UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
CURSO DE BACHARELADO EM BIOTECNOLOGIA

JULIA OLIVEIRA DIAS

COVID-19: da origem aos aspectos imunoldgicos baseados em ontologia

genética

SAO CARLOS - SP
JANEIRO, 2022



JULIA OLIVEIRA DIAS

COVID-19: da origem aos aspectos imunolégicos baseados em ontologia
genética

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado a
Universidade Federal de Sdo Carlos como parte
dos requisitos para a obtencdo do titulo de
Bacharel em Biotecnologia.

Area de concentracéo: Genética

Orientador: Prof. Dr. Francis de Morais Franco
Nunes

SAO CARLOS - SP
JANEIRO, 2022



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. Francis Nunes, pelo apoio incondicional, pela amizade criada e
por ser uma grande referéncia de pessoa, professor e cientista. A todos os
professores que participaram da minha formacédo, desde o ensino primario, ensino
fundamental, ensino médio e ensino superior. A Universidade Federal de S&o Carlos,
por toda a estrutura e abertura para que minha vida académica fosse possivel. Ao
Curso de Bacharelado em Biotecnologia, sobretudo a Prof2. Dra. Maria Cristina
Pranchevicius e ao secretario Rodrigo Malimpensa. A Sao Carlos, por todas as
experiéncias que me permitiu viver. Aos pesquisadores e divulgadores cientificos nas
redes sociais, em especial agueles que passei a acompanhar apdés o inicio da
pandemia, pelo trabalho impagavel e por trazerem luz. A Alexandra Elbakyan, por
estimular a ciéncia aberta. A minha familia, pelo suporte. Aos meus amigos, pelo

amparo e companheirismo. A0s meus pais e irma, por tudo.



RESUMO

Os coronavirus sdo um grupo de virus que inclui o SARS-CoV-2 (severe acute
respiratory syndrome coronavirus 2), causador da COVID-19 (coronavirus disease
2019), doenca cujo primeiro foco surgiu na China, em dezembro de 2019 e que
rapidamente se disseminou pelo globo, caracterizando uma pandemia declarada em
marcgo de 2020. A infec¢@o pode ser assintomatica, causar sintomas leves ou evoluir
para casos graves ou fatais. A COVID-19 tem mostrado particularidades que
demandam cada vez mais a atencdo de cientistas na busca por vacinas, farmacos,
métodos diagndsticos e preditores para a severidade do caso, em meio a um cenario
de altos numeros de infectados e mortes. O sistema imune possui papel proeminente
ndo somente no combate a infeccdo, mas também na prépria imunopatologia da
COVID-19, por meio da hipercitocinemia, conhecida como “tempestade de citocinas”.
Esta resposta imune desregulada pode agravar o caso, assim como comorbidades
gue incluem diabetes, hipertensao arterial, doencas cardiovasculares e obesidade,
sobretudo em individuos com idade mais avancada. O presente trabalho buscou
revisar o histérico da COVID-19 sob um olhar imunogenético e, em extensao a revisao
bibliografica realizada, organizamos dados de estudos em larga escala que
identificaram genes/proteinas com expressao alterada em individuos com casos de
COVID-19 considerados severos, frente a casos néo-severos. Com base nisso,
realizamos uma andlise baseada em ontologia genética que revelou processos
biolégicos enriquecidos e que demonstram a importancia da funcionalidade e da

regulacédo da resposta imune.

Palavras-chave: COVID-19. Genética. Imunidade. Ontologia genética. Proteoma.
Transcriptoma. SARS-CoV-2.
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Nota: o presente Trabalho de Conclusdo de Curso se propds a realizar uma
revisao bibliografica (de acordo com as normas do “Regulamento para Trabalho de
Concluséo de Curso (TCC) do curso de Bacharelado em Biotecnologia do campus de
S. Carlos”, capitulo Il, artigo 4°, item I) que envolveu duas partes: 1) a organizacéo de
informacdes cientificas, conciliando-as e apurando de forma critica os principais
aspectos da COVID-19; e 2) uma pesquisa in silico que envolveu o levantamento de
genes humanos alterados em pacientes acometidos com a doenca, em busca de

assinaturas moleculares e funcionais que explicam os eventos clinicos.

1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Em dezembro de 2019, em Wuhan, na provincia chinesa de Hubei, comecaram
a ser notificados casos clinicos envolvendo pacientes com febre, tosse seca, falta de
ar e pneumonia, que podiam evoluir para uma sindrome respiratéria aguda grave
(WUHAN MUNICIPAL HEALTH COMMISSION, 2019). Quando um total de 27 casos
de “pneumonia de causa desconhecida” foram registrados, a Organiza¢cao Mundial da
Saude (OMS) contatou as autoridades da China solicitando informacdes detalhadas
dos episddios (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020a).

No inicio de 2020, trés grupos independentes de cientistas chineses
identificaram em amostras desses pacientes de Wuhan um novo coronavirus e
propuseram ensaios, utilizando métodos de biologia molecular, para o diagnostico da
doenca até entdo desconhecida (WU et al., 2020; ZHOU, P. et al., 2020; ZHU et al.,
2020). No trabalho liderado por Zhu, publicado em 24 de janeiro de 2020, as amostras
eram do trato respiratorio inferior, incluindo fluido do lavado broncoalveolar, e foram
utilizadas técnicas de sequenciamento genémico e reacado em cadeia da polimerase
(PCR) para a identificacéo do patégeno (ZHU et al., 2020). O virus isolado possuia
mais de 85% de identidade com um coronavirus de morcego (bat-SL-CoVZC45,
numero de acesso no GenBank: MG772933.1, sequenciado por Hu et al., 2018) e,
por isso, foi entdo nomeado 2019-nCoV (do inglés 2019 novel coronavirus), um novo
coronavirus do género betacoronavirus (ZHU et al., 2020).

Publicado alguns dias depois, em 03 de fevereiro de 2020, o grupo de Wu
também utilizou sequenciamento da amostra do fluido do lavado broncoalveolar de

um paciente de Wuhan e identificou 0 mesmo virus de RNA da familia dos
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coronavirus, referindo-se a ele como WHCV (Wuhan-Human 1 coronavirus), além da
nomenclatura 2019-nCoV utilizada por Zhu et al. (WU et al., 2020). O genoma
sequenciado foi inserido na plataforma GenBank sob 0 nimero de acesso MN908947
e apresentou 89,1% de identidade com o coronavirus de morcego bat-SL-CoVZC45
(WU et al., 2020), corroborando o resultado anterior de Zhu et al. Além disso, o
trabalho aponta para similaridades genémicas e filogenéticas entre o isolado e o virus
SARS-CoV (do inglés severe acute respiratory syndrome coronavirus) (WU et al.,
2020), o coronavirus causador da SARS (severe acute respiratory syndrome,
sindrome respiratoria aguda severa) (DROSTEN et al., 2003).

Na mesma data em fevereiro, foi publicado o estudo de Zhou e colaboradores,
gue fizeram uso de PCR e sequenciamento de nova geracdo em amostras de swab
oral, swab anal, sangue e fluido do lavado broncoalveolar para a identificag&o viral
(ZHOU, P. et al., 2020). Como resultado, descreveram um coronavirus com 79,6% de
identidade com o virus SARS-CoV (ZHOU, P. et al.,, 2020). Pela proximidade
filogenética entre estes agentes etioldgicos, 0 novo coronavirus, antes chamado de
2019-nCoV e WHCV, foi nomeado oficialmente como SARS-CoV-2 (severe acute
respiratory syndrome coronavirus 2) pelo Comité Internacional de Taxonomia Viral
(CORONAVIRIDAE STUDY GROUP OF THE INTERNATIONAL COMMITTEE ON
TAXONOMY OF VIRUSES, 2020). A OMS nomeou a doenca como COVID-19
(também do inglés, coronavirus disease 2019) (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2020b).

Com estes estudos, foi possivel caracterizar o SARS-CoV-2 como um virus de
RNA fita simples e polaridade positiva, cujo genoma possui 29.903 nucleotideos (nt),
podendo ser organizado em ORF1lab replicase (21.291 nt), spike (3.822 nt), ORF3a
(828 nt), envelope (228 nt), membrana (669 nt) e nucleocapsideo (1.260 nt) (WU et
al., 2020). Foi sugerida uma possivel origem zoonoética, dada sua alta identidade
genética com dois coronavirus de morcegos, conforme mencionado anteriormente
(WU et al., 2020; ZHOU, P. et al., 2020). Um relatério da OMS de marco de 2021
classificou como muito provavel a hipétese de introducdo do virus a um hospedeiro
intermediario seguida de spillover (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021a). Ou
seja, a origem melhor aceita é a de que, a partir de um animal reservatorio —
possivelmente, um morcego —, 0 SARS-CoV-2 foi transmitido a um hospedeiro
intermediario (como o pangolim, consumido na culinaria oriental) e, assim, chegou
aos humanos (HOLMES et al., 2021; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021a). Um
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trabalho de novembro de 2021 conciliou informacdes, a fim de entender a origem da
COVID-19. Seus resultados apontam que os primeiros casos conhecidos da doenca
foram de individuos que trabalhavam em mercados em Wuhan que comercializam
mamiferos vivos e, dessa maneira, os trabalhadores teriam tido contato com animais
infectados (WOROBEY, 2021).

Amplamente distribuidos entre os humanos e outros animais, coronavirus
podem causar encefalite aguda, pneumonite e hepatite em camundongos (WEISS,;
LEIBOWITZ, 2011). Em humanos, quatro coronavirus podem causar sintomas de
resfriado em individuos imunocompetentes e, anteriormente a pandemia de COVID-
19, eram conhecidos apenas o SARS-CoV e o MERS-CoV como coronavirus que
podiam acarretar quadros fatais, como observado nos surtos de 2002 na China
(ZHONG et al., 2003) e 2012 no Oriente Médio (ZAKI et al., 2012).

Para compreenséao geral da COVID-19, cabe antes destacar sobre a epidemia
de SARS, que teve inicio em novembro de 2002, na provincia chinesa de Guangdong,
e fim em junho de 2003 (CHAN-YEUNG; RUI-HENG, 2003), ap0s atingir 29 paises
em cinco continentes (LAM; ZHONG; TAN, 2003). Ao todo, ocorreram mais de 8.400
casos da doenca, com mais de 900 mortes, principalmente em pessoas com doencas
pré-existentes, como diabetes (CHAN-YEUNG; RUI-HENG, 2003). O SARS-CoV
possui um tempo de incubacéo de 11 dias (PEIRIS et al., 2003) e é transmitido por
meio de goticulas respiratdrias e de saliva expelidas por individuos contaminados
sintomaticos (CHAN-YEUNG; RUI-HENG, 2003). Casos de individuos infectados por
SARS-CoV e assintomaticos foram relatados (PEIRIS et al., 2003), mas ndo ha
registros de transmissao causada por estes pacientes (WILDER-SMITH; CHIEW,;
LEE, 2020). No entanto, ha também relatos de que a SARS podia se manifestar por
meio de febre, mialgia, dor de cabeca, tosse, falta de ar e diarreia, podendo até
mesmo evoluir para uma sindrome respiratoria aguda grave e causar a morte do
paciente (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2003). Os casos se concentraram em
Taiwan e Hong Kong (China), Toronto (Canada) e Singapura e, por isso, esses foram
locais onde medidas como distanciamento e/ou isolamento social, quarentena,
lockdown de cidades e fiscalizacdo foram rigorosamente implementadas (TSANG;
LAM, 2003; SVOBODA et al., 2004; GOH et al., 2006; WILDER-SMITH; CHIEW, LEE,
2020). Hoje, a SARS é considerada erradicada (SMITH, 2019).

