obtido para a OR.

Por fim, as variaveis comorbidades preexistentes (p = 0,47), etnia (p = 0,47), pratica
de exercicio pré-COVID-19 (p = 0,86) e tabagismo (p = 0,39) n&o foram
estatisticamente significativas, indicando que essas caracteristicas nao influenciaram

a distingao entre os grupos caso e controle.
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4.2. Classificador genémico

Neste estudo, o classificador complexo baseado em dados do exoma apresentou
resultados promissores. Diferentes modelos de aprendizado de maquina (ML) foram
treinados, e a selegdo do modelo para as analises subsequentes considerou o valor
da métrica area sob a curva ROC (AUC-ROC). Conforme ilustrado na Figura 1, o
modelo regresséao logistica (LR) obteve o melhor desempenho, com um AUC-ROC
de 0,89 no conjunto de teste. Esse valor indica que o classificador possui uma boa
capacidade de discriminagdo entre classes positivas e negativas, sendo

significativamente superior ao desempenho esperado pelo acaso (AUC-ROC = 0,5).

Observa-se que o desempenho do modelo LR melhora com o aumento do niumero
de SNPs (features). No entanto, esse ganho se estabiliza progressivamente apos o
aumento inicial, sugerindo que as variantes genéticas adicionais contribuem cada

vez menos para a melhoria do modelo.

Esse comportamento é esperado em aprendizado de maquina, onde a identificagcao
do ponto de saturagado é essencial para evitar a inclusdo de SNPs redundantes, que
ndo agregam ao desempenho do modelo, e minimizar o risco de overfitting (Oliveira,
2015; Takahashi et al., 2020). O grafico indica que a inclusdo de até cerca de 20
SNPs proporciona o melhor desempenho, motivo pelo qual esse valor foi

estabelecido como critério de corte para a analise das variantes genéticas.
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Figura 1: Performance do modelo em fungdo do valor da métrica AUC-ROC e do numero de SNPs
(features). O modelo de regressao logistica (LR) apresentou o melhor desempenho no numero de 20
features estabelecido. O valor de AUC-ROC tende a estabilizacdo conforme o nimero de SNPs
aumenta. Fonte: Elaboragao propria.

O modelo LR também apresentou desempenho estatisticamente robusto para todas
as demais métricas analisadas, conforme a matriz de confusdo e a Tabela 2

dispostas a seguir:

Confusion Matrix

-
No 23 7
sequelae
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A
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'
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Figura 2: Matriz de confusdo. Desempenho do classificador baseado no exoma humano e aprendizado
de maquina para prever a presenga ou auséncia de sequelas da COVID-19 no SNPer, utilizando 61
amostras de teste. Os resultados referem-se ao modelo LR, que apresentou as melhores métricas,
considerando as 20 features selecionadas. “No sequelae” se refere a classe negativa e “Sequelae” se
refere a classe positiva. A primeira coluna exibe as previsbes negativas (verdadeiros e falsos
negativos), enquanto a segunda coluna representa as previsbes positivas (falsos e verdadeiros
positivos). Os quadrantes em verde indicam as previsées verdadeiras do modelo. Fonte: Elaboragao
propria.

Tabela 2 - Métricas alcangadas para o modelo LR

Métrica Valor do conjunto de teste
Sensibilidade 0,87
Especificidade 0,77
AUC-ROC 0,90
Pontuagao F1 0,83
Preciséo 0,79
Acurécia 0,82

Fonte: Elaboragéo prépria.

O classificador apresentou um bom desempenho em termos de sensibilidade,
evidenciando sua eficacia na identificacdo correta das amostras positivas, isto é,
com a presenga de sequelas no SNPer. Quanto a especificidade, o modelo
demonstrou uma taxa de acerto de 77%, refletindo sua capacidade de distinguir os
pacientes sem sequelas no SNPer, reduzindo os falsos positivos. A Pontuacao F1,
que equilibra precisdao e sensibilidade, foi de 83%, indicando um desempenho
consistente. Ja a acuracia do modelo foi de 82%, demonstrando sua capacidade

global de classificacédo correta das amostras.

No entanto, classificadores baseados em LR ndo permitem a interpretacao direta da
relagdo entre as entradas e as previsdbes, nem do impacto individual de cada
caracteristica na classificacdo. Para elucidar o funcionamento interno do
classificador, empregou-se a técnica SHAP (Lundberg; Lee, 2017), um método
avancado de explicabilidade em aprendizado de maquina. Essa abordagem

quantifica a contribuicido de cada caracteristica para a previsao do modelo,
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proporcionando uma analise mais transparente do seu processo de tomada de

decisao.

