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RESUMO

Com os surtos de COVID-19 em andamento, estd bastante claro que os individuos sdo
afetados de forma diferente por esse virus em termos de suscetibilidade a doenga e desfechos,
alguns dos quais estdo ligados a predisposi¢do genética. Estudos genéticos identificaram a
enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2), uma enzima-chave para a entrada viral, por sua
possivel ligagdo com a progressao da doenga. O presente estudo teve como objetivo investigar
a associacdo potencial entre polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) rs2048683 e
1s2285666 do gene ACE2 humano com a suscetibilidade a COVID-19. Duzentos e quarenta e
trés participantes brasileiros, compreendendo 127 controles com idade média de 54 anos e
116 casos de idade média de 57 anos, foram incluidos. A coleta das amostras intercorreram
entre dezembro de 2021 a julho de 2023. Dados clinicos foram obtidos de questionérios e
prontuarios médicos. Biomarcadores plasmaticos para perfis lipidico, glicémico, nutricional,
hepatico e inflamatério foram quantificados. O DNA isolado do sangue periférico foi
utilizado para a genotipagem dos polimorfismos rs2048683 e rs2285666 no gene ACE?2
utilizando ensaios TaqMan. O projeto tem aprovagio do Comité de FEtica
(CAAE:43948621.7.0000.0102 e 43948621.7.3003.5225). Os polimorfismos rs2048683 e
152285666 estao dentro do equilibrio de Hardy-Weinberg apenas para mulheres, uma vez que
o gene ACE?2 esta localizado no cromossomo X. As frequéncias alélicas e genotipicas ndo
foram diferentes para os polimorfismos nos grupos de estudo (P>0,05). As frequéncias dos
alelos menores (FAM; % e IC 95%) para os grupos controle e COVID-19, respectivamente,
foram para rs2048683 (alelo T), 27,6% (22-33%) e 28,9% (23-35%) e para rs2285666 (alelo
T), 29,9% (24-36%) e 28,9% (23-35%). As FAMs sao semelhantes a populagdo Americana.
Os polimorfismos rs2048683 e 1s2285666 do gene ACE2 nao foram associados a COVID-19
grave na populacao euro-brasileira estudada.

Palavras-chave: SARS-CoV-2; Enzima Conversora de Angiotensina 2; (ECA2); rs2048683;
1s2285666; polimorfismos.



ABSTRACT

With the on-going COVID-19 outbreaks, it is still quite clear that individuals are affected
differently from this virus in terms of disease susceptibility and outcomes, some of which are
linked to genetic predisposition. Genetic studies have pinpointed angiotensin-converting
enzyme 2 (ACE2), a key enzyme for viral entry, for its possible linkage to disease
progression. The present study aimed to investigate the potential association between single
nucleotide polymorphisms (SNPs) rs2048683 and rs2285666 of human ACE2 gene with the
COVID-19 susceptibility. Two hundred and forty-three Brazilian participants, comprising 127
controls and 116 cases, were included. Clinical data was obtained from questionnaires and
medical records. Sample collection took place between December 2021 and July 2023.
Clinical data were obtained from questionnaires and medical records. Plasma biomarkers for
lipid, glycemic, nutritional, hepatic and inflammatory profiles were quantified. DNA isolated
from peripheral blood was genotyped for ACE2rs2048683 and rs2285666 using TagMan
assays. The project has approval by the Ethics Committee (CAAE: 43948621.7.0000.0102 e
43948621.7.3003.5225). The rs2048683 and rs2285666 polymorphisms are within Hardy-
Weinberg equilibrium only for females because ACE?2 is located on the X chromosome. The
allele and genotypic frequencies were not different for the polymorphisms in the study groups
(P>0.05). For the minor frequency alleles (FAMs; % and 95%CI) for the control and COVID-
19 groups, respectively, they were for rs2048683 (T-Allele), 27.6% (22-33%) and 28.9% (23-
35%) and for rs2285666 (T-Allele), 29.9% (24-36%) and 28.9% (23-35%). The frequencies
of MAFs are similar to American population. The rs2048683 and rs2285666 polymorphisms
of the ACE2 gene were not associated with severe COVID-19 in the Euro-Brazilian
population under study.