Anos apds a ocorréncia da SARS, em 2012, aconteceu o surto de MERS

(sindrome respiratdria do oriente médio, do inglés Middle East respiratory syndrome),
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doenca causada pelo coronavirus MERS-CoV (Middle East respiratory coronavirus).
O primeiro registro da doenca ocorreu em 2012, em Jida, na Arabia Saudita (ZAKI et
al., 2012) e, desde entdo, a OMS registrou mais de 2.500 casos até outubro de 2021,
em um total de 27 paises (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021b). A doenga
também afeta, majoritariamente, pessoas com doencas pré-existentes, podendo
desde ndo causar sintomas a provocar febre, tosse, dor de garganta, dor no corpo,
diarreia, falta de ar e, em casos graves, pneumonia, choque séptico e faléncia renal
(ZUMLA; HUI; PERLMAN, 2015). A transmissédo ocorre principalmente por goticulas
e contato humano, em especial de infectados para profissionais da satude ou entre
membros de uma mesma familia (NASSAR et al., 2018), com uma taxa de
mortalidade alarmante de quase 35% (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021b).
Por poder ser transmitida também por dromedarios, a MERS possui um controle mais
dificil gue a SARS (NASSAR et al.,, 2018) e ainda existem casos da doenca na
atualidade. Entre janeiro e marco de 2021, sete novos casos na Arabia Saudita foram
reportados a OMS (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021c).

Assim como SARS-CoV e MERS-CoV, 0 SARS-CoV-2 também é transmitido
por contato com pessoas infectadas e por goticulas e aerossois (CHIRICO et al.,
2020; DELIKHOON et al., 2021). Em janeiro de 2020, na Alemanha, um relato
descreveu o caso de um paciente de COVID-19 que adquiriu o virus ap0s o contato
com uma pessoa assintomatica que posteriormente foi diagnosticada com a doenca,
0 que levou a hipotese de transmisséo viral por portadores sem sintomas (ROTHE et
al.,, 2020). Em sequéncia, uma meta-analise envolvendo 34 estudos diferentes
analisou os dados de 506 pacientes com COVID-19 infectados até o final de marco
de 2020 e indicou que mais de 20% dos casos podem ser assintomaticos
(KRONBICHLER et al., 2020). Isso foi corroborado por um estudo de 2021 que
estimou que 59% das transmissbes analisadas se deram por pacientes
assintomaticos (JOHANSSON et al., 2021). Esta grande propor¢édo de transmissao
por pacientes com COVID-19 sem sintomas reflete na diferenca nos niumeros de
casos e mortes entre SARS ou MERS e a COVID-19 (Tabela 1). Tomando o caso da
SARS, o isolamento de infectados era eficiente, pois 0 pico da carga viral ocorria
guando o paciente ja estava sintomatico e facilmente identifichAvel; o mesmo nao
ocorre com a COVID-19, pois a transmisséo ja ocorre de forma comunitaria devido a
circulagdo de grande numero de assintométicos (WILDER-SMITH; CHIEW; LEE,

2020). O rastreio de pacientes assintomaticos € dificil, o que contribui para que muitos
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circulem livremente e, por consequéncia, continuem a transmitir o virus,
principalmente em locais com pouca fiscalizacdo do cumprimento de medidas
sanitarias (CANDIDO et al., 2020; CASTRO et al., 2021). Dados da iniciativa Our
World in Data mostram que, em 23 de novembro de 2021, a taxa de mortalidade
acumulada por COVID-19 no mundo era de 656,02 mortes por milhdo de pessoas;
considerando apenas o Brasil, o nUmero sobe para 2.864,88 mortes por milhdo
(RITCHIE et al., 2020).

Tabela 1 — Comparacao entre as doencas SARS, MERS e COVID-19 quanto ao periodo de ocorréncia,
namero de casos e numero de mortes.

Doenca Periodo Numero de casos Numero de mortes
8.422 916
SARS NOYE&?Z:;SS& " | (CHAN-YEUNG; | (CHAN-YEUNG;RUI-
J RUI-HENG, 2003) HENG, 2003)
MERS Junho de 2012 - 2.578 888
atualidade (WHO, 2021b) (WHO, 2021hb)
270.031.622 em 14 5.310.502 em 14 de
COVID-19 Novembro de 2019 - de dezembro de dezembro de 2021

ST 26 2021 (WHO, 2021d) (WHO, 2021d)

Para além dos casos assintomaticos e dos previamente descritos nos primeiros
casos em Wuhan, diferentes sintomas da COVID-19 foram identificados, incluindo
fadiga, dor de cabeca, diarreia (HUANG et al., 2020) e perda de olfato e de paladar
(VAIRA et al., 2020). A perda de olfato pode ser causada pela infeccao de células do
epitélio olfatorio, como células sustentaculares, células das glandulas de Bowman e
células tronco, uma vez que expressam determinados genes, como ACE2 e
TMPRSS2, que séo utilizados como receptores para a entrada viral (GUPTA et al.,
2021). H4 a possibilidade de complicacbes em pacientes graves, como sindrome
respiratéria aguda grave, lesdes cardiacas agudas, infec¢cdes secundarias (HUANG
et al., 2020), trombose (KLOK et al., 2020), acidente vascular encefalico (AVE) e
alteracao do estado mental (VARATHARAJ et al., 2020). Uma maneira de o0 SARS-
CoV-2 atingir o sistema nervoso central pode ser por meio da mucosa olfatéria
(MEINHARDT et al., 2021) e um estudo alertou que, além de danos como o AVE, a
COVID-19 pode também deixar sequelas neurolégicas de longo prazo, seja por

alteracoes diretas, ou por aumentar a susceptibilidade ou agravar condicOes
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neurolégicas pré-existentes (DE FELICE et al., 2020). O mesmo trabalho pontua o
papel da inflamacéo sistémica no desenvolvimento destas sequelas e a necessidade
de se realizar o acompanhamento de individuos curados da COVID-19. Este
panorama ganha notoriedade principalmente ao se considerar que, em um estudo
com 3.744 pacientes conduzido por Chou et al. (2021), 80% dos analisados tiveram
manifestacdes neuroldgicas durante a hospitalizacdo por COVID-19.

Estudos indicam que sintomas de falta de ar e fadiga podem se mostrar
persistentes por pelo menos trés meses apos a infeccdo (CARFI; BERNABEI; LANDI,
2020; DAVIDO et al., 2020; GOERTZ et al., 2020) e ha relatos de outras
consequéncias da COVID-19 como dificuldades para dormir, ansiedade e depresséo
(HUANG et al., 2021). Pesquisadores em um estudo estadunidense acompanharam
73.435 pessoas recuperadas sem hospitalizacao e indicaram alteragdes respiratorias,
neuroldégicas, mentais, metabdlicas, cardiovasculares e gastrointestinais, além do
aumento do uso de diversos medicamentos, incluindo analgésicos, antidepressivos,
anti-hipertensivos, ansioliticos e hipoglicemiantes (AL-ALY; XIE; BOWE, 2021).
Publicada em outubro de 2021, uma revisdo sistematica de 57 estudos envolvendo
no total 250.351 sobreviventes da COVID-19 identificou que 54% dos individuos
apresentavam pelo menos uma sequela pés-aguda de COVID-19 a longo prazo
(PASC, do inglés postacute sequelae of COVID-19), sobretudo distarbios
respiratérios, neuroldgicos e de saude mental (GROFF et al., 2021). Este quadro
prolongado, que tem afetado inclusive criancas (BUONSENSO et al., 2021; LEWIS,
2021), foi chamado de COVID longa e pode definir uma possivel sindrome pds-viral
(PERRIN et al., 2020), a qual também ocorre apds a infeccao por outros virus, como
por exemplo o Epstein-Barr (HOTCHIN et al., 1989; DAVIDO et al., 2020). Dados de
outubro de 2021 do Escritério de Estatisticas Nacionais (Office for National Statistics),
nao publicados na literatura cientifica, indicam que mais de 1,1 milhdo de pessoas no
Reino Unido estariam passando por um quadro de COVID longa mesmo apés 12
semanas desde a infeccdo, com sintomas que prejudicam seu bem-estar e
capacidade para trabalhar (OFFICE FOR NATIONAL STATISTICS, 2021).

Existem também registros sobre a persisténcia de deteccdo de RNA viral
mesmo em individuos ja recuperados da doenca (AVANZATO et al., 2020; AYDILLO
etal., 2020; CHOI et al., 2020; LAN et al., 2020; LI; WANG; LV, 2020; LIU et al., 2020;
WEI, B. et al., 2020; BAANG et al., 2021), mas eventuais consequéncias desta
deteccéo prolongada ainda sédo incertas (FERRARI et al., 2021).
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A COVID-19 atingiu proporgdes globais em curto espaco de tempo, culminando
em uma pandemia oficialmente declarada pela OMS em 11 de marco de 2020
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020a). Uma reportagem com informacgdes
fornecidas pelo governo chinés noticiou que o primeiro caso de COVID-19 ocorreu
guase quatro meses antes do inicio da pandemia, provavelmente no dia 17 de
novembro de 2019 (MA, 2020). Este dado nao foi publicado na literatura cientifica,
mas € corroborado por uma analise de marco de 2021 que definiu o intervalo entre
outubro e novembro de 2019 como o periodo plausivel para a origem do primeiro caso
de infeccdo em humanos pelo SARS-CoV-2 na provincia de Hubei, na China (PEKAR
et al., 2021). Considerando o atual mundo globalizado, trata-se de uma pandemia
sem precedentes, com noticias que chegam em tempo real e intensa cobertura pelas
diferentes midias, com destaque para a internet e redes sociais. A internet ajuda a
difundir informacdes corretas e ampliar a divulgacéo cientifica, suprindo a populacao
de conhecimento util que auxilia na protecdo e prevencao da doenca. Entretanto, a
superabundancia de informacdes nas redes levou a OMS a alertar a populacao sobre
a “infodemia” (da jungdo das palavras “informacéo” e “epidemia”) que dificulta a
distincdo entre o que € verossimil ou ndo (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2020c). A disseminacdo de noticias e dados falsos na internet gera um grande
fendmeno de desinformacéo que pode causar consequéncias desastrosas, como a
adocéo de protocolos - farmacol6gicos ou ndo - que ndo possuem respaldo cientifico
para o tratamento ou prevencdo da COVID-19 e o desincentivo ao uso de mascaras
e ao isolamento social (VAN DER LINDEN; ROOZENBEEK; COMPTON, 2020).

Com a persisténcia da pandemia de COVID-19, diferentes estudos indicam a
possibilidade de reinfecgdo pelo SARS-CoV-2, como relatado no Brasil (BONIFACIO
etal., 2020; NONAKA et al., 2021;), Reino Unido (HARRINGTON et al., 2021) e Africa
do Sul (ZUCMAN et al., 2021). Esta situacédo traz ainda mais aten¢do a imunidade da
populacdo infectada pelo SARS-CoV-2 em relacédo a producao de anticorpos (também
chamados de imunoglobulinas), a qual tem sido alvo de diversos estudos em todo o
mundo. Um estudo monitorou os anticorpos de 87 individuos recuperados da COVID-
19 entre um e seis meses apos a infeccao pelo SARS-CoV-2 (GAEBLER et al., 2021).
Os resultados mostraram que, apesar de os anticorpos IgG e IgM contra a proteina
viral Spike (S) terem diminuido consideravelmente durante o intervalo de tempo em
guestédo, outros anticorpos, expressos por suas células B de memoria, possuiam uma

poténcia aumentada, indicando uma evolucdo continua da resposta humoral
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(GAEBLER et al., 2021). Um estudo um pouco mais amplo, com amostras de 188
casos de COVID-19, corrobora a queda de anticorpos IgG e IgM e a melhora da
resposta de células B de memdria entre um e oito meses apoés a infeccdo (DAN et al.,
2021). Outro trabalho, publicado em maio de 2021, sugeriu que a resposta humoral
contra 0 SARS-CoV-2 em individuos que contrairam a doenca e tiveram sintomas
leves permanece detectavel por pelo menos 11 meses ap6és a infeccdo (TURNER et
al., 2021).