A figura abaixo apresenta uma versdo adaptada de um grafico de violino, gerado
pela APl SHAP (Shapley Additive Explanations), compativel com o Scikit-learn, uma

das bibliotecas mais amplamente utilizadas em aprendizado de maquina:
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Figura 3: Impacto geral de cada gendtipo dos polimorfismos genéticos identificados pelo classificador
de aprendizado de maquina (ML) no progndstico das sequelas da COVID-19, analisado por SHAP
(Shapley Additive Explanations). As alteracbes alélicas e as associagbes entre rslDs e genes foram
determinadas a partir das posi¢gdes cromossémicas brutas, utilizando a anotagdo funcional fornecida
pela ferramenta snpXplorer. Valores SHAP positivos (>0) indicam maior risco, enquanto valores SHAP
negativos (<0) indicam efeito protetor em relacdo ao desenvolvimento de sequelas associadas ao
SNPer. Os polimorfismos genéticos estao ordenados de forma decrescente conforme sua importancia
relativa para o modelo preditivo. Em azul, homozigotos para o alelo de referéncia (Ref/Ref); em roxo
heterozigotos (Ref/Alt); em rosa, homozigotos para o alelo alternativo (Alt/Alt). A figura representa a
analise SHAP realizada sobre o conjunto de teste — alguns alelos podem n&o apresentar os trés
genotipos. Fonte: Elaboracgéo prépria.

A partir deste grafico, é possivel fazer algumas observacgdes relevantes. Os 20 SNPs
selecionados foram ordenados de acordo com sua importancia para a classificagao

do modelo, com os mais influentes posicionados no topo.

Cada ponto no grafico representa o gendtipo de um individuo, posicionado ao longo
da linha horizontal correspondente. Na parte inferior da figura, € possivel visualizar o
impacto de cada SNP na predicdo do modelo, indicando sua influéncia na presenca

ou auséncia de sequelas no SNPer associadas a essas variantes genéticas.
4.3. Regressao logistica (LR) stepwise

A regressao logistica submetida ao procedimento stepwise constitui uma abordagem
que realiza a pré-selecdo das variaveis com base no Critério de Informacao de
Akaike (Akaike Information Criterion — AIC), em vez de incluir todos os preditores
simultaneamente no modelo. O AIC é um método que compara diferentes modelos
estatisticos considerando, ao mesmo tempo, o grau de ajuste aos dados e a
complexidade do modelo, penalizando a inclusao excessiva de variaveis irrelevantes
(Cavanaugh; Neath, 2019). Durante o processo stepwise, as variantes sao
adicionadas ou retiradas automaticamente conforme contribuam para reduzir o valor
do AIC, o que indica um modelo com melhor capacidade explicativa. Essa estratégia
permite priorizar os SNPs com maior relevancia estatistica e evitar interpretagdes
baseadas em efeitos artificiais decorrentes do grande numero de variaveis genéticas

analisadas simultaneamente. Por esse motivo, apenas as variantes que
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permaneceram apds essa etapa sédo consideradas no modelo final, o que explica a

reducao do numero de SNPs observados, conforme apresentado na tabela abaixo:

Centro de Ciéncias da Saude,PPG em Biotecnologia

Av. Maruipe, 1468 — Campus Universitario

CEP 29047-185 Vitoria ES
pgbiotecnologia@gmail.com

www.biotecnologia.ufes.br



UNIVERSIDADE FEDERAL DO’ESPiRITO SANTO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

Tabela 3 - Resultados da analise por regressao logistica com seleg¢ao stepwise

42

Caracteristica/Variante Gene Alteragao alélica Tipo de mutacao Caracteristica/Genotipo OR 1C95% p-valor Interpretagao
Espectro clinico - - - Grave 3.3492 1.8438 — 6.2622 <0,001 Risco
Sexo - - - Masculino 0.3733 0.2061 - 0.6610 <0,001 Protecao
Heterozigoto 0.3864 0.1554 — 0.9330 0.036
rs12746138 ANO7L1 G>A regulatory Protegéo
Homozigoto Alterado 0.3671 0.2035 - 0.6494 <0,001
rs61837957 AGAP12P C>A non_coding_exon Heterozigoto 4.4402 1.5686 — 14.002 0.007 Risco
rs61837957 C>A non_coding_exon Homozigoto Alterado 0.7530 0.2959 — 1.8968 0.500 Protegao
rs2983757 Variante C>A regulatory Heterozigoto 1.1226 0.3998 — 3.1671 0.800 Risco
rs2983757 intergénica C>A regulatory Homozigoto Alterado 3.2080 1.1018 — 10.426 0.039 Risco
Heterozigoto 0.2418 0.0662 — 0.7920 0.023
rs2868591 NPIPB15 A>C missense Protecao
Homozigoto Alterado 0.4993 0.2725 - 0.8993 0.022
Heterozigoto 1.3571 0.3531 - 5.0092 0.600 Risco
rs354021 CD37 T>A regulatory
Homozigoto Alterado 0.6242 0.1733 -2.1210 0.500 Protecao
Heterozigoto 20.3350 1.7344 — 520.69 0.026
rs2242464 PAQRS5 C>A regulatory Risco
Homozigoto Alterado 18.9550 1.6798 — 475.58 0.027
Heterozigoto 0.2876 0.1087 — 0.7352 0.010
rs7182575 GOLGA6FP G>A downstream Protegéo
Homozigoto Alterado 0.3621 0.1563 — 0.8108 0.015
rs2286871 WYO1C T>A intron Heterozigoto 3.3733 0.4612 — 24.342 0.200 Risco
rs2286871 T>A intron Homozigoto Alterado 1.0807 0.1596 — 7.1235 >0.9 Risco
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rs2975057 HLAA G>A regulatory Heterozigoto 0.9592 0.4481 —2.0503 >0.9 Protegao
rs2975057 G>A regulatory Homozigoto Alterado 0.4807 0.2499 — 0.9094 0.026 Protecao