Keywords: SARS-CoV-2; Angiotensin-Converting Enzyme 2; (ACE2); 1s2048683;
1$2285666; polymorphisms.
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1 INTRODUCAO

O coronavirus da sindrome respiratéria aguda grave 2 (SARSCoV-2), um membro da
familia de virus Coronaviridae, ¢ um virus de RNA fita simples positivo cujo surto em
Wuhan, China, em dezembro de 2019, progrediu para a pandemia global da doen¢a do
coronavirus 2019 (COVID-19) (Guo et al., 2020). Até hoje, o SARS-CoV-2 infectou mais de
777 milhdes de pessoas e tirou a vida de mais de 7 milhdes em todo o mundo(WHO, 2025).
Embora a pandemia tenha terminado, muitos paises ainda estdo enfrentando surtos de
COVID-19 devido a variantes mutantes emergentes (Cascella ef al, 2025). Estudos
epidemiologicos mostraram que, embora o SARS-CoV-2 tenha se espalhado pelo mundo
todo, alguns paises testemunharam maiores taxas de incidéncia e mortalidade em comparagao
a outros. Por exemplo, a Franga teve a maior taxa de mortalidade (13,38%), enquanto a
Alemanha teve a menor (1,94%) (Tsang ef al., 2021). Essa variabilidade na suscetibilidade e
gravidade se deve a uma interagdo entre fatores ambientais, sociais e genéticos (Fricke-
Galindo; Falfan-Valencia, 2021).

Muitos polimorfismos genéticos foram encontrados associados a gravidade e
suscetibilidade a COVID-19 (Dieter et al., 2022). Esses polimorfismos sdo particularmente
aqueles de genes envolvidos no mecanismo de patogénese do SARS-CoV-2 (Jeon et al.,
2021; Rossi et al., 2021; Pathak et al., 2022; Saengsiwaritt et al., 2022; Taglauer et al., 2022).
ACE?2 ¢ exemplo de tais genes, pois sua expressao leva a formagdo de proteinas de superficie
celular, e auxilia na entrada do SARSCoV-2 nas células hospedeiras (Salian ef al., 2021).

O gene ACE2, localizado no cromossomo X, possui varios polimorfismos de
nucleotideo tUnico (SNPs, do inglés Single Nucleotide Polymorphisms) que foram
investigados recentemente e associados a gravidade da COVID-19. O estudo de Wooster et
al., (2020) identificou o polimorfismo rs2048683 (T>QG), associado a uma maior expressao
tecidual de ACE2 e, consequentemente, maior risco de hospitalizacao. Ja o estudo de
Srivastava et al., (2020) relatou que a variante rs2285666 (substituicdo de G>A no quarto
nucleotideo do intron 3) foi associada a expressdo aumentada em até 50% do gene ACE2,
influenciando significativamente a susceptibilidade a COVID-19 e correlacionando-se com
menores taxas de infec¢ao e letalidade na populagdo indiana. No entanto, nenhum dos dois
estudos mencionou explicitamente se esses efeitos apresentam especificidade relacionada ao
sexo, apesar da conhecida relevancia da localizacdo do gene ACE2 no cromossomo X.

Sugere-se, portanto, que futuras abordagens explorem diretamente possiveis efeitos sexo-
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especificos dessas variantes, dado seu potencial impacto na susceptibilidade e gravidade da
doenga.

Como exposto, o impacto dramatico da pandemia de COVID-19 estimulou uma onda
de investigacdes cientificas centradas em compreender como o virus afeta diferentes aspectos
da satide humana. Este estudo adentra neste vasto campo de andlise ao investigar a inter-
relacdo entre parametros bioquimicos, dados antropométricos e polimorfismos genéticos em
grupos de controle e pacientes com COVID-19.

O foco em variaveis como idade, sexo, etnia e diversas medidas de saide metabolica
e funcional proporcionara uma visao abrangente das multiplas influéncias que podem afetar a
susceptibilidade ao virus e a progressdo da doenca. Esclarecer as diferengas entre grupos
clinicos através de analises criticas comparativas, especialmente em biomarcadores e aspectos
genéticos, € crucial para entender ndo apenas o impacto imediato da infec¢cdo por COVID-19,
mas também suas implicagdes a longo prazo. Este trabalho pretende integrar achados
empiricos com a literatura existente, visando iluminar potenciais caminhos para intervengdes
e tratamentos futuros.

Assim, este estudo ¢ justificado devido ao limitado nimero de investigagcdes que
integraram a andlise do genoma humano para identificar variagdes genéticas que possam
predispor individuos a infec¢cdes mais graves ou influenciar respostas terapéutica. Mais
especificamente, enquanto o SARS-CoV-2 e seu emprego do ECA2 ja foram bem
documentados, hd uma escassez de trabalhos que correlacionem esta interacdo com o
polimorfismo individual do gene ACE2 em escala nacional. Isso apresenta uma necessidade
premente para expandir o conhecimento sobre esses fatores genéticos, que podem um dia
conduzir a praticas clinicas personalizadas e intervenc¢des de satide publica mais eficazes.