Contudo, duas das razdes atribuidas a possibilidade de reinfeccdo sao a
continua transmissdo comunitaria e a exposi¢ao a variantes virais (CENTERS FOR
DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2021a). A cada ciclo de replicacdo, o
material genético viral esta passivel de sofrer mutacdes, originando variantes virais.
Estima-se que o SARS-CoV-2 sofre uma alteracdo nucleotidica em seu material
genético a cada 11 dias, aproximadamente (DUCHENE et al., 2020). Caso essas
mudangas proporcionem um aumento no valor adaptativo do virus, elas irdo se
acumular ao longo de geracoes e definir novas linhagens e cepas, clados genéticos
que se diferem do virus originalmente descrito. No caso do SARS-CoV-2, as
mutacOes de maior interesse cientifico e relevancia clinica tém sido aquelas que
ocorrem no gene codificador de Spike, uma proteina est4 envolvida na infecgéo viral
as ceélulas-alvo e, portanto, € um alvo essencial para aimunidade - natural ou induzida
- ao virus (LI et al., 2020).

Para entrar nas células humanas, o SARS-CoV-2 utiliza como receptor a
proteina ACE2 (do inglés angiotensin-converting enzyme 2, ou ECA2, enzima
conversora de angiotensina 2) (LU et al., 2020; ZHOU, P. et al., 2020). A ACE2 ¢é
expressa principalmente nos pulmdes, intestino, coragdo, vasos, rins, cérebro e
mucosa oral (HAMMING et al., 2004). A afinidade do SARS-CoV-2 pela ACE2 é cerca
de 10 a 20 vezes maior do que a do SARS-CoV pelo mesmo receptor e isso pode ser
um fator para a maior infectividade deste novo coronavirus (WRAPP et al., 2020). Tal
afinidade também foi corroborada por outros estudos, que elucidaram diferencas
estruturais na proteina Spike do SARS-CoV-2 em relacdo a do SARS-CoV (COSTA
et al., 2020; SHANG et al., 2020; WALLS et al., 2020).

Primeiramente, 0 SARS-CoV-2 se aproxima da célula que expressa ACE2 em
sua superficie. Depois, a proteina Spike, ancorada no envelope viral, sofre clivagem
por TMPRSS2, uma serina protease (serina protease transmembranar 2), revelando
as subunidades S1 e S2 de Spike (HOFFMANN et al., 2020). Por conter o dominio de
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ligacdo ao receptor, S1 se liga em ACE2, enquanto S2 sofre uma mudanca
conformacional que expde um peptideo de fusdo, permitindo a fusdo da membrana
viral com a da célula-hospedeira e a consequente entrada do material genético e
replicacédo (Figura 1). Posto isto, 0 SARS-CoV-2 depende da co-expressédo de ACE2
e TMPRSS2 para a entrada nas células e isto ocorre em pneumocitos tipo I,
enterdécitos e células caliciformes nasais (ZIEGLER et al., 2020), o que pode ajudar a
explicar a prevaléncia de sintomas respiratorios e gastrointestinais. Ainda, outros
fatores podem estar envolvidos na infeccdo viral, como as proteinas neuropilina-1
(CANTUTI-CASTELVETRI et al., 2020; DALY et al., 2020), Rab10 (Ras-related
protein Rab-10) (SCHNEIDER et al., 2021), DPP4 (dipeptidil peptidase 4) (SOLERTE
et al., 2020) e HSP90AAL1 (heat shock protein HSP 90-alpha) (WYLER et al., 2021),
0 colesterol e reguladores (GORDON et al., 2020; HOFFMANN et al., 2021;
SCHNEIDER et al., 2021; WANG et al., 2021) e as proteinas transmembranares
TMEM106B (WANG et al., 2021) e TMEM41B (SCHNEIDER et al., 2021).

SARS-CoV-2

Host Cell Host Cell

Figura 1 — Mecanismo da entrada do SARS-CoV-2 nas células humanas por meio da ligacdo da
proteina Spike em ACE2. A) Virus se aproxima de células que expressam em sua superficie proteinas
que serdo utilizadas como receptores. B) Enfoque na proteina viral Spike, constituida pela subunidade
S1, que contém o dominio de ligacdo ao receptor, e pela subunidade S2 que abriga o peptideo de
fusdo. C) Enfoque em ACE2 e TMPRSS2, proteinas humanas utilizadas pelo virus para a infeccao. D)
ACE2 é utilizada pelo virus como receptor. E) O dominio de ligacdo ao receptor contido em S1 se liga
em ACE2 e TMPRSS2 cliva S2, expondo o peptideo de fuséo do virus. F) Ocorréncia da entrada do
virus na célula hospedeira por endocitose. Fonte: Retirado de COSTA et al., 2020 - Frontiers in Cell
and Developmental Biology.
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Existem registros de diferentes muta¢des na proteina Spike. A variante viral
com a substituicdo D614G (substituicdo de um residuo do aminoacido acido aspartico
por uma glicina na posicdo 614), por exemplo, provavelmente surgiu na China em
janeiro de 2020 (MARTIN; VANISBERGHE; KOELLE, 2021) e se tornou a forma
dominante na pandemia (KORBER et al., 2020; PLANTE et al., 2021), sendo mais
infecciosa do que o virus originalmente sequenciado (YURKOVETSKI et al., 2020).

Em algumas localidades, mutac¢des originaram outras variantes virais, como a
variante B.1.1.7 identificada primeiramente no Reino Unido (PUBLIC HEALTH
ENGLAND, 2020; RAMBAUT et al., 2020; GRAHAM et al., 2021), a B.1.351 na Africa
do Sul (KARIM; OLIVEIRA, 2021), P.1 e P.2 no Brasil (FARIA et al., 2021; SABINO et
al., 2021; VOLOCH et al., 2021) e B.1.617.1 e B.1.617.2 na india (CHERIAN et al.,
2021; VAIDYANATHAN, 2021) (Figura 2). Em maio de 2021, a OMS divulgou uma
nova nomenclatura para as variantes a ser utilizada para o publico geral, para evitar
referéncias que podem ser discriminatdrias e estigmatizantes aos paises que primeiro
detectaram cada variante (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021e). Utilizando
letras do alfabeto grego, as variantes B.1.1.7, B.1.351, P.1, B.1.617.1 e B.1.617.2
podem ser denominadas, respectivamente, como Alfa, Beta, Gama, Kappa e Delta. A
OMS destaca que a nomenclatura baseada na linhagem (PANGO, Phylogenetic
Assignment of Named Global Outbreak Lineages) pode continuar a ser utilizada no

ambito cientifico.
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Figura 2 — Substituicdes de residuos de aminoacidos presentes nas variantes B.1.1.7 (Alfa), B.1.351
(Beta), P.1 (Gama), B.1.617.1 (Kappa) e B.1.617.2 (Delta) do SARS-CoV-2. Os residuos de

aminoacidos indicados em um circulo preenchido com a cor branca estdo também presentes no
genoma do virus originalmente sequenciado, enquanto aqueles ilustrados em um circulo preenchido
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com a cor azul sdo substituices em relacdo a sequéncia original. A direita, estdo listados impactos
clinicos de uma maior afinidade por ACE2 propiciada por essas mutacBes, como aumento na
transmissibilidade, patogenicidade e risco de escape da resposta imune. Fonte: Adaptado de
KHATEEB; LI; ZHANG, 2021 - Critical Care.

A substituicho E484K (substituicdo de um residuo do aminoacido &cido
glutdmico por uma lisina na posi¢do 484) esta presente nas variantes B.1.351 e P.1
e pode facilitar a evaséao viral perante imunoglobulinas neutralizantes e aumentar o
risco de reinfeccdo (NELSON et al., 2021). Ja a substituicdo N501Y (substituicdo de
um residuo do aminoéacido asparagina por uma tirosina na posi¢cao 501) € comum as
variantes B.1.1.7, B.1.351 e P1 (KARIM; OLIVEIRA, 2021) e pode aumentar a forca
de interacdo entre o dominio de ligacdo ao receptor (RBD) da proteina S e ACEZ2,
conforme sugere um estudo brasileiro (SANTOS; PASSOS, 2021). A variante
B.1.617, por sua vez, carrega mutacdes diferentes, sendo elas: E484Q (substituicao
de um residuo do aminoacido &cido glutdmico por uma glutamina na posicao 484),
L452R (substituicdo de um residuo do aminoacido leucina por uma arginina na
posicéo 452) e T478K (substituicdo de um residuo do aminoacido treonina por uma
lisina na posicao 478). As mutagfes de B.1.617 também podem aumentar a forga de
ligacdo entre S e ACE2 e, assim, aumentar sua transmissibilidade (CHERIAN et al.,
2021; DENG et al., 2021). De fato, um artigo ainda néo revisado por pares (pre-print)
sugere que a variante B.1.617 (Delta) leva a uma maior carga viral e possui um tempo
de incubacao mais curto, facilitando a sua transmissibilidade (LI, B. et al., 2021).

A proteina ACE?2 utilizada como receptor pelo virus foi descrita por dois grupos
independentes como sendo uma carboxipeptidase envolvida no sistema renina-
angiotensina (SRA), essencial para a regulacao cardiovascular (DONOGHUE et al.,
2000; TIPNIS et al., 2000). Nos eventos do SRA, primeiramente, uma molécula de
angiotensinogénio sofre a acdo da enzima renina que a converte em angiotensina |
(Agl). Por sua vez, duas enzimas podem atuar sob angiotensina |: ACE e ACEZ2.
Embora possuam grandes semelhancas estruturais, elas possuem sitios enzimaticos
diferentes: ACE, uma dipeptidilcarboxipeptidase, remove dois aminoacidos de Agl,
originando uma molécula de angiotensina Il (Agll), enquanto ACE2 remove um Unico
aminoacido de Agl, resultando em angiotensina-(1,9). Ainda, ACE2 pode agir
novamente, desta vez sob Agll, realizando uma hidrélise sobre o aminoacido C-

terminal, o que origina angiotensina-(1,7).
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O primeiro estudo in vivo sobre a acao cardiovascular de Ag-(1,7) foi publicado
em 1989, apresentando um efeito hipotensivo em ratos (CAMPAGNOLE-SANTOS et
al., 1989). Depois, Ag-(1,7) foi descrita como um peptideo cardioprotetor (FERREIRA;
SANTOS; ALMEIDA, 2001) e anti-inflamatério (DA SILVEIRA et al., 2010),
antagonizando os efeitos de Agll em um mecanismo contrarregulatério (CLARKE et
al., 2013). A ACEZ2 ja foi relacionada a protecao contra faléncia pulmonar (IMAI et al.,
2005), inclusive em quadros causados pela influenza A aviaria H5N1 (ZOU et al.,
2014) e pelo virus sincicial respiratorio (GU et al., 2016). Por outro lado, alguns
estudos sugerem que a ligacdo da proteina S do SARS-CoV-2 muito provavelmente
diminui a expresséo de ACE2, o que pode reduzir a formacgao de Ag-(1,7) e aumentar
a inflamacéo, conforme revisado por Zhang, H. et al. (2020).

A inflamag&o possui papel importante na COVID-19 e se relaciona com a
imunopatologia da doenca por meio da hipercitocinemia, conhecida como
“tempestade de citocinas”. Trata-se de uma liberacdo generalizada de citocinas pro-
inflamatorias visando a combater 0 agente invasor, mas que, quando desbalanceada,
pode causar danos (BLAGOSKLONNY, 2020). Em geral, os pacientes com COVID-
19 possuem altos niveis de citocinas, além de quimiocinas pro-inflamatérias,
interleucinas e outros marcadores, tais como lactato desidrogenase, proteina C-
reativa, ferritina e d-dimero, os quais também sdo efetores da imunidade inata
(BLANCO-MELO et al., 2020; CHEN et al., 2020; HUANG et al., 2020; YANG, Y. et
al., 2020). Além da hipercitocinemia e hiperinflamacéao, pacientes com formas graves
da doenca, geralmente, apresentam sindrome respiratoria aguda grave (YE; WANG;
MAO, 2020).