Legenda: Os nomes e valores riscados referem-se aos resultados que ndo atingiram o limiar de significancia estatistica. A interpretacado do espectro clinico considera a
comparagao do grupo “Grave” em relagao ao grupo “Leve”, enquanto a variavel sexo foi analisada comparando individuos do grupo “Masculino” em relagdo ao grupo
“Feminino”. Os rsIDs, os genes associados, as alteragdes alélicas e os tipos de mutagado foram obtidos por meio da anotagao funcional realizada através da ferramenta
snpXplorer. Para todos os SNPs, a interpretagdo baseia-se na comparagdo dos genotipos heterozigoto e homozigoto alterado em relagdo ao alelo selvagem
correspondente. Valores com * apresentaram significancia estatistica. Fonte: Elaborag&o proépria.
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Observou-se que individuos do sexo masculino apresentaram menor chance no
desenvolvimento de sequelas no SNPer. Em relacdo ao espectro clinico, casos
graves mostraram maior probabilidade nesse desfecho quando comparados aos

leves.

Dos 20 SNPs retornados pelo classificador, apenas 7 permaneceram significativos
apos a LR. Sao eles: rs12746138 (ANO7L1), que apresentou efeito protetor tanto no
genotipo heterozigoto quanto no homozigoto alterado; rs61837957 (AGAP12P), cujo
genotipo heterozigoto associou-se a aumento do risco; rs2983757 (regido sem
genes), com efeito de risco observado no homozigoto alterado; rs2868591
(NPIPB15), que demonstrou efeito protetor nos gendétipos heterozigoto e homozigoto
alterado; rs2242464 (PAQRS), com associagdo a risco em ambos os gendtipos
heterozigoto e homozigoto alterado; rs7182575 (GOLGAG6FP), mostrando efeito
protetor nos gendtipos heterozigoto e homozigoto alterado; e rs2975057 (HLA-A),

que apresentou efeito protetor no genétipo homozigoto alterado.
4.4. Associacao dos SNPs significativos com tragos GWAS

O grafico da figura a seguir foi gerado pela ferramenta snpXplorer (Tesi et al., 2021).
Ele exibe a associacédo entre os polimorfismos genéticos identificados e os tragos
fenotipicos catalogados no Genome-Wide Association Studies (GWAS). O GWAS é
uma abordagem que investiga, de maneira ampla, o genoma de grandes populagdes
para identificar variantes genéticas associadas a caracteristicas especificas, como
doencgas, parametros clinicos e outros fenétipos complexos (Visscher et al., 2017).
Esses estudos reunem informagdes provenientes de diversos consorcios e bancos
de dados publicos, permitindo contextualizar os SNPs detectados em relagdo a
achados ja descritos na literatura cientifica. A visualizagdo apresentada contribui
para compreender se as variantes associadas as sequelas neuroldgicas também
estao envolvidas em outros processos bioldgicos ou condi¢des clinicas previamente

estudadas:
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Figura 4: Tragos fenotipicos catalogados no GWAS associados aos genes mapeados a partir dos SNPs
significativos. O eixo vertical apresenta as diferentes caracteristicas fenotipicas, e o eixo horizontal
indica a proporgao de genes, identificados por meio dos SNPs, que ja foram relacionados a cada trago.
Fonte: Elaboragao propria.

A andlise de sobreposicdo com o catalogo GWAS revelou que uma fracéo
significativa dos genes mapeados pelos SNPs identificados apresenta associagdes
com fendtipos imunologicos (ex.: niveis circulantes de citocinas, troca de isotipo de
imunoglobulina), hematolégicos (ex.: contagem de reticulécitos, hemoglobina) e
cognitivos. Tais achados sustentam a plausibilidade biolégica dos loci detectados
estarem associados a perturbagdes inflamatérias e hematologicas, contribuindo para

as manifestagdes clinicas observadas.
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4.5. Anadlise de enriquecimento de vias

Para aprofundar a interpretacdo dos achados genéticos identificados, foi realizada a
analise de enriquecimento de vias biologicas também por meio da ferramenta
snpXplorer (Tesi et al., 2021). Essa abordagem possibilita associar as variantes
genéticas identificadas a processos bioldgicos relevantes e identificar vias
significativamente enriquecidas no banco de dados Reactome (REAC). Dessa forma,
torna-se possivel contextualizar os mecanismos moleculares potencialmente
relacionados aos SNPs significativos. A tabela abaixo apresenta as vias biologicas
enriquecidas, organizadas por grupo tematico, a fim de facilitar a visualizagdo e a

compreensao dos resultados:
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Tabela 4 - Enriquecimento de vias Reactome (REAC)

Grupo tematico Vias Reactome (p<0.05)

Apresentacdo de antigenos: dobramento, montagem e carregamento de
Apresentagao antigénica e processamento de antigenos peptideos MHC classe I*; Via endossémica/vacuolar*; Processamento -
Apresentacao cruzada de antigenos; Via do reticulo endoplasmatico—fagossomo.

Sinalizagao de interferon alfa/beta; Sinalizagdo de interferon gama; Interagdes do
Sinalizagao Interferénica e resposta antiviral SARS-CoV-2 com o hospedeiro; O SARS-CoV-2 ativa/modula respostas imunes
inata e adaptativa.