Além disso, fornece uma andlise aprofundada dos aspectos bioquimicos e
antropométricos relacionados a COVID-19, abordando um tema de crescente relevancia no
contexto global da satide publica. A pandemia de COVID-19 trouxe a tona véarias questdes
sobre a suscetibilidade individual ao virus e os diferentes desfechos clinicos observados entre
os infectados. O tema central deste estudo € a compreensdo das implicacdes bioldgicas e
caracteristicas antropométricas associadas a COVID-19, buscando identificar fatores
determinantes de risco e prognostico.

Dessa forma, a pesquisa busca proporcionar uma visao mais completa e global dos
efeitos do SARS-CoV-2, seus principais biomarcadores associados e as varidveis
demograficas que podem influenciar o curso da doenca. Nas se¢des subsequentes, o artigo

revela achados relevantes, mostrando que os grupos controle ¢ COVID nao diferem
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significativamente por idade ou sexo, mas indicam diferencas importantes em parametros
bioquimicos chave como glicose, lipidios ¢ marcadores de funcdo renal e hepatica. As
diferengas observadas entre grupos também se estendem a determinados polimorfismos
genéticos, como visto na andlise dos genes ACE2, que sdo conhecidos por influenciar a
gravidade da infec¢do.

Busca-se, portanto responder essa problematica: Como os polimorfismos rs2048683
e 152285666 do gene ACE2 influenciam a suscetibilidade e a gravidade da COVID-19 na
populagdo adulta euro-brasileira, e quais sdo as correlagdes com alteracdes dos
biomarcadores?

O objetivo deste estudo foi, portanto, determinar se os polimorfismos genéticos
candidatos 152048683 (G>T) e 1s2285666(G>A), independentemente ou combinados, estdo

associados a suscetibilidade a COVID-19 em nossa populagao.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar polimorfismos de nucleotideo tnico no gene ACE2 e adultos com e sem
COVID-19, bem como a influéncia dessas variagdes genéticas em parametros bioquimicos e

antropomeétricos.

1.1.2 Objetivos Especificos

Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos rs2048683 ¢
1s2285666 no gene ACE2 na populagdo adulta euro-brasileira do municipio de Curitiba,
Parana.

Mensurar biomarcadores de controle glicémico, perfil lipidico e nutricional na
populagdo em estudo euro-brasileira do municipio de Curitiba Parana;

Avaliar possiveis associagdes entre os polimorfismos rs2048683 e rs2285666 no

gene ACE?2 com os dados antropométricos e biomarcadores bioquimicos.
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2REVISAO DE LITERATURA

2.1 A COVID-19

A historia do COVID-19 (Corona Virus Disease 2019) comegou a se desenrolar no
dia 31 de dezembro de 2019, quando a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recebeu um
alerta sobre varios casos de pneumonia na cidade de Wuhan, na China. A velocidade com que
novos casos surgiram e se espalharam pelo mundo causou grande preocupagdo global. Apenas
um més apos o primeiro alerta, em janeiro de 2020, a OMS declarou oficialmente que o novo
virus, denominado SARS-CoV-2, representava uma Emergéncia de Saitde Publica de
Importancia Internacional (ESPII), conforme previsto no Regulamento Sanitario Internacional
(OPAS).

Portanto, a pandemia de COVID-19 tornou-se a crise sanitaria mais severa desde a
pandemia de gripe de 1918, e resultou em mais de 6 milhdes de mortes no mundo todo. Desde
os primeiros casos reportados em Wuhan, o SARS-CoV-2 rapidamente se espalhou,
obrigando a OMS a declarar a situagdo como uma pandemia global em 11 de margo de 2020.
Contudo, mesmo com o avanco das pesquisas, muitos paises continuam a enfrentar surtos
devido ao surgimento de novas variantes do virus, uma caracteristica comum em virus de
RNA, que como o SARS-CoV-2, adaptam-se rapidamente através de mutagdes (Jiang;
Hillyer; Du, 2020).

