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ESTRATIFICACAO MOLECULAR E AVALIACAO DA INFLUENCIA DE
POLIMORFISMOS DE ACE2 E TMPRSS2 NO PROGNOSTICO DA COVID-19
RESUMO

Nos primeiros meses da pandemia por COVID-19, estudos cientificos demonstraram diferencas nas
frequéncias alélicas de variantes do gene TMPRSS2 (rs2070788) entre asiaticos e italianos,
revelando que niveis de expressdo mais altos de TMPRSS2 sdo mais frequentes na populacao da
Italia, pais fortemente atingido pela pandemia, do que na populacdo do leste asiatico. Além disso,
foi reportado que o SNP rs35803318 (ACEZ2) apresentou maior frequéncia na populacgéo italiana,
quando comparada as frequéncias do continente africano e sul asiatico. Vale ressaltar que ambos 0s
genes originam proteinas fundamentais para a ligacao do virus SARS-CoV-2 a membrana da célula
do hospedeiro e, por isso, polimorfismos em diferentes populagdes podem influenciar a viruléncia
e a gravidade da doenca. Além disso, o produto do gene TMPRSS2 (uma serino-protease
transmembranar) é um potencial alvo farmacoldgico na COVID-19. Portanto, o objetivo deste
trabalho foi a caracterizacdo e estratificacdo genética das frequéncias alélicas variantes do gene
TMPRSS2 e ACE2 de pacientes com diferentes apresentacdes clinicas da COVID-19. Para isso,
realizou-se o diagnostico molecular da infeccdo por SARS-CoV-2 por RT-gPCR. No total, 148
pacientes com resultado positivo foram submetidos as analises de genotipagem por PCR em Tempo
Real (QPCR). Todos os resultados da genotipagem foram analisados em comparacdo com 3.115
amostras de 26 populacdes diferentes concentradas em cinco grupos continentais: Africa, Américas,
Asia Oriental, Europa, e Sul da Asia. Para ACE2 (rs35803318) os resultados encontrados foram de
92,6% para 0 genotipo CC, 3,4% para o geno6tipo CT e 4,0% de portadores do genétipo TT. Para
TMPRSS2 (rs2070788), as frequéncias genotipicas foram de 22,3% do genoétipo GG, 50,7% do
genotipo AG e 27% de portadores do gen6tipo AA. A distribuicdo dos gendtipos e frequéncias dos
alelos para os polimorfismos humanos de TMPRSS2 (rs2070788) e ACE2 (rs35803318) variaram
significativamente entre as populagdes mundiais e a coorte de Fortaleza (Ceara, Brasil). Foi
evidenciado que os polimorfismos da ACE2 e TMPRSS2 estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg
(HWE) na maioria das populagdes (valor de p > 0,05), exceto para o SNP rs35803318 (ACE2) na
populacdo de Fortaleza (valor de p < 0,05). Uma andlise de locus de traco quantitativo de expressdo
(eQTL do inglés: expression quantitative trait loci) revelou que o SNP rs35803318 esté associado
a uma expressao alterada do gene PIR, enquanto para o SNP rs2070788 foi encontrada apenas
associagdo de eQTLs com o tecido pulmonar. A analise conjunta dos resultados de genotipagem
com os dados clinicos de pacientes gravemente doentes por COVID-19 revelou, ainda, ndo haver
associacao entre a distribuicdo de alelos e gendtipos de ACE2 e TMPRSS2 com as varidveis
categoricas (desfecho, ocorréncia de sepse e necessidade de ventilagdo mecanica) e intervalares
(escala de Glasgow, frequéncia respiratdria, frequéncia cardiaca, pressdo diastolica e sistolica,
contagem de leucdcitos, plaquetas e niveis de creatinina) disponiveis.

Palavras-chaves: COVID-19. SARS-CoV-2. Varia¢do genética. Polimorfismo de nucleotideo
unico.



MOLECULAR STRATIFICATION AND EVALUATION OF THE INFLUENCE OF ACE2
AND TMPRSS2 POLYMORPHISMS ON THE PROGNOSIS OF COVID-19

ABSTRACT

In the first months of the COVID-19 pandemic, scientific studies showed differences in the allele
frequencies of variants of the TMPRSS2 gene (rs2070788) between Asians and Italians, revealing
that higher levels of TMPRSS2 are more frequent in the population of Italy, a country hit hard by
the pandemic, than in the East Asian population. In addition, it was reported that the SNP
rs35803318 (ACE2) was more frequent in the Italian population, when compared to the frequencies
of the African continent and South Asia. It is noteworthy that both genes originate proteins that are
essential for binding the SARS-CoV-2 virus to the host cell membrane and, therefore,
polymorphisms in different populations can influence the virulence and severity of the disease.
Furthermore, the TMPRSS2 gene product (a transmembrane serine protease) is a potential
pharmacological target in COVID-19. Therefore, the objective of this work was the characterization
and genetic stratification of the variant allele frequencies of the TMPRSS2 and ACE2 gene of
patients with different clinical presentations of COVID-19. For this, molecular diagnosis of SARS-
CoV-2 infection was carried out by RT-gPCR. A total of 148 patients with a positive result
underwent Real Time PCR (gPCR) genotyping analysis. All genotyping results were analyzed
against 3,115 samples from 26 different populations concentrated in five continental groups: Africa,
Americas, East Asia, Europe, and South Asia. For ACE2 (rs35803318) the results found were 92.6%
for the CC genotype, 3.4% for the CT genotype and 4.0% of TT genotype carriers. For TMPRSS2
(rs2070788), the genotype frequencies were 22.3% of the GG genotype, 50.7% of the AG genotype
and 27% of AA genotype carriers. The distribution of genotypes and allele frequencies for the
human TMPRSS2 (rs2070788) and ACE2 (rs35803318) polymorphisms varied significantly
between world populations and the Fortaleza (Ceara, Brazil) cohort. It was shown that the ACE2
and TMPRSS2 polymorphisms were in Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) in most populations
(p-value>0.05), except for the SNP rs35803318 (ACE2) in the population of Fortaleza (p-value<
0.05). A quantitative expression trait locus (eQTL) analysis revealed that the SNP rs35803318 is
associated with an altered expression of the PIR gene, while for the SNP rs2070788 only association
of eQTLs with lung tissue was found. The joint analysis of the genotyping results with the clinical
data of critically ill patients due to COVID-19 also revealed that there was no association between
the distribution of ACE2 and TMPRSS2 alleles and genotypes with the categorical variables
(outcome, occurrence of sepsis and need for mechanical ventilation) and intervals (Glasgow scale,
respiratory rate, heart rate, diastolic and systolic pressure, white blood cell and platelet count and
creatinine levels) available.

Keywords: COVID-19. SARS-CoV-2. Genetic variation, polymorphisms.
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1 INTRODUCAO

Os primeiros relatos caracterizando a infec¢do por SARS-CoV-2 observaram, curiosamente,
que muitas pessoas infectadas pelo virus eram assintomaticas para a doen¢a. Em contraste, uma
pequena parte dos pacientes acometidos apresentavam complicacdes e frequentemente morriam.
De fato, a COVID-19, do inglés: possui carater heterogéneo e um espectro variado de
apresentacdes clinicas. Além disso, a ocorréncia de doenca grave, ainda que em menor frequéncia,
em pacientes jovens e sem comorbidades, despertou o debate cientifico sobre a importancia de
aspectos genéticos nos hospedeiros capazes de torné-los vulneraveis a infecgcdo e aos agravos da
doenca (WANG et al., 2020; HU et al., 2021; ZHANG et al., 2022.)

N&o surpreendentemente, evidéncias cientificas bem estabelecidas relatam a importancia
da variabilidade genética na fisiopatologia de infec¢bes por microrganismos. Dessa forma, muitas
doencas infecciosas podem ter seu curso influenciado pela presenca de variacGes genéticas do
hospedeiro (CASANOVA; ABEL, 2007). Assim, iniciativas globais para investigar o papel dos
genes humanos na COVID-19 ganharam forca ao longo dos meses de pandemia. Como resultado,
muitos marcadores genéticos foram apontados como relevantes na suscetibilidade ao SARS-CoV-2
(ZHANG et al., 2022; CAPPADONA et al., 2023).

Certamente, entre 0s genes com maior destaque, pode-se evidenciar aqueles responsaveis
pela producdo de duas proteinas fundamentais no ciclo infeccioso do coronavirus: a enzima
conversora de angiotensina 2 (ECA2), que atua como receptor para 0 SARS-CoV-2, e a serino-
protease transmembranar tipo 2 (TMPRSS2), responsavel por promover a ativacdo da proteina de
superficie viral (proteina S ou Spike) do novo coronavirus e facilitar a infeccdo das células do
hospedeiro. Desse modo, o papel dessas proteinas no estabelecimento da infeccdo por SARS-CoV-
2 e outros agentes virais, as coloca como potenciais alvos para o tratamento farmacoldgico da
COVID-19 (CHENG et al., 2015; HOFFMANN et al., 2020).

Todavia, 0 gene ACE2, responsavel por dar origem a ECA2, desempenha importante papel
fisiologico, sobretudo na manutencdo da pressdo arterial sistémica, tornando mais provavel o
surgimento de efeitos adversos a partir do seu bloqueio (CRACKOWER et al., 2002). Por outro
lado, o gene TMPRSS2 néo possui papel fisioldgico claro. Ainda assim, sua desregulagdo genética,

especialmente 0 aumento de sua expressao em multiplos tecidos, esta associada ao
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desenvolvimento de uma variedade de doencas, principalmente infeccBes virais e neoplasias
malignas (WANG et al., 2023)

No comeco da pandemia, polimorfismos dos genes ACE2 e TMPRSS2 foram observadas
em uma variedade de populacdes em todo o mundo, corroborando que diferencas na infeccao e
gravidade por COVID-19 podem ser influenciadas por antecedentes genéticos do hospedeiro
(ASSELTA et al., 2020; IRHAM et al., 2020). Nesse contexto, existem dois SNPs constantemente
descritos na literatura com significado clinico em doencas infecciosas. O rs35803318 é uma
variante sindnima (C>T) no exon 18 do gene ACE2, enquanto o rs2070788 é uma variante intrénica
(G>A) de TMPRSS2 que ndo afeta a proteina produzida pelo gene (CHENG et al., 2015; ASSELTA
et al., 2020; KEHDY et al., 2021; TORRE-FUENTES et al., 2021).

Dessa forma, a caracterizacdo do perfil molecular de pacientes com diferentes quadros
clinicos da COVID-19 pode ser util, ndo somente para selecdo de um alvo farmacologico, mas
também para uma melhor estratificacdo dos pacientes em relacéo ao risco genético de desenvolver
doenca grave (GORDON et al., 2020). Ademais, ainda h& na literatura a existéncia de dados
conflitantes sobre variantes genéticas de ACE2 e TMPRSS2. Portanto, € urgente a necessidade de
se obter maior clareza acerca do impacto dessas variantes na infec¢do por SARS-CoV-2 (BENETTI
et al., 2020; VELAVAN et al., 2021).

Portanto, neste estudo foram investigados os polimorfismos de nucleotideo Gnico dos genes
ACE2 (rs35803318) e TMPRSS2 (rs2070788) em pacientes com COVID-19 na cidade de Fortaleza,
estado do Ceard, por meio da genotipagem de polimorfismos por PCR em Tempo Real (QPCR) e a
associacdo dos resultados de frequéncia alélica e genotipica com parametros clinicos de pacientes
com doenca grave. Além disso, uma analise de Expression Quantitative Trait Locus (eQTL) para

esses SNPs também foi realizada.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Pandemia por SARS-CoV-2

Os primeiros registros de COVID-19, doenca causada pelo coronavirus SARS-CoV-2, do
inglés severe acute respiratory syndrome coronavirus 2, foram reportados pela China em dezembro
de 2019 e poucas semanas apds o anuncio do potencial de disseminacao do virus, diversas cidades
ao redor do mundo passaram a registrar casos da doenca. Em marco de 2020, a Organizagédo
Mundial da Satude (OMS) declarou oficialmente o estabelecimento de uma pandemia e passou a
emitir recomendacdes aos paises para reduzir o contagio (MAHASE, 2020; MALLAH et al.,
2021).

Ainda em marco de 2020, o continente europeu passou a registrar um aumento exponencial
no numero de novas infecgdes por SARS-CoV-2. Rapidamente, esse nimero ultrapassou aqueles
reportados pela China. Logo, uma crise de satde global se instaurou e demandou a colaboracao
entre a comunidade cientifica especializada de centros de pesquisa de todo 0 mundo. Assim, em
poucos meses, centenas de dados caracterizando o novo coronavirus estavam disponiveis,
fornecendo ferramentas para o estabelecimento de medidas de prevencdo e abordagem terapéutica
da doenca (GRAMMES et al., 2020; MALLAH et al., 2021).

O potencial dos coronavirus de causarem surtos e cenarios de disseminacao descontrolados,
como os observados na pandemia recente, ja era reconhecido pelos pesquisadores. Em 2002, um
virus da mesma familia, SARS-CoV, também foi responsavel pelo estabelecimento de uma
pandemia por Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SRAG). Cerca de 10 anos depois, outro
coronavirus, MERS-CoV, do inglés: Middle East respiratory syndrome coronavirus, gerou
preocupacdo ao causar doenca respiratdria grave em humanos. Além dos coronavirus, em 2009 o
mundo enfrentou uma pandemia por gripe A, causada por uma cepa de Influenza, o HIN1 (CUI et
al., 2019; STANDL et al., 2021).

No entanto, nenhuma das pandemias mencionadas tomou a proporg¢do atingida pela
pandemia do novo coronavirus, cujo namero de mortos em maio de 2023 - conforme dados
disponibilizados pela Johns Hopkins University - ultrapassa 6 milhdes em todo o mundo. Dentre
0s aspectos que possibilitaram o estabelecimento desse cenario, estd a rapida capacidade de
transmisséo interpessoal do SARS-CoV-2. Em um mundo globalizado e com alto fluxo de pessoas

dentre os paises, o agente viral encontrou ambiente favoravel para sua disseminagdo. Ademais, a
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dificuldade em estabelecer medidas de contencdo e prevencdo homogéneas em todo o0 mundo se
configurou em um grande desafio no controle da pandemia (STANDL et al., 2021).

Evidentemente, trés anos apds o inicio da pandemia atual, muitos avancos foram
alcancados, seja no manejo dos pacientes ou na prospeccdo de tratamentos farmacologicos,
sobretudo advindos do reposicionamento de medicamentos. A vacinagdo em massa também
progrediu ao longo dos anos de pandemia e como resultado houve uma redugéo substancial no
numero de casos graves da doenca. Recentemente, a Organizacdo mundial da Satde decretou o fim
da emergéncia em saude global por COVID-19. Entretanto, o virus SARS-CoV-2 continua a
circular, causando novas infecgdes e mortes em todo o mundo (BARTOLETTI et al., 2022; WHO,
2023).

Assim, frequentemente, ap6s periodos de queda no nimero de casos e 6bitos, novas ondas
da doenca surgem e voltam a causar preocupacao. Esse quadro se deve principalmente a alta taxa
de mutacdo do coronavirus SARS-CoV-2 amplamente disseminado, gerando novas variantes
capazes de escapar da imunidade por infeccdo prévia e, inclusive, da imunidade adquirida por meio
de vacinacdo. Possivelmente, a COVID-19 se tornard endémica, exigindo a adoc¢do de constantes
medidas de prevencdo e promog¢do de salde pelas autoridades globais. Novos surtos sazonais da
doenca podem representar maiores danos a populagfes vulneraveis socioeconomicamente,
principalmente em paises em desenvolvimento, com limitagdes de recursos para adocdo de
campanhas de vacinacdo, além de sistemas de satde publica inexistentes ou deficitarios (BURKI
etal., 2022; MULLIN et al., 2022).

2.2 Coronavirus
2.2.1 Aspectos gerais dos coronavirus

Os coronavirus (CoVs) fazem parte de uma subfamilia de virus chamada Coronavirinae,
pertencente a familia Coronaviridae e ordem Nidovirales. Filogeneticamente, existem quatro
géneros de coronavirus dentro da subfamilia Coronavirinae: Alfacoronavirus, Betacoronavirus,
Gamacoronavirus e Deltacoronavirus (Figura 1). Atualmente, cerca de 7 membros sdo conhecidos
por infectar e causar doencas em humanos (destacados em azul na Figura 1). A maioria deles
provoca doenca branda, contudo, agentes como 0 SARS-CoV, MERS-CoV e, mais recentemente, o
SARS-CoV-2 sdo capazes de desencadear doenga respiratoria grave e morte (WOO et al., 2012; DA
SILVA et al., 2022).
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Figura 1 - Arvore filogenética dos coronavirus (CoVs)
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Fonte: Adaptada de Wang e colaboradores (2020).

Os CoVs sdo conhecidos desde 1932, todavia, por muitas décadas esses Virus
permaneceram sem despertar grande interesse da comunidade cientifica. Nos anos 60, foram
identificados os coronavirus humanos (HCoVs) HCoV-229 e HCoV-OC43, capazes de causar
infeccOes respiratdrias e gastrointestinais no homem. Ainda assim, devido ao carater leve da
maioria das infec¢des, ndo houve grande repercussdo. Estima-se que no comego do século XXI
menos de 10 coronavirus possuiam seu material genético totalmente sequenciado. Em 2002, esse

cenario sofreu fortes modificagdes com a descoberta do coronavirus SARS-CoV (PEIRIS et al.,
2003; (WOO et al.,2010).
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O SARS-CoV foi responsavel pelo estabelecimento da primeira pandemia por coronavirus
registrada. Em 2004/2005, foram identificados outros dois HCoVs: HCoV-NL63 e HCoV-HKUL,
todavia, ambos relacionados & doenca leve em humanos. Anos mais tarde, em 2012, um surto de
Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SRAG) no Oriente Médio levou a descoberta de outro HCoV:
0 MERS-CoV. Esse ultimo, ainda que tenha apresentado baixa capacidade de transmissibilidade,
trouxe preocupacéo pelo alto indice de mortalidade dos doentes (cerca de 36%) (PYRC et al., 2007;
ZAKI et al., 2012).

Conforme estudos bem aceitos, os CoVs possuem estreita relacdo genética com virus
oriundos de morcegos. Por isso, esses animais sdo considerados hospedeiros naturais dos
coronavirus (Li et al., 2005). Porém, para o estabelecimento da infeccdo em humanos, evidéncias
apontam a existéncia de hospedeiros intermediarios. Desse modo, 0s virus originarios, presentes
em morcegos, sofreram modificacbes genéticas continuas no interior de outros organismos até
finalmente serem capazes de infectar seres humanos (LI, 2008). O SARS-CoV e MERS-CoV
possuem como hospedeiros intermediarios o Civeta e o Dromedario, respectivamente. Para o
SARS-CoV-2, a hipotese melhor aceita defende o pangolim como organismo intermediario (CUI et
al., 2019; XIAO et al., 2020).

Para que ocorra o ciclo de infeccdo pelos HCoVs é imprescindivel a interacdo entre as
proteinas de superficie virais (proteinas S ou Spike) e uma molécula receptora no hospedeiro. A
interacdo entre virus e hospedeiro depende das proteinas de superficie (S) virais e ird variar de
acordo com o tipo de HCoV. Assim, em humanos, para infec¢gdes por HCoV-229E a interagdo da
proteina S serd com a enzima aminopeptidase N (APN), enquanto para HCoV-OC43 e HCoV-
HKUL1 serdo receptores contendo acido sialico. Em MERS-CoV, a intera¢do ocorre com a enzima
Dipeptidil peptidase 4 (DPP4). Por fim, os HCoVs SARS-CoV, HCoV-NL63 e SARS-CoV-2 terdo
a enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2) como alvo da proteina de superficie viral
(YEAGER et al., 1992; GE et al., 2013).