Regulacdo negativa mediada por Nef da expressdo de MHC classe | na
superficie celular*; A proteina Nef promove a modulagao negativa de receptores

Interagdes do HIV e evasao imune da superficie celular ao recruta-los para adaptadores de clatrina*; Interagdes dos
fatores do HIV com o hospedeiro; O papel da proteina Nef na replicagdo do HIV-1
e na patogénese da doenca.

Ubiquitinagao e regulagao poés-traducional Ubiquitinagao de proteinas; Ligases E3 de ubiquitina ubiquitinam proteinas-alvo.

Legenda: Vias biolégicas enriquecidas que apresentaram significancia estatistica (p < 0,05) agrupadas conforme a fungao biolégica. As vias com * correspondem as que
apresentaram os menores valores p. Fonte: Elaboragéo propria.
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5. Discussao

5.1. Acerca dos fatores sociodemograficos

O presente estudo sugere uma maior predisposicdo do sexo feminino ao
desenvolvimento de sequelas no SNPer. Esses achados estdo em concordancia
com pesquisas anteriores, como o estudo de Saxena e Mautner (2025), que indica
um risco aumentado de COVID longa em mulheres em comparacédo aos homens.
Embora ainda nao haja uma explicacédo definitiva para essa maior suscetibilidade, a

desregulacdo hormonal tem sido sugerida como um fator relevante.

Além disso, de acordo com Jensen et al. (2022), os mecanismos do sistema imune
inato feminino resultam em uma resposta imunolégica mais eficiente, promovendo
uma eliminagdo mais rapida de patdgenos e maior eficacia vacinal. No entanto, essa
hiperativacdo do sistema imune também pode aumentar o risco de respostas
desreguladas, tornando as mulheres mais propensas ao desenvolvimento de
doencas autoimunes e da inflamagao crdnica persistente, que desempenha um

papel chave no desenvolvimento ou persisténcia de sequelas p6s-COVID-19.

Corroborando essas evidéncias, o estudo de Shah et al. (2025) evidenciou que o
sexo feminino esta significativamente associado ao maior risco de desenvolvimento
de COVID longa, mesmo ap6s ajuste por fatores demograficos, clinicos e sociais. O
risco foi particularmente elevado em mulheres entre 40 e 54 anos (RR = 1,48; razao
de risco que indica um aumento de 48% no risco em comparagao aos homens),
especialmente naquelas n&do menopausadas, sugerindo um papel modulador dos
hormdnios sexuais femininos. A pesquisa também identificou que sintomas como
fadiga, mal-estar pds-esforco, confusdo mental e palpitagées foram mais prevalentes
entre mulheres com COVID longa. Esses dados fortalecem a hipdtese de que
fatores hormonais, imunolégicos e inflamatérios especificos do sexo feminino
contribuem para uma trajetéria clinica distinta e mais propensa a cronicidade

pos-infeccéo pelo SARS-CoV-2.
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Por esse motivo, pesquisadores tém postulado que diferengas sexuais na resposta
imunoldgica podem desempenhar um papel central na evolugdo da COVID-19.
Homens, de modo geral, apresentam uma resposta imune menos robusta, o que os
torna mais suscetiveis a forma grave da infec¢do. Em contraste, mulheres tendem a
ter uma resposta imunoldgica mais vigorosa e eficiente, favorecendo a eliminagao do
virus durante a fase aguda. No entanto, esse padrao de ativagdo imune elevado e
sustentado, caracteristico do sexo feminino, pode aumentar a predisposi¢cao ao
desenvolvimento de sequelas poés-infecciosas, com tracos inflamatérios e
autoimunes persistentes, como observado em casos de COVID longa (Jensen et al.,
2022).

Além disso, os dados analisados neste estudo indicam que a gravidade da infecgéo
inicial esta associada a um risco aumentado de sequelas no SNPer. Individuos que
evoluem para formas graves da COVID-19 tendem a apresentar um estado
inflamatorio sistémico (MIS, do inglés multisystem inflammatory syndrome)
exacerbado, caracterizado por tempestade de citocinas, disfungdo endotelial,
alteragdes na coagulacao e lesdes teciduais multissistémicas (Booker et al., 2025).
Tais alteragdes fisiopatoldgicas intensas podem desencadear danos duradouros no
sistema nervoso periférico. Assim, tanto a inflamagao persistente associada a
resposta imunoldgica intensa em mulheres quanto os efeitos da inflamagao aguda
grave contribuem, por mecanismos distintos, para o surgimento de sequelas
pos-COVID-19.

5.2. Acerca das vias enriquecidas e dos genes relacionados

A andlise de regressao logistica identificou SNPs estatisticamente significativos, que
foram mapeados aos seus respectivos genes candidatos. A integracdo desses
achados com dados de enriquecimento funcional e da literatura possibilitou a

construgéo de algumas hipéteses bioldgicas plausiveis.