Diante do rapido avango da contaminagdo, varias autoridades governamentais
adotaram e continuam adotando diversas estratégias para reduzir a progressao da doenga, pois
seu contagio acontece de diversas formas: por meio de goticulas de saliva, espirros, tosse,
catarro ou contato com a boca, nariz ou olhos, bem como através de objetos e superficies
contaminadas (WHO, 2025). E ainda, estudos indicam que o virus pode permanecer viavel em
diversas superficies por horas ou até dias, dependendo do material (Souza, 2021)

O periodo de incubagdao da COVID-19 ¢ de aproximadamente 14 dias, € os sintomas
geralmente aparecem de forma leve e gradual, com muitos pacientes se recuperando sem
necessidade de tratamento especial. Porém, idosos e individuos com hipertensdo, doencas
cardiacas e diabetes tém maior probabilidade de desenvolver formas graves da doenca
(SAUDE). A COVID-19 foi registrada em mais de 180 paises ao redor do mundo, no Brasil,
até a ultima atualizagdo de setembro de 2024, foram registrados 38.915.370 casos de COVID-
19, resultando em um total de 713.205 o6bitos (Figura 1). A taxa de incidéncia ¢ de 18.518,2
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casos por 100 mil habitantes, enquanto a mortalidade se encontra em 339,4 6bitos por 100 mil

habitantes (Brasil, 2024).

Figura 1 — TOTAL DE CASOS EM TODO MUNDO CONTAGEM CUMULATIVA
TOTAL (704.753.890)
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Este nimero inclui mortes e pacientes recuperados ou com alta (casos com desfecho). Acesso: 16.02.2025
Fonte: Worldometer (2024).

A alta transmissibilidade do virus, a gravidade dos sintomas para uma parcela
significativa dos infectados e a auséncia de tratamentos comprovados cientificamente
impulsionaram governos e organismos de saude a implementar medidas e protocolos de
seguranca para proteger a populagdo e combater a pandemia (Souza, 2021).

Como supramencionado, a infec¢do por SARS-CoV-2 pode variar de assintomatica a
condi¢des leves, moderadas, graves e criticas. Os sintomas mais comuns incluem cansago,
febre, perda de olfato e paladar, dor de cabeca, dor de garganta e tosse, mas a doenca pode
evoluir para infecgdes respiratorias agudas graves, resultando em dificuldades respiratoérias,
falta de ar, dor ou pressdo no peito e perda de fala ou movimento. Pessoas com esses sintomas
devem procurar assisténcia médica imediatamente (Pang; Xu; Niu, 2020).

Devido a complexidade da doenca e sintomas semelhantes ao da gripe, o diagndstico
da COVID-19 ¢ realizado por exames laboratoriais como soroldgicos e RT-PCR. O RT-PCR

¢ o principal método, embora sua sensibilidade possa ser limitada em amostras com baixa
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carga viral e exija infraestrutura especializada. Testes soroldgicos nao sdo recomendados para
confirmagdo de casos recentes (Vinhal, 2020).

Os casos mais graves devem ser encaminhados a hospitais de referéncia ou unidades
especificas como UPAs e Hospitais de Campanha, com foco no suporte respiratorio e
manuten¢do das fungdes corporais. Cuidados domiciliares como repouso e hidratacdo sao
recomendados para casos leves. Porém, a crescente demanda compromete os recursos
hospitalares e a disponibilidade de profissionais qualificados (Brasil, 2020).

Insta mencionar que, ap6s a divulgacdo da sequéncia genética do SARS-CoV-2 em
janeiro de 2020, intensificaram-se os esfor¢os para desenvolver vacinas contra a COVID-19,
Jj4& que ndo havia antivirais comprovadamente eficazes disponiveis (Santos et al., 2021). A
urgéncia da pandemia acelerou o uso de novas tecnologias para o desenvolvimento de
vacinas. Em 16 de margo de 2020, a Moderna iniciou os testes de fase I para sua vacina de
RNA mensageiro (mRNA), marcando o inicio de uma corrida global por solucdes rapidas
(Lurie et al., 2020).

A primeira vacina aprovada foi a da Pfizer/BioNTech. Até fevereiro de 2021, pelo
menos oito vacinas estavam em uso emergencial, e mais de 200 estavam em desenvolvimento
(OMS, 2021). As vacinas sdo cruciais para gerar respostas imunitarias protetoras contra
doencas infecciosas graves. No entanto, durante a pandemia, a disseminagao de noticias falsas
causou insegurang¢a em relacao aos beneficios da vacinacao (Queiroz; Silva, 2021).

Atualmente, ha diversas vacinas contra a COVID-19:

1. Vacinas de virus inativado: CoronaVac/SinoVac, Bharat Biotech e Sinopharm.

2. Vacinas de vetor viral: AstraZeneca/Oxford, Janssen/Johnson&Johnson e Sputnik V.

3. Vacinas de &cidos nucleicos DNA/RNA: Pfizer/BioNTech e Moderna (Almeida et al.,
2021).

No Brasil, a Anvisa aprovou quatro vacinas: CoronaVac, AstraZeneca, Pfizer e
Janssen (ANVISA, 2021).