Atualmente, a pandemia causada pelo SARS-CoV-2 continua em curso. O SARS-CoV-2 é
um virus geneticamente préximo do SARS-CoV que, no entanto, desenvolveu alta capacidade de
transmissao interpessoal. Como consequéncia da ampla circulagdo viral, muitas variantes do novo
coronavirus foram originadas e contribuiram para a perpetuacdo do ciclo de infeccbes. Hoje,

existem vacinas contra o SARS-CoV-2 e algumas alternativas farmacologicas tém sido utilizadas
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no tratamento dos pacientes. Entretanto, a vacinacdo néo € totalmente eficaz e as medicacdes sao

pouco acessiveis e/ou possuem restrigdes de uso (BURKI et al., 2022).

2.2.2 SARS-CoV-2

O SARS-CoV-2 é um coronavirus de origem zoonotica que pertence a subclasse dos
Sarbecovirus e ao género Betacoronavirus. O novo HCoV compartilha mais 79% de similaridade
genética com SARS-CoV e cerca de 51% com MERS-CoV. No entanto, a anélise do genoma viral
revelou que o SARS-CoV-2 compartilha ainda mais semelhancgas com o coronavirus RatG13 (96%
de similaridade), encontrado em morcegos (Rhinolophus affinis) (LU et al., 2020). Essa descoberta
apoia a teoria de que o virus apareceu pela primeira vez nesses animais. Além disso, porcdes
significativas da proteina de superficie viral (S) em CoVs encontrados em pangolins (Manis
Javanica) compartilham semelhancas genéticas com SARS-CoV-2, corroborando a hipGtese de
hospedeiros intermediarios para o novo coronavirus (ZHOU et al., 2020; REN et al., 2020; XIAO
et al., 2020).

As particulas virais do coronavirus SARS-CoV-2 possuem tamanho variando entre 118 e
140 nm (nanémetros) e formato esférico. O virion é composto principalmente por quatro proteinas
estruturais, sendo estas as proteinas de superficie (S), envelope (E), membrana (M) e
nucleocapsideo (N) (Figura 2). Seu material genético é formado por uma fita simples de RNA
gendmico (gRNA), com comprimento entre 25 e 32 quilobases (kb). O gRNA de SARS-CoV-2
possui sentido positivo (+ssRNA) e a presenga de estruturas 5’- cap e 3’- cauda poli-A. Essa
caracteristica confere ao seu gRNA a capacidade de atuar como RNA mensageiro (mRNA) e
recrutar ribossomos do hospedeiro para produzir proteinas virais, como a replicase (WU, F et al.,
2020; YADAV et al., 2021).
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Figura 2 - Principais proteinas estruturais de SARS-CoV-2
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Fonte: Adaptadade  Naqvi e colaboradores (2020)

Tipicamente, o genoma dos CoVs codifica pelo menos seis janelas de leitura aberta ou
ORFs, do inglés: Open reading frame. O SARS-CoV-2 possui pelo menos 13 ORFs, responsaveis
pela codificacdo de 27 proteinas. Os genes ORF1a e ORF1b, que compreendem cerca de dois ter¢os
do genoma viral, codificam respectivamente as proteinas ppla e pplab. Essas Ultimas sdo
poliproteinas que originam outras 16 proteinas ndo estruturais (nsp1-16) envolvidas na replicacdo
e transcricdo viral. Os demais ORFs codificam as quatro principais proteinas estruturais (S, E, M
e N) e proteinas acessorias importantes na montagem da particula viral (Figura 3) (WU, F et al.,
2020; WU, A et al., 2020).
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Figura 3 - Organizagdo gendmica de SARS-CoV-2
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Fonte: Adaptada de Chilamakuri e Agarwal (2021) e Kim e colaboradores (2021)

2.2.3 Principais proteinas estruturais de SARS-CoV-2
As proteinas S sdo glicoproteinas transmembranares responsaveis por realizarem a
interacdo do agente viral (CoV) com as células do hospedeiro, interagindo com receptores
especificos no organismo. Por isso, a maioria das proteinas S dos coronavirus esta distribuida na
superficie do envelope viral. Sua estrutura é formada por cerca de 1273 aminoacidos, conferindo a
ela um peso molecular de 180-200 kDa (kiloDalton), e compreende duas subunidades proteicas
funcionais denominados de S1 e S2 (WALLS et al., 2020; YADAYV et al., 2021).

Enquanto a subunidade S1, ap0s ser ativada por meio de clivagem proteolitica por proteases
como a TMPRSS2, atua na interacdo direta com os receptores do hospedeiro, a subunidade S2
promove a estabilidade da ligacéo proteina-receptor e tem papel crucial na fusédo do envelope viral
com as membranas da célula-alvo. A subunidade S1 é composta de trés dominios: o dominio N-
terminal (NTD), o dominio de ligacdo ao receptor, do inglés: receptor-binding domain (RBD), que

contém o motivo de ligacdo ao receptor, do inglés: receptor-binding motif (RBM), e dois
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subdominios estruturalmente conservados (CTD1 e CTD2) (WRAPP et al., 2020; HOFFMANN et
al., 2020).

As proteinas do envelope (E) sdo um dos quatro tipos de proteinas estruturais do SARS-
CoV-2 e sdo altamente conservadas entre os CoVs. Elas sdo as menores proteinas estruturais dos
coronavirus, com aproximadamente 75 aminoacidos (SURYA et al., 2018). Em suma, as proteinas
E atuam influenciando a replicacdo viral, montagem de novas particulas do virion, além de
brotamento no reticulo endoplasmatico e complexo de golgi. Além disso, sdo importantes na
patogénese da doenga por SARS-CoV-2 (ZHOU et al., 2023).

Uma das principais caracteristicas das proteinas de envelope (E) é a formacdo de canais
ibnicos na membrana do virus, denominados de viporinas. Recentemente, Guarnieri e
colaboradores (2023) descreveram um mecanismo de disfungdo mitocondrial e ativagdo do
inflamassoma NLPR3 pelas viporinas de SARS-CoV-2. Outros agentes virais, como o virus da
influenza e o SARS-CoV, apresentam mecanismos semelhantes, indicando a relevancia das
proteinas E no processo infeccioso e patogénese da doenca por coronavirus (NIETO-TORRES et
al., 2014).

As proteinas de membrana (M) sdo proteinas transmembranares formadas por 221
aminoacidos. Seu grau de conservacdo também é elevado entre os CoVs. Dentre as quatro proteinas
estruturais de SARS-CoV-2, a proteina M é a que estd em maior abundancia nas particulas virais.
Essas proteinas sdo responsaveis por realizar a curvatura da membrana viral e formar uma ligacéo
entre as estruturas internas do envelope e o nucleocapsideo. Desse modo, as proteinas M interagem
com todas as proteinas estruturais, possuindo importante papel na formacgdo de novas particulas
virais, além na de canais i6nicos formados por proteinas E (DE HAAN et al., 2005; ZHANG et al.,
2022).

Yang e colaboradores (2021) sugerem em estudo recente o papel das proteinas M na
patogénese da COVID-19. Assim como as proteinas E, as proteinas de membrana (M) parecem
implicadas em um mecanismo de disfuncdo mitocondrial e ativacdo de vias apoptdticas por meio
da indug&o de proteinas do tipo BKO, do inglés: Bcl-2-related ovarian killer, em modelos murinos.
Essa ativacdo resultou em aumento da permeabilidade de capilares alveolares em camundongos e
foi suprimida em modelos knockdown para BOK (GUARNIERI et al., 2023).
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Por fim, as proteinas estruturais do nucleocapsideo (N) possuem cerca de 419 aminoacidos
e tém como principal funcdo regular os processos de transcricdo e replicacdo do material genético
do SARS-CoV-2. Ademais, atuam na degradagdo de RNAs da célula hospedeira e sdo capazes de
inibir os interferons tipo 1 (IFN-1), modulando a resposta imune antiviral. As proteinas N também
sdo potentes antigenos virais, por isso, assim como as proteinas S, funcionam como importantes

marcadores diagndsticos da infeccédo viral (LI, et al., 2020; BAI et al., 2021).

2.2.4 Ciclo viral de SARS-CoV-2

O SARS-CoV-2, ao contrério de outros HCoVs, como o MERS-CoV e SARS-CoV, alcangou
alta eficiéncia na transmissdo sustentada entre os individuos. Ganhos genéticos, aumento da
afinidade proteina-receptor e mecanismos aprimorados para escape da imunidade inata do
hospedeiro contribuiram para esse processo. Além disso, o coronavirus SARS-CoV-2 pode ser
transmitido por individuos assintométicos ou em estagios precoces da infeccdo, facilitando a
circulacdo viral e impedindo a limitacdo do contagio (YAN et al., 2020; WEISS; MCLEAN, 2005;
RICE et al., 2022).

O novo coronavirus pode ser transmitido pelo contato direto entre pessoas por meio de
secrecdes do trato respiratério humano, sobretudo goticulas expelidas através de tosse, espirros e
respiracdo. Particulas ainda menores, denominadas aerossais, oriundas de fluidos contaminados ou
liberadas durante a fala de individuos infectados pelo SARS-CoV-2, carregam o virus e ficam
suspensas no ar. Quando inalados, 0s aerossois podem infectar novos hospedeiros (ONG et al.,
2020; NOORIMOTLAGH et al., 2021).

A entrada viral nas células hospedeiras para o efetivo estabelecimento da infeccdo depende
da ligacdo da proteina S do SARS-CoV-2 ao receptor ECA2 (Enzima Conversora de angiotensina
2) humano. Uma serina protease transmembranar tipo 2 do hospedeiro, chamada TMPRSS2,
facilita a iniciacdo da proteina S (spike), resultando na fusdo das membranas (Figura 4). Uma vez
dentro da célula, poliproteinas virais séo sintetizadas e o virus sintetiza 0 RNA via sua RNA
polimerase. As proteinas estruturais sdo sintetizadas levando a concluséo da montagem e liberagdo
de particulas virais (HOFFMANN et al., 2020; TAKEDA et al., 2022).
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Figura 4 - Mecanismos de Infec¢do do SARS-CoV-2 em uma célula da via respiratdria
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Fonte: Adaptada de Tokyo University (2020).

2.3 Doenca por coronavirus 2019 (COVID-19)

O agente viral SARS-CoV-2 é responsavel pelo estabelecimento de infec¢do respiratdria em
humanos e por frequentemente provocar doenca nos individuos. A doenca causada por esse
coronavirus ¢ a COVID-19, comumente caracterizada por quadros clinicos de leve intensidade.
Entretanto, em uma parcela menor dos infectados, sua apresentacdo clinica pode variar
consideravelmente, evoluindo com a pioria persistente dos sinais e sintomas como dispneia,
hipdxia e insuficiéncia respiratoria. Por fim, desfechos desfavoraveis incluem choque e faléncia
multipla dos 6rgdos (LAI et al.,2020; (HUANG et al., 2020; CASCELLA et al.,2022).

De acordo com os primeiros relatos obtidos a partir de pacientes com COVID-19 tratados
em Wuhan, na China, caracteristicas como febre, tosse, fadiga, mialgia e artralgia estavam
presentes na maioria dos doentes nos primeiros dias de infeccdo. Os quadros clinicos presentes na
COVID-19 mostraram-se similares aos observados em outras infecgdes virais conhecidas, como a
causada pelo virus influenza. Todavia, na infeccdo por SARS-CoV-2 h& maior risco da ocorréncia
de complicacdes respiratorias e aumento da mortalidade (HUANG et al., 2020; PIROTH et al.,
2021; PORMOHAMMAD et al., 2021).
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No inicio da pandemia, a ocorréncia frequente de anosmia (perda de olfato) e ageusia
(perda do paladar) em pacientes com COVID-19 possibilitou minimamente a triagem clinica dos
doentes. No entanto, além desses sintomas estarem presentes em outras condi¢des patoldgicas, nas
infeccBes causadas por novas variantes do SARS-CoV-2, como Delta e Omicron, alteracdes de
olfato e paladar ndo sdo sintomas comuns, sendo mais frequentes sintomas como rinorreia, faringite
e espirros. Por isso, tendo em vista 0 aumento de novas variantes em detrimento da cepa inicial de
Wuhan, ndo é razoavel considerar anosmia e ageusia para predizer a infeccdo pelo novo
coronavirus atualmente (VARGAS-GANDICA et al., 2020; BOSCOLO-RIZZO et al., 2022).

O SARS-CoV-2 é um virus transmitido através das vias areas e possui consideravel tropismo
pelos pneumacitos do tipo 2, células presentes no epitélio pulmonar. Na doenca branda ndo ha
comprometimento pulmonar grave, geralmente porque a infeccao esta limitada ao trato respiratorio
superior. Porém, quando existe acometimento do trato respiratério inferior pelo virus, quadros de
pneumonia podem se estabelecer, variando de pneumonia leve a grave (AL-QAHTANI et al.,
2022). Um dos principais achados radiologicos observados nos pulmdes de pacientes com COVID-
19 sdo sinais de “opacidade em vidro fosco”. Além disso, conforme demonstrado por Yoon e
colaboradores (2023), os aspectos de lesdo pulmonar séo influenciados pelo tipo de variante de
SARS-CoV-2. Na infecgdo pela variante Omicron, por exemplo, hd menos comprometimento do
sistema vascular dos pulmdes e menores danos ao parénquima pulmonar quando comparada a
variante Delta (HUANG et al., 2020; XU et al., 2020).

A dispneia (sensagdo de falta de ar) costuma atingir cerca de 20% dos pacientes com
COVID-19, pode indicar hipoxia e, por isso, representa um alerta de agravo da doenca, porque
sugere comprometimento pulmonar grave. E importante ressaltar, no entanto, que os niveis de
oxigenagdo sanguinea podem cair sem a presenca de dispneia, caracterizando hipoxia silenciosa.
Nesse caso, 0 monitoramento do nivel de saturagcdo de oxigénio (SpO2) é fundamental para
identificar o agravamento da doenga (COUZIN-FRANKEL et al., 2020; EVANS, 2022).

Em quadros criticos de COVID-19, quando ha o desenvolvimento de Sindrome
Respiratoria Aguda Grave (SRAG), frequentemente hd danos causados pela infecgdo em grande
parte do tecido pulmonar. Além disso, pode ocorrer a formacdo de edema na regido com
consequente prejuizo a hematose sanguinea. Por isso, 0s niveis de oxigenagdo sanguinea estdo

reduzidos, ha aumento da frequéncia respiratoria (FR) e piora progressiva do desconforto
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respiratorio nos pacientes. O aparecimento de cianose central também pode acontecer, além de
confuséo mental e perda de consciéncia (RICHARDSON et al., 2020; EVANS, 2022).

Na COVID-19, a SRAG é resultado principalmente de uma resposta imunoldgica do
hospedeiro de forma desregulada. Os principais agentes desse processo sdo as citocinas -
principalmente a interleucina 6 (IL-6) - moléculas fundamentais para o estabelecimento da resposta
imunoldgica e atuantes na sinalizagdo bioquimica da imunidade. Ao que parece, em alguns
individuos infectados, 0 SARS-CoV-2 é capaz de provocar a liberacéo exacerbada dessas moléculas,
ampliando exageradamente a resposta do hospedeiro ao virus e causando lesao tecidual grave nos
pulmdes. Esse fendbmeno foi denominado de tempestade de citocinas (PRICE et al., 2020;
GUSTINE; JONES, 2021).

As coinfecgdes por patdgenos oportunistas podem provocar um aumento substancial na
mortalidade de pacientes com COVID-19. No manejo de pacientes hospitalizados, principalmente
em Unidade de Tratamento Intensivo (UTI), a incidéncia de infec¢bes secundarias € uma
preocupacdo. Esses individuos sd@o mais vulneraveis a coinfec¢des por fungos e bactérias de origem
nosocomial devido a exposicdo prolongada ao ambiente hospitalar, a0 comprometimento
imunoldgico em decorréncia da infeccdo por SARS-CoV-2 e do tratamento farmacoldgico.
Pacientes criticos possuem maiores chances de evoluirem para quadros de sepse e choque séptico.
Esse risco é ainda maior em individuos portadores de comorbidades como diabetes, hipertensao e
doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) (DE BRUYN et al., 2022; PANDEY et al., 2022).

Embora a COVID-19 seja frequentemente indicada como uma doenga pulmonar,
atualmente, sabe-se que outros érgdos podem ser comprometidos pela infeccdo. Consideraveis
estudos demonstram que na doenca grave ha ocorréncia de danos sistémicos ao organismo do
hospedeiro, com o acometimento de 6rgaos como coracao, rins, figado, intestinos e cérebro, por
exemplo. O SARS-CoV-2 possui tropismo por tecidos que expressam grande quantidade de ACE2
e TMPRSS2. Tendo em vista a expressdo de ACE2 e TMPRSS2 em variados compartimentos
biologicos, o virus pode infectar diretamente muitos tecidos, explicando as manifestagdes
extrapulmonares da COVID-19 (DONG et al., 2020; QI et al., 2021).

Eventos tromboembolicos também sdo comumente relatados na COVID-19 grave. Diversas
vezes, pacientes acometidos pela doenca desenvolvem trombose venosa profunda (TVP) e/ou
tromboembolismo pulmonar (TEP). De fato, a infeccdo por SARS-CoV-2 demonstrou-se
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fortemente relacionada ao estabelecimento de um estado de hipercoagulacdo. O exame laboratorial
de D-dimero é frequentemente requerido para avaliar o risco de complica¢cdes tromboembolicas.
Na COVID-19, os niveis desse marcador biologico estdo bastante elevados. Alguns estudos
demonstraram que pacientes com nivel de D-dimero elevados possuem maiores chances de irem a
6bito (WICHMANN et al., 2020; POUDEL et al., 2021).

Entre os principais achados laboratoriais que podem ser observados na infecgdo por SARS-
CoV-2, pode-se destacar a reducdo no numero de linfécitos, caracterizando uma linfopenia e o
aumento de marcadores inflamatorios, como a proteina C reativa e a taxa de sedimentacdo de
eritrécitos (VHS). Outras alteragdes importantes incluem a elevacdo dos niveis de lactato
desidrogenase (LDH) e das enzimas hepéticas AST (aspartato aminotransferase) e ALT (alanina
aminotranferase). Além disso, pode-se observar frequentemente queda no nimero de plaquetas
totais. Essas alteracdes, somadas a fatores de risco como ser do sexo masculino, possuir idade
avancada e comorbidades, estéo relacionadas a maior probabilidade de COVID-19 grave (CHEN
etal., 2020; ZHOU et al., 2020; MINH et al., 2021).

2.4 Terapia farmacol6gica na COVID-19

Desde o inicio da pandemia, uma demanda crescente por um farmaco capaz de evitar o
agravo dos sintomas da COVID-19 ou, ainda, de prevenir a infec¢do pelo virus se intensificou.
Porém, atualmente, ndo existe nenhum novo medicamento antiviral especifico, e que possa ser
administrado por via oral, para tratar a COVID-19 comprovadamente eficaz. Por isso, a forma mais
eficiente de evitar o contdgio continua a ser a vacinacdo. Todavia, por meio da estratégia de
reposicionamento de farmacos, algumas opcdes terapéuticas, inclusive anteriormente utilizadas
contra outros coronavirus humanos, foram propostas nos ultimos dois anos (BARTOLETTI et al.,
2022; WEN et al, 2022).

Variadas classes de medicamentos que incluem antibidticos, como a Azitromicina,
antiparasitarios e antimalaricos, como a Ivermectina e a Hidroxicloroquina (HCQ), além de agentes
antivirais, por exemplo o Remdesivir, tém sido investigadas em ensaios clinicos durante a
pandemia. No entanto, evidéncias conflitantes acerca da verdadeira eficicia de muitas dessas
moléculas continuam a ser barreiras no estabelecimento de uma intervencdo farmacoldgica
abrangente e segura para COVID-19 (WANG et al., 2020; BARTOLETTI et al., 2022).
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O manejo de pacientes com COVID-19 possui diferentes recomendacdes. Aos pacientes
com doenca branda, no que se refere a administracdo de medicamentos, h4 a recomendacdo do uso
de forma sintomaética de analgésicos e antipiréticos para dor e febre, respectivamente. Além disso,
0s sintomas devem ser monitorados, priorizando o repouso e a hidratacdo. Contudo, em casos mais
graves, como na Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SRAG), 0 uso de medicamentos como
glicocorticoides e anticoagulantes tem demonstrado ser um importante aliado no tratamento desses
pacientes (TOMAZINI et al.,2020;MOUFFAK et al., 2021; WHO, 2022).