A analise de enriquecimento funcional revelou o predominio de vias associadas a

apresentacgao antigénica e processamento de antigenos mediados por MHC classe |
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e de interagbes do HIV e evasdo imune, consistentes com descrigbes prévias de
processos envolvidos na COVID-19 (Rana; Ignatz-Hoover; Driscoll, 2023; Zhang et
al., 2021). E importante ressaltar que a maior parte dessas vias foi relacionada
principalmente ao gene HLA-A (rs2975057), reconhecido por seu papel central na

regulagcao da resposta imunoldgica adaptativa (Bouayad, 2021).
HLA-A - Human Leukocyte Antigen A (rs2975057)

O gene HLA-A codifica uma proteina do complexo principal de histocompatibilidade
(MHC) classe |, fundamental para a apresentagdo de antigenos e ativagcdo de
linfocitos T CD8+, desempenhando um papel essencial na resposta imune contra
patdgenos intracelulares, incluindo o SARS-CoV-2 (Gangaev et al., 2021). A sua
expressdo € modulada por citocinas como interferon-gama e interferon-alfa/beta,
vias que também foram enriquecidas na analise funcional. Estudos prévios
demonstraram que variagdes na regido de HLA-A podem influenciar na
suscetibilidade e na evolugdo de doengas infecciosas e autoimunes, corroborando a

relevancia do presente achado (Langton et al., 2021).

O polimorfismo HLA-A rs2975057 demonstrou, no presente estudo, um possivel
efeito protetor contra o desenvolvimento de sequelas no SNPer. A maioria dos alelos
classicos do gene HLA-A é definida por variagdes nos éxons 2 e 3, que codificam a
regidao de ligagdo ao peptideo (Robinson et al., 2017). No entanto, o rs2975057 esta
localizado em uma regido intrénica, e, até o momento, n&o foi descrito como
determinante de alelos classicos, tampouco como marcador funcional de risco ou
protecao em doencgas neuroldgicas. Isso indica que o efeito protetor observado pode

configurar uma evidéncia original ainda nao relatada.

A complexidade estrutural do locus HLA dificulta o estabelecimento de vinculos
precisos entre o SNP identificado e hapldtipos funcionais. Contudo, esse
mapeamento alélico ndo foi o foco do presente estudo. Estudos funcionais
adicionais, incluindo analises de expressao génica e caracterizagdo de haplatipos,

sdo essenciais para elucidar o papel biologico de rs2975057 e confirmar se esse
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efeito protetor observado realmente representa um mecanismo previamente nao

descrito.

A substituicdo nucleotidica observada (G>A) corresponde a uma variante de
natureza regulatéria. Embora esse polimorfismo especifico ainda ndo tenha sido
descrito como marcador funcional em doengas neuroldgicas, a associacao do gene
HLA-A com efeitos imunoprotetores ja € amplamente documentada na literatura,
especialmente em contextos infecciosos. Estudos populacionais e metanalises
indicam que alelos como HLA-A*02, HLA-A*31 e HLA-A*11 estdo associados a uma
resposta imunolégica mais eficaz contra o SARS-CoV-2 e a menor risco de evolugao
para formas graves da COVID-19 (Dobrijevi¢ et al., 2023; Littera et al., 2020;
Migliorini et al., 2021).

Nos alelos HLA-A*02 e HLA-A*11, observa-se um mecanismo imunolégico
particularmente relevante. Estes apresentam elevada capacidade de apresentacao
de epitopos do SARS-CoV-2 aos linfécitos T CD8*, promovendo uma resposta
citotoxica mais eficiente. Essa maior cobertura na apresentacdo antigénica esta
associada a redugdo do risco de formas graves da COVID-19, bem como de
complicagdes pos-infecciosas (Migliorini et al., 2021). Segundo Migliorini et al.
(2021), a capacidade de apresentagdo de antigenos mediada por moléculas HLA
constitui um dos fatores genéticos mais importantes para explicar a variabilidade

interindividual na gravidade da infecgao.

Estudos indicam que determinados alelos do sistema HLA, como o HLA-A*02, estao
associados a respostas imunoldgicas mais eficazes e a menor gravidade da
COVID-19 em algumas populagdes, conforme observado em analises realizadas na
ltdlia e nos Emirados Arabes Unidos (Migliorini et al., 2021; Tay et al., 2023). De
forma complementar, outras investigagcbes sugerem que o alelo HLA-A*23,
predominante em populagbes do Leste Asiatico, esta relacionado a um papel
protetor contra a infecgdo pelo SARS-CoV-2, enquanto o alelo HLA-A*02, mais

frequente em europeus, associa-se a um risco reduzido de mortalidade entre
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pacientes infectados. Esses achados reforcam as evidéncias de que variantes
especificas do HLA podem exercer efeitos protetores diferenciados entre populacdes
globalmente distintas (Soko et al., 2022). Tal constatagdo também corrobora os
resultados de Fakhkhari; Caidi; Sadki (2023), que destacam que a associagao entre
alelos de HLA e os desfechos clinicos da COVID-19 pode ser modulada por fatores
genéticos proprios de cada populagao, considerando o elevado grau de polimorfismo

desse sistema entre diferentes grupos étnicos.

Tais achados evidenciam que determinados polimorfismos ou alelos do gene HLA-A
podem influenciar a apresentagdo antigénica e a ativagdo de linfécitos T CD8,
contribuindo para uma eliminagao viral mais eficiente e, por conseguinte, para a
mitigacdo de complicagbes de longo prazo. A convergéncia dessas evidéncias
reforca a importancia funcional de variantes em HLA-A como potenciais

moduladores genéticos da susceptibilidade a desfechos pés-infecciosos.