Desregulacdes da resposta imune durante a tentativa do organismo de
contencdo do virus podem levar a uma persisténcia do processo inflamatorio,
sobretudo com presenca de infiltrado de neutréfilos (VARDHANA; WOLCHOK, 2020).
Este quadro pode agravar a sindrome respiratdria aguda grave e causar inflamacéao
sistémica, hipercoagulacédo e suas consequentes lesdes, inclusive em 6rgdos mais
distantes, como os rins (BLAGOSKLONNY, 2020; MAUVAIS-JARVIS, 2020). Um
artigo em pre-print, realizado por brasileiros, sugere que a hiperinflamacéo pode estar
associada ao aumento de mediadores lipidicos e de acetilcolina e a diminuicdo da
expressao das glicoproteinas CD14 e CD36 em mondcitos (PEREZ et al., 2021). Com
0 avanco da hipercitocinemia, pode-se atingir a exaustao celular, manifestada pela

diminuicdo da resposta imune adaptativa e consequente linfopenia (QIN, Chuan et
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al.,, 2020; TAN et al., 2020). Alguns mecanismos sugeridos para essa queda na
contagem de linfécitos sdo a infeccdo direta do SARS-CoV-2 a linfocitos T CD4+
(DAVANZO et al., 2020), a participacdo da prostaglandina D2 (GUPTA; CHIANG,
2020) e a producéo deficiente de interferons (ACHARYA,; LIU; GACK, 2020). Posto
isto, um trabalho frisou a importancia da expressao de ACE2 e dos efeitos protetores
de Ag-(1,7) nos pulmdes no contexto da COVID-19 (BONAFE et al., 2020): individuos
gue podem possuir ACE2 com expressao diminuida, como aqueles com idade
avancada, diabetes, hipertenséo e doencas cardiovasculares (VERDECCHIA et al.,
2020; LIO et al., 2021), convivem com niveis mais altos de angiotensina Il e, dadas
as propriedades pro-inflamatoérias desta proteina, estdo mais propensos a gerar
respostas imunes exacerbadas, o que deve ser um fator de atencdo na COVID-19.

Quanto a epidemiologia, exemplificamos a SARS: durante o surto da doenca,
houve cerca de 916 mortes, principalmente de pessoas com idade avancada e
doencas associadas, tais como diabetes, hipertensdo arterial e doencas
cardiovasculares (DONNELLY et al., 2004). Trata-se de um cenario com grande
semelhanca com o caso da COVID-19, cujas principais vitimas sdo pessoas idosas e
individuos com comorbidades.

Dentre as comorbidades, diabetes, hipertensdo arterial, doencas
cardiovasculares e obesidade sdo consideradas as principais para a COVID-19
(ZHOU, F. et al., 2020); outras também foram relatadas, como doeng¢a pulmonar
obstrutiva crénica, asma, canceres, soropositividade para o HIV e doencas renais
(EJAZ et al., 2020). Trata-se de condi¢Bes que, associadas a COVID-19, podem
aumentar o risco de agravamento do caso, conforme sera abordado na Discusséo do
presente trabalho. Um estudo demonstrou que pacientes diabéticos com COVID-19
possuem maior risco de serem internados em Unidade de Terapia Intensiva (UTI) e
possuem maiores taxas de letalidade quando comparados com pacientes nao-
diabéticos (RONCON et al., 2020). Em um estudo envolvendo meta-andlise, a
hipertenséo foi apontada como a condicéo cardiovascular mais comum a aumentar o
risco de letalidade em pacientes da COVID-19 (ZUIN et al., 2020). Também, um
estudo baseado nos dados de quase 400 mil pacientes da COVID-19 relatou que
obesos possuem risco de morte 48% maior do que ndo-obesos (POPKIN et al., 2020).

Com o avanco da pandemia, casos entre adultos com menos de 50 anos
aumentaram em diferentes paises, a exemplo dos Estados Unidos, onde o numero

de pessoas entre 18 e 49 anos hospitalizadas por COVID-19 passou de 374 em 19
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de setembro de 2020 para 1.382 em 12 de dezembro de 2020 (CENTERS FOR
DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2021b). Um estudo avaliou que, dentre
3.222 individuos com idade entre 18 e 34 anos internados com COVID-19 nos meses
de abril e junho de 2020, as principais comorbidades foram obesidade, asma,
hipertenséo, tabagismo e diabetes (CUNNINGHAM et al., 2020). Uma possivel razao
para o aumento do nimero de casos entre jovens € a emergéncia de variantes virais
mais transmissiveis (KIDD, et al., 2021; TAYLOR, 2021), tais como B.1.1.7, B.1.351,
B.1.617, P.1 e P.2, citadas anteriormente. Por exemplo, foi estimado que a variante
B.1.1.7 seja entre 30% e 80% mais transmissivel (MASCOLA; GRAHAM; FAUCI,
2021) e a mutacdo D614G foi associada a uma maior carga viral e maior incidéncia
em pacientes mais jovens (VOLZ et al., 2021). Tomando ainda o cenario dos Estados
Unidos, podemos analisar o nimero e porcentagem de casos e mortes por COVID-
19 de acordo com a idade até 14 de dezembro de 2021 (Tabela 2).

Tabela 2 — NUmero e porcentagem de casos e mortes por COVID-19 de acordo com a idade nos
Estados Unidos até 14 de dezembro de 2021. Fonte: Centers for Disease Control and Prevention,
2021c.

Grupos de idades

Porcentagem da
populacéo
estadunidense

Numero e
porcentagem de
casos por idade

Nimero e
porcentagem de
mortes por idade

Entre O e 4 anos

6%

1.091.945 (2,7%)

314 (<0,1%)

Entre 5 e 11 anos 8,7% 2.417.942 (5,9%) 211 (<0,1%)
Entre 12 e 15 anos 5,1% 1.799.562 (4,4%) 239 (<0,1%)
Entre 16 e 17 anos 2,5% 1.122.359 (2,7%) 233 (<0,1%)
Entre 18 e 29 anos 16,4% 8.765.324 (21,4%) 4.946 (0,7%)
Entre 30 e 39 anos 13,5% 6.787.872 (16,6%) 11.486 (1,7%)
Entre 40 e 49 anos 12,3% 5.905.875 (14,4%) 26.198 (3,9%)
Entre 50 e 64 anos 19,2% 7.812.590 (19,1%) 116.446 (17,2%)
Entre 65 e 74 anos 9,6% 2.914.212 (7,1%) 148.322 (21,9%)
Entre 75 e 84 anos 4,9% 1.471.414 (3,6%) 176.733 (26,2%)

Acima de 85 anos

2%

782.434 (1,9%)

190.689 (28,2%)

Total de casos:
40.871.530

Total de mortes:
675.817

Como podemos observar, de um total de 40.871.530 casos, a maior parcela

(21,4%) ocorreu em pessoas com idade entre 18 e 29 anos; todavia, apesar de 0s
mais jovens representarem o maior nimero de casos, os idosos, em especial aqueles

com mais de 85 anos, permaneceram com as maiores taxas de letalidade (CENTERS
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FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2021c). De fato, individuos com
idade entre 65 e 74 anos possuem um risco de Obito 90 vezes maior do que 0 grupo
controle que compreende pessoas entre 18 e 29 anos; para idosos na faixa de 75 e
84 e acima de 85 anos, esse risco é 220 e 630 vezes maior, respectivamente
(CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2020). Uma revisao de
marco de 2021 corroborou o fato de que criancas e jovens de até 19 anos
permaneceram entre os menos afetados pela COVID-19 até entdo (BHOPAL et al.,
2021). Considerando o cenario alarmante para os idosos, este grupo foi priorizado e,
ainda utilizando dados dos Estados Unidos, 87,2% da populacdo com mais de 65
anos havia sido completamente imunizada em 14 de dezembro de 2021 (CENTERS
FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2021d).

Acredita-se que a idade seja o principal preditor da severidade do quadro de
COVID-19 (LAUC; SINCLAIR, 2020). Como exemplo, tomamos um caso da lItalia:
uma andlise trabalhou com um numero de mortes de cerca de 63 mil pacientes da
doenca. A média de idade das vitimas da doenca era 80 anos, apenas 1,2% tinham
menos de 50 anos e quase 60% das mortes ocorreram em individuos do sexo
masculino (ISTITUTO SUPERIORE DI SANITA, 2020). Informac6es oficiais sobre a
situacao no Brasil sdo de acesso mais dificil, principalmente para dados discriminados
entre idade ou sexo biolégico, mas uma nota técnica publicada pelo Instituto de
Pesquisa Econbmica Aplicada (IPEA) em maio de 2021 indica que, comparando de
maneira proporcional a faixa etaria e sexo em cada pais, o Brasil registrou mais
mortes por COVID-19 em 2020 do que 94,9% dos outros 178 paises com dados
compilados pela OMS (HECKSHER, 2021).

Em reviséo de literatura, Blagosklonny (2010) aponta que pessoas do sexo
masculino envelhecem mais rdpido e vivem menos que as do sexo feminino. Tal
conclusdo baseia-se, principalmente, em um trabalho de 2006 que mostra que, a
época, 90% de todos as pessoas no mundo com mais de 110 anos eram do sexo
biolégico feminino e que, historicamente, taxas de expectativa de vida tendem a ser
maiores para este sexo (AUSTAD, 2006). Outra revisdo, de 2017, corrobora tais
informacdes, ao passo em que analisa dados demograficos da Italia que evidenciam
a prevaléncia de centenarias (MONTESANTO et al., 2017).

Nesse sentido, as taxas de letalidade para a COVID-19 apresentam um viés
de sexo biolégico e 0 mesmo ocorreu nas epidemias de SARS e MERS (KARLBERG;
CHONG; LAI, 2004; LEONG et al., 2006; ALGHAMDI et al., 2014). A literatura ainda
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carece de numeros totais de COVID-19 discriminados entre sexo biolégico
(CHAMEKH; CASIMIR, 2020; O'GRADY, 2021), mas, consideremos de novo um
exemplo da Italia: um estudo analisou 1.591 pacientes internados na UTI entre
fevereiro e margco de 2020 e indicou que 82% deles eram do sexo masculino
(GRASSELLI et al., 2020). Outro artigo italiano tomou uma amostra de 355 pacientes
gue vieram a o6bito, dos quais 70% eram do sexo masculino (ONDER; REZZA;
BRUSAFERRO, 2020). Mesmo em diferentes paises e nUmeros de amostras, outras
andlises também do inicio da disseminacdo da doengca mantém a énfase em
individuos do sexo masculino mais velhos e com comorbidades (JIN et al., 2020;
MENG et al., 2020; RICHARDSON et al., 2020; ZHOU, F. et al., 2020), conforme
mostrado na Tabela 3. Analises da iniciativa Global Health 50/50 em novembro de
2021 indicaram que, a cada 10 mortes de pacientes do sexo feminino por COVID-19,
ocorrem 14 de pacientes masculinos (GLOBAL HEALTH 5050, 2021).

Tabela 3 — Taxas de letalidade em individuos do sexo masculino para a COVID-19, descritas entre
janeiro e abril de 2020 na China e nos Estados Unidos.