A dexametasona, um glicocorticoide, € um exemplo de droga que vem sendo amplamente
utilizada na prética clinica para tratar pacientes gravemente afetados pela resposta imune
exacerbada ao virus. A partir de dados do projeto britinico RECOVERY de 2021, que realizou um
estudo randomizado multicéntrico em pacientes hospitalizados com COVID-19, foi demonstrado
efeito significativo da dexametasona na reducdo da mortalidade em casos graves sem, contudo,
indicacdes para situacdes de doenca precoce ou leve (ZHAN et., 2021).

Portanto, ainda que ndo exista at¢é 0 momento nenhum medicamento especifico contra o
SARS-CoV-2, algumas alternativas de farmacos podem ser Uteis para o controle de sintomas
brandos, além da gestdo e prevencao dos quadros graves. Dessa forma, o tratamento da COVID-
19 deve ser pensado considerando cada fase, ou ainda, cada forma de apresentacdo da doenca
(MOUFFAK et al., 2021).

A fisiopatologia da COVID-19 compreende caracteristicas que devem ser atentamente
observadas durante o manejo dos pacientes e nas intervencdes farmacoldgicas. De modo geral, as
classes de medicamentos utilizados e/ou em analise possuem como principal objetivo atuar sobre
trés estagios que podem estar presentes durante a infeccdo por SARS-CoV-2: fase de infeccdo
precoce, fase de comprometimento pulmonar e fase de desregulacdo imunoldgica. Em suma, ha
medicamentos direcionados ao controle de sintomas inespecificos como febre, dor e tosse,
medicamentos para impedir a replicacdo viral e aqueles geralmente indicados para pacientes
graves, visando a modulacdo da resposta imunoldgica e controle da tempestade de citocinas
(MOUFFAK et al., 2021).

O incremento da vacinacdo em massa certamente modificou o cenario da pandemia,
reduzindo drasticamente o nimero de novas infecgdes e mortes. Todavia, o declinio na imunidade

dos vacinados ao longo dos meses, em um cendrio no qual ainda h& grande circulagcdo de novas
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variantes do SARS-CoV-2, capazes de provocar reinfeccdo, revela a urgéncia da prospeccgédo de
novas moléculas eficazes contra o virus e aprimoramento da terapéutica na COVID-19
(TREGONING et al., 2021; FEIKIN et al., 2022).

2.5 Reposicionamento de farmacos para COVID-19

Idealmente, a prospeccdo de um agente farmacoldgico especifico e de administracéo
facilitada seria de grande impacto na recuperacdo da salde dos pacientes infectados pelo novo
coronavirus. Entretanto, para alcancar esse resultado faz-se necessario a realizacdo de longas etapas
de pesquisa cientifica e alto investimento financeiro, dificultando fortemente o cumprimento dessa
demanda emergencial. Por isso, objetivando a agilidade requerida no atual momento, o
redirecionamento de medicamentos representa uma alternativa valiosa no combate a pandemia por
SARS-CoV-2 (ANDRESEN; GJERTSEN, 2017; NG; SALIM; CHU, 2021).

Dessa forma, os ensaios laboratoriais e clinicos para testar farmacos anteriormente
aprovados para outra finalidade impulsionam a pesquisa cientifica consideravelmente na esfera da
terapéutica para COVID-19. Conforme previamente mencionado, medicamentos pertencentes a
diferentes classes estdo sendo ou foram em algum momento considerados como potenciais agentes
contra 0 novo coronavirus (WANG et al., 2020; FUJIMOTO et al., 2022).

Nesse contexto, algumas dessas classes de medicamentos sdo inibidores da Janus quinase
(Jakinibs), inibidores do receptor de interleucina 6 (IL-6), antidepressivos (sobretudo os inibidores
da recaptacdo de serotonina), anticorpos monoclonais (Sotrovimab, Imdevimab, Casirivimab e
Tocilizumab) e antivirais. Pode-se ainda mencionar farmacos como antiparasitarios e 0s
antimalaricos cloroquina (CQ) e hidroxicloroquina (HCQ), que ganharam destaque nos primeiros
meses de pandemia (CORTI et al., 2021; BARTOLETTI et al., 2022).

Resultados in vitro demonstraram potencial antiviral da CQ contra 0 SARS-CoV-2
evidenciando, ainda, efeitos imunomoduladores da HCQ (LIU et al., 2020). Uma associacao entre
o0s antimalaricos e o antibiotico azitromicina também passou a ser defendida por alguns estudos
(GAUTRET et al.,2020). Tais constatacbes motivaram o uso off label e indiscriminado desses
medicamentos por pacientes e profissionais da saude.

O mesmo cenario se desenvolveu com o antiparasitario Ivermectina logo apoés
pesquisadores revelarem seu enorme potencial antiviral in vitro (CALY et al.,2020). Entretanto,

com 0 avanco das pesquisas acerca da eficacia desses farmacos, muitas evidéncias conflitantes
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surgiram. Esse fato gerou ainda mais demanda por investigacbes e culminou em estudos
multicéntricos para avaliagéo criteriosa desses medicamentos (PAN et al., 2022).

Ao longo dos meses, os dados obtidos foram desfavoraveis ao uso dessas medicaces.
Assim, ficou evidente a impossibilidade de se extrapolar os resultados antivirais da CQ, HCQ e
Ivermectina obtidos in vitro para administracdo em pacientes. Além disso, tanto o uso dos
antimal&ricos, quanto do antiparasitario revelou-se perigoso em determinadas condi¢fes, podendo
levar a agravos cardiacos, danos hepaticos e morte. Consequentemente, hoje, 0 uso dessas
medicacdes é contraindicado por grande parte da comunidade cientifica e médica, inclusive pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (COCHIN et al., 2022; ROMAN et al., 2022).

A resposta imune disfuncional é uma caracteristica da COVID-19, sendo fator determinante
no agravo do estado de satde dos pacientes e desfecho fatal (TAY et al., 2020). Nesse contexto, a
modulacdo da resposta imunolégica ao virus se configura como essencial para a recuperacdo dos
doentes. Farmacos que possuem atuagdo conhecida na inibi¢do do sistema imunolédgico também se
tornaram objeto de investigacdo na busca por uma terapéutica eficaz na infec¢ao por SARS-CoV-2.
A dexametasona pode ser considerada o farmaco melhor aceito atualmente nessa esfera. Seu uso é
recomendado pela OMS em casos de SRAG por COVID (MAYENCE et al., 2019; ZHAN et al.,
2021; OMS, 2022).

As citocinas sdo moléculas protagonistas durante a resposta imune. Elas sdo responsaveis
por impulsiona-la e possuem papel conhecido em doencas autoimunes. Na COVID-19, estdo
relacionadas a tempestade de citocinas e dano tecidual quando produzidas em excesso (TAY et al.,
2020). Desse modo, farmacos capazes de modular o0 mecanismo de acdo das citocinas, como 0s
inibidores do receptor de interleucina 6 (IL-6) — citocina importante na resposta ao virus SARS-
CoV-2 — e os Jakinibs (SCHWARTZ et al., 2017), tém se demonstrado Uteis no tratamento dos
pacientes. Atualmente, a OMS recomenda 0 uso apenas do anticorpo monoclonal Tocilizumab —
bloqueador do receptor de IL-6 — e do Baricinib (Jakinib) (MARCONI et al., 2021; OMS, 2022).

Alguns dos farmacos e moléculas atualmente testados para COVID-19, principalmente
antivirais e anticorpos monoclonais, possuem historico de terem sido investigadas e consideradas
para o tratamento de outros virus, incluindo o virus causador do Ebola e o coronavirus SARS-CoV
(TCHESNOKAOV et al., 2019). Sdo exemplos de alguns farmacos adotados durante as pandemias

por SARS-CoV e MERS-CoV os antivirais Lopinavir, Ritonavir além de alguns interferons. E
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importante ressaltar, no entanto, que grande parte desses agentes ndo se comprovaram
verdadeiramente eficazes (DE WIT et al., 2016).

O Remdesivir, um analogo do nucleotideo adenosina trifosfato (ATP), trata-se de um pro-
farmaco inibidor da enzima transcriptase reversa. Dessa forma, possui acdo ampla contra diferentes
retrovirus. Seu potencial antiviral foi anteriormente testado para o virus da hepatite C (HCV) — sem
sucesso — e, também, utilizado contra o virus do Ebola (EBV). Ademais, evidéncias da sua a¢do na
inibicdo de outros coronavirus humanos (HCovs) fortaleceram a hipdtese do Remdesivir como
opcao terapéutica na COVID-19 (TIMOTHY P et al.,2017; WANG et al., 2020).

Ainda em 2020, Wang e colaboradores conduziram um ensaio clinico randomizado
testando o tratamento com Remdesivir em pacientes com COVID-19. Estatisticamente, seus
resultados demonstraram pouco beneficio clinico no uso do medicamento. No entanto, foi
observada uma reducdo entre o tempo de recuperacdo do grupo controle e tratado, apontando
ganhos aos pacientes (WANG et al., 2020).

O Food and Drug Administration (FDA), nos Estados Unidos da América (EUA), tornou
0 Remdesivir o primeiro farmaco aprovado para o tratamento da COVID-19. Contudo, seu uso ndo
é recomendado pela OMS, pois possui controvérsias acerca do real beneficio aos pacientes. Apesar
disso, a administracdo do antiviral se estendeu para outras localidades do mundo, tendo sido
recentemente aprovada no Brasil pela Anvisa. Entretanto, ainda ha auséncia de medidas
farmacoldgicas concretamente eficazes e permanente incidéncia de infecgdes. (PAN e al., 2022;
OMS, 2022).

Em 22 de dezembro de 2021, o FDA também autorizou o uso emergencial de um tratamento
para COVID-19 desenvolvido pela empresa farmacéutica Pfizer, o Paxlovid. Sua composicdo é
resultado da combinagéo de dois antivirais, o Nirmatrelvir e o Ritonavir. Esse medicamento possui
como uma vantagem a administracdo por via oral, possibilitando facil distribuicdo em farmacias
comunitarias e dispensando a necessidade de quaisquer equipamentos médicos, por exemplo
seringas. Além disso, conforme os dados divulgados pela empresa americana, o Paxlovid foi capaz
de reduzir em até 89% o risco de morte e necessidade de hospitalizagdo em pacientes com risco de
doenca grave (MAHASE et al., 2021; DAL-RE et al., 2022).

Indiscutivelmente, a gigantesca proporcdo tomada pela pandemia do SARS-CoV-2

representou e ainda representa enorme desafio para as autoridades sanitarias de todo o mundo. Vale
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ressaltar, contudo, que a extensdo dos danos causados pela disseminacdo do virus reverberou com
ainda mais poténcia sobre as localidades mais vulneraveis economicamente. Considerando esse
fato, € possivel inferir que a distribuicdo global de novos tratamentos pode encontrar como
principal barreira fatores sociais, resultando na dificuldade do acesso para paises mais pobres. Esse
problema tem sido relatado na distribuicdo de Paxlovid, por exemplo (CARDOSO et al.,2020;
ROCHA et al., 2021).

Outra quest&o diz respeito a fisiopatologia da COVID-19, que pode assumir uma variedade
de sinais e sintomas e é caracterizada por apresentar fases que requerem tratamento diferenciado.
Por isso, a maioria das opcOes terapéuticas disponiveis possuem recomendacdo condicional da
OMS, além de algumas terem controvérsias preocupantes acerca de sua eficacia. Dessa forma, a
lacuna causada pela falta de um tratamento especifico e eficaz permanece aberta. Portanto, a
prospeccao de novas alternativas farmacoldgicas, visando, inclusive outras vias envolvidas na
doenca, pode ser uma possibilidade de encontrar moléculas mais especificas para cada fase da
doenca e/ou de producdo mais barata (MOUFFAK et al., 2021; PAN et al., 2022; OMS, 2022).

Posto isso, uma possibilidade de intervencdo farmacoldgica na COVID-19 é o bloqueio da
serino-protease TMPRSS2. Até entdo, seu papel fisiologico parece ser dispensavel para os
organismos. Modelos experimentais demonstraram ndo haver danos na auséncia de TMPRSS2.
Nesse contexto, o mesilato de nafamostato (nome comercial: Fusan), medicamento usado para
tratar a pancreatite aguda, pode bloguear a protease TMPRSS2. Esse farmaco pode impedir o
processo de entrada viral utilizado pelo SARS-CoV-2 para infectar células e causar a COVID-19,
mostrando que esta protease € um potencial alvo farmacol6gico para uma possivel terapia antiviral
(HOFFMAN et al., 2020).

2.6 Susceptibilidade genética do hospedeiro a COVID-19

O genoma humano possui similaridade superior a 99,9% entre os individuos. Todavia, cerca
de 0,1% desse genoma apresenta variacfes que podem ser denominadas de mutacdo, quando
possuem uma frequéncia rara, ou polimorfismos, quando apresentam uma frequéncia alélica igual
ou superior a 1% na populacdo. A identificacdo de variagBes genéticas interindividuais € uma
ferramenta importante para compreensao do papel funcional de genes humanos. Além disso, esses
dados podem fornecer informacdes acerca do componente genético de uma variedade de doengas
(LEVY etal., 2007; MCCLELLAN et al., 2010).
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Os polimorfismos geneticos representam importante fonte de variabilidade de
caracteristicas presentes nas mais diversas formas de vida. No passado, acreditava-se que a
presenca desse tipo de variagdo genética ndo possuia impacto negativo sobre a salde dos
individuos. No entanto, hoje, muitos estudos apontam a associacdo de polimorfismos genéticos
com o surgimento e/ou agravo de doencas, tornando-o0s importantes marcadores moleculares de
patologias como neoplasias e disfuncdes imunoldgicas (MCCLELLAN et al., 2010; NIKIC et al.,
2023).

As variantes genéticas humanas sdo alvo de estudo de areas diversas, dentre elas, pode-se
destacar a farmacogenémica e a farmacogenética, responsaveis por, em linhas gerais, estudarem o
impacto da variabilidade genética populacional e individual na resposta aos farmacos. Essa
resposta diferencial oriunda da presenca ou auséncia de determinada variante genética, também,
estd implicada na resisténcia ou suscetibilidade a doencas. Em seres humanos, os polimorfismos
podem induzir o estabelecimento de cenérios bioldgicos diferenciados na resposta a infec¢fes por
microrganismos. Assim, alguns individuos podem ser mais resistentes a determinadas patologias,
enquanto outros apresentam maior suscetibilidade (ELHABYAN et al., 2020; CASTANO-
AMORES et al., 2021).

Em marco de 2020, a Italia se tornou o epicentro da pandemia e o nimero de mortes pela
doenca aumentou rapidamente. Inicialmente, conforme previsto pelos quadros anteriormente test
compreensivelmente associada a esse fato (YUAN et al., 2020; CAIMMI et al., 2021).

Contudo, foram observadas diferencas na frequéncia alélica entre asiaticos e italianos,
revelando que niveis de expressdo mais altos do gene TMPRSS2 sdo mais frequentes na populacdo
italiana do que na populacdo do leste asiatico, o que provavelmente facilita a entrada do SARS-
CoV-2 nacélula do hospedeiro e pode influenciar no progndstico dos pacientes. De maneira similar,
polimorfismos do gene da ACE2 sdo responsaveis pelo aumento da expressao dessa proteina. Além
disso, algumas variantes polimorficas de ACE2 tém sido associadas ao aumento de afinidade entre
0 receptor humano e o dominio RBD da proteina de superficie do SARS-CoV-2, elevando as
chances de infeccdo (ASSELTA et al., 2020; CALCAGNILE et al., 2021).

2.6.1 Enzima Conversora de Angiotensina 2 (ECA2)
A ECAZ2 (Enzima conversora de Angiotensina 2) é uma versdo homologa da ECA (Enzima

conversora de Angiotensina) e, em 2003, foi apontada como receptor para 0 SARS-CoV. Né&o
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surpreendentemente, considerando seu histérico com outros HCoVs, ela também atua como
receptor para 0 novo coronavirus SARS-CoV-2. Em virtude disso, a ECA2 se estabeleceu como
potencial alvo farmacoldgico no tratamento da COVID-19. Ademais, achados de estudos
pregressos e recentes sugerem variantes do gene que origina essa enzima, sobretudo oriundas de
SNPs, como relevantes na patogénese da doenca por coronavirus. (LI et al., 2003; HOFFMANN
et al., 2020; REN et al., 2022).

Sabidamente, a ECA2 atua como receptor para outros coronavirus como o SARS-CoV (LI
et al., 2003). No entanto, sua afinidade ao SARS-CoV-2 se demonstrou ainda mais forte, indicando
maior eficiéncia na entrada viral (SHANG et al.,2020; WRAPP et al., 2020). O dominio de ligacdo
ao receptor (RBD) do novo coronavirus, de acordo com dados de Yan e colaboradores (2020),
apresenta algumas variagcdes de aminoacidos capazes de, por exemplo, fortalecer a interagdo com
a proteina humana. Além disso, em decorréncia da pressdo seletiva criada pela ampla disseminacgéo
da doenca, novas variantes virais aprimoraram a interacdo do RBD do virus com a ECA2. Lupala
e colaboradores (2022) demonstraram que a variante dmicron foi capaz de aumentar em cerca de
10 vezes essa interagdo quando comparada a cepa original.

O gene da ACE2, que da origem a ECA2, esta localizado no cromossomo X (Xp22.2) e
apresenta um carater altamente polimdrfico. Essa caracteristica genética compreensivelmente
estimulou muitos estudos acerca do seu papel em variadas patologias. Na COVID-19 grave,
desordens cardiacas e renais podem acometer os pacientes, evidenciando importante papel do
sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) — no qual atua a ECAZ2 - na patogénese da doenca
por coronavirus. Considerando a ampla expressdao do gene ACE2 no organismo humano, seu
envolvimento em desordens sistémicas na COVID-19 tem sido comumente relatado (ZOU et al.,
2020; GUPTA et al., 2020).

No SRAA, a ECA2 converte a angiotensina 2 (Ang Il), originada a partir de acdo da ECA
sobre a angiotensina 1 (Ang I), no peptideo angiotensina 1-7 (Ang I-V1I). Ang Il € responsavel por
desencadear efeitos vasoconstritores e proliferativos, associados ao estabelecimento de hipertensao
arterial sistémica (HAS) e fibrose tecidual. Todavia, a Ang I-VII possui efeitos opostos,
fundamentais para manter a homeostase e prevenir lesdes celulares (PAUL et al., 2006;
GHEBLAWI et al., 2020).
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Imai e colaboradores (2005) realizaram um experimento com modelos murinos a fim de
investigar se a expressao aumentada de ACE2 influenciava a infeccdo por SARS-CoV. Seus
resultados revelaram papel critico dessa enzima na reducdo dos danos pulmonares causados pela
doenca. Conforme os dados descritos, 0 grupo tratado com uma versao recombinante do gene teve
o0s sintomas pulmonares atenuados. Ademais, variantes genéticas que aumentam a expressdo de
ACE?2 j& haviam sido apontadas como potencialmente protetoras para doengas cardiacas.

Comprovadamente, ECA2 ¢é fundamental para invasdo celular pelo SARS-CoV-2.
Entretanto, variantes de alta expressdo de seu gene originario podem resultar em efeitos menos
previsiveis. Paradoxalmente, individuos portadores de polimorfismos que elevam a presenca do
receptor viral, favorecendo o processo infeccioso, possuem menor susceptibilidade ao agravo da
doenca. Esse fendmeno é possivelmente explicado pela deplecédo dos receptores do tipo ECA2 na
superficie celular. Na infeccdo, eles sdo englobados por endocitose e posteriormente degradados
por mecanismos proteoliticos. Dessa forma, ha comprometimento da via de clivagem da Ang Il em
Ang I-VII e, consequentemente, aumento da lesdo tecidual e agravos da doenca GHEBLAWI et
al., 2020; HOFFMANN et al., 2020).