Nesse contexto, levanta-se a hipétese de que o polimorfismo rs2975057 possa estar
associado a uma regulagdo positiva da expressédo de HLA-A, promovendo maior
ativacado das respostas imune inata e adaptativa. Especificamente, um aumento na
expressdao de moléculas HLA-A na superficie celular poderia favorecer a
apresentacao mais eficiente de antigenos aos linfocitos T CD8*, intensificando a
resposta imune citotoxica e limitando os danos prolongados, como aqueles

observados nas sequelas neurologicas p6s-COVID-19.

Por fim, é relevante destacar que o predominio do gene HLA-A nas vias identificadas
pode ser atribuido ao seu papel central na resposta imune. Esse gene codifica
diretamente moléculas do complexo principal de histocompatibilidade de classe |
(MHC 1), elementos essenciais no processamento e apresentagcdo de antigenos aos
linfécitos T citotoxicos. Sua expressao € regulada por citocinas, como os interferons,
e pode ser alvo de estratégias de evasao viral, a exemplo da modulagéo promovida
pela proteina Nef do HIV (Mwimanzi et al., 2012). Diante de sua elevada relevancia

funcional, é plausivel que as analises de enriquecimento funcional apresentem forte
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influéncia de HLA-A, refletindo sua participagdo proeminente em diversas vias

imunorregulatérias.

Pseudogenes ANO7L1 - Anoctamin 7 Like 1 (rs12746138), AGAP12P - ArfGAP
With GTPase Domain, Ankyrin Repeat And PH Domain 12 (rs61837957) e
GOLGAGFP - Golgin A6 Family Member F (rs7182575)

Embora os genes ANO7L1, AGAP12P e GOLGAG6FP nao tenham sido associados
diretamente as vias enriquecidas na analise funcional, estes correspondem a
pseudogenes que nao codificam proteinas funcionais. O gene ANO7L1 encontra-se
sobre-expresso na mucosa do esbdfago (GeneCards — The Human Gene Database,
2024) e seu SNP identificado relaciona-se a prote¢cdo. O gene AGAP12P, com SNP
associado a risco, € expresso em diversos tecidos, com destaque para a
sobre-expressdo nos testiculos e presenca em células-tronco germinativas
masculinas e no apice do coragado (GeneCards — The Human Gene Database,
2024). Ja o gene GOLGA6FP, com SNP associado a protegdo, localiza-se no
cromossomo 15, pertence a familia golgin A6 e é anotado como pseudogene
expresso em tecidos do trato reprodutivo masculino, embora sem funcao proteica
caracterizada (GeneCards — The Human Gene Database, 2024). Apesar de suas
funcbes permanecerem pouco caracterizadas, € plausivel que variagbes nessas
regides gendmicas exergam efeitos indiretos sobre mecanismos regulatérios de
expressao génica ou modulacado epigenética (An et al., 2017; Milligan & Lipovich,

2015), aspectos ainda ndo explorados de forma sistematica na literatura.
Variante intergénica (rs2983757)

Até o momento, também n&o foram identificadas informagdes na literatura cientifica
que relacionem o SNP intergénico associado a risco identificado (rs2983757) a
qualquer fendtipo descrito. A auséncia de associagdo com vias imunoldgicas
classicas nao invalida sua potencial relevancia, mas reforca a necessidade de
investigagcbes adicionais que possam esclarecer os papeis dessas variantes na
COVID-19 e na COVID longa.
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NPIPB15 - Nuclear Pore Complex Interacting Protein Family Member B15
(rs286859)

O gene NPIPB15 nao foi diretamente associado as vias enriquecidas na analise
funcional. Entretanto, considerando sua fung¢ao relacionada ao complexo do poro
nuclear (GeneCards — The Human Gene Database, 2024), é plausivel hipotetizar
que a variante identificada exerce efeito protetor contra sequelas no SNPer
p6s-COVID-19 possivelmente por modular mecanismos regulatérios do transporte
nucleocitoplasmatico. Especula-se que essa modulacao possa limitar a translocacao
de fatores proé-inflamatorios ou preservar a homeostase celular em neurdnios
periféricos, uma vez que o poro nuclear desempenha papel central na entrada e
saida de mediadores inflamatérios e elementos do ciclo viral (Guo et al., 2023,
Zhang et al., 2025). Assim, polimorfismos nessa familia génica poderiam influenciar
a magnitude e a duragdo da resposta inflamatéria local, mitigando processos
neurodegenerativos ou alteragdes na fungao axonal. Embora essa hipotese careca
de confirmag&o experimental, ela sugere que variantes em genes envolvidos no
transporte nuclear podem representar potenciais marcadores genéticos de

suscetibilidade ou ndo a complicagdes neuroldgicas pos-infecciosas.
PAQRS5 - Progestin and AdipoQ Receptor Family Member 5 (rs2242464)

O gene PAQRS5 também nao foi diretamente ligado as vias identificadas, mas
codifica um receptor de membrana relacionado a sinalizagdo de progestogénios,
moléculas que apresentam expressdo detectavel em diversos tecidos, incluindo
alguns segmentos do sistema nervoso. Esses ligantes exercem fungdes
anti-inflamatérias, neuroprotetoras e participam da manutencdo da integridade
tecidual (Melcangi; Panzica, 2009). Considerando que progestinas e seus receptores
nucleares desempenham funcdes reconhecidamente neuroprotetoras e moduladoras
da inflamacdo em diversos modelos experimentais (Bassani et al., 2023; Giatti;
Melcangi; Pesaresi, 2016), € plausivel supor que PAQRS, enquanto membro da

familia de receptores de progestina de membrana, possa influenciar respostas
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inflamatdrias sistémicas ou a sinalizagao hormonal em tecidos neurais.