Numero de Média da
. NUmero de vitimas do sexo idade dos
A . Periodo . . .
Referéncia . casos masculino em pacientes | Localidade
abrangido . =
analisados relacéo ao total do sexo
de mortes masculino
JIN et al., Janeiro e 26/37 .
2020 fevereiro de 2020 1.056 (70,3%) 59 anos China
MENG et Janeiro e 11/17 .
) 1 , h
al., 2020 fevereiro de 2020 68 (64,7%) 56,9 anos China
R(I)(?\IHQR;?S Marco e abril de 2634 334/550 63 anos Estados
. . 0 .
2020 2020 (60,7%) Unidos
ZHOU, F.
, . 0 .
et al.. 2020 Janeiro de 2020 191 38/54 (70%) 56 anos China

Em relacdo ao sexo feminino, um estudo mostra que individuos do sexo
masculino apresentam uma resposta de células T menos robusta entre 25 e 35 anos
(HEWAGAMA et al., 2009). Ha indicativos de uma menor producao de interferons do
tipo | em um grupo de adultos com idade média de 33 anos (BERGHOFER et al.,
2006) e na puberdade (WEBB et al., 2019). Ainda, niveis mais altos de citocinas e
qguimiocinas proé-inflamatérias ocorrem em individuos do sexo masculino adultos, o
gue pode favorecer lesdes causadas pela COVID-19 (TAKAHASHI et al., 2020). Um
estudo propde que essas diferencas entre a resposta imune nos dois sexos biolégicos



32

estejam associadas a mecanismos de compensacao de dose em genes de resposta
imune ligados ao cromossomo X e a diferenca de concentracdo de hormdnios
esteroides (KLEIN; FLANAGAN, 2016; WEBB et al., 2019). Outros autores sugerem
gue baixas concentracdes de testosterona podem se relacionar com a inflamacao
observada nos pacientes com quadros mais graves de COVID-19 (DHINDSA et al.,
2021; SALONIA et al., 2021) e que variantes alélicas do gene TLR7 (toll-like receptor
7), localizado no cromossomo X, podem estar associadas a respostas fracas de
interferons tipo | e Il no sexo masculino (VAN DER MADE et al., 2020). Mais
recentemente, um trabalho de outubro de 2021 analisou 68 gestantes que contrairam
a COVID-19 e identificou que aquelas que geravam fetos do sexo masculino
produziram menos anticorpos contra o SARS-CoV-2 e, por consequéncia,
transferiram menos anticorpos ao feto — o que poderia tornar os individuos do sexo
masculino mais vulneraveis a COVID-19 ap6s o nascimento (BORDT et al., 2021).
Houve diferencas também na expressao de genes estimulados por interferons e na
resposta inflamatoria, tendo sido maior nos fetos masculinos em relacdo aos
femininos (BORDT et al., 2021).

O envelhecimento € um processo natural, gradual e continuo, caracterizado
pela progressédo do tempo que culmina na diminuicdo de diferentes funcgdes
biologicas. Um estudo compilou informacfes acerca das alteracdes celulares e
moleculares comuns no processo de envelhecimento animal, com énfase em
mamiferos, tendo sido caracterizadas nove marcas: alteracdo da comunicacao
intercelular, desregulacdo da sensibilidade a nutrientes, instabilidade gendmica,
desgaste dos telébmeros, perda da homeostase proteica, alteracbes epigenéticas,
disfuncdes mitocondriais, senescéncia celular e exaustdo de células tronco (LOPEZ-
OTIN et al., 2013). A inflamac&do aparece como uma das principais formas de
alteracao da comunicacao intercelular associada ao avango da idade. Com o passar
do tempo de vida, ocorre o desenvolvimento de uma inflamacao subclinica cronica
que, no caso de humanos, é maior no sexo masculino (BONAFE et al., 2001).
Especificamente no caso da COVID-19, este quadro pode amplificar a inflamacao
causada pela infeccéo, levando a tempestade de citocinas (AKBAR; GILROY, 2020).

O sistema imune também esta sujeito ao envelhecimento, um processo
denominado imunosenescéncia. Algumas caracteristicas como a diminuicdo da
resposta adaptativa e menor producgéao de interferons (CARUSO et al., 2009; KOVACS
etal., 2017; MONTGOMERY, 2017) relacionam-se com a dificuldade dos mais velhos
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em lutar contra infec¢des, j& que sua resposta antiviral € comprometida pela idade
(DIAO et al., 2020). Além disso, individuos com mais de 60 anos, em especial, exibem
um perfil de inflamacéo sistémica crbnica de baixo grau, conhecido como
"inflammaging”, da unido dos termos em inglés referentes a inflamagdo e
envelhecimento, respectivamente: inflammation e aging (FRANCESCHI et al., 2000).
Caracteristicamente, individuos desta faixa de idade possuem concentracdes de
proteina C reativa, de IL-6, de IL-8 e de TNF-a acima dos niveis médios esperados
para a populacdo humana. A inflammaging pode ser resultado dos fatores a seguir,
isolados ou combinados: (i) acamulo de proteinas enoveladas incorretamente, (ii)
acumulo de células senescentes, (iii) estimulacdo continua de células do sistema
imune inato (FRANCESCHI et al., 2017). Existem hip6teses de que, na inflammaging,
a resposta imune inata se sobrepde a resposta adaptativa (BLAGOSKLONNY, 2020),
0 que parece estar de acordo com o observado em pacientes idosos com casos
graves de COVID-19: células senescentes secretam citocinas, quimiocinas e fatores
de crescimento pré-inflamatérios, o que € conhecido como fenétipo secretorio
associado a senescéncia (do inglés SASP, senescence-associated secretory
phenotype). Tais células podem estar presentes nos pulmbes durante o
envelhecimento e se envolver com o inicio da cascata de inflamagéo caracteristica
dos casos graves de COVID-19 (AKBAR; GILROY, 2020).

A inflamacdo cronica também esta presente nos quadros de obesidade,
diabetes e hipertensado e, uma vez que o ambiente inflamatoério de tais condi¢cdes pode
permitir a intensificacdo da tempestade de citocinas, estas doencas s&o principais
comorbidades associadas a COVID-19 (KORAKAS et al., 2020; MAUVAIS-JARVIS,
2020; POPKIN et al., 2020). Trata-se de doencas, em geral, bastante ligadas ao
envelhecimento e, por isso, alguns autores defendem que nédo existe uma certeza se
elas contribuem especifica e diretamente para a patogénese da COVID-19 ou se séo,
primariamente, apenas indicadores da idade biolégica (MUELLER; MCNAMARA;
SINCLAIR, 2020). Foi desenvolvida uma ferramenta, o “relégio da inflamacgao”, capaz
de identificar multimorbidades e avaliar processos de imunosenescéncia,
envelhecimento cardiovascular e longevidade, tendo como base marcadores de
inflamacéao sistémica (SAYED et al., 2021).

Uma analise indicou que a inflamacéo em criancas infectadas pelo SARS-CoV-
2 se dava apenas por um aumento moderado de IL-6, IL-17 e IL-22 (XU et al., 2020),

diferindo da inflamacé&o crénica e acima dos niveis médios que ocorre nos individuos
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dos grupos de risco melhor definidos. Outra observacéo curiosa sobre este grupo foi
feita por um estudo que analisou a resposta imune de trés criancas que viviam em
casa com seus pais, os quais foram diagnosticados com COVID-19 (TOSIF et al.,
2020). As trés criancas foram testadas para a infeccéo repetidas vezes, mas todos 0s
resultados foram negativos; todavia, as trés desenvolveram anticorpos contra o
SARS-CoV-2 e os autores sugeriram que o sistema imune de criancas parece ser
robusto o bastante de forma a controlar a replicacdo do virus, o qual se mantém em
niveis baixos e insuficientes para deteccdo em testes diagnésticos (NOGRADY, 2020;
TOSIF et al., 2020). Sendo assim, a regulacdo do sistema imune se mostra um
elemento-chave na resposta a COVID-19: um estudo conduzido em 113 pacientes
com sintomas moderados ou severos identificou uma resposta imune falha e
desbalanceada nestes casos (LUCAS et al., 2020).

Existe um grande interesse em se conseguir determinar preditores para a
severidade do caso de COVID-19, justamente para tentar manejar os quadros clinicos
de maneira mais eficiente e determinar alvos farmacologicos, visando a sobrevivéncia
do paciente (CARUSO et al.,, 2021). Por isso, diversos estudos tém descrito
marcadores, como niveis plasmaticos de albumina, creatinina, d-dimero, IL-18, IL-6,
lactato desidrogenase, mioglobina, proteina C-reativa e troponina cardiaca (KERMALI
etal., 2020; RUAN et al., 2020; ZHOU, F. et al., 2020; LI, X. et al., 2021; RODRIGUES
et al., 2021). Um outro estudo sugeriu também o indice de melatonina como um
possivel biomarcador em assintomaticos (FERNANDES et al., 2021).

Pesquisadores por todo 0 mundo procuram por assinaturas mais amplas, que
propiciem uma visao integral da COVID-19. Nesse sentido, andlises de ontologia
genética permitem a interpretacdo funcional da expressédo de genes e de proteinas
num dado contexto, isto &, a atribuicdo de significado biolégico a grupos de genes co-
expressos, super-representados (significativamente enriquecidos) e associados a um
determinado processo biol6gico (ASHBURNER et al., 2000; THE GENE ONTOLOGY
CONSORTIUM, 2019). Ja foram feitas andalises de enriquecimento utilizando
ontologia genética para o estudo da COVID-19; por exemplo, o trabalho de Di et al.
(2020) obteve os seguintes termos enriquecidos: resposta inflamatoria aguda,
ativacao de neutrdfilos e ativacdo da resposta imune inata. Por sua vez, os resultados
de Bojkova et al. (2020) destacam uma grande participacdo de vias metabdlicas de

acidos nucleicos.
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O presente estudo procurou rever o histdrico da COVID-19 e conciliar as
informacdes para contribuir com uma visdo mais global da doenca, mas em especial
sob uma abordagem imunogenética. Por isso, optamos por fazer buscas por estudos
em larga escala, como proteomas e transcriptomas, a fim de encontrar assinaturas
moleculares e processos bioldgicos enriquecidos em relagdo a COVID-19, bem como
potenciais relacbes com o envelhecimento e comorbidades. Por meio de nossa
revisdo, conseguimos reuni-los e indicar processos que devem ser alvo de atencao

da ciéncia para a continua compreensao da COVID-19.

2 OBJETIVOS

O presente trabalho possui como objetivo geral realizar uma revisédo
bibliografica acerca do histérico da COVID-19, com enfoque em sua genética e
imunopatologia. Com o intuito de ampliar a presente reviséo, os objetivos especificos
sdo: (i) levantar, compilar e organizar dados de artigos cientificos que descreveram
genes/proteinas com expressdo alterada em individuos com casos severos de
COVID-19 em relacdo aos ndo-severos; (ii) realizar uma andlise funcional baseada
em ontologia genética, para determinar processos biolégicos envolvidos na

manifestacao e progressédo da COVID-19.

3 METODOLOGIA

3.1 Levantamento bibliogréfico

Para o levantamento bibliografico, foram feitas buscas nas bases de dados
Google Académico (https://scholar.google.com.br/?hl=pt) e PubMed
(https://[pubmed.ncbi.nim.nih.gov/), visando a identificar e selecionar a literatura
cientifica relevante para o desenvolvimento do presente trabalho. Dessa forma, foram
feitas combinacdes das palavras-chave relacionadas com a doenca e seu agente
causador, envelhecimento e abordagens metodologicas em larga escala para a

analise génica e proteica: “coronavirus”, “COVID-19”, “gene”, “genetic”, “genetics”,

“protein”, “proteome”, “proteomic”, “proteomics”’, “RNA-Seq’, “SARS-CoV-2’,
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o

“transcriptome”, “transcriptomic” e “transcriptomics”.

A coletanea inicial contabilizou 103 artigos, os quais foram lidos e reduzidos a
97. Os artigos excluidos ndo atendiam ao critério de real compatibilidade com o tema,
pois tratavam de assuntos como, por exemplo, influéncia da dieta no envelhecimento
e aspectos sociais do envelhecimento. Os artigos incluidos foram utilizados para a
compreensado do tema, a revisao bibliografica, o levantamento de genes envolvidos
na COVID-19 e a Discussao. Com o avancar do trabalho, novas buscas foram feitas
na literatura, a fim de se encontrar suporte cientifico para a interpretacdo de nossos

achados, chegando assim ao total de 350 estudos consultados (Figura 3).

Busca inicial por palavras chave no
Google Académico e PubMed

Total: n =103

Artigos excluidos

A

Total: n =6

Artigos adicionados a
coletanea N

Total: n = 253

y

Total de artigos
consultados no trabalho

Total: n = 350

Figura 3 — Fluxograma do levantamento bibliografico.