Atualmente, existe grande numero de estudos buscando elucidar o impacto dos
polimorfismos do gene ACE2 na infeccdo pelo novo coronavirus. Porém, ha muitas controvérsias
em relacdo aos resultados observados. O SNP rs35803318 apresenta maior frequéncia na populacéo
italiana em relacdo a populacdes do continente africano e do Sul da Asia (STRAFELLA et al.,
2020). Tendo em vista o elevado nimero de mortes observados no pais europeu nos primeiros
meses de pandemia, essa variante pode estar relacionada a heterogeneidade de quadros clinicos
observados na COVID-19 (ASSELTA e colaboradores (2020; REN et al., 2022).

2.6.2 Serino-protease Transmembranar tipo 11 (TMPRSS2)

A TMPRSS?2 é produzida a partir de gene homdnimo, localizado no cromossomo 21q22.3.
Ela faz parte de uma familia de serina-proteases tipo 2 denominada TTSP, do inglés: type Il
transmembrane serine proteases (TTSPs), composta por outros 16 membros em humanos. A
maioria das proteinas presentes nessa familia desempenham papéis bioquimicos cruciais para a
manutencdo da homeostase. Entretanto, algumas delas, incluindo a TMPRSS2, estdo relacionados

ao estabelecimento de patologias como neoplasias malignas e infecgdes virais sem, contudo, terem
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seus papéis fisiologicos esclarecidos (BUGGE; ANTALIS; WU, 2009; BERTRAM et al., 2010;
LUCAS et al.,2014).

Primeiramente, entre as caracteristicas mais relevantes do gene TMPRSS2 esta sua ampla
expressdo tecidual. A proteina produzida por esse gene apresenta uma por¢do transmembranar
responsavel por manté-la acoplada as superficies epiteliais. Por isso, a presenca da TMPRSS2 pode
ser observada nas células dos epitélios, sobretudo na prostata. Todavia, estudos cientificos bem
aceitos demonstram que essa serina-protease esta distribuida em mdaltiplos 6rgéos, dentre eles os
intestinos, coragdo e pulmdes (LIN et al., 1999; BERTRAM et al.,2012; DONG et al., 2020).

Anos ap0s a serina-protease transmembranar tipo 2 (TMPRSS2) ter sido apontada como
agente facilitador de infeccbes virais em humanos, seu papel voltou a ser objeto de estudos
cientificos. Isso porque, assim como os HCoVs SARS-CoVe MERS-CoV, o SARS-CoV-2 utiliza
essa mesma protease para clivar suas proteinas de superficie (proteinas S) e a proteina humana
ACE2, processo crucial para entrada do virion na célula hospedeira (HEURICH et al., 2014;
HOFFMANN et al., 2020).

Tal similaridade no ciclo infeccioso dos coronavirus, somada a evidéncias recentes
sugerindo efeito antiviral a partir do bloqueio dessa protease, reforcam a TMPRSS2 como potencial
alvo farmacoldgico na infecgdo por SARS-CoV-2. Ademais, outra caracteristica importante do gene
TMPRSS2 € o seu alto grau polimérfico. Assim, a identificacdo de variantes genéticas desse gene,
capazes de afetar a resposta interindividual aos coronavirus, também se tornou relevante.
(GLOWACKA et al., 2011; HOFFMANN et al., 2020).

Apbs a pandemia por HIN1 e H7N9, causada por virus que também utilizam a TMPRSS2
em seu processo infeccioso, pesquisadores reportaram os polimorfismos rs2070788 e rs383510 —
responsaveis pela superexpressdo dessa protease em humanos — como capazes de gerar
vulnerabilidade ao hospedeiro na infeccdo por gripe A. Esse achado contribuiu para a elaboracéo
da hipotese de que variantes do mesmo gene seriam as responsaveis pelos diferentes fenétipos
observados na COVID-19 (GLOWACKA et al., 2011; CHENG et al., 2015).

Conforme mencionado, o gene TMPRSS2 esta expresso em diferentes compartimentos
bioldgicos. Por isso, a prevaléncia de variantes potencialmente capazes de gerar uma atividade
interindividual distinta do gene, elevando sua expressdo por exemplo, possuem potencial de

desencadear danos sistémicos aos organismos infectados. Desse modo, a ocorréncia de desordens
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extrapulmonares, incluindo complicacdes neuroldgicas, cardiacas, gastrointestinais e renais pode
estar relacionada, também, a expressao desregulada de TMPRSS2 nesses tecidos, favorecendo a
infecgdo Grgdo-especifica por SARS-CoV-2 (DONG et al., 2020).

Ainda nos primeiros meses de pandemia, Asselta e colaboradores (2020) conduziram um
estudo no qual analisaram os niveis de expressdo e variantes dos genes ACE2 e TMPRSS2 na
populacdo italiana. Como resultado, seus dados demonstraram maior ocorréncia de um haplotipo
contendo trés SNPs (rs2070788, rs9974589, rs7364083), associados a regulacdo positiva da
expressdao de TMPRSS2, nos pacientes do pais europeu quando comparados a individuos do leste
asiatico. O aumento da expressdo de TMPRSS2 esta associado a maior taxa de clivagem da proteina
Spike do coronavirus e de seu receptor (ECA2). Desse modo, a prevaléncia desses polimorfismos
pode otimizar o processo de entrada do virus na célula hospedeira (HOFFMAN et al., 2020).

Anteriormente, alguns experimentos da pesquisa basica ja haviam investigado o papel da
TMPRSS2 na infeccdo por SARS-CoVe MERS-CoV. Em um estudo utilizando um modelo murino
com animais knockout para 0 gene dessa serina-protease, ficou evidenciado menor grau de
infeccéo, reducdo dos danos pulmonares e menores complicacdes da doenga. Contudo, ainda houve
infeccdo independente de TMPRSS2, sendo este fato possivelmente explicado pelo uso de vias
proteoliticas redundantes por virus para completar seu ciclo infeccioso. Entretanto, para 0 SARS-
CoV, a principal via de entrada parece ser a via direta ndo-endossdémica, na qual atua a TMPRSS2,
0 que também explica a menor taxa de infeccdo nos modelos experimentais na auséncia da proteina
(BERTRAM et al.,2012; BERTRAM et al., 2013; IWATA-YOSHIKAWA et al., 2019).

Desde os primeiros dados reportados por estudos chineses, pacientes mais velhos (>60) e
do sexo masculino tém sido a maioria dos doentes e mais propicios a desfechos desfavoraveis
(ZHANG et al., 2020). Para explicar esse fendmeno, pesquisadores sugeriram novamente o papel
do gene TMPRSS2. Enquanto no sexo feminino o estrogénio é capaz de regular negativamente o
ACEZ2, nos individuos do sexo masculino, a testosterona aumenta a expressédo de TMPRSS2 (LIN
et al., 1999; ASSELTA et al., 2020; LAMY et al., 2021). Para além disso, a desregula¢do na
expressao do gene dessa serina-protease pode explicar, inclusive, o porqué da COVID-19 ser mais
grave em idosos, € 0 que sugere o estudo de Schuler e colaboradores (2021) ao evidenciar o

aumento da regulacédo positiva de TMPRSS2 com o avanco da idade.
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Atualmente, a protease TMPRSS2 representa um potencial alvo farmacoldgico para o
tratamento da COVID-19. Embora existam estudos sugerindo sua participacdo na regulacdo dos
canais de sodio do epitélio pulmonar, seu papel fisiolégico ainda é controverso (DONALDSON et
al., 2002). Em modelos murinos knockut usados por Kim e colaboradores (2006), por exemplo, a
auséncia de TMPRSS2 ndo gerou nenhuma sequela 6bvia ou anomalia incompativel com a vida.
Em contrapartida, experimentos com celulas Vero-E6 expressando a TMPRSS2 mostraram alta
susceptibilidade celular a infecgdo pelo SARS-CoV-2 (MATSUYAMA et al., 2020).

Hoje, existem medicamentos disponiveis para o tratamento de outras condi¢des, como
pancreatite, capazes de bloquear a TMPRSS2 e impedir a entrada do SARS-CoV-2 na célula
hospedeira. Contudo, mais pesquisas sdo necessarias para verificar a eficacia desses farmacos.
Ainda assim, a constatacdo de que a inibi¢do dessa protease possui a¢do antiviral propicia cenarios
interessantes para a prospec¢do de novas moléculas capazes de mimetizar esse efeito. Ademais,
detectar variantes desse gene que aumentem ou reduzam sua expressdo pode fornecer um
importante direcionamento para tratamentos com esses medicamentos (HOFFMAN et al., 2020;
Ll etal., 2021).
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3  JUSTIFICATIVA

Em margo de 2020, uma pandemia de COVID-19, doenca provocada pelo coronavirus
SARS-CoV-2, foi decretada pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS). Rapidamente o numero
de doentes e mortos aumentou, demandando enormes esfor¢os governamentais para controlar a
disseminacdo do virus. Hoje, aproximadamente trés anos apos o decreto inicial da OMS, a
vacinacao esta disponivel e a emergéncia em salde global terminou. Contudo, variantes do virus
continuam a surgir e a circular entre as diferentes populagdes mundiais. Possivelmente, a doenca
por coronavirus se tornara endémica e, ainda que controlada, ndo poderé ser negligenciada pelos
Orgaos de saude globais, sobretudo quando acomete grupos de risco (BARTOLETTI et al., 2022;
WHO, 2023).

Desde o inicio da pandemia, observou-se a heterogeneidade de quadros clinicos na infeccao
por SARS-CoV-2. A existéncia de um componente genético nos hospedeiros, capaz de torna-los
vulneraveis a doenca, tem sido amplamente investigada. Hoje, a partir de iniciativas globais para
rastreio de variantes genéticas de susceptibilidade a COVID-19, ja existem dados concretos sobre
variantes genéticas de susceptibilidade ao novo coronavirus. Nesse contexto, os genes de ECA2 e
TMPRSS foram amplamente relatados, devido a existéncia de variagdes na frequéncia alélica entre
populacdes diferentes. Vale ressaltar que ambos 0s genes exercem funcdo importante na entrada
do coronavirus SARS-CoV-2, promovendo a liga¢do do virus a membrana da célula do hospedeiro.
Portanto, polimorfismos em diferentes populag6es podem influenciar a viruléncia do agente
etioldgico e a gravidade da doenca (HOFFMANN et al., 2020; CAPPADONA et al., 2023).

Diante do exposto, fica evidente que a caracterizacdo do perfil molecular de pacientes com
diferentes apresentacgdes clinicas da COVID-19 é indispensavel para a compreensao da importancia
de fatores genéticos associados aos prognosticos observados na doenca. Para além disso,
considerando a cenario de miscigenacdo pelo qual se formou a populacdo brasileira, o que
favoreceu o aumento da variabilidade genética, variados padrdes de distribuicdo de alelos podem
ocorrer. Portanto, € justificvel investigar a distribuicdo de alelos raros de susceptibilidade a doenca
grave por SARS-CoV-2 na populacéo local, possibilitando melhor compreenséo do perfil genético
nacional e a estratificacdo de grupos de risco com base em componentes genéticos de
susceptibilidade (MYCHALECKYJ et al., 2017; ABRAMOVS; BRASS; TASSABEHJI, 2020).
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

e Investigar a influéncia de polimorfismos especificos dos genes ACE2 (rs35803318) e TMPRSS2
(rs2070788) no progndstico de pacientes ndo vacinados diagnosticados com a COVID-19 no estado do
Ceara.

4.2 Objetivos Especificos

e Auxiliar no diagnéstico molecular de individuos com suspeita de infec¢do por SARS-CoV-2 por
RT- gPCR.

e Determinar a frequéncia alélica para os polimorfismos rs35803318 (ACE2) e rs2070788
(TMPRSS2) em individuos com diferentes situacdes clinicas de COVID-19.

e Investigar a existéncia de correlacdo entre a distribuicdo alélica das variantes rs35803318
(ACE2) e rs2070788 (TMPRSS2) e o prognostico de pacientes com COVID-19.
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5 MATERIAIS E METODOS
5.1 Delineamento do estudo

Este trabalho é um estudo transversal de base populacional com objetivo de rastrear em
uma coorte de pacientes do Estado do Ceara polimorfismos (variantes) dos genes ACE2 e
TMPRSS2 associados a COVID-19 para buscar correlacGes estatisticas entre as variagdes genéticas
investigadas e desfechos desfavoraveis de pacientes doentes. Entre os meses de junho de 2020 a
outubro de 2021, 148 pacientes com COVID-19 da cidade de Fortaleza (Ceard) tiveram suas
amostras de swabs da nasofaringe e sangue periférico coletadas para diagnostico molecular de
SARS-CoV-2 e para analise molecular de polimorfismos de ACE2 e TMPRSS2, respectivamente.
As amostras biologicas utilizadas neste trabalho sdo oriundas dos hospitais participantes da
pesquisa: Instituto Doutor José Frota (1JF) e Hospital Sdo José (HSJ), ambos localizados na cidade
de Fortaleza, Ceard. Todas as analises foram realizadas no Laboratério de Farmacogenética
(FARMAGEN), no Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM) da
Universidade Federal do Ceara (UFC).

A maior parte dos individuos presentes na amostra deste trabalho (n = 92) compdem o grupo
de pacientes que apresentaram sintomas leves ou ndo necessitaram de atendimento hospitalar
intensivo. Entretanto, 56 desses pacientes precisaram de atendimento na UTI (Unidade de
Tratamento Intensivo). Todas as amostras de DNA extraidas a partir de sangue total periférico dos
148 pacientes voluntarios foram analisadas por meio de PCR em tempo real para deteccdo de
polimorfismos de ACE2 e TMPRSS2. Posteriormente, as frequéncias alélicas e genotipicas
observadas na coorte estudada foram comparadas a 3.115 amostras de 26 populacdes diferentes e
oriundas dos cinco continentes: Africa, Américas, Leste Asiatico, Europa e Sul da Asia, extraidas

do banco de dados 1000 Genomes Phase 3 (1000G) (www.internationalgenome.org) (Figura 6).

A partir do grupo UTI (n = 56) foram criados dois subgrupos de acordo com o desfecho
apresentado pelos pacientes: subgrupo de pacientes que receberam alta (n = 45) e subgrupo
daqueles que foram a 6bito (n = 11) em decorréncia da infeccdo por SARS-CoV-2. Para observar
se haviam diferencas significativas entre pacientes que receberam alta e os que foram a 6bito na
UTI, os subgrupos “Alta” e “Obito” foram analisados em relagéo a diferentes variaveis nominais e
intervalares: idade, género, pressao arterial, frequéncia cardiaca, frequéncia respiratdria, escala de

Glasgow, contagem de leucdcitos, contagem de plaquetas, medida de creatinina, ocorréncia de
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sepse, necessidade ventilacdo mecanica e a Pontuacdo de Fisiologia Aguda Simplificada ou SAPS
3, do inglés: Simplified Acute Physiology Score 3 (Figura 6).

A escolha das varidveis analisadas considerou os dados clinicos comparaveis e relevantes
em COVID-19 disponiveis para este estudo. Todos os dados clinicos foram coletados a partir dos
prontuérios dos pacientes do grupo UTI e ndo estavam disponiveis para o grupo enfermaria (n =
92). Por fim, o grupo UTI também teve os dados da analise molecular analisados em conjunto com
os dados clinicos coletados. Essa etapa objetivou encontrar correlagGes estatisticamente
significativas entre a presenga dos polimorfismos de ACE2 e TMPRSS2 e os desfechos
desfavoraveis na COVID-19 (Figura 5).

Figura 5 - Representacdo esquematica do delineamento do estudo
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5.2  Aspectos Eticos



46

A partir do inicio deste projeto, foram coletados 5mL de sangue periférico de individuos
diagnosticados com COVID-19 por RT-PCR, do inglés Reverse Transcription Polymerase Chain
Reaction, e que aceitaram participar do estudo através do preenchimento do termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE). O TCLE foi fornecido por meio de formulario online,
conforme aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (COMEPE) da UFC sob parecer de nimero
4.029.490.

5.3  Coleta de amostras bioldgicas

As amostras para diagndstico e anélises moleculares foram coletadas no Instituto Doutor
José Frota (IJF) e no Hospital Sdo José, na cidade de Fortaleza, Ceara. Primeiramente, foram
coletados swabs combinados da nasofaringe de pacientes com suspeita de COVID-19. Os swabs
destinados ao diagndéstico foram prontamente imersos em solugéo salina a 0,9% em tubos do tipo
Falcon com capacidade para 15 ml. Em seguida, o material coletado foi encaminhado ao laborat6rio
de farmacogenética (FARMAGEN) e submetido ao processo de extracdo de RNA utilizando o kit
de extracdo QlAamp® Viral RNA (Qiagen, United States), conforme as instrugdes fornecidas pela
bula do produto. Posteriormente, as amostras seguiram para o diagnéstico molecular por RT-
gPCR, do inglés: Reverse Transcription Quantitative Polymerase Chain Reaction.

Cerca de 5 ml de sangue total periférico foi coletado de cada um dos pacientes participantes
da pesquisa, entdo, aqueles cuja carga viral de SARS-CoV-2 estava elevada (Cq < 25) foram
selecionados para as analises moleculares posteriores. Ademais, para prevenir quaisquer
interferéncias durante a realizacdo da PCR em Tempo Real, que pode ter sua eficiéncia afetada por
muitos fatores referentes a qualidade da amostra, foram adotados os seguintes cuidados: o sangue
foi colhido em tubos contendo EDTA como anticoagulante, as amostras foram transportadas e
armazenadas em condicdes de tempo e temperatura adequados. Além disso, amostras de sangue
colhidas em heparina, hemolisadas, hiperlipémicas ou apresentando quaisquer alteragdes
macroscépicas foram prontamente descartadas.

5.4 Deteccdo de SARS-CoV-2

O Kit 2019-nCoV gPCR Diagnostic Panel dos Centers for Disease Control and Prevention
(CDC), com primers especificos, foi usado para confirmar a presenca de SARS-CoV-2 em todas as
amostras coletadas. As misturas de primers (iniciadores) e sondas neste kit comercial tém como

alvo duas sec¢Bes do gene do nucleocapsideo viral (N1 e N2), bem como o controle endégeno
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humano (gene RNase P), que serve como um controle de integridade da amostra. Os pacientes com
diagndstico confirmado para infec¢do por SARS-CoV-2 por meio do teste de RT-qPCR e ciclo de
quantificacdo abaixo de 25 (indicando maior carga viral) tiveram sua amostra de sangue periférico
selecionada para extracao de DNA gendmico.

5.5 Processamento de amostras de sangue total e extracdo de DNA gendmico

As amostras biologicas de sangue total recebidas foram imediatamente processadas por
meio da técnica de centrifugacdo pesada. Inicialmente, cada amostra de sangue foi centrifugada
durante 5 minutos a 5000 rpm e, de cada uma delas, foi coletado cerca de 200 pL da interface
leucocitaria (buffy coat), rica em material genético, dando origem a aliquotas que foram
armazenadas para extracdo de DNA gendmico.

Foi realizada a extracdo de DNA utilizando o kit comercial PureLink™ Genomic DNA Mini
Kit® (Invitrogen) de acordo com instrugdes do fabricante. No total, 148 amostras de DNA foram
extraidas a partir das aliquotas de buffy coat (interface leucocitaria) recuperadas de sangue total
periférico. Inicialmente, todas as aliquotas de buffy coat foram retiradas do armazenamento a -80°C
e colocadas sobre a bancada para o descongelamento total.

Em seguida, cada aliquota de buffy coat, agora em tubo de microcentrifuga estéril, foi
tratada com 20 pL de RNase A e 20 pL Proteinase K. Posteriormente, foi adicionado 200 pL da
solucdo de lise (PureLink™ Genomic Lysis/Binding Buffer) e cada uma das aliquotas foi colocada
em banho-maria a 55°C por 10 minutos. Apos essa etapa, a cada tubo contendo amostras ja lisadas,
foi adicionado etanol absoluto. Todo o contetdo dos tubos foi homogeneizado em um agitador do
tipo vortex e cerca de 640 pL da mistura resultante foi transferida para colunas de silica (colunas
de purificacdo), adsorventes para as moléculas de DNA. O processo de ligacdo do material genético
as colunas foi facilitado por centrifugacgdes alternadas (com média de tempo entre um minuto e trés
minutos). As etapas de centrifugacdo sdo importantes para promover a adsor¢do do DNA a silica
e, também, para purificacdo do material extraido a partir da lavagem dos contaminantes presentes
na amostra, como proteinas e carboidratos.