Assim, variantes neste gene poderiam, indiretamente, alterar a suscetibilidade ou a
recuperacao frente a danos induzidos por processos infecciosos, como observado
em sequelas neurolégicas pos-COVID-19. O polimorfismo associado ao risco
encontrado neste estudo situa-se em sua regido regulatéria, podendo afetar sua
expressao génica reduzindo a protecéo fisioldgica frente a inflamagao induzida pela
COVID-19. Consequentemente, tal situagdo pode favorecer processos degenerativos
ou retardar a regeneracdo axonal, contribuindo para a persisténcia das
manifestagdes neuroldgicas reportadas pelos pacientes. Essa hipotese, contudo,
carece de validacdo experimental, uma vez que ndo ha demonstragao funcional

direta da participacao de PAQRS na homeostase do sistema nervoso.
6. Conclusao

Os resultados obtidos no presente estudo fornecem evidéncias preliminares de que
fatores sociodemograficos, clinicos e genéticos podem atuar de maneira integrada
na determinacdo do risco ou protecdo frente a sequelas no sistema nervoso
periférico p6s-COVID-19.

A maior suscetibilidade observada nas mulheres e em individuos que apresentaram
formas graves da doenca corrobora hipoteses ja estabelecidas de que a inflamacgao
sistémica exacerbada e a ativagdo imune persistente sejam elementos centrais na

patogénese das manifesta¢cdes neuroldgicas prolongadas.

As analises conduzidas por meio do classificador complexo, da regressao logistica e
do mapeamento funcional dos SNPs identificados evidenciaram o papel potencial e
sem precedentes descritos na literatura da variante rs2975057 do gene HLA-A. Esta
variante, possivelmente envolvida nos mecanismos classicos de apresentagao
antigénica e na resposta imunoldgica adaptativa, demonstrou contribuicdo protetora

frente ao desenvolvimento de neuropatias periféricas.
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A associagao de variantes nos genes NPIPB15 e PAQRS5 também se destaca como
um achado relevante. Observou-se que a variante nos gene NPIPB15 conferiu efeito
protetor, enquanto a variante no gene PAQRS esteve associada a maior risco de
neuropatias periféricas. Esses resultados sugerem que mecanismos relacionados ao
transporte nucleocitoplasmatico e a sinalizagdo de progestogénios podem exercer
influéncia significativa sobre a suscetibilidade individual a danos neuronais e

processos de desmielinizagao.

As variantes localizadas em pseudogenes e regides intergénicas, como ANO7L1,
AGAP12P, GOLGAG6FP e rs2983757, ainda que nao vinculadas diretamente a vias
imunoldgicas reconhecidas, apresentaram associacoes relevantes: ANO7L1 e
GOLGAGFP conferiram efeito protetor, enquanto AGAP12P e rs2983757 estiveram
associadas a maior risco de neuropatias periféricas. Esses achados sugerem que
tais variantes podem exercer efeitos regulatérios indiretos sobre processos
biologicos envolvidos na suscetibilidade a danos neuronais, destacando a

necessidade de investigagdo aprofundada.

Tais hipéteses, embora ainda carecam de confirmacao experimental, apontam novos
caminhos de pesquisa que podem contribuir para o esclarecimento da fisiopatologia
da COVID longa e para o desenvolvimento de estratégias de prevengcao e

monitoramento de sequelas neuroldgicas prolongadas em populagdes vulneraveis.
7. Contribuicao biotecnolégica e perspectivas futuras

Os resultados deste estudo oferecem uma contribuigdo significativa para a area da
biotecnologia, pois identificaram um conjunto de variantes genéticas que podem
compor painéis de rastreamento gendmico voltados a predigao do risco de sequelas

neurologicas pés-COVID-19.

A caracterizacdo de SNPs associados a risco e protecdo, combinada ao uso de
modelos de aprendizado de maquina, fortalece o desenvolvimento de biomarcadores

de suscetibilidade com potencial aplicaggo em estratégias de medicina
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personalizada, programas de vigilancia gendmica e identificacdo de novos alvos
terapéuticos. Essa abordagem integrada evidencia o potencial translacional dos
achados, aproximando a pesquisa basica das praticas clinicas inovadoras no

contexto da saude publica e da biotecnologia aplicada.