3.2 Levantamento de genes/proteinas associados a COVID-19

A partir da leitura dos artigos selecionados, foi possivel encontrar estudos de
protedmica e transcriptdmica que analisaram o perfil de expressao génica ou proteica
em pacientes com COVID-19. No geral, observamos que as metodologias sdo muito
distintas e em apenas seis trabalhos encontramos uma certa uniformidade de
amostragem e de técnicas moleculares que nos permitisse avancar para a etapa
seguinte, que envolve uma abordagem de ontologia genética. O presente trabalho

conciliou as informacgdes sobre os critérios para a classificacdo da severidade dos
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casos, de acordo com os seis diferentes trabalhos, e os organizou na Tabela 4. Estes
trabalhos fizeram a analise em pacientes com casos severos e nao-severos durante
a fase aguda da COVID-19. Os casos nao-severos incluem os quadros leves e

moderados, enquanto 0s severos compreendem 0s casos graves e criticos.

Tabela 4 — Compilado dos critérios utilizados pelos seis trabalhos selecionados para a classificagcédo
da severidade dos casos de COVID-19.

Classificacdo da severidade dos casos de
COVID-19

Critérios clinicos para a classificagéo

Pacientes hospitalizados em ambulatério sem

Casos leves ] . o .
intervencdes respiratérias e sem pneumonia

Casos ndo-severos Pacientes hospitalizados em ambulatério com
Casos moderados sintomas respiratorios e pneumonia, candidatos

a oxigenoterapia por cateter nasal

Pacientes em estresse respiratério, saturacao
sanguinea < 93% em repouso, PaO2/Fi02?!
Casos graves <300 mmHg, frequentemente fazendo uso de
ventilacdo ndo-invasiva ou oxigenoterapia por

Casos severos cateter nasal de alto fluxo

Pacientes com faléncia respiratéria, choque e,
» possivelmente, faléncia de outros érgaos,

Casos criticos ) L o .
necessitando de ventilagdo mecéanica invasiva

e monitoramento em UTI

Os genes (apenas os expressos como mMRNAs e, portanto, codificadores de
proteinas) e as proteinas descritos em cada artigo como tendo expressao alterada
foram reunidos, gerando duas listas diferentes: genes/proteinas em upregulation
(com expressdo aumentada) e genes/proteinas em downregulation (com expressao
diminuida) em pacientes com casos severos, sempre em relacdo aos casos nao-

severos, e este sera o referencial utilizado em todo o trabalho.

1Pa02/Fi02: relacdo entre a pressdo parcial de oxigénio arterial e a fracédo inspirada de oxigénio,
utilizada para determinar o indice de oxigenacao do paciente e classificar a severidade da sindrome
do desconforto respiratério aguda.
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3.3 Andlise de ontologia genética via enriguecimento funcional

Para ambas as listas de genes/proteinas em up e em downregulation, dados
foram removidos quando reportados nos resultados de mais de um artigo
(redundancia). Apés a retirada dos dados redundantes, serviram como entrada nos
programas de analises de enriquecimento funcional baseadas em ontologia genética

(Gene Ontology - http://geneontology.org/).

Foram escolhidos trés programas disponiveis online: g:GOSt
(http://biit.cs.ut.ee/gprofiler/gost) (RAUDVERE et al., 2019), GO Term Finder
(https://go.princeton.edu/cgi-bin/GOTermFinder) (BOYLE et al., 2004) e ShinyGO
(http://bioinformatics.sdstate.edu/go/) (GE; JUNG; YAO, 2020). Como configuracdes,
para todos os programas selecionamos a ontologia de "processo bioldgico",

significancia < 0,05 e demais op¢des mantidas no padrao (default). Quanto a espécie,
escolhemos, nos trés programas, respectivamente: "Homo sapiens (Human)"; "GOA
- H. sapiens (Human)"; "Human".

Cada programa gerou uma lista de resultados para cada uma das duas listas.
Entdo, em todos os casos, selecionamos os 30 primeiros resultados (termos), sendo
eles os que agruparam um maior nimero de genes por termo e, necessariamente,
com significancia estatistica e os menores p valor ajustado, p valor corrigido e FDR
(False Discovery Rate) para g:GOSt, GO Term Finder e ShinyGO, respectivamente.

Os 30 resultados selecionados de cada programa para cada uma das duas
listas foram comparados entre si em busca dos termos de ontologia que se repetiam,
ou seja, obrigatoriamente comuns aos resultados dos trés programas. Como forma
de confirmacgao, foi utilizada a ferramenta Venny
(https://bicinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html)  (OLIVEROS, 2015) para

verificar se, de fato, foram selecionados os termos em comum entre 0s trés
programas. O Venny também foi utilizado para ilustrar a sobreposi¢do dos termos que
apareceram em ambas as listas, além de indicar os termos obtidos exclusivamente a
partir da lista de up e de downregulation. Com isso, finalmente, obtivemos duas
tabelas consenso com os termos finais de ontologia genética via enriquecimento

funcional para os dois conjuntos de genes (Figura 4).


http://geneontology.org/
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https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html
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Figura 4 — Fluxograma da analise de ontologia genética via enriquecimento funcional utilizando trés
programas (g:GOSt, GO Term Finder e ShinyGO).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Expressao de genes e de proteinas associados a COVID-19

A leitura dos artigos permitiu o levantamento de genes/proteinas com

expressao diferencial em pacientes com casos severos de COVID-19 em relacdo aos

nao-severos. Os dados foram compilados, organizados e listados na Tabela 5. Apos

a exclusdo de algumas redundéancias, observa-se um total de 178 genes/proteinas

diferencialmente expressos em pacientes com COVID-19, considerando a soma entre

up ou downregulation.
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Tabela 5 — Genes/proteinas diferencialmente expressos em pacientes com casos severos de COVID-
19 em relacdo aos ndo-severos.

Referéncias

Genes/proteinas em upregulation

Genes/proteinas em
downregulation

BOST et al., 2020
(transcriptoma)

CCL18; CCL2; CCL3; CCL4,; CCLA4L2Z;
CCL7, CCLS8; CCR7,; CTSB; CTSL,;
HIF1A; HMOX1,; IL7R; LTB; S1PR1

HLA-A; HLA-DQAZ,; IFIT1; OAS1

Dl et al., 2020
(proteoma)

ACTB; CAPNS1; COL6A3; CSTB; DDT;
F8; GSTO1; H4C1; MB; OAF; RPS28;
S100A8; S100A9; SOD2; TMSB4X;
TNFRSF17; UBB; VASP

CA6; HSPB1; IGFALS; VCPIP1

FLORA et al.,
2021

(proteoma)

AFM; APOCS; CRP; HBB; HBD;
PLGLB1; PON1; SAAL; SAAZ;
SERPINA3

Al1BG; A2M; AHSG; AMBP;
ANKRDS50; APOA1L; APOA2;
APOC2; APOH; AZGP1; C3; C4A;
C5; C7; CFH; CLU; CP; FGA;
FGB; FGG; GC; GSN; HBE1,
HBG1; HBG2; HPR; HPX; ITIH1;
ITIH2; JCHAIN; KNG1; ORM1;
ORM2; PLG; PZP; RBP4, TF;
TTR; VTN

HADJADJ et al.,
2020

(transcriptoma)

CCL11,; CCL18; CCL23; CSF1,
CSF2RB; CSF3R; CX3CL1; CXCL1,;
CXCL13; CXCL2; CXCR1; CXCR2;
IFNA2; IFNARZ; IFNAR2; IFNGR1;

IL10; IL12A; IL13; IL13RA1; IL16;
ILI8RAP; IL1B; IL1R1; IL1R2; IL1IRAP;
IL27; IL32; IL4R; IL6R; IL7; IRF1; IRF4;

JAK1; MIF; PPBP; PSMBS; PTAFR;
PTPNG6; SOCSS; TGFBR1,; TGFBRZ;
TNFRSF10C; TNFRSF11A; TNFRSFS;
TNFRSF9; TYK2

BST2; CCR5; CX3CR1; IFI35;
IFIT2; IFITM1; IL2RB; IL7R; IRF5;
IRF7; PDGFRB; MX1; SOCS1;
STAT1,; STAT2

MESSNER et al.,
2020

(proteoma)

Al1BG; ACTB; C1R; C1S; C8A; CD14;
CFB; CFH; CFI; CRP; FGA,; FGB; FGG;
HP; ITIH3; ITIH4; LBP; LGALS3BP;
LRG1; SAAL; SAA2; SERPINA10

ALB; APOA1; APOC1; GSN; TF

SHEN et al., 2020
(proteoma)

C6; C8A; CFB; CPN1; CRP; ITIH3;
ITIH4; LGALS3BP; ORM1; ORMZ2;
SAAL; SAA2; SAA4; SERPINA3

AHSG; ALB; APOA1; APOAZ;
APOH; APOM; CFP; CLEC3B;
FCN2; FLNA; GPLD1,; HRG;
HSPA5; MMRN1; PCYOX1; PF4;
PFN1; PPBP; PPIA; RBP4,
SPARC; TAGLN2

Um trabalho de bioinformatica listou 123 genes coincidentes que se expressam

diferencialmente nos seguintes quadros clinicos: doenga cardiovascular, diabetes,

hepatite, doenca pulmonar e doenca renal, cinco comorbidades relacionadas a

COVID-19 e, portanto, os genes associados a estas diferentes doencgas indicam
bases moleculares comuns (DOLAN et al., 2020). Dentre estes 123 genes,
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encontramos 19 correspondéncias (APOA1, C3, CCL2, CCR5, CFH, CX3CL1, FGA,
HLA-DQA1, HMOX1, HSPAS5, IL10, IL12A, IL1B, IL4R, MIF, PON1, SOCS1, SOCS3
e SOD2) com o nosso levantamento.

Em especial, APOAL (apolipoproteina 1) é a proteina mais frequente entre os
trabalhos selecionados (descrita em trés dos seis artigos, como tendo expressao
diminuida em proteomas). A APOA1 ¢é a principal constituinte do HDL (high-density
lipoprotein). Em niveis balanceados, o HDL atua na modulacao do sistema imune, até
mesmo mediando a resposta inata excessiva em casos de sepse (KARATHANASIS
et al., 2017; SOROKIN et al., 2020). Perfis de dislipidemia sdo observados nos
pacientes com COVID-19 e, inclusive, niveis baixos de HDL passaram a ser
considerados um forte preditor da severidade do caso (HU et al., 2020; QIN, Chen et
al., 2020; WANG, G. et al., 2020; WEI, X. et al., 2020). Ainda que uma melhor
compreensdo do papel desta proteina na imunopatologia da COVID-19 seja
necessaria, num primeiro momento, se féssemos sugerir um potencial alvo para
diagndstico ou para o desenvolvimento de farmacos que atuem na modulagcédo da
resposta imune por meio do HDL, com base em nossos levantamentos, indicariamos
a APOAL.