As etapas de lavagem corresponderam a duas centrifugacdes a 10.000 x g. Para isso, foram
utilizados os reagentes de PureLink™ Genomic/Wash Buffer (tampéo de lavagem) 1 e 2, levando
um e trés minutos respectivamente. Ao final da etapa de centrifugacéo com as solugdes de lavagem,

cada uma das colunas foi introduzida em microtubos do tipo eppendorf de 2 ml e, em seguida,
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lavadas com 100 pL da solugdo de eluicdo (PureLink™ Genomic/Elution Buffer). Apds serem
incubadas por um minuto em temperatura ambiente (25°C), as colunas correspondentes a cada uma
das amostras foram novamente centrifugadas a 10.000 x g durante um minuto e meio. Terminada
a centrifugacdo, o DNA purificado foi obtido e encaminhado para etapa de quantificacéo.

As amostras de DNA extraidas foram quantificadas utilizando um equipamento do tipo
espectrofotobmetro (NanoDrop Lite da Thermo Scientific ™). Além da quantificacdo do material
genético, foi observada durante a analise por espectrofotometria a pureza das amostras a partir da
medicao das razfes 260/280 e 260/230. Conforme os critérios de pureza e quantificacdo indicados
pelo software do equipamento, as amostras que apresentaram rendimento desejavel (>20 ng/uL de
DNA) e razdes 260/280 e 260/230 proximas de 1.8 foram armazenadas. No entanto, as de
rendimento inferior e/ou com pardmetro de pureza comprometido foram repetidas. Assim, o
processo de extracdo foi realizado novamente para essas amostras a partir de Buffy Coats dos
mesmos pacientes guardados como backups.

Tendo em vista que as amostras de sangue total ndo foram recebidas conjuntamente, mas
em dias distintos, o processo de extracdo foi repetido de acordo com a demanda de material
recebido. Dessa forma, um banco de amostras, composto por DNA extraido, foi montado no
Laboratorio de Farmacogenética (FARMAGEN), para que em seguida fossem realizadas as
analises moleculares. Para evitar qualquer efeito sobre a estabilidade do material genético, todas as
amostras foram armazenadas em freezer -80°C, onde permaneceram até a data definida para os
experimentos de genotipagem.

5.6 Genotipagem de amostras de DNA

Os genotipos de TMPRSS2 e ACE2 foram determinados por PCR em tempo real (qPCR)
utilizando o sistema de discriminacdo alélica TagMan® (Applied Biosystems®, Foster City, CA,
EUA). Para isso, foram utilizados primers e sondas de hidrolise TagMan® de acordo com as

sequéncias disponibilizadas pelo fabricante (Tabela 1).



Tabela 1 - Sequéncias contexto de primers e sondas TagMan® utilizadas

Gene ID SNP Sequéncia contexto (VIC/FAM) ID Ensaio
CAATGCCAACCACTATCACTCCCAT[C/T]ACAACTCCAAAA
ACE2  rs35803318 JoivesiuacalC C__25637809_10
GATTTGTTGTCTGTATGGCCTAGAC(A/G)CTTTTGAGAAGG
TMPRSS2 152070788 GGCCTAGIC(AIG) C__ 2592038 _1_
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Foram utilizadas microplacas opticas do tipo MicroAmp™ Optical 96-Well Reaction Plate

(Applied Biosystems®) como suporte para as amostras a serem analisadas. Dessa forma, o

planejamento da reacdo levou em consideracdo o uso de placas com 96 pogos cada. Assim,

inicialmente foi realizado um desenho com o gabarito da placa de PCR em papel para posterior

reproducdo no experimento (Figura 6). Ao equipamento de PCR em Tempo Real Quantstudio 5

(Applied Biosystems®) foram adicionadas as informacgdes de identificagcdo dos pacientes

(enumerados em ordem crescente) e a distribuicdo de cada uma das amostras ocorreu conforme o

gabarito da placa de PCR pré-pronto.

No total, quatro placas de PCR foram preparadas, sendo duas delas para a genotipagem do

polimorfismo de ACE2 e duas para os polimorfismos de TMPRSS2. Em cada uma das placas, trés

pocos foram destinados a adi¢do de controle negativo (CN) da reacdo (Figura 6). Como CN foi

utilizada agua ultrapura.

Figura 6 - Exemplo de desenho de placa de PCR em Tempo Real
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Ademais, foram mantidas as configuracGes de ciclagem para reacdes de genotipagem pré-
estabelecidas pelo software do equipamento. A coleta de dados de fluorescéncia realizada pelo
equipamento ocorreu durante as fases de pré-amplificacdo, amplificagdo e pds-amplificacdo
conforme estd descrito na Tabela 2. Os fluoréforos VIC e FAM foram selecionados no
equipamento para marcar os nucleotideos dos alelos selvagens e dos alelos mutantes de cada
polimorfismo, respectivamente.

Tabela 2 - Programacéo utilizada no equipamento de PCR em Tempo Real

, . Coleta de
Estagio Temperatura dados Tempo
Pre-Read 60°C sim 30s
Hold 95°C 10 min
PCR e 155
60°C sim 1min30s
Post-Read 60°C sim 30s

Fonte: elaborada pelo autor.

Posteriormente, respeitando os protocolos de biosseguranca e de boas préticas laboratoriais,
iniciou-se as etapas de manipulacdo das amostras bioldgicas e progressdo da execucdo dos
experimentos. Assim, inicialmente, todas as amostras foram diluidas em agua livre de RNases e
DNases (enzimas capazes de degradar o material genético), de modo que a concentracdo de
material genético entre cada uma delas fosse igual a 10 nanogramas por microlitro (ng/pL). Essa
etapa é importante para homogeneizar o experimento e reduzir possiveis vieses durante a analise
por PCR em Tempo Real.

Para 0 experimento de genotipagem, uma mistura de reacdo foi preparada. Os seguintes
componentes foram utilizados para a preparacdo dessa mistura: agua ultrapura (livre de nucleases),
TagMan genotyping assay mix e TagMan® Genotyping Master Mix (ThermoFisher®) (Tabela 3).
A quantidade de amostras e controles testados foi determinante para o volume final da mistura.
Ademais, uma margem de 10% para mais foi considerada no calculo do volume de reagentes

utilizados devido a possiveis erros de pipetagem.
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Tabela 3 - Volume de reagentes para preparo da mistura de reacédo

Componente Volume (uL)
TagMan™ Genotyping Master Mix 5
TagMan genotyping assay mix (40x) 0,25
Agua ultrapura 0,25
TOTAL 55

Fonte: elaborada pelo autor.

A mistura de reacdo foi distribuida, em volume pré-determinado pelo protocolo de
genotipagem (Tabela 3), em placas de PCR em Tempo Real. A distribuig&o foi realizada de acordo
com o desenho da placa feito no planejamento inicial do experimento - exemplificado na Figura 1-
e transferido ao software do termociclador. Todos os pocos selecionados receberam 0 mesmo
volume da mistura de genotipagem com o auxilio de uma pipeta monocanal. Em seguida, as
amostras de DNA gendmico extraidas e diluidas a 10 ng/uL, bem como as amostras de controle
negativo (CN), foram igualmente distribuidas nos pocos contendo a mistura de reacédo (Tabela 4).

Tabela 4 - Volume de reagentes para preparo de uma Unica reacao

Componente Volume (pL)
Mistura de Reacdo 55
Amostra de DNA/ Controle Negativo 45
TOTAL 10

Fonte: elaborada pelo autor.

As placas contendo todos os reagentes ja misturados foram vedadas com selo Optico do tipo
MicroAmp™ QOptical Adhesive Film (Applied Biosystems®), brevemente centrifugadas e colocadas
no equipamento de PCR em tempo real (QPCR) QuantStudio 5 (Applied Biosystems®), no qual
toda andlise foi realizada.

5.7 Expressao de locus de caracteristicas quantitativas (eQTL)

Foi utilizada a ferramenta Genotype-Tissue Expression v7 (GTEX) para explorar dados
publicamente acessiveis para analise de loci de caracteristicas quantitativas de expressdo (eQTL,
do inglés, Expression quantitative trait loci), a fim de se entender mais sobre as fun¢des potenciais
de loci fortemente relacionados entre si. O GTEX foi projetado para definir transcriptomas humanos
e gerou uma biblioteca de referéncia de niveis de expressdo de genes de tecidos ndo doentes,

incluindo genotipo e expressao do gene.
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Os eQTLs multitecidos e os dados de nivel de expressdo foram obtidos do GTEX Portal V8
(https://gtexportal.org/home) com 49 tecidos diferentes de 15.201 amostras. O modo de
permutacgdes adaptativas foi usado com a configuracdo de permutacdo de 1000 e o limite da taxa
de razdo de falsas descobertas (FDR, do inglés, false Discovery) de < 0,05 foi aplicado para
identificar genes com um eQTL significativo.

5.8 Andlise estatistica

Os dados foram analisados com o software estatistico GraphPad Prism, versdo 9.4.1 (La
Jolla, Califérnia, EUA). Os desvios do desequilibrio de Hardy-Weinberg (HWD) foram calculados
pelo teste de qualidade do ajuste do qui-quadrado (y2). As diferencas nas frequéncias dos alelos de
ACE2 (rs35803318) e TMPRSS2 (rs2070788) entre grupos populacionais foram avaliadas usando
o teste Exato de Fisher. As caracteristicas clinicas e a associa¢do genotipica foram avaliadas pelo
teste do qui-quadrado e pelo teste de Kruskal-Wallis. Um valor de p < 0,05 foi considerado

significativo.



53

6 RESULTADOS
6.1 Analise de dados clinicos

No total, 56 individuos com COVID-19 grave foram primeiramente analisados por suas
caracteristicas clinicas. Variaveis nominais e intervalares foram selecionadas a partir dos dados
disponiveis nos prontuarios dos pacientes da UTI. A média e desvio padrdo foi calculada para
varidveis intervalares e os pacientes foram estratificados em relacéo as variaveis nominais. Ao
todo, 45 pacientes receberam alta da UTI (80,4%), enquanto 11 (19,6%) pacientes foram a obito.
A ocorréncia de sepse foi registrada em 33,9% dos pacientes da UTI, enquanto a ventilacéo

mecanica foi necessaria para 57,1% dos pacientes internados na UTI (Tabela 5).

Tabela 5 - Dados clinicos pacientes com COVID-19

Variavel TOC.IOS 0s
pacientes

Medio!a de prgsséo arterial sist6lica (PAS) mais baixa - Média 92,35 (10,08)

(Desvio Padrdo)

Medio!a de pr?sséo arterial diastolica (PAD) mais baixa - Média 56,73 (7,22)

(Desvio Padrdo)

Frequéncia cardiaca mais alta - Média (Desvio Padrao) 117,8 (7,09)

Frequéncia respiratéria mais alta - Média (Desvio Padrao) 30,61 (4,19)

Menor medid~a na escala de coma de Glasgow (GCS) - Média 9,61 (3.58)

(Desvio Padrdo)

Contagem mais alta de leucdcitos 13,77 (4,02)

Contagem mais baixa de plaguetas 250,7 (71,87)

Maior medida de creatinina 2,48 (6,55)

SAPS3 58,71 (12,13)
Desfecho N (%)

Alta hospitalar 45 (80,4%)

Obito 11 (19,6%)
Sepse N (%)

Sim 19 (33,9%)

Né&o 37 (66,1%)
VVentilacdo Mecanica N (%)

Sim 32 (57,1%)

Né&o 24 (42,9%)

Fonte: dados da pesquisa.
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Houve diferencas significativas entre os grupos alta e 6bito nas seguintes variaveis: pressao
arterial sistolica, frequéncia respiratéria, escala de Glasgow, SAPS3, ocorréncia de sepse e suporte
ventilatorio mecanico (Tabela 6).

Tabela 6 - Caracteristicas clinicas dos pacientes positivos para COVID-19 admitidos nas UTIs dos
hospitais incluidos neste estudo.

VARIAVEL DESFECHO
- p-valor
ALTA OBITO TODOS
3ldade (Média + Desvio Padrdo) 48,7 +21,5 605+17,1 51+21,10 0,094
bGénero (%0)
Masculino 25 (78,1%) 7(21,9%)  32(57,1) 0,741
Feminino 20 (83,3%) 4(16,7%) 24 (42,9)
¢ Medidas clinico-laboratoriais [Mediana (IQR)]
Medida de pressdo arterial sistélica (PAS) mais baixa 90 (10) 89 (2) 90(3,75) 0,001*
Medida de pressdo arterial diastélica (PAD) mais baixa 60 (6) 55 (11) 60 (6) 0,185
Frequéncia cardiaca mais alta 120 (6) 121 (2) 121 (3) 0,116
Frequéncia respiratoria mais alta 31 (6) 33(3) 31(3) 0,001*
Menor medida na escala de coma de Glasgow 8 (6) 8 (3) 8 (6) 0,021*
Contagem mais alta de leucdcitos 14 (6) 15 (4,5) 15 (5,75) 0,295
Contagem mais baixa de plaquetas 229,5(81,8) 231,0(138,3) 231 (94) 0,602
Maior medida de creatinina 0,90 (0,40) 1,25(0,97) 0,90(0,47) 0,150
SAPS3 57 (21,5) 71 (15) 59,5 (20,5) 0,0003*
bSepse N (%)
Sim 12 (63,2%) 7(36,8%) 19 (33,9%) 0,0325*
Nio 33 (89,2%) 4(10,8%) 37 (66,1%)
bVentilagio Mecanica N (%)
Sim 22 (68,75%) 10 (31,25%) 32 (57,1%) 0,0161*
Ndo 23 (95,8%) 1 (4,2%) 24 (42,9%)

*Teste t de Student, "Teste exato de Fisher, cTeste de Mann-Whitney. * Indica um nivel de significancia

menor do que 0,05.
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Neste trabalho, o poder de predicdo do SAPS3 foi analisado. Como resultado, verificou-se
que, enquanto para o grupo de ébito (Figura 7) a mediana do escore foi igual a 71, para o grupo
dos pacientes que receberam alta foi de apenas 57 (p < 0,0003).

Figura 7 - Representacdo grafica dos dados estatisticos da analise de SAPS3
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Fonte: dados da pesquisa.

Por fim, as frequéncias alélicas e genotipicas dos subgrupos alta e 6bito, oriundos do grupo
UTI, foram analisados em conjunto com os achados moleculares da genotipagem de SNPS

comparada com o objetivo de avaliar diferencas estatisticamente significativas entre os dois grupos.

6.2 Genotipagem dos Polimorfismos de TMPRSS2 e ACE2

Foi realizada a anélise de genotipagem dos SNPs nos genes ACE2 e TMPRSS2 por qPCR.
A Tabela 6 mostra a distribuicdo dos genotipos e frequéncias alélicas para os polimorfismos
humanos rs2070788 (TMPRSS2) e rs35803318 (ACE2) encontrados.

Para ACE2 (rs35803318) os resultados encontrados foram de 92,6% para o gen6tipo CC,
3,4% para o gendtipo CT e 4,0% de portadores do genotipo TT, com uma frequéncia alélica alterada
de 5,7% para o alelo T. Para TMPRSS2 (rs2070788), as frequéncias genotipicas foram de 22,3%
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do gendtipo GG, 50,7% do genotipo AG e 27% de portadores do genotipo AA, com uma frequéncia
alterada do alelo A em 52,4%.

Tabela 7 - Distribuigdo de alelos e gen6tipos na coorte de pacientes com COVID-19

Frequéncia Frequéncia
Genese SNP - ID Genotipos genotipica Alelos de alelos
(% en) (n e %)
GG 22,3% (33)
i A 52,4% (155)
TMPRSS2 - rs2070788 AA 27% (40)
G 47,6% (141)
AG 50,7% (75)
cC 92,6% (137)
C 94,3% (279)
ACE2 - rs35803318 T 4% (6)
T 5,7% (17)
CT 3,4% (5)

Fonte: dados da pesquisa.

6.3 Comparacao de frequéncias genotipicas e frequéncias alélicas entre diferentes
populactes

Os resultados da genotipagem de DNA obtidos foram analisados para este estudo em
comparacdo com 3.115 amostras de 26 populacdes diferentes concentradas em cinco grupos
continentes: Africa (AFR), Américas (AMR), Leste Asiatico (LA), Sul da Asia (SA) e Europa
(EUR). Conforme os dados representados nas Tabelas 8 e 9, as frequéncias genotipicas e alélicas
variaram significativamente entre as populacdes continentais e a cidade de Fortaleza (FOR), no
estado do Ceara, Brasil.

Evidenciou-se que os SNPs presentes nas sequéncias de ACE2 e TMPRSS2 estavam de
acordo com o Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) na maioria das populagées (p >0,05), exceto
para 0 SNP rs35803318 de ACE2 na populacao de Fortaleza (p < 0,05) (Tabela 9).

Ao comparar os resultados de frequéncia alélica obtidos para o polimorfismo do gene
TMPRSS2 (rs2070788) na populagdo da cidade de Fortaleza com as frequéncias observadas nas
populacdes das Américas, Sul da Asia e Europa, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente
significativas (p > 0,05) (Tabela 8).
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Tabela 8 - Equilibrio de Hardy-Weinberg e comparacdo das frequéncias alélicas do SNP
rs35803318 de TMPRSS2 na populagédo Fortaleza (FOR) e outras populacdes continentais (AFR,
AMR, LA, EUR, SA).

Frequéncia alélica

TMPRSS2 Frequéncia genotipica (N) EHW (N) Teste exato de Fisher#
(rs2070788) GG AA AG 1 p-valor G A p-valor
TODOS 0,166 (416) 0,373 (933) 0,461 (1155) 3,317 >0,05 0,397 (1987) 0,603 (3021) 0,0072*
AFR 0,070 (46) 0,522 (345) 0,408 (270) 0,486 >0,05 0,274(362) 0,726 (960) <0,0001*
AMR 0,245 (85) 0,256 (89) 0,499 (173) 0,003 >0,05 0,494 (343) 0,506 (351) 0,6272
LA 0,123 (62) 0,411 (207) 0,466 (235) 0,140 >0,05 0,356 (359) 0,644 (649) 0,0002*
SA 0,227 (111) 0,294 (144) 0,479 (234) 0,728 >0,05 0,466 (456) 0,534 (522)  0,7904
EUR 0,223 (112) 0,294 (148) 0,483 (243) 0,418 >0,05 0,464 (467) 0,536 (539) 0,7405
FOR (CE) 0,223(33) 0,270 (40) 0,507 (75) 0,037 >0,05 0,476 (141) 0,524 (155) -

Legenda: Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) para variantes genéticas selecionadas; y2: Qui-quadrado; Todos: todos
os continentes; AFR: Africa; AMR: Américas; LA: Leste asiatico; SA: Sul asiatico; EUR: Europa; FOR(CE):
Fortaleza-Ceara. #Comparacdo de frequéncias entre Fortaleza (CE) e outros continentes. * Indica um nivel de
significancia menor do que 0,05. Fonte: 1000 Genomes Project Phase 3.

Comparando as frequéncias alélicas do polimorfismo ACE2 (rs35803318), ndo foram
observadas diferencas apenas entre Fortaleza (CE) e Américas ou Europa (p > 0,05). Por outro
lado, a analise de comparacdo mostrou que a populacdo de Fortaleza apresentou frequéncias

distintas de populagdes africanas e do leste asiatico (p < 0,05) (Tabela 9).
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Tabela 9 - Equilibrio de Hardy-Weinberg e comparacdo das frequéncias alélicas do SNP
rs35803318 de ACE2 na populagéo Fortaleza (FOR) e outras populagdes continentais (AFR, AMR,
LA, SA, EUR).