Entre os possiveis desdobramentos, destacam-se a criacdo de kits diagndsticos
baseados em painéis de genotipagem, o desenvolvimento de plataformas digitais de
apoio a decisao clinica para estratificacdo de risco, o armazenamento estruturado
dos dados genéticos em biobancos integrados, além da implementagcdo de
programas de monitoramento gendmico populacional que possam subsidiar politicas
publicas direcionadas ao acompanhamento de individuos vulneraveis a sequelas

neurologicas prolongadas.
8. Limitagoes

A ferramenta snpXplorer também foi empregada para o mapeamento de variantes, a
fim de atribuir a cada SNP, previamente identificado por posicdo cromossdémica pelo
classificador, um rsID e um gene correspondente. Para isso, além do mapeamento
posicional classico, a ferramenta integra inferéncias derivadas de expression
Quantitative Trait Loci (eQTL), splicing Quantitative Trait Loci (sQTL), escores
preditivos como CADD, impactos em regides codificantes e elementos regulatorios,
bem como efeitos de co-localizagdo genémica, que permitem relacionar variantes a
genes proximos ou funcionalmente conectados. Essa abordagem exploratoria, que
combina multiplas bases de dados secundarias, possibilita a associacdo das
variantes a genes de forma mais abrangente do que métodos exclusivamente
posicionais. No entanto, tais anotagdes possuem carater preditivo e, portanto,
demandam validagdo adicional, que inclua: (i) a confirmagdo em bancos de dados
posicionais classicos; e (ii) analises funcionais complementares, como testes de
expressao génica, edicao genbmica e ensaios de atividade regulatéria, a fim de

garantir maior confiabilidade na atribuicao variante-gene realizada.
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Além disso, é importante destacar que a diferenga entre os métodos de analise de
dados do classificador e da regressao logistica ajuda a explicar por que surgiram
resultados aparentemente opostos para a variante intergénica rs2983757. Essa
variante apareceu como protetora na analise do classificador, mas como fator de

risco na LR.

Isso possivelmente aconteceu porque o classificador utiliza técnicas de inteligéncia
artificial chamadas algoritmos de aprendizado de maquina, que tém como objetivo
principal prever com mais precisdo quem pertence a cada grupo, caso e controle.
Para isso, o classificador identifica padrbes complexos nos dados, incluindo
combinagdes entre diferentes variantes genéticas, que ajudam a separar melhor os
participantes com e sem sequelas. Assim, ele pode indicar que uma determinada
variante contribui para risco ou protecdo porque, no conjunto de todas as
informacdes avaliadas, sua presenca aumenta a capacidade de distingdo entre os

grupos.

Por esse motivo, a analise com o classificador € realizada primeiro, mas nao
representa a etapa conclusiva. Apos essa triagem inicial, seguem-se analises
estatisticas mais tradicionais e detalhadas, neste caso, a regressao logistica, que

permite confirmar ou aprofundar o entendimento desses achados.

Diferentemente do classificador, a regressao logistica tem como principal objetivo
estimar o efeito individual de cada variante genética, considerando sua contribuicao
isolada ou ajustada pelas demais variaveis incluidas no modelo. Esse método é
mais interpretativo e é tradicionalmente empregado para verificar se uma variante
especifica, por si sO, estda associada ao aumento ou a reducdo do risco de
determinada condicdo. Nessa etapa, caso ainda permanegam, mesmo apos a
triagem inicial com o classificador, variaveis altamente correlacionadas entre si
(situagao conhecida como multicolinearidade), o modelo de regressao pode produzir

resultados distintos daqueles observados no classificador.
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Essa divergéncia é particularmente frequente em analises genémicas, uma vez que
0 genoma apresenta situagdes como o desequilibrio de ligacdo, em que variantes
proximas tendem a ser herdadas em conjunto, e as interagdes epistaticas, nas quais
o efeito de uma variante depende da presenca de outras. Essas particularidades
genbmicas contribuem para padrdes complexos nos dados e tornam mais dificil

isolar e interpretar os efeitos individuais de cada variante na analise estatistica.

Portanto, o resultado divergente entre o classificador e a regressao logistica
observado para a variante rs2983757 pode refletir essencialmente uma diferenca
conceitual entre os métodos. Pode-se considerar que, de forma isolada, essa
variante esteja associada ao aumento do risco, mas, em combinagdo com outras
variantes genéticas e fatores n&o genéticos, sua presenga pode contribuir para um

efeito protetor.

Essa é justamente a maior dificuldade de se trabalhar com dados genémicos, em
razao da alta multicolinearidade e da complexidade das interagdes entre variantes.
Estudos futuros com amostras mais amplas e metodologias que combinem
abordagens preditivas e interpretativas, como elastic net regression, random forests,
gradient boosting machines e andlise de redes de interagdo génica, poderéo
contribuir para esclarecer de forma mais robusta a relevancia de cada associagao
identificada no desenvolvimento e/ou persisténcia de sequelas neuroldgicas

periféricas.

O grupo de pesquisa do Nucleo de Genética Humana e Molecular (NGHM) da
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES) encontra-se ainda em processo de
capacitacdo técnica nessa area, que constitui uma fronteira do conhecimento
cientifico e carece de profissionais especializados. O modelo metodoldgico
empregado neste estudo seguiu protocolos descritos em investigagdes previamente
publicadas, como o trabalho de Pastor et al., (2023), conduzido por pesquisadores
com ampla experiéncia na area. A exploragdo de estratégias analiticas mais

inovadoras e complexas, como as mencionadas anteriormente, depende do
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fortalecimento continuo da capacitagcdo técnica da equipe, bem como do
estabelecimento de colaboragdes multidisciplinares e interinstitucionais que possam
ampliar o dominio e a aplicacdo dessas abordagens no contexto da gendmica

aplicada a saude.
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