O desenvolvimento de vacinas passa por trés fases: seguranca em pequenos grupos,
testes ampliados e finalmente ensaios em grande escala para avaliar eficacia e seguranca
(Mota; Batista; Gongalves, 2022). Esse processo ajudou na aprovagdo rapida das vacinas
contra a COVID-19, gragas a conhecimentos pré-existentes em vacinologia (ANVISA, 2021).

A CoronaVac utiliza um virus inativado, método ja estabelecido e aplicado em
vacinas como a da poliomielite (Ranzani et al., 2021). No Brasil, foi testada em parceria com

o Instituto Butantan. A eficacia contra hospitalizagoes foi de 55,5% e contra mortes 61,2%
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apos 14 dias da segunda dose (Ranzani et al., 2021). Anticorpos neutralizantes apds a dose de
refor¢co com Pfizer alcangaram 87,2% para Omicron (Da Silva et al., 2022).

AstraZeneca utiliza um adenovirus de chimpanzé nao replicante para induzir a
resposta imune (Folegatti et al., 2020). A vacina foi aprovada em janeiro de 2021 e mostrou
eficacia de 70,4% apds duas doses (Voysey et al., 2021). Relatos de trombose foram
minimizados pelo menor risco em comparagdo a anticoncepcionais e nicotina (Siqueira ef al.,
2021).

Janssen, semelhante a AstraZeneca, também usa adenovirus, mas com dose Unica.
Apresentou 85,4% de eficacia apos 28 dias contra formas graves de COVID-19 (Sadoff et al.,
2021). Pfizer ¢ baseada em mRNA, tecnologia inovadora com eficacia de 95% apos duas
doses (Polack et al., 2020). Armazenada a -80°C, demonstrou excelente resposta imune e
neutralizacdo de variantes (Stamatatos et al., 2021).

A intercambialidade de vacinas, ou vacinacao heterdloga, surge como solugdo viavel
em situacdes de escassez ou variantes emergentes. A combinagcdo de vacinas diferentes
demonstrou potencial para aumentar a resposta imune, especialmente frente a variantes do

virus (Clemens et al., 2022).
2.2 O SARS-COV-2

O Coronavirus ¢ caracterizado como um virus zoondtico de RNA, pertencente a
ordem Nidovirales e a familia Coronaviridae. Os virus desta familia sd3o conhecidos por
causar infecgdes respiratorias e foram isolados pela primeira vez em 1937, sendo descritos em
1965 como coronavirus devido a sua estrutura microscopica que se assemelha a uma coroa
(Lai et al., 2020).De acordo com Lai et al.,(2020) os coronavirus sao divididos em tipos
como: alfa coronavirus (HCoV-229E e HCoV-NL63), beta coronavirus (HCoV-OC43,
HCoV-HKUT1), SARS-CoV (responsavel pela sindrome respiratoria aguda grave ou SARS),
MERS-CoV (responsavel pela sindrome respiratoria do Oriente Médio ou MERS) e SARS-
CoV-2 (responsavel pela COVID-19).

Variantes do SARS-CoV-2 surgiram e se tornaram uma preocupacao significativa. A
variante alfa, identificada no Reino Unido, mostrou-se mais transmissivel. A beta, detectada
na Africa do Sul, levou a uma segunda onda de infecgdes e tinha maior afinidade pela ligagao
aos receptores celulares humanos. A gama, originaria do Brasil, e a delta, da [ndia, também

foram responsdveis por surtos graves em seus respectivos paises. A variante Omicron,
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identificada na Africa do Sul, destacou-se por suas numerosas muta¢des na proteina spike
(Tegally et al., 2021).

Dos sete coronavirus identificados como capazes de infectar humanos, quatro sdo
comuns e geralmente causam infecgdes respiratorias leves, enquanto trés - SARS-CoV,
MERS-CoV e o SARS-CoV-2 - sdo mais virulentos e capazes de causar doencas graves
(Conti et al., 2020). Ressalta-se que o SARS-CoV-2, identificado pela primeira vez em
humanos, ¢ um betaCoV e compartilha uma alta homologia genética com coronavirus
encontrados em morcegos, sugerindo uma transmissdo zoondtica. Andlises genOmicas
mostram uma semelhanga de 96% com o RaTG13, um coronavirus de morcego, e acredita-se
que tenha passado por hospedeiros intermediarios, como pangolins (Abajo et al., 2020).

As particulas do SARS-CoV