Uma constatag&o curiosa foi a auséncia de ACE2 em nossos resultados, cuja
expressdo em pacientes com COVID-19 tem sido alvo de muitos estudos desde o
surgimento da doenga. Como mencionado anteriormente, o virus SARS-CoV-2 utiliza
como receptor a proteina ACE2 para sua entrada nas células humanas (LU et al.,
2020) e um estudo sugeriu que a ligacao da proteina viral S muito provavelmente
induziria uma downregulation na expressao de ACE2 (ZHANG, H. et al., 2020).
Diferentes autores levantaram hipéteses para essa possivel diminuicdo da expressao
de ACEZ2: (i) pela participacdo da proteina Rab-7a (ras-related protein Rab-7a) na
regulacdo da expressao de ACE2 na superficie celular (DANILOSKI et al., 2021), ou
(i) pela remocéo do sitio externo de ACE2 da membrana celular apos a ligacédo de S
(VERDECCHIA et al., 2020), ou (iii) por consequéncia de uma possivel liberacédo de
quimiocinas e citocinas pré-inflamatérias (BONAFE et al., 2020). Uma downregulation
de ACE?2 ja foi relacionada com o desenvolvimento de lesées pulmonares (KUBA et
al., 2005; GU et al., 2016; RIVELLESE; PREDILETTO, 2020). Uma explicacdo para
esses dados seria a de que uma menor expressado de ACE2 pode significar uma maior
disponibilidade de angiotensina I, gerando uma importante inflamag&o no sistema

respiratério nessas condi¢cdes (IMAI et al., 2005), inclusive por influenciar na liberacao
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de E-selectinas, P-selectinas, IL-8 e diferentes quimiocinas (BERNSTEIN et al.,
2018). Além disso, diferentes estudos em ratos e camundongos indicam que a
expressdo de ACE2 sofre downregulation com o envelhecimento (XUDONG et al.,
2006; YOON et al.,, 2016), também corroborado por dados de protedmica em
humanos (CHIRINOS et al.,, 2020). Existem evidéncias de que pacientes com
diabetes tipo 2, hipertenséo e insuficiéncia cardiaca também possuem uma menor
expressdo de ACE2 (TIKELLIS et al., 2003; ZHONG et al., 2010; PATEL et al., 2014;
PAL; BHANSALI, 2020; CHIRINOS et al., 2020; YAMAGATA et al., 2020). Por outro
lado, um estudo com pacientes com COVID-19 em quadros graves e que possuiam
comorbidades indicou que a expressdo de ACE2 estava aumentada nos pulmoes
destes individuos (PINTO et al.,, 2020). Nesse mesmo sentido, outro trabalho de
transcriptoma descreveu a expressao aumentada de ACE2 em pacientes com
guadros severos de COVID-19, em relacdo a pacientes com sintomas leves ou
moderados (JAIN et al., 2021). Pelo exposto, observamos que ainda nao existe um
consenso sobre a expressao de ACE2 na COVID-19, se aumentada ou diminuida. A
auséncia de ACE2 em nosso levantamento de genes/proteinas diferencialmente
expressos em individuos com casos severos de COVID-19 em relacdo aos nao-
severos, utilizando seis diferentes trabalhos, nos indica que as células infectadas pelo
SARS-CoV-2 ndo estdo tendo sua expressao de ACE2 alterada neste universo de
amostras. Ou seja, nossos dados sugerem que humanos parecem néo ter
mecanismos de protecao contra a infeccéo viral que envolvam a diminuicdo de ACE2,
assim como o virus também ndo possuiria estratégias que estimulem a expressao
deste receptor pelas células hospedeiras para permitir a infec¢do. As discrepancias
entre os estudos parecem refletir muito mais uma perturbacdo generalizada causada
pela infecgcdo que ora altera a expressdo de ACE2, e provavelmente outros alvos

génicos, e ora nao altera.

Tratando do numero total de genes levantados no presente estudo, 67,9%
deles (121 entre 178 genes) estdo associados a processos do sistema imune.
Considerando a invasdo do SARS-CoV-2 as células humanas que desencadeia o
curso da doenca, a resposta imediata do organismo é a acdo do sistema imune, por
meio da expressao de diferentes genes/proteinas, tais como citocinas, quimiocinas e
interleucinas. Em busca de assinaturas moleculares enriquecidas em quadros

severos e ndo-severos de COVID-19, seguimos para a analise de ontologia genética.
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4.2 Ontologia genética

Apbs o levantamento e organizagdo dos dados em listas de genes/proteinas,
foi feita a analise de ontologia genética para agora explorarmos a natureza da
expressao diferencial e focarmos em caracteristicas exclusivas e nao mais globais.
Os resultados de ontologia genética obtidos exclusivamente utilizando os
genes/proteinas com expressédo aumentada (upregulation) em pacientes com casos

severos de COVID-19 em relacdo aos nao-severos encontram-se na Tabela 6.

Tabela 6 - Processos biolégicos enriquecidos (p ou FDR < 0,05) nos resultados obtidos exclusivamente
a partir da lista de 104 genes em upregulation em pacientes com casos severos de COVID-19 em
relacéo aos ndo-severos. Os nimeros em sequéncia, na coluna 3, sdo referentes ao nimero de genes
pelos programas g:GOSt, GO Term Finder e ShinyGO, respectivamente, usando a base de dados
Gene Ontology (GO).
Termo de Nimero d,e g:GOSt GO. Term .

genes/proteinas Finder ShinyGO

Gene GO# (p
(p-valor (FDR)

em upregulation :
Ontolo . . ajustado .
gy incluidos no termo J ) corrigido)

Cell
chemotaxis
Cellular
response to
chemical
stimulus
Cellular
response to
cytokine
stimulus
Cellular
response to
organic
substance
Chemokine-
mediated
signaling
pathway
Cytokine-
mediated
signaling
pathway
Granulocyte
chemotaxis
Granulocyte
migration
Inflammatory
response

G0O:0060326 31/31/30 4,2e-27 1,6e-28 6,8e-28

GO0:0070887 74165/73 3,5e-28 4,5e-25 5,7e-32

GO0:0071345 62 /44 /61 1,4e-44 6,0e-31 1,8e-45

GO0:0071310 69 /54 /68 1,1e-28 3,4e-20 5,5e-32

GO0:0070098 18/18/18 1,9e-20 5,2e-21 9,4e-22

G0:0019221 62/42 /61 1,8e-53 2,7e-38 5,5e-53

G0:0071621 22/22/21 6,7e-24 9,3e-25 3,6e-24

G0:0097530 23/23/22 1,0e-23 1,3e-24 3,4e-24

G0:0006954 49 /49 /48 8,0e-32 1,0e-38 1,1e-35
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Leukocyte
chemotaxis
Myeloid

leukocyte G0:0097529 27127126 1,3e-25 1,1e-26 7,1e-26
migration
Neutrophil
chemotaxis
Neutrophil
migration
Response to
cytokine
Response to
organic G0:0010033 75/61/74 4,1e-29 3,8e-21 5,9e-33
substance

G0O:0030595 30/30/29 7,8e-30 7,7e-31 5,1e-30

GO0:0030593 21/21/20 3,1le-24 5,4e-25 3,6e-24

G0:1990266 22122121 3,8e-24 6,3e-25 2,9e-24

G0:0034097 64 /46 /63 3,3e-45 3,7e-31 3,4e-46

Analisando esses resultados, notamos que a maioria dos termos se refere a
resposta imune inata, como 0s processos de migracao, quimiotaxia e inflamacao.
Com a infecgéo, € iniciado o reconhecimento de padrbes moleculares associados ao
patdgeno (pathogen-associated molecular patterns, PAMPS) virais que se ligam a
receptores de reconhecimento de padrdes expressos em diferentes células humanas,
como macréfagos, mastécitos, células dendriticas e epiteliais. Essa ligacdo ativa
cascatas de sinalizacdo de fatores de transcricdo de diferentes citocinas, além de
desencadear outras alteracbes que atuam no desenvolvimento do processo
inflamatoério, como aumentar o fluxo sanguineo no tecido e a adesao de leucécitos
circulantes nas vénulas pos-capilares. A atividade de citocinas pré-inflamatorias
sinaliza para o recrutamento e migracdo de leucdcitos e proteinas plasmaticas para
os sitios de infeccdo, o0 que ocorre por quimiotaxia, isto €, uma locomocao celular
guiada e unidirecional pela deteccdo de um gradiente quimico causado pela alta
concentragéo de citocinas quimioatrantes (KOLACKOWSKA; KUBES, 2013; PETRI;
SANZ, 2018; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019).

Altamente responsivo a quimiotaxia, o primeiro leucocito a ser recrutado € o
neutrofilo, um granuldcito. Os neutrofilos podem eliminar patdgenos por fagocitose,
degranulacdo ou liberacdo de armadilhas extracelulares (neutrophil extracellular
traps, NETs) (BRINKMANN et al., 2004). As NETs sao formadas por DNA e proteinas
expelidas pelos neutréfilos que imobilizam os patdgenos, evitando que se disseminem
pelo organismo. A formagédo de NETs durante a infec¢cdo pelo SARS-CoV-2 ja foi
descrita (ARCANJO et al.,, 2020) e um estudo relatou a presenca de diferentes

marcadores de NETs em pacientes hospitalizados com COVID-19 (ZUO et al., 2020).
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A neutrofilia € um indicativo de quadros graves da COVID-19 (WANG, D. et al., 2020;
ZHANG, B. et al., 2020), tendo inclusive sido encontrado um infiltrado neutrofilico em
autopsias de vitimas da doenca (BARNES et al., 2020). O estudo de Barnes e
colaboradores (2020) sugere que a formacdo de NETs pelos neutrofilos no cenario
da COVID-19 pode estar associada ao estabelecimento de uma inflamacao
desbalanceada e progressiva. Todas essas informacdes relacionadas a neutrofilia se
mostram coerentes com nossas andlises, as quais ressaltam a migracdo e
guimiotaxia de células imunes e sua participacao no processo inflamatorio.

Dando continuidade a analise de ontologia genética, temos 0S processos
biolégicos enriquecidos obtidos exclusivamente a partir do input dos genes/proteinas
com expressao diminuida (downregulation) em pacientes com casos severos de

COVID-19 em relagdo aos nédo-severos, organizados na Tabela 7.

Tabela 7 - Processos bioldgicos enriquecidos (p ou FDR < 0,05) nos resultados obtidos exclusivamente
a partir da lista de 74 genes em downregulation em pacientes com casos severos de COVID-19 em
relac@o aos ndo-severos. Os nimeros em sequéncia, na coluna 3, sdo referentes ao niimero de genes
pelos programas g:GOSt, GO Term Finder e ShinyGO, respectivamente, usando a base de dados
Gene Ontology (GO).

NUmero de .GOSt GO Term
Termo de Gene GO# genes/proteinas em g: ( Finder ShinyGO
Ontology downregulation . P (p-valor (FDR)
. . ajustado) .
incluidos no termo corrigido)
Blood
. G0:0007596 17713 /17 4,3e-10 6,8e-9 1,3e-12
coagulation
Humoralimmune |, 5006959 19/18/18 85e-12 | 1,1e-12 | 13e14
response
Immune effector |-~ 002252 27121135 37e-10 | 2,3e-10 1,6e-18
process
innate IMMune | ..0045087 292727 2,0e-13 | 44e14 | 93e13
response
Regulation of
immune system | GO:0002682 33/32/31 1,5e-10 1,5e-13 1,7e-11
process

Em linhas gerais, nossos dados apontam que, no quadro severo de COVID-
19, o panorama € composto por uma queda parcial da imunidade inata e humoral,
bem como da coagulacdo sanguinea. Juntos, estes processos caracterizariam uma
perspectiva da doenca responsavel por diversos efeitos danosos que distanciam a
COVID-19 de outras doencgas respiratérias como a gripe. Seria também plausivel nos

perguntarmos se a gravidade do quadro e eventuais complicacbes podem ser
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consequéncias destes processos diminuidos, bem como indagar se o aumento destes
processos poderia propiciar um melhor prognéstico do caso.

E coerente considerar como uma possivel consequéncia da diminuicdo do
processo da coagulacdo sanguinea a tendéncia a hemorragias ou dificuldade em
controla-las. De fato, a ocorréncia de acidente vascular encefalico hemorragico em
pacientes com COVID-19 foi relatada por diferentes estudos (FRAIMAN et al., 2020;
PAVLOV et al., 2020; VARATHARAJ et al., 2020; CHERUIYOT et al., 2021; QI;
KEITH; HUANG, 2021;). Casos de AVE isquémico em pacientes com COVID-19
também foram sendo reportados (HELMS et al., 2020; MERKLER et al., 2020; OXLEY
etal., 2020) e, inclusive, houve a descricdo de um caso de infarto venoso hemorragico
apos trombose em veia cerebral em um paciente de 72 anos sem historico médico
relevante (CHOUGAR et al., 2020). Um estudo que analisou 3.556 pacientes
internados com COVID-19 em Nova lorque, entre marco e abril de 2020, concluiu que
32 deles (0,9%) sofreram um AVE isquémico (YAGHI et al., 2020). Este numero é
condizente com uma revisdo sistematica com meta-analise de 18 estudos que
calculou que 1,11% dos 58.104 pacientes analisados teve um AVE isquémico,
enquanto a prevaléncia de AVE hemorragico foi de 0,46% entre 67.155 pacientes com
COVID-19 (SYAHRUL et al., 2021).