Teste exato de

ACE?2 Frequéncia genotipica HWE Frequéncia alélica Fishers
(rs35803318) CcC TT CT e p-valor C T p-valor
TODOS 0,486 (1218) 0,00039 (1) 0,021(52) 0,347 >0,05 0,979 (3696) 0,021 (79)  0,0004*
AFR 0,516 (341) 0 0,002 (1) 0,151 >0,05 0,999 (1002) 0,001 (1)  <0,0001*
AMR 0,447 (155) 0 0,063 (22) 1,001 >0,05 0,929 (487) 0,071 (37)  0,5581
LA 0,516 (260) 0 0 0,000 >0,05 1,000 (764) 0 <0,0001*
SA 0,468 (229) 0 0 0,000 >0,05 1,000 (718) 0 <0,0001*
EUR 0,463 (233) 0,002 (1) 0,058(29) 0,261 >0,05 0,946 (725) 0.054 (41) 0,7656
BRASIL 0,926 (137) 0,040 (6) 0,034 (5) 71,182 <0,05* 0,943 (279) 0.057 (17) -

Legenda: Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) para variantes genéticas selecionadas; y2: Qui-quadrado; Todos: todos
os continentes; AFR: Africa; AMR: Américas; LA: Leste asiatico; SA: Sul asiatico; EUR: Europa; FOR(CE):
Fortaleza-Ceara. #Comparacdo de frequéncias entre Fortaleza (CE) e outros continentes. * Indica um nivel de

significancia menor do que 0,05. Fonte: 1000 Genomes Project Phase 3

6.4 Analise de Expressao de locus de caracteristicas quantitativas

Os perfis de eQTL de TMPRSS2 e ACE2 foram analisados usando o banco de dados GTEx
(do inglés: Genotype-Tissue Expression). Como resultado, apenas um eQTL associado a expressao
do SNP rs2070788 de TMPRSS2 foi encontrado e esta localizado no tecido pulmonar (p = 8,9 X
10-9) (Figura 8).
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Figura 8 - eQTLs associados ao polimorfismo rs2070788 (TMPRSS2) em diferentes tecidos
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Fonte: dados analisados do banco de dados Gtex. Disponivel em: https://gtexportal.org/home/.

Legenda: valores significtivos de tamanho de efeito normalizado (NES) foram assumidos

com p<0,05.
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Curiosamente, havia 28 tecidos especificos associados ao SNP rs35803318 de ACE2 e a
expressdo do gene PIR foi a alteracdo mais significativa observada, inclusive no testiculo (NES =
-0,321, p = 3,9 x 10-7), bem como es6fago, pele, coracdo, pulmao e hipofise (Figura 9). Além
disso, varios tecidos do sistema nervoso (hipotalamo, cerebelo, amigdala, nervo tibial)
apresentaram eQTL significativo com tamanho de efeito normalizado negativo (NES < - 0,310, p
< 3,9 x 10-4).

Figura 9 - eQTLs associados ao polimorfismo rs35803318 (ACE2) em diferentes tecidos

eQTL (Tecido unico)

Tecido Amostras NES p-valor m-valor NES (IC de 95 % )
Testiculo 322 -0.321 3.9e-7 1.00 -
Pituitaria 237 -0.400 1.5e-5 1.00 —
Cérebro - Hipotalamo 170 -0.468 6.4e-5 1.00 ——
Cérebro - Cerebelo 209 -0.515 6.4e-5 1.00 ——
Cérebro - Amigdala 129 -0.574 9.0e-5 1.00 ——
Cérebro - Hemisfério Cerebelar 175 -0.593 1.5e-4 1.00 ——

Nervo - Tibial 532 -0.310 1.9e-4 1.00 -
Cérebro - Putamen (Nucleos da base) 170 -0.422 3.9e-4 1.00 ——

@ Esofago - Mucosa 497 -0.301 55e-4  1.00 -
Cérebro - Nucleo caudado 194 -0.322 5.5e-4 1.00 ——

@ Pele - exposta ao sol (parte inferior da perna) 605 -0.300 9.9e-4 1.00 - -

@ Tireoide 574 -0.229  1.0e-3  1.00 -

@ Adiposo - Subcutaneo 581 -0.291 1.6e-3 1.00 - -

@ Pele - ndo exposta ao sol (supraptibica) 517 -0.240 2.2e-3 1.00 -

@ Coracio - Apéndice Atrial 372 -0.275 2.8e-3 1.00 ——
Adiposo - Visceral (Omento) 469 -0.277 2.9e-3 1.00 -

@ Artéria - Tibial 584 -0.241 30e-3  1.00 . =
Células - Cultura de fibroblastos 483 -0.266 3.4e-3 1.00 -
Pulmao 515 -0.234 42e-3 1.00 -

@ Coragio - Ventriculo Esquerdo 386 -0.380 4.4e-3 0.992 —l—
Cérebro - Cortex pré-frontal 175 -0.286 0.006 1.00 ——

@ Esofago - Porgdo muscular 465 -0.296 0.007 1.00 ——
Cérebro - Nucleo accumbens (Nucleos da base) 202 -0.263 0.008 1.00 ——

@ Pancreas 305 -0.613 0.01 0.998 —_——

@ Mama - Tecido Mamario 396 -0.246 0.01 0.997 ——
Cérebro - Cortex cingulado anterior (CCA) 147 -0.279 0.01 1.00 —_—
Glandula Salivar Menor 144 -0.276 0.02 1.00 —

® Baco 227 -0.353 0.05 0.995 —i—
Cérebro - Substancia negra (SN) 114 -0.457 0.05 0.991 —_—

@ Sangue Total 670 -0.162  0.05 0.964 - -
Cérebro - Cortex 205 -0.193 0.07 0.995 —
Artéria - Coronaria 213 -0.321 0.08 0.991 —_—

@ Células - Linhagem Linfoblastoide 147 -0.360 0.1 0.998 —
Muisculo - Esquelético 706 -0.0899 0.1 0.405

@ Artéria - Aorta 387 -0.188 0.1 0.997 ——

@ Colon transverso 368 -0.166 0.2 0.952 —ir
Cérebro - Hipocampo 165 -0.183 0.2 0.978 ——

@ Esofago - Jungdo Gastroesofagica 330 -0.206 0.2 0.994 —i—
Figado 208 -0.225 0.3 0977 —_—

@® Vagina 141 -0.473 03 0.993 b

@ Intestino Delgado - ileo terminal 174 -0.159 0.4 0.981 el —

® Utero 129 0232 06 0.946
Ovario 167 -0.327 0.6 0.964
Estomago 324 -0.0769 06 0.835 I
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Fonte: dados analisados do banco de dados Gtex. Disponivel em: https://gtexportal.org/home/.

Legenda: valores significativos de tamanho de efeito normalizado (NES) foram assumidos com

p <0,05.

6.5  Analise conjunta entre dados clinicos e de genotipagem dos pacientes da UTI.

Foi realizada uma andlise estatistica da frequéncia de gendtipos e alelos dos SNPs
investigados através do teste do qui-quadrado (p < 0,05), considerando as variaveis clinicas dos
pacientes do grupo UTI (subgrupo “alta” e “6bito”). As Tabelas 10 e 11 mostram a associacdo dos
SNPs rs2070788 (TMPRSS2) e rs35803318 (ACE2) com variaveis categoricas como desfecho,

ocorréncia de sepse e necessidade de ventilacdo mecanica.

Tabela 10 - Associacdo das caracteristicas clinicas com gendtipo e distribuicdo alélica do
polimorfismo rs2070788 (TMPRSS2)

» Gendtipo % Alelo %
Variavel
N AA AG GG p-valor G A p-valor
Desfecho
Alta hospitalar 45 244 489 26,7 0,2776 51,1 489 0,2731
Obito 11 455 455 91 31,8 68,2
Sepse
Sim 19 26,3 421 316 05654 526 47,4 0,5736
Nao 37 29,7 514 189 446 554
Ventilacdo
Mecanica
Sim 32 250 50,0 250 0,7846 50,0 50,0 0,6526

Né&o 24 333 458 20,8 43,8 56,3
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Tabela 11 - Associacdo das caracteristicas clinicas com genotipo e distribuicdo alélica do
polimorfismo rs35803318 (ACE2)

Variavel Genotipos % Alelos %
N CC CT TT  p-valor C T p-valor
Desfecho
Alta hospitalar 45 93,3 44 2,2 0,4377 95,6 4.4 0,1408
Obito 11 818 91 9,1 86,4 13,6
Sepse
Sim 19 94,7 53 0,0 0,5857 97,4 2,6 0,6611
Né&o 37 589 36 3,6 91,9 8,1
Ventilagdo
Mecénica
Sim 32 906 31 6,3 0,3335 92,2 7,8 0,4724
Né&o 24 91,7 83 0,0 95,8 4,2

Nas figuras 10 e 11, estdo apresentadas a comparacdes entre 0s genotipos dos SNPs com

base em varidveis intervalares, como escala de Glasgow, frequéncia respiratoria, frequéncia

cardiaca, pressdo diastolica e sistolica, contagem de leucdcitos e plaquetas e niveis de creatinina.



Figura 10 - Representacdo grafica da analise conjunta do polimorfismo de TMPRSS2
(rs2070788) e os dados clinicos do grupo “UTI”.
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Os dados séo apresentados como mediana e as diferengas significativas foram testadas com

0 teste de Kruskal-Wallis. Diferencas significativas: p < 0,05. Ndo foi demonstrada associagéo

entre as variaveis clinicas apresentadas e os SNPs no grupo de pacientes da UTI (p > 0,05).



Figura 11 - Representacdo grafica da analise conjunta do polimorfismo de ACE2
(rs35803318) e os dados clinicos do grupo “UTI”.
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7 DISCUSSAO

Este trabalho teve como um dos principais objetivos avaliar dois SNPs, rs2070788
(TMPRSS2) e rs35803318 (ACE2), em uma coorte oriunda da cidade de Fortaleza (Ceara, Brasil),
frequentemente apontados como relevantes na doenca causada pelo coronavirus SARS-CoV-2, a
COVID-19. Esses polimorfismos foram anteriormente estudados em diferentes populacGes
mundiais (KHAYAT et al., 2020; KEHDY et al., 2021). Até o presente momento, este é o primeiro
trabalho a discutir esses SNPs na regido nordeste do Brasil, uma amostra populacional com
importante ascendéncia africana e europeia (PENA; SANTOS; TARAZONA-SANTOS, 2020).

A média de idade dos pacientes que tiveram os dados clinicos analisados foi de 51 anos.
Para o grupo de pacientes que receberam alta da UTI, a média de idade foi de 48,7 anos, enquanto
para o grupo de pacientes da UTI que foram a 6bito, a média foi de 60,5 anos. No total, o grupo
UTI e composto por 32 pacientes do sexo masculino e 24 do sexo feminino. Quando comparada a
média de idade do grupo alta (48,7 anos) com a média de idade do grupo Obito (60,5 anos), ha
predominancia de individuos com idade mais avancada (>60 anos) entre os casos fatais da doenca.
No entanto, as andlises estatisticas para os dados observados demonstraram ndo existir
significancia em relacdo a essa varidvel (p = 0,094). Similarmente, na analise comparativa entre o
género dos individuos pertencentes aos subgrupos avaliados, ndo houve qualquer significancia
estatistica indicando que a variavel género esteja implicada na gravidade da COVID-19 na coorte
estudada (p = 0,741).

H& uma consideravel porcentagem de estudos cientificos abordando as varidveis género e
idade como fatores relevantes na COVID-19. Mais especificamente, 0 género masculino e
individuos com idade avancada apresentam maior risco de desenvolverem doenca grave por
coronavirus e por consequéncia irem a obito (CHEN et al., 2020; ZHOU et al., 2020). Pacientes
idosos possuem, de modo geral, maior risco de agravamento de infeccdes e, frequentemente,
compdem o grupo de risco para doengas como a gripe comum, HIN1 e outras. Esse fato é
explicado, entre outros fatores, pelo processo natural de imunossenescéncia, responsavel por uma
consideravel reducdo na eficiéncia do sistema imune em responder aos desafios imunoldgicos e
montar defesas contra patogenos (WEISKOPF et al., 2009; PAWELEC et al., 2020).
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No inicio da pandemia por COVID-19, a Italia foi fortemente afetada pelas infeccOes e
mortes provocadas pela doenca. A populacdo desse pais europeu é composta por uma grande
parcela de idosos e, conforme mencionado anteriormente, essa caracteristica foi apontada como
razao para alta mortalidade por COVID-19 observada no pais. Além disso, Schuler e colaboradores
(2021) demonstraram que a expressdo do gene TMPRSS2 aumenta com o avanco da idade. Dessa
forma, pacientes idosos, além de possuirem um sistema imune deficitario no controle da replicacéo
viral, contribuindo para agravo da COVID-19, podem ser de fato geneticamente suscetiveis a
contrairem a infeccdo por SARS-CoV-2. Isso porque, com aumento da expressao de TMPRSS2 e
maior abundancia de seu produto proteico nas superficies epiteliais, haveria maiores taxas de
clivagem da proteina de superficie viral e otimizacdo da interacdo entre as particulas virais e 0s
receptores do tipo ECA2, presente na célula do hospedeiro (HOFFMANN et al., 2020; SOUZA et
al., 2021).

Neste estudo, no entanto, os resultados encontrados pelas analises realizadas nao
corroboram os achados de Schuler e colaboradores (2021) supracitados, tdo pouco os observados
e descritos por outros autores na literatura em relacdo a idade e ao género dos pacientes. Tendo em
vista que variados estudos cientificos consistentes ratificam a relevancia de género e idade no
prognostico da COVID-19 CHEN et al., 2020; ZHOU et al., 2020), anlises de expressdo génica
por PCR em Tempo Real, talvez, pudessem esclarecer se de fato houve aumento na expressao do
gene TMPRSS2 no grupo de pacientes da coorte estudada. As amostras utilizadas neste trabalho
para extracdo de DNA foram de sangue total periférico, por isso ndo foi possivel investigar essa
hipdtese pela analise de expressdo génica, porque tanto o gene ACE2, como o gene TMPRSS2
possuem baixa expressdo génica em células sanguineas. Dessa forma, seria interessante a
realizacdo de analises complementares utilizando matrizes celulares reconhecidas por abundante
expressao dos genes ACE2 e TMPRSS2 (ZOU et al., 2020; VERDECCHIA et al., 2020)

Todavia, embora existam limitaces que possam ter colaborado para auséncia de
significancia estatistica nas variaveis género e idade, incluindo o tamanho da amostra analisada,
existem outras hipoteses para a ocorréncia desse fendmeno. Uma das hipéteses é a influéncia de
variantes de ACE2 e TMPRSS2 na coorte do estudo que nao foram contempladas nas analises e que
estdo associadas mais especificamente as variaveis investigadas. Conforme os achados de

Sidhwani e colaboradores (2023), que investigaram o papel de multiplos SNPs de ACE2 na
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gravidade da COVID-19, o polimorfismo rs2768883316, por exemplo, esta implicado em maior
risco de doenga grave com o avango da idade, enquanto o polimorfismo rs2285666 possui forte
associagao com a gravidade da doen¢a em individuos do sexo masculino.

Além disso, condicdes subjacentes que afetam o estado de saude dos pacientes, como
alteracdes nos niveis de hormonios esteroides, sejam em decorréncia de uma doenca, existéncia de
outros aspectos genéticos e estado fisiologico temporario ou permanente, podem ter papel
importante na regulacdo da expressdo de genes como o0 TMPRSS2. Conforme os dados reportados
por Lamy e colaboradores (2021), a testosterona, por exemplo, é capaz de aumentar a regulacéo
positiva do TMPRSS2, elevando o risco de infeccdo por SARS-CoV-2 em homens.

Ademais, devem-se considerar, também, fatores sociais e culturais ao analisar os resultados
observados. Em relagdo ao género dos pacientes, em geral, homens parecem adotar menos medidas
de cuidado com a prépria saide, como ir a consultas de rotina ou realizar check ups periodicamente,
guando comparados com as mulheres. Crencas pessoais e a perpetuacdo de comportamentos
defendidos como caracteristicos do sexo masculino favorecem cenarios nos quais homens se
expdem com mais frequéncia a situagGes de risco, seja pela baixa adesdo ao uso de mascaras faciais
durante a pandemia ou pela resisténcia em procurar atendimento médico em situa¢Ges de agravo
da doenca (HAISCHER et al., 2022; DANIELSEN et al., 2022).

Nos Estados Unidos, um estudo realizado por Rushovich e colaboradores (2021) revelou
as disparidades entre grupos raciais em relacdo ao risco de morte por COVID-19. O estudo em
questdo trouxe dados que revelam, além das nuances envolvendo a situacdo racial americana, um
complexo aspecto socioecondmico de impacto na mortalidade dos pacientes com COVID-19
durante a pandemia. Conforme os autores apontam em seus achados, a populacao negra, com maior
vulnerabilidade social e econdmica, enfrenta risco aumentado de morte pela infeccdo por SARS-
CoV-2 em relacdo a populacéo de pessoas de pele branca. Alem disso, ainda que, quando realizada
uma comparacdo intragrupo com estratificacdo por género, o maior nimero de Obitos esteja
concentrado entre os pacientes do sexo masculino de ambos 0s grupos, ha comparacgéo intergrupo,
na qual a totalidade do grupo de pessoas brancas foi comparada a totalidade do grupo de pessoas
negras, constatou-se que mulheres negras possuem maiores chances de morrerem por COVID-19

mesmo quando comparadas a homens brancos.
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Dito isso, € importante ressaltar que, devido a origem das amostras analisadas neste trabalho
serem hospitais publicos da cidade de Fortaleza, responsaveis em grande parte pelo atendimento
da populacdo socioeconomicamente vulneravel da cidade e regido metropolitana, a auséncia de
significancia entre os géneros observada nas analises do presente estudo possa estar associada a
fatores socioeconémicos dos pacientes. Aqui, a hipotese defendida é a de que, embora as taxas de
Obitos sejam maiores para o sexo masculino (ZHANG et al., 2020), em cenarios de vulnerabilidade
socioecondmica, essas taxas entre 0s géneros se assemelham, atenuando a disparidade observada
em outros estudos. Sugere-se ainda que a questdo racial seja levada em consideracdo, tendo em
vista a possibilidade de o nimero de pacientes na UTI do sexo feminino estar superrepresentado
por mulheres negras e pardas socioeconomicamente vulneraveis (RUSHOVICH et al., 2021;
FABRIN et al., 2023).

Este trabalho p6de verificar ainda diferencas entre grupos a partir da analise dos dados
clinicos coletados a partir do subgrupo de pacientes da UTI. Conforme os dados obtidos e
analisados dos grupos de pacientes que receberam alta da UTI e daqueles que foram a 6bito, houve
diferenca significativa nas seguintes variaveis: pressdo arterial sistolica, frequéncia respiratdria,
escala de Glasgow, SAPS3, ocorréncia de sepse e suporte ventilatério mecanico. Esses achados
estdo de acordo com estudos bem aceitos na literatura que evidenciam a piora do estado geral de
salde dos pacientes com COVID-19 grave (LAI et al.,2020; HUANG et al., 2020; CASCELLA et
al.,2022).

Danos cardiovasculares e outras desordens associadas a desregulacdo do sistema-renina
angiotensina-aldosterona sdo comumente observados em pacientes criticos para COVID-19. Além
disso, pacientes com comorbidades, como hipertensdo arterial sisttmica (HAS) possuem maiores
riscos de desenvolverem doenca grave, portanto, € compreensivel a existéncia de diferencas
significativas entre o grupo de “alta” e “6bito”. O ciclo infeccioso do coronavirus SARS-CoV-2
envolve o receptor do tipo ECA2, presente nos epitélios pelos quais o virus geralmente invade as
células. Como a ECAZ2 possui papel funcional importante regulando negativamente a atividade
constritora da ECA e controlando a presséo arterial, (ZOU et al., 2020; GUPTA et al., 2020).

O comprometimento pulmonar na COVID-19 ¢ responsavel por frequentemente provocar
sinais e sintomas respiratorios. Na doenca grave, o processo de hematose é comprometido e danos

sistémicos decorrentes da hipoxia tecidual podem ocorrer, provocando a morte dos pacientes
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acometidos. Neste estudo, pode-se verificar que as variaveis intervalares de frequéncia cardiaca e
respiratdria se apresentavam significativamente diferentes entre o grupo de pacientes que recebeu
alta da UTI e aqueles que tiveram como desfecho o 6bito, com a piora dessas variaveis para 0s
ultimos (RICHARDSON et al., 2020; EVANS, 2022).