Todavia, dada a diminuicdo do processo de coagulacdo sanguinea, n0ssos
resultados parecem ressaltar que a COVID-19 estaria mais relacionada ao AVE
hemorragico e ndo ao isquémico, o contrario do que parece prevalecer nos dados.
Por isso, é preciso antes levar em consideracdo que, dos seis artigos utilizados para
a compilacdo de genes em downregulation na COVID-19, cinco ndo especificam e um
afirma o uso de anticoagulantes nos pacientes analisados. O uso de anticoagulantes
em casos severos de COVID-19 remete as primeiras observacdes sobre a doenca,
com a descri¢cdo de niveis altos de d-dimero como um marcador de gravidade do
guadro, por indicar processos de coagulacdo (ZHOU, F. et al., 2020). Outros estudos
corroboraram o achado e consideraram o potencial trombético da COVID-19 (AL-
SAMKARI et al., 2020; BECKER, 2020; DOLHNIKOFF et al., 2020; LIPPI; PLEBANI,
HENRY, 2020; LOWENSTEIN; SOLOMON, 2020; YANG, X. et al., 2020; POILLON et
al., 2021).

A trombocitopenia na COVID-19 &, muito provavelmente, multifatorial, podendo
envolver mecanismos de interferéncia na hematopoese pelo virus, destruicdo direta

das plaquetas por autoanticorpos ou consumo plaquetario apos a formacdo de
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microtrombos, devido a ativacdo e migracao plaquetéria em tecidos lesionados, como
o pulmonar (XU; ZHOU; XU, 2020). AutOpsias estimam que a frequéncia de
microtrombos pulmonares é mais de nove vezes maior na COVID-19 em relagdo a
H1N1 (ACKERMANN et al.,, 2020) e a terapia com anticoagulantes em doses
profilaticas ou terapéuticas passou a ser indicada para pacientes hospitalizados com
COVID-19 (NEGRI et al., 2020; ORSI et al., 2020; TANG et al., 2020; CUKER et al.,
2021). Entretanto, este protocolo foi sendo questionado por estudos sobre a
incidéncia de eventos trombéticos e hemorragicos em casos graves de COVID-19:
um trabalho francés com 92 pacientes em UTI mostrou que 19 deles (21%) passaram
por um quadro hemorragico, dos quais 16 (84%) haviam recebido doses terapéuticas
de anticoagulantes, metade deles (oito pacientes) mesmo sem diagndstico de
distdrbios tromboticos (FRAISSE et al., 2020). Além disso, mesmo recebendo as
doses de anticoagulantes, 37 pacientes (40%) tiveram um evento trombatico e, entao,
0s autores salientaram a importancia de se adaptar as estratégias trombo-profilaticas
(FRAISSE et al., 2020). Um estudo mais amplo, com 755 pacientes com COVID-19,
demonstrou que, entre os 33 casos de hemorragia intracraniana, 25 pacientes haviam
passado por terapia com anticoagulantes (DOGRA et al., 2020). Em junho de 2021,
foi publicado o resultado de um estudo randomizado e paralelo realizado em 31
hospitais do Brasil, entre junho de 2020 e fevereiro de 2021, somando 3.331 pacientes
hospitalizados com COVID-19 que apresentavam altos niveis de d-dimero (LOPES et
al., 2021). Nestes pacientes, os resultados demonstraram néo haver efeito benéfico
na adocao de protocolos com doses terapéuticas dos anticoagulantes rivaroxabana e
enoxaparina, pois ndo houve melhora do quadro clinico e sim um aumento de
hemorragias, em comparagdo com doses profilaticas (LOPES et al., 2021). Os
autores concluem que doses terapéuticas de anticoagulantes devem ser evitadas em
pacientes com COVID-19 com altos niveis de d-dimero mas que ndo apresentem
evidéncias e indicacdes para o uso de anticoagulantes orais (LOPES et al., 2021).
Considerando todo este contexto, é razoavel considerar a hipétese de que o0 uso
amplo de anticoagulantes ainda tenha muitos efeitos a serem elucidados, evidenciado
também pela alteracdo na conduta médica, e possa ter contribuido para evidenciar,
em nossos resultados, potenciais eventos genéticos ligados a quadros de AVE
hemorragicos e ndo de AVE isquémicos.

A nossa observacdo de diminuicdo tanto da imunidade inata quanto dos

efetores da resposta imune nos pacientes com quadros severos de COVID-19 pode
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se relacionar com mecanismos de evasao viral. Sugerimos que 0 organismo pode
estar respondendo ao estimulo externo de forma desbalanceada, talvez por fatores
gue incluam contra-ataques por parte do SARS-CoV-2, a exemplo do que ocorre com
os interferons, citocinas efetoras da resposta antiviral. Diferentes estudos indicam a
downregulation de genes da familia dos interferons em pacientes com quadros mais
graves, muito provavelmente como consequéncia de mecanismos de evasao usados
pelo SARS-CoV-2 e outros betacoronavirus para conseguir atingir uma alta carga
viral, além de comprometer a resposta por linfocitos T (ACHARYA,; LIU; GACK, 2020;
AMOR; BLANCO; BAKER, 2020; LEI et al., 2020; XIA et al., 2020). De fato, 0 SARS-
CoV-2 vem sendo descrito como um potente antagonista de interferons, mais eficiente
gue o0 SARS-CoV (KONNO et al.,, 2020) e a diminuicdo da resposta celular a
interferons é tida como caracteristica de casos moderados e graves (BLANCO-MELO
et al., 2020; CHEN et al., 2020; HADJADJ et al., 2020). Além de diminuir a expressao
de interferons, um artigo sugere que o SARS-CoV-2 possa ser capaz de desregular
outros componentes da imunidade inata, como a sinalizacdo de receptores do tipo
Toll (Toll-like receptors, TLR), células NK (natural killer) e células dendriticas
(TAEFEHSHOKR et al., 2020).

Nossos resultados apontam também para a queda da imunidade humoral em
pacientes com quadros severos em relacdo aos ndo-severos. Uma analise de
transcriptoma em 18 individuos se recuperando da COVID-19 apontou que a resposta
humoral estava significantemente diminuida; por sua vez, a imunidade por células T
se manteve ativa e robusta (ZHENG et al., 2020).

Por fim, comparamos os termos obtidos a partir de cada lista, up versus
downregulation, e notamos informagdes em comum. Usando um diagrama de Venn,
este cenario pode ser visualizado na Figura 5 e os dez termos na intersec¢ao estao

descritos na Tabela 8.
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Upregulation Downregulation

5
(16.7%)

Figura 5 — Diagrama de Venn gerado pelo programa Venny a partir da lista consenso de termos de
ontologia genética, tanto para aqueles obtidos a partir da lista de genes em em upregulation (a
esquerda), quanto em downregulation (a direita), em pacientes com casos severos de COVID-19 em
relacdo aos ndo-severos. Os resultados ilustrados pelo diagrama encontram-se nas Tabelas 8
(referente a intersecc¢éo, ou seja, os dez termos enriquecidos que coincidem em ambas as listas), 6
(referente aos 15 termos enriquecidos exclusivamente a partir da lista de genes em upregulation) e 7
(referente aos cinco termos enriquecidos exclusivamente a partir da lista de genes em downregulation).

Tabela 8 — Andlise comparativa entre o nimero de genes/proteinas em up e downregulation nos
processos biolégicos enriquecidos que estdo presentes tanto nos resultados obtidos a partir do input
da lista de genes em upregulation, quanto a partir do input da lista de genes em downregulation em
pacientes com casos severos de COVID-19 em relacdo aos ndo-severos. Os nimeros em sequéncia,
nas colunas 2 e 3, séo referentes ao nimero de genes retornados pelos programas g:GOSt, GO Term
Finder e ShinyGO, respectivamente, usando a base de dados Gene Ontology (GO).

NUumero de Nimero de
Termo de Gene — genes/proteinas em genes/proteinas em
Ontology upregulation incluidos downregulation
no termo incluidos no termo
Biological process
involved in
interspecies G0:0044419 57 /53 /59 40/38 /41
interaction between
organisms
Defense response G0:0006952 69/68/67 43/40/41
Defense response to
other organism G0:0098542 45/41 /43 35/32/36
Immune response G0:0006955 71/59/71 47140/ 46
Immune system
G0:0002376 79171178 49 /45/49
process
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Response to biotic
. G0:0009607 55/51/53 39/36/37
stimulus
Response to external
o G0:0043207 55/51/53 38/35/36
biotic stimulus
Response to external
. G0:0009605 69 /66 /67 49 /48147
stimulus
Response to other
G0:0051707 55/51/53 38/35/36
organism
Response to stress G0:0006950 78174176 59/54 /57

Preliminarmente, pode parecer contraditério o aumento e a diminuicdo de
determinados processos bioldgicos de maneira simultdnea. Porém, € preciso pontuar
gue, a partir do momento da infeccéo, inicia-se uma batalha entre o invasor (virus) e
o hospedeiro, cada um usando suas diferentes estratégias, de adaptacdo e,
consequentemente, de manutencdo, que se confrontam e que podem gerar
perturbacdes na regulacédo de eventos moleculares e em alguns processos biol6gicos
relacionados. Tal fato ocorre, por exemplo, com os interferons, conforme mencionado
anteriormente na discussao: a principio, seria natural supor que o hospedeiro
conseguisse obter vantagem frente ao SARS-CoV-2 ao utilizar desse mecanismo de
defesa. Entretanto, o virus possui estratégias de evasdo (ACHARYA; LIU; GACK,
2020; AMOR; BLANCO; BAKER, 2020; LEI et al., 2020; XIA et al., 2020) e, talvez, por
iSso ocorra um desbalancgo na resposta a interferons. Portanto, enquanto o organismo
reage com o aumento da expressao de genes de resposta imune, o0 virus contra-ataca
com recursos gue propiciam sua evasado (ROSENTHAL, 2020).

Uma analise um pouco mais minuciosa da Tabela 8 nos permite notar que,
comparativamente, os termos de ontologia genética em questdo sdo compostos por
mais genes/proteinas com expressao aumentada do que diminuida. Isto, em uma
visdo mais global, é coerente e pode ser um indicativo de que, nesta batalha, as
investidas do hospedeiro no que tange ao recrutamento da resposta imune contra o
virus se sobressaem: utilizando os dados da OMS, a diferenga entre os numeros de
casos e mortes registrados mundialmente, ou seja, o nimero de sobreviventes, até
14 de dezembro de 2021, correspondia a 98,03% do total de infeccbes (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2021d).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho permitiu conciliar diferentes informacgdes sobre a COVID-
19. Como perspectivas, o0 elenco de genes e de proteinas, bem como os resultados
da analise de ontologia genética via enriquecimento funcional, podem direcionar
novos estudos visando por potenciais alvos para diagndésticos e desenvolvimento de
farmacos para o tratamento e controle da COVID-19. A abordagem que utilizamos
ajuda a identificar as assinaturas moleculares da infeccéo e pode ser ampliada na
medida em que mais dados em larga escala forem gerados e publicados. Apesar de
ter atingido um patamar relativamente estavel no nimero de mortes, a COVID-19
segue causando nameros alarmantes de casos e vitimando muitas pessoas por todo
o mundo, sobretudo se considerarmos a existéncia de vacinas eficazes (embora mal
distribuidas entre os paises) e métodos de prevencao ja bem definidos. As taxas de
letalidade maiores em idosos em relacdo aos mais jovens nos leva a destacar a
regulacao da resposta imune como um processo bioldégico que demanda atencao,
especialmente porque pode ser alvo para o desenvolvimento de farmacos
imunomoduladores: nossos resultados sugerem que a vulnerabilidade a COVID-19
nao depende de uma resposta imune mais ou menos desenvolvida, mas sim de uma

resposta funcional, balanceada e regulada.
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