A diferenca em relagdo as caracteristicas clinicas entre os grupos “alta” e “obito” ficou
ainda mais evidenciada pelos dados obtidos pela analise da Pontuacdo de Fisiologia Aguda
Simplificada ou escore SAPS 3, do inglés: Simplified Acute Physiology Score 3. O SAPS3 foi
desenvolvido a partir da coleta de dados clinicos de cerca de 16.784 pacientes de diferentes
nacionalidades internados em unidades de terapia intensiva (UTI). Esse escore € composto por 20
variaveis clinicas mensuraveis e tem como objetivo ser um modelo preditor do prognostico de
pacientes graves (METNITZ et al., 2005; MORENO et al., 2005).

De acordo com os resultados da anélise dos dados de genotipagem, o SNP rs35803318
(ACE2) foi 0 Unico em desequilibrio de Hardy Weinberg para populacdo de Fortaleza (Brasil).
Vaérios fatores causam desvios de EHW em uma populacdo, como mutacdo, selecdo natural,
acasalamento ndo aleatorio, deriva genética e fluxo génico (GRAFFELMAN; JAIN; WEIR, 2017).
Em uma vasta populagdo com multiplas etnias, como no Brasil, o acasalamento ndo aleatério
relacionado a localizacdo geogréafica pode ser uma fonte prevalente de afastamentos de EHW por
deficiéncia heterozigotica (ABRAMOVS; BRASS; TASSABEHJI, 2020).

Ademais, este trabalho sugere a hipotese de que as diferencas observadas na comparacéao
das frequéncias alélicas do SNP de ACE2 (rs35803318) podem ocorrer devido ao desequilibrio de
Hardy Weinberg observado. Além disso, os desvios do EHW observados na coorte estudada
podem ter um impacto relevante no comportamento da doenca para a populacdo do nordeste
brasileiro. Molina e colaboradores (2022), por exemplo, estudaram em uma coorte de 318 pacientes
polimorfismos do gene ACE2 e constataram sua relagdo com a gravidade da COVID-19, indicando
ndo apenas variantes associadas ao maior risco de hospitalizagédo (rs2106809 e rs2285666), mas
também variantes com efeito protetor (rs2074192 e rs1978124). Dessa forma, tendo em vista a
existéncia de polimorfismos com caracteristica protetora contra 0 SARS-CoV-2, a auséncia de um
cenario no qual a distribuicdo de alelos ocorra conforme a frequéncia esperada, ou seja, atenda ao
EWH, pode favorecer a prevaléncia de geno6tipos de susceptibilidade & doencga grave (MOLINA et
al., 2022).
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Outro ponto observado nos resultados desse trabalho foi a auséncia de diferencas
significativas entre as frequéncias alélicas das populagGes de Fortaleza, Américas e Europa, o que
pode ser explicado pela mistura altamente heterogénea e interétnica na populagéo de brasileiros.
Todavia, a analise comparativa mostrou que a populacdo de Fortaleza apresentou frequéncias
alélicas distintas das populaces africanas e asiaticas (MYCHALECKY/ et al., 2017).

Embora os africanos tenham chegado ao Brasil em larga escala entre os séculos XVII e
XIX, os resultados deste trabalho indicam haver diferencas genéticas importantes entre a populagéo
de Fortaleza e a populacdo africana. Esse fato possivelmente pode ser explicado por fatores
historicos, como a extensa evasdo da populacdo negra do territorio cearense posteriormente a
abolicdo da escraviddo no estado, que ocorreu cerca de quatro anos antes da oficializacdo da lei
Aurea no Brasil de 1888 (GIRAO, 1984). Além disso, em meados de 1908, o Brasil recebeu um
aumento consideravel de imigrantes asiaticos, sobretudo japoneses, nas regifes sul e sudeste.
Tendo em vista que a imigracdo de individuos com origem asiatica ndo ocorreu de forma
significativa para a regido nordeste, incluindo o territdrio cearense, fica evidente o porqué da
diferenca entre a frequéncia de alelos na coorte estudada e a observada na populacdo do leste
asiatico (MANTA et al., 2013; SILVESTRE et al., 2017).

Anteriormente, foi demonstrada a existéncia de diferencas nas frequéncias alélicas dos
genes TMPRSS2 e ACE2 entre a populacdo europeia e a populacdo asiatica. Conforme os dados
reportados por Asselta e colaboradores (2020), a populacéo italiana possui maior frequéncia de um
haplétipo responsével pelo aumento da expressdo do TMPRSS2. Em contrapartida, esse haplotipo
é menos frequente na populacdo do leste asiatico e continente africano. Dessa forma, tendo em
vista maior proximidade genética entre a coorte do estudo e o continente europeu, pode-se apontar
a hipdtese de que a populacdo de Fortaleza esteja mais suscetivel a infec¢do por SARS-CoV-2 e aos
agravos da COVID-19, similarmente ao que foi defendido por estudos cientificos em coortes
europeias, por exemplo, as oriundas da Italia.

O banco de dados GTEX, do inglés: Genotype-Tissue Expression, possui informacdes sobre
tamanho do efeito estimado de um alelo na expressao de determinado gene. Dessa forma, é possivel
realizar a identificacdo de genes cuja expressdo € influenciada pela variacdo genética (GTEX
CONSORTIUM, 2020). Anteriormente, um estudo descobriu que a presenca do gendtipo GG para

0 SNP rs2070788, que corresponde a maior expressao de TMPRSS2 em tecidos pulmonares
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humanos, aumenta o risco de influenza HIN1 grave (CHENG et al., 2015). Com base nos
resultados da anélise de eQTLs e nas frequéncias genotipicas observadas, o gendtipo AA, que
corresponde a menor expressdo de TMPRSS2 no pulméo, parece proteger os individuos portadores
contra COVID-19, sobretudo em populagdes como as do leste da Asia e Africa. Nesse sentido, 0s
achados deste trabalho sugerem que Fortaleza (Brasil) e Américas podem ser as populacdes mais
suscetiveis a infecgdes por SARS-CoV-2, uma vez que o genotipo AA esta em baixa frequéncia.

Além disso, os resultados das anélises de eQTLs demonstraram o papel trans regulatorio
do SNP rs35803318 (ACE2), sendo esse um outro achado importante deste trabalho. Esse
polimorfismo possui influéncia sobre a expressdo do gene PIR e pode estar relacionado a um
mecanismo de supressao da resposta imunolégica disfuncional na COVID-19 grave. sso porque,
a presenca do alelo mutante (T) reduz a expressao do PIR, responséavel por codificar a proteina
pirina (SHOVLIN; VIZCAYCHIPI, 2020).

A proteina pirina estd implicada em aumento significativo na ativacédo da via NF- kB/p65,
que esta ligada a varias doencas inflamatorias cronicas (GIRIDHARAN; SRINIVASAN, 2018).
Quando a pirina provoca a hiperativacdo da via NF-kB/p65, hd aumento da expressao de genes
relacionados a sindrome da tempestade de citocinas, relacionada ao aumento da gravidade da
COVID-19 (HARIHARAN et al., 2021). Recentemente, Shoily e colaboradores (2021) ja haviam
relatado outro SNP rs4646156 (ACE2) como um locus eQTL que pode modificar a expressao do
gene PIR em uma variedade de tecidos, incluindo eséfago, tiredide, tecido adiposo e artéria.
Curiosamente, a maior frequéncia do gendtipo homozigoto mutante (TT) foi na populacédo de
Fortaleza entre as populacdes analisadas.

Os resultados preliminares deste trabalho, além de outros estudos cientificos, levantaram a
hipotese de que os SNPs rs2070788 (TMPRSS2) e rs35803318 (ACE2) estdo associados ao
aumento do risco de infec¢do por SARS-CoV-2 e a prognésticos desfavoraveis da COVID-19 em
diferentes populacbes (KHAYAT et al., 2020; KEHDY et al., 2021). Apesar disso, ndo houve
associacao significativa entre parametros clinicos e os gendtipos de TMPRSS2. Para 0s gendtipos
de rs35803318 (ACE2), apesar da auséncia de associacdo entre a maioria dos parametros clinicos
e a distribuicdo dos genotipos observada, foi verificada significancia estatistica para a variavel

“maior medida de frequéncia cardiaca” (p = 0,0263).
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Conforme discutido anteriormente, o produto do gene ACE2, a ECAZ2, € responsavel por
antagonizar os efeitos vasoconstritores da ECA. Esse mecanismo se estabelece a partir da
conversao de angiotensina 2 (Ang Il) em angiotensina 1-7 (Ang I-VII) pela acéo dessa enzima. A
angiotensina 1-7 (Ang I-VII) é fundamental na regulacdo e controle da pressdo arterial sistémica e
0 comprometimento na producédo desse peptideo por ECA2 tem sido apontado como relevante em
desordens cardiacas. Por isso, os resultados observados para a variavel “maior medida de
frequéncia cardiaca” poderiam estar associados ao comprometimento da via da angiotensina 1-7
(Ang I-VII) em decorréncia do sequestro dos receptores ECA2 pelo SARS-CoV-2. Entretanto, é
importante salientar a auséncia de associacdo estatistica entre o polimorfismo de ACE2 e variaveis
contendo as medidas de presséo arterial sistolica e diastolica. Além disso, ndo houve qualquer
significancia estatistica do mesmo polimorfismo de ACE2 e o abrangente escore SAPS3,
enfraquecendo a hip6tese de que esse polimorfismo impacte verdadeiramente no progndstico dos
pacientes com COVID-19 (ZOU et al., 2020; GUPTA et al., 2020).

Portanto, ao contrario de resultados divulgados por estudos de outros paises, o desfecho ou
a gravidade na coorte deste estudo ndo foi afetado pela presenca ou auséncia dos SNPs de ACE2 e
TMPRSS2. Todavia, este trabalho pdde fornecer maior esclarecimento acerca do impacto dessas
variantes na doenca por COVID-19. Além disso, os achados deste trabalho, sobretudo aqueles
observados nas analises de eQTLs e avaliacdo de frequéncias de alélicas, podem ajudar a
complementar a hipoGtese da existéncia de SNPs protetores para infeccdo por SARS- CoV-2,
favorecendo a estratificacdo molecular dos individuos de acordo com seu componente genético
(TORRE-FUENTES et al., 2021).

Anteriormente, a variante rs35803318 (ACE2) ja havia sido apontada como possivelmente
protetora na COVID-19. Em um estudo conduzido por Torre-fuentes e colaboradores (2021), nao
houve nenhuma associacdo desta variante com doenca grave. Benetti e colaboradores (2020)
apontaram, ainda, maior frequéncia de alelos correspondentes a variante rs35803318 (ACE2) no
grupo controle quando comparado ao grupo de individuos com infec¢do por SARS-CoV-2. Portanto,
o0s dados obtidos a partir das andlises feitas neste trabalho ajudam a corroborar essa hipotese.

Por fim, tendo em vista as caracteristicas da proteina TMPRSS2: acéo de clivagem sobre
receptores do hospedeiro que promovem a infec¢do por coronavirus, alto grau polimérfico de seu

gene de origem e seu papel fisiolégico aparentemente dispensavel aos organismos, estudos
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pregressos tém sugerido essa protease como um potencial alvo farmacolégico na COVID-19
(HOFFMANN et al., 2020; WANG et al., 2023). No entanto, apesar de TMPRSS2 parecer um alvo
promissor para a prospeccdo de novos farmacos, principalmente por funcionar como co-receptor
para diferentes tipos virais, incluindo SARS-CoV-1 e 2 e o virus influenza, outras vias
independentes do mecanismo pelo qual essa proteina promove o processo infeccioso parecem
ganhar mais destaque a depender do microrganismo invasor ou até mesmo do tipo de variante desse
microrganismo. Por exemplo, ainda que in vitro tenha sido possivel evitar a infeccdo por SARS-
CoV-2 por um agente bloqueador de TMPRSS2 (mesilado de nafamostato) (HOFFMANN et al.,
2020), Zhao e colaboradores (2022) reportaram que a inibicdo de TMPRSS2 s6 foi eficaz para

evitar a infeccdo pela variante Delta, porém pouco eficiente para a variante Omicron.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

A presenga de variacOes na frequéncia alélica nos genes de ACE2 e TMPRSS2 foi observada
em uma variedade de populagfes em todo o mundo, indicando que diferencas na infeccéo e
gravidade por COVID-19 podem ser influenciadas por antecedentes genéticos do hospedeiro (CAO
et al., 2020). Portanto, este trabalho teve como principal o objetivo investigar a influéncia de dois
SNPs, rs2070788 (TMPRSS2) e rs35803318 (ACEZ2), no prognostico de pacientes ndo vacinados
diagnosticados com a COVID-19 no estado do Ceara. Ambas as variantes foram anteriormente
estudadas na populacdo europeia, peruana nativo americana e nativo americana da Amazonia
(KHAYAT et al., 2020; KEHDY et al., 2021) e tém ganhado atencdo na literatura
(SURYAMOHAN et al., 2021).

Dessa forma, este estudo pode observar diferencas significativas ao comparar os subgrupos
“alta” e “Obito” em relagdo aos parametros clinicos dos pacientes. Porém, a analise conjunta entre
os dados de genotipagem e os parametros clinicos desses pacientes evidenciou ndo haver
associacdo significativa entre a distribuicdo dos gendtipos, o desfecho e a gravidade da doenca por
SARS-CoV-2. Portanto, de acordo com este estudo, os SNPs rs35803318 do gene ACE2 e
rs2070788 do gene TMPRSS2 ndo estdo associados a doenca grave e mortalidade.

Em contrapartida, as analises de eQTLs sugerem que genotipos com alelo mutante estéo
associados a menor expressdo dos genes ACE2 e TMPRSS2, indicando possivel papel protetor
dessas variantes na COVID-19. Ademais, 0 SNP de ACE2 foi implicado na regulacdo da expresséo
do PIR gene, sugerindo um papel dessa variante na modulacdo da resposta imune ao SARS-CoV-2.
Além disso, as analises dos parametros clinicos pertencentes ao grupo UTI corroboraram o alto
poder preditivo do SAPS3 para risco de morte de pacientes em estado grave. Dessa forma,
conforme os dados deste trabalho, o escore SAPS3 foi uma excelente ferramenta para prever o
risco de mortalidade para pacientes com COVID-19 na UTI.

No total, cerca de cinco mil exames de RT-PCR para deteccdo de SARS-CoV-2 foram
realizados no laboratorio de Farmacogenética (FARMAGEN), que funcionou com laboratério de
apoio para o Laboratorio Central de Saude Publica do Cearda (LACEN) durante os periodos de alta
demanda por diagnostico molecular na pandemia por COVID-19. No entanto, apenas um nimero

reduzido de pacientes (n = 148) foi inserido nesta pesquisa. Entre as principais barreiras para
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recrutar participantes estava a dificuldade de acesso aos pacientes, pois uma parcela desses
individuos estava na UTI.

Além disso, o periodo no qual se realizou a prospecc¢éo de voluntarios ampliou a dificuldade
tanto em contatar pacientes e/ou familiares de pacientes, como de realizar a coleta de dados
clinicos. A pesquisa ocorreu durante periodos no qual o numero de novas infecgdes e mortes era
crescente e ndo havia muitas informac6es sobre a COVID-19, resultando no controle rigido no
acesso aos hospitais participantes da pesquisa, aos pacientes e seus familiares. O preenchimento do
TCLE online também trouxe dificuldade para alguns voluntarios por motivos diversos, levando,
por exemplo, ao ndo preenchimento e ao preenchimento incompleto ou incorreto das informacgoes
requeridas no formulario. Ademais, muitos pacientes ou familiares se recusaram a participar da
pesquisa por motivos pessoais nao relatados.

Por fim, os resultados encontrados neste estudo propiciaram maior esclarecimento sobre o
papel dos SNPs, rs2070788 (TMPRSS2) e rs35803318 (ACE2) na COVID-19, reforcando, na
verdade, uma hipdtese contraria aquela previamente elaborada, na qual, em concordancia com
dados de estudos pregressos, tais variantes seriam responsaveis pelo aumento da susceptibilidade
a COVID-19. Neste trabalho, no entanto, essa hipotese ndo somente foi refutada, como a hipétese
de as variantes que foram objeto desta pesquisa possam, na verdade, ter um papel protetor na
doenca por coronavirus. Ademais, os dados de genotipagem trouxeram informacdes importantes
sobre o perfil genético da coorte estudada, uma vez que foi realizada a determinacao e distribuicao
desses gendtipos em comparacao com diferentes populacGes mundiais.

Todavia, podem-se apontar algumas questdes que merecem, talvez, analises e pesquisas
complementares para maior esclarecimento. Dentre essas questdes esta a influéncia de outras
variantes dos genes ACE2 e TMPRSS2 que podem ser responsaveis pela auséncia de significancia
estatistica observada neste trabalho para as variaveis idade e género. Além disso, a significancia
estatistica observada na comparacéo entre os genotipos do SNP de ACE2 e variavel “medida de
frequéncia cardiaca” também pode ser mais bem investigada a fim de esclarecer quais razfes

levaram a esse resultado.
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ANEXO | - CARTA DE CONCORDANCIA EM PARTICIPACAO INSTITUTO DR.

B .

JOSE FROTA

rvats Mol te

TERMO DE ANUENCIA

Eu, __Rosenio  C€iru  Foutes T¥7 4pradey '
conhego o protocolo de pesquisa intitulado “IDENTIFICACAO DE
BIOMARCADORES GENETICOS PARA ESTRATIFICACAO PROGNOSTICA
DE PACIENTES DIAGNOSTICADOS COM COVID-19” desenvolvido pela
pesquisadora Raquel C Montenegro, conhego seus objetivos e a
metodologia que serd desenvolvida, estando ciente de que a referida
Pesquisadora ndo ird interferir no fluxo normal deste Servigo.

4 4
lﬁerd’ Caren Ve rLat ‘C“r“"‘\

Fortaleza, 28 de abril de 2020
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Dhacter Mécico- 1UF
CREMEC 5612

ANEXO Il - CARTA DE CONCORDANCIA EM PARTICIPACAO HOSPITAL SAO
JOSE DE DOENGCAS INFECCIOSAS
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Carta de Anuéncia

Declaro ter lido e concordar com a realizagdo da pesquisa intitulada:
"IDENTIFICACAO DE  BIOMARCADORES GENETICOS PARA
ESTRATIFICACAO PROGNOSTICA DE PACIENTES DIAGNOSTICADOS
COM A COVID-19." de autoria de Raquel C. Montenegro, apds o parecer
ético emitido pelo Comité de Etica em pesquisa do Hospital S8o José de
Doencas Infecciosas, conhecer e cumprir as Resolugbes Eticas Brasileiras, em
especial a Resolugio CNS 466/12. Esta instituigdo esta ciente de suas co-
responsabilidades como instituigio co-particpante do presente projeto de
pesquisa e de seu compromisso no resguardo da seguranca e bem-estar dos
sujeitos de pesquisa nela recrutados, dispondo de infra-estrutura necesséria
para a garanta de {al seguranga de bem-estar

Fortaleza, 27 de ABRIL de 2020

Assinatura e carimbgd do responsavel institucional

Fraachsoo Bdson Budarers Alree
Dissdor Geral - CREVEC 8274
HOPTL 340 J0GE [€ DOBCKS IFECDOSS

]

Hospital S3o losé de Doengas Infecciosas ~ Rua Nestor Barbosa, 315 - Parquelindia - Fortalera/Ce
CEP: 60.455-610 PABX: (85} 3101 2319 www.hsj.ce.gov.br

95



96

ANEXO 111 - CARTA DE CONCORDANCIA EM PARTICIPACAO LABORATORIO
DE DIAGNOSTICOS DO BRASIL (DASA)

Fartaleza, 06 de maic de 2020

DECLARACAD DE CONCORDANCIA — DASA

Eu, Gustavo Aguwar Campana, Dirclor Médico de Andbises Clinicas de Laboraldrio
Nagnosticos do  Brasil — DASA, tenhe conhecimento do  trabalho  intitulado
IDENTIFICACAO DE BIOMARCADORES GENETICOS PARA ESTRATIFICACAO
PROGNOSTICA  DE PACIENTES  DIAGNOSTICADOS COM A COVID-19.
Contirmo a participagiio da DPASA na identificagiio de pacientes com diagnostico de
COVID, apds consentimento destes, seguindo us exigéncias da Resolugao 466/2012.

O laboratorio ndo ird partilthar dados de pacientes gue nio consentirem a sua participacdo na
presente pesquisa.

Gustave Aguiar Campana



ANEXO IV - RELATORIO DE VISITA TECNICA - LACEN

b i

2\ LACEN

Laporatorie Central de Satde Publica

TiTULO: RELATORIO DE VISTA TECNICA

AUDITORIA INTERNA DA QUALIDADE E BIOSSEGURANCA — AlQOB

Area/processo  auditado: VerificacBo das instalacfes e
infraestrutura dos LABORATORIOS do NPDM para realizacéo | Data: 01/04/2020
do teste de amplificagdo de acidos nucleiccs - NAT para
CGOVID 19

EQUIPE AUDITORA

Auditor lider:

Nome Assinatura
N
ELZA GADELHA LIMA s (/’1\’\_.

Elza Gadelha Lima
Coordenagao da Qualidade

AUDITADOS

Nome Cargo
'I:’}:iill‘:la:l;nc] Odorico de Moraes Filho - participacie Pesquisador
Dra. Raquel Carvalho Montenegro Pesquisadora
Dra. Ana Rosa Quidute Pesquisadora
Ia. Sintia Almeida Pesquisadora
D, Triego Wilke Pesquisador
[}, Ronald Finheiro Pesquisador
Dra, Caroline Aquine Morciva-Nunes Pesquisadora

ApoIo Techico:

Maisa Viana de Holanda Barros
Roberta Tatane Germano de Oliveira
Lais Lacerda Brasil de Oliveira
Carlos Roberio Faier

Islay Lima Magalhdcs

OBJETIVOS DA AUDITORIA

Werificar se todos os aspectos de infraestrutura e Biosseguranga estio conformes para realizagio do
teste de amplificacdo de acidos nucleicos - NAT para COVID 19

PADRAC NORMATIVO E REQUISITOS (CRITERIOS DA AUDITORIA)

NBR ISO [EC 17025:2017, NBR SO 15188:2015, MANUAL DE BIOSSEGURAMNCA; GUIA PARA A
REDE LABORATORIAL DE VIGILANCIA DA INFLUENZA, 2016

AUDITORIA DE ENSAIOQ

Revisdo 02 |17/00/2018[Pagina 1de2 |
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Laboratério Central de Saide Publica

TiTULO: RELATORID DE VISTA TECNICA

Ensaio auditado: Foi verificada apenas a infraestrutura {fisica (incluindo as condigtes
de biosseguranca) e equipamentos) do Laboratorio.
NA

EVIDENCIAS NAQ CONFORMIDADES-NC

Foi evidenciado que todos os técnicos séo
capacilados para realizar tesles de biclogia
molecular (RT-PCR)

Foi evidenciado o monitoramente e registre das
condiches ambientais

Foi evidenciado que os eguipamentos e
instrumentos de medigdo estao calibrados;

Foram evidenciados 0s equipamentos necessarios

para a execugdo dos testes para COVID19

(Agitador  tipo  vortex;  Centrifuga  refrigerada;

Pipetadores  automaticos (P100, P200, P1.000); o

Freezer -20 “C, Freezer -70 °C; Cabine de Seguranga Nao foram detectadas NC
Biologica Classe || B2 {4); Geladeira & automagac em

PRC em tempo real { 2) Quanti, (2 ) 7500FAST ) CS5B

Classe I B2 {4), autoclave)

Foi evidenclada pressdo nesgativa & porta com
Inter travamento automatico na sala de extragaa,
assim como,antessala de parameniagho.

Foi evidenciado certificado de biosseguranca pela
CTNBIO & Manual de Biosseguranga.

Foi evidenciada Capela de Exausto para uso de
reagentes quimicos {no caso a acetona)

Foram evidenciadas areas para extragio, amplificagio
¢ detecgdo. {O fluxo de trabalho ¢ realizado de forma
adequada);

OBSERVACOES E SUGESTOES DE MELHORIAS

CONCLUSOES DA AUDITORIA

Foi realizada visita técnica para verificar a infraestrutura dos LABORATORIQS DO NPDM para
verificar a viabilidade de realizagio do teste de amplificagdo de &cidos nucleicos - NAT para
CovID 19.

N&o faram encentradas NC. Os laboratdrios possuem as condigoes de infrasstrutura adequadas
para realizar os testes.

Reviséo 02 17/09/201¢ Pagina 2 de 2
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ANEXO V - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: IDENTIFICACAO DE BIOMARCADORES
GENETICOS PARA  ESTRATIFICACAO PROGNOSTICA DE  PACIENTES
DIAGNOSTICADOS COM A COVID-19 E CARACTERIZAGAO MOLECULAR DO SARS-
CoV-2 NO ESTADO DO CEARA

NOME DO CENTRO DE PESQUISA: NUCLEO DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO
DE MEDICAMENTOS/FACULDADE DE MEDICINA/ UNIVERSIDADE FEDERAL DO
CEARA.

NOME DO INVESTIGADOR PRINCIPAL: RAQUEL CARVALHO MONTENEGRO, PhD.
INFORMAGCOES AO PARTICIPANTE DA PESQUISA

Vocé esta sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa. Sua participacdo é importante,
porém, vocé ndo deve participar contra a sua vontade. A pesquisa serd conduzida por uma equipe
de pesquisadores do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos da Universidade
Federal do Ceara. Antes que vocé decida fazer parte deste estudo é importante que leia com atencdo
as informacdes abaixo. Esta pagina e as proximas contém informacdes sobre a sua participacao no
estudo. A equipe de pesquisadores responsaveis pelo estudo respondera qualquer davida que vocé
possa ter. A participacdo no estudo é voluntaria e depende exclusivamente da sua vontade e vocé
esta livre para retirar-se do mesmo a qualquer momento. Caso vocé concorde e fornega seu
consentimento formal através de assinatura, vocé podera participar do estudo. Portanto, se restar
alguma duvida, ndo assine este termo antes que esta divida seja devidamente esclarecida.

DESENHO DO ESTUDO E OBJETIVOS

O objetivo da pesquisa é verificar as possiveis mudancas do SARS-COV-2 para entender se ocorrem
modificacdes nesse virus ao longo do tempo. Além disso, queremos entender se mudancgas entre as
pessoas podem favorecer a entrada do virus e/ou uma maior gravidade da doenca. Essas mudancas
podem ser Uteis para a identificacdo de pessoas com maiores riscos de adoecerem e melhorar o
tratamento de outras pessoas com a sua doenca.

Para o estudo do virus, sua participacdo no referido estudo serd no sentido de permitir a coleta do
seu material biologico (secrecdo do nariz e da garganta) com a introducdo de um bastdo tipo
cotonete no nariz e na garganta (swabs) sendo realizado por pessoal treinado na referida coleta, e
gue mesmo assim podera causar um leve desconforto (leve sensacéo de corpo estranho), mas que
é essencial para o diagndstico da doenca.

Para o estudo da mudanca de gravidade da doenca entre as pessoas, pedimos sua autorizacdo para
gue uma pessoa responsavel e treinada colete 10 mL de sangue periférico, o que pode causar um
leve ardor no local e ficar uma pequena mancha arroxeada transitdria. Vocé também contribuira
com o fornecimento de dados clinicos e seus sintomas relacionados & doenca, preenchendo um
questionario elaborado pelos pesquisadores, que terd duracdo de no maximo 10 minutos. Podera
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haver algum grau de constrangimento no fornecimento dos seus dados, mas fui informado que meu
nome ou qualquer informacéo que revele minha identidade ndo sera revelada em qualquer parte da
pesquisa e que minha privacidade sera respeitada e mantida em sigilo. Os pesquisadores envolvidos
oferecerdo apoio e amparo, mas 0s mesmos ndo sao responsaveis pelo seu tratamento. Se houver
alguma duvida quanto as informacdes que vocé,participante da pesquisa, forneceu, havera acesso
ao conteudo e vocé poderd solicitar mais esclarecimentos sobre o estudo. VVocé receberd uma via
deste consentimento para guardar. Informamos que durante o desenvolvimento deste trabalho vocé
ndo serd identificado(a) e seu anonimato sera garantido.

USO E ARMAZENAMENTO DO MATERIAL BIOLOGICO

Gostariamos de confirmar que seu material bioldgico sera coletado e utilizado para esta pesquisa.
Também gostariamos de pedir sua autorizacdo para guardarmos o restante do seu material
biologico para que possamos utiliza-lo em pesquisas futuras. Seu material serd guardado e
conservado em local seguro e adequado no Biorrepositdrio do Laboratorio de Farmacogenética do
NPDM da Universidade Federal do Ceard — UFC sob a guarda da Professora Doutora Raquel
Carvalho Montenegro.

Caso haja outro estudo no futuro vocé permite o uso de suas amostras.

SIM NAO

TEREI ALGUM BENEFICI0O?

Este projeto de pesquisa nao oferece beneficios diretos para vocé. O beneficio principal de sua
participacdo é possibilitar que no futuro, os resultados alcangados com este estudo, possam
beneficiar outras pessoas. Se voceé tiver quaisquer ddvidas sobre os seus direitos como um sujeito
de pesquisa ou sobre a ética do estudo, favor contatar o

Comité de Etica em Pesquisa citado abaixo:

Comité de Etica em Pesquisa (COMEPE) da Universidade Federal do Ceara
Enderecgo: Rua Cel. Nunes de Melo, 1000 — Rodolfo Tedfilo
Telefone (85) 3366-8344, horario de atendimento 22 as 62 feiras das 8h00 as 12h00.

QUAIS OS POSSIVEIS RISCOS E DESCONFORTOS?

A possibilidade de qualquer tipo de risco para vocé pela utilizacdo de seu material bioldgico nesta
pesquisa € minima. A retirada de sangue de sua veia, para que possamos utiliza-lo neste estudo
pode resultar em dor no local da coleta ou manchas roxas transitérias.

EU SEREI DE ALGUMA FORMA, RESSARCIDO PELAS DESPESAS DECORRENTES
DA PARTICIPACAO NESTE ESTUDO?
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Sua participacdo no estudo ndo acarretara custos para vocé e ndo serd disponivel nenhuma
compensacao financeira adicional.

POSSO DESISTIR DO ESTUDO A QUALQUER MOMENTO?

Sim, vocé é totalmente livre para desistir de participar em qualquer momento do estudo, ndo
devendo temer quaisquer consequéncias negativas.

COMO AS INFORMACOES SOBRE MIM SERAO PROTEGIDAS PARA MANTER
MINHA PRIVACIDADE?

De acordo com as leis brasileiras, seus registros médicos relacionados ao estudo serdo mantidos
sob o maximo sigilo permitido. Todos os materiais (amostras de sangue, por exemplo) serdo
utilizados somente para esta pesquisa. Qualquer pesquisa adicional com o seu material deve ser
submetida e aprovada pelo comité de ética.

CONSENTIMENTO FINAL DO PARTICIPANTE DA PESQUISA

Concordo em participar deste estudo.

Eu declaro que € de livre e espontanea vontade que participo do estudo acima citado. Declaro
também que li, entendi e ndo resta nenhuma davida em relacéo ao estudo. Fui informado sobre o
objetivo e procedimentos do estudo, bem como das possiveis vantagens, desvantagens, eventos
adversos e riscos previstos. Estou ciente que eu posso deixar de participar deste estudo a qualquer
momento, sem nenhuma penalizacao.

Nome do participante da pesquisa Data Assinatura

Nome da pessoa que esta obtendo o termo Data Assinatura
de consentimento

Nome do Pesquisador Principal Data Assinatura
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ANEXO VI - APROVACAO COMITE DE ETICA PROJETO BIOMARCADORES
GENETICOS

UFC - UNIVERSIDADE { Plataforma
FEDERAL DO CEARA / l\ymrl

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: IDEHTIFI_CAQEG DE BIOMARCADORES GENETICOS PARA ESTRATIFICACAQ
PROGNOSTICA DE PACIENTES DIAGNOSTICADOS COM A COVID-19 E
CARACTERIZACAOD MOLECULAR DO SARS-Cov-2 NO ESTADO DO CEARA

Pesquisador: Ragquel Carvalho Montenegro

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 31453320.7.0000.5054

Institwicao Proponente: Universidade Federal do Ceard/ PROPESC
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Mi mero do Parecer: 4.029.490

Apresentagdo do Projeto:

O altimo boletim do Ministério da Sadde, aponta Fortaleza como a capital com a maior incidéncia de casos
da COVID-19, possuindo 7291 milhdoc de habitantes. A rapida evolugao no contagio e a insuficieéncia de
informagdes acerca da fisiopatologia da doenga levam ac aumento exponencial donomero de casos. A
infecgao pelo SARS-CoV-2 apresenta quadros de gravidade diversas o que sugere a influéncia de fatores
genéticos no desfecho clinico desses pacientes. Estes podem estar associados a varante genética do virus,
ou seja, mutagbes em proteinas especificas do virus ja& demonstraram tornar o virus mais ou menos
infectante, bem como polimorfismos no hospedeiro. Em estudos recentes foram observadas diferengas de
frequéncia alélicas variantes do gene TMPRSS2 entre asiaticos e italianos, onde niveis mais alics de
TMPRSS2, sio mais frequentes da populagio italiana do que da populagao do leste asiatico. Esta proteina
facilita a ligagio do virus a membrana da célula do hospedeiro e, assim, polimorfismos nessa regidoc podem
influenciar a virulencia e a gravidade da doenga em diferentes populagtes. Para desencadear uma resposta

antiviral, o sistema imune inato preciza reconhecer a invasao do virus e, geralmente, isso acontece pelo
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TCLE / Termos de | TERMO_DE_CONSENTIMENTO_LIVR | 13/05/2020 | Raguel Carvalho Aceito
Assentimento 7 E_E_ESCLARECIDC_CONVIDAS_2020.p| 1925340 | Montenegro
Justficativa de dff
Auséncia
Projeto Detalhado /| Projeto_COVID_Comite_de_FEtica_Raqu| 13/05/2020 |Raguel Carvalho Aceito
Brochura el_v2 pdi 19:24:09 | Montenegro
| Investigador
Folha de Rosto folhaDeRosto_CNPq.pdf 05052020 | Raguel Carvalho Aceito
223434 Montenegro
Projeto Detalhado /| Projeto_COVID_Comite_de_Etica_Raqu| 05052020 | Raguel Carvalho Aceito
Brochura el pdf 223346 | Montenegro
Investigador
Declaragao do FUNCAP_COVID pdf 05052020 | Raguel Carvalho Aceito
Patrocinador 223240 | Montenegre
TCLE / Termos de | DISPENSA_DE_TCLE_COVIDAS_CEP_| 05/05/2020 |Raguel Carvalho Aceito
Assentimento f Raguel_2020_pdf 223136 | Montenegro
Justificativa de
Auséncia
Solicitagao Assinada | CARTA_SOLICITANDO_APRECIACAO | 03/05/2020 |Raguel Carvalho Aceito
pelo Pesquisador _COVIDAS_CEP_2020_pdf 222917 | Montenegro
Responzavel
Outros SESA_2020 pdf 05052020 | Raguel Carvalho Aceito
22:21:37 | Montenegro
QOutros SisGen.pdf 05052020 | Raguel Carvalho Aceito
22:20:23 Montenegro
Outros Hospital_SJ_pdf 05052020 | Raguel Carvalho Aceito
22:20:06 | Montenegro
Outros WF_2020. pdf 05052020 | Raguel Carvalho Aceito
2219:37 | Montenegro
Declaragio de TERMO_DE_COMPROMISSO_PARA_ | 05/05/2020 |Raguel Carvalho Aceito
concordancia UTILIZACAD_DE_DADOS_COVIDAS_C| 22:18:51 Montenegro
EP_2020_pdf
Orgamento DECLARACAC_DE_ORCAMENTO_FIN| 03/05/2020 |Raguel Carvalho Aceito
ANCEIRC _COVIDHS _CEP_ 2020 pdf 22:15:29 | Montenegro
Declaragio de DECLARACAC_DOS PESQUISADORE 05052020 | Raguel Carvalho Aceito
Pesquisadores S_ENVOLVIDOS_NA_PESQUISA_COV| 221241 | Montenegro
ID18_CEP_2020_FINAL pdf
Declaragio de AUTORIZACAOQ_DO_LOCAL_DE_REA | 057032020 | Raguel Carvalho Aceito
Instituigio e LIZACAC_DA_PESQUISA pdi 22:09:09 | Montenegro
Infraestrutura
Cronograma CRONOGRAMA_COVIDAS_CEP_2020.| 05/03/2020 |Raguel Carvalho Aceito
pdf 220612 | Montenegro

Sitwacao do Parecer:
Aprovado
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ANEXO VII - APROVACAO COMITE DE ETICA PROJETO BIORREPOSITORIO

UFC - UNIVERSIDADE g Plabaforma
FEDERAL DO CEARA / {Fm'l

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: BIORREPOSITORIO PARA O ESTUDO DA COVID-19 NO ESTADO DO CEARA
Pesquisador: Raquel Carvalho Montenegro

Area Temética:

Versao: 1

CAAE: 31246320.2.0000.5054

Instituigio Proponente: Universidade Federal do Ceardf PROPESC

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Mimero do Parecer: 4.024.941

Apresentagcao do Projeto:

A epidemiclogia molecular tem por objetivo “definir, identificar, e monitorar espécies, subespécies e estirpes
patogénicas relevantes por meio de

tecnologia molecular e biclogia evolutiva. Nesse sentindo, estratificar pacientes de acordo com o seu
diagnéstico, progndstico e tratamento, baseado

em polimorfismos genétices efou as cepas circulantes no Estado, podem predizer a evelugio da COVID-19
de forma personalizada e, assim, reduzir

as internagdes e os custes para o SUS, uma vez que diante da ripida disseminagio do SARS-CoV/-2, uma
das preocupacdes comentes em todos os

palses afetados & a sobrecarga do sistema de saldde, uma vez que os pacientes que evoluem para quadros
mai= graves da doenga necessitam de

intermagio hospitalar e de ventilagiio mecinica por perfodos prolongades contribuindo para a saturagio dos
hospitais. Portanto, o sequenciamento

do virus SARS-CoV-2 econhecimento de alvos moleculares no hospedeiro sdo importantes para uma melhor
compreensio das alteragfes no virus

efou no hospedeiro que possam influenciar no progndstico e desfecho clinico dos pacientes com a COVID-
18 no Estado. Nesse sentido, propomos a

criagio de um bicmepositéric para acondicionar as amostras de RNA viral, DNA, ANA e sore dos pacientes.
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UFC - UNIVERSIDADE € Plabaoformo
FEDERAL DO CEARA / asil
Cortinungiic do Parecer: 40124941
Chrgamento DECLARACAO_DE_ORCAMENTO_FIN| 30/04/2020 |Raguel Carvalho Aceito
ANCEIRO_BIORREPOSITORIO_COWI 20644 (Montenegro
D_CEP_2020 docx
Declaragio de DECLARACAC_DOS_PESQUISADORE JS0/04/2020 |Raguel Carvalho Aceito
Pesquisadores 5_COVID.doc 21:02:04 | Montenegro
Declaragio de TERMO_DE_COMPROMISSO_BIORR | 30/04/2020 |Raguel Carvalho Aceito
Manuseio Material |EPOSITORIO_COVID.docx 20:52:40 | Montenegro
Biclagico /
Bicrepositario /
Bicbanco
Declaragio de AUTORIZACAD_DO_LOCAL_DE_REA | 30/M4/2020 |Raguel Carvalho Aceito
Instituigio e LIZACAD DA_PESQUISA docx 204758 |Montenegro
Infraestrutura
Cronograma CRONOGRAMA_BIORREFPOSITORIO_| 30/M4/2020 |Raguel Carvalho Aceito
COVID.docx 20:45:37 | Montenegro

Situacao do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagao da COMEP:

Niio

FORTALEZA, 13 de Maio de 2020

Assinado por:

FERNANDO ANTONIO FROTA BEZERRA

(Coordenador(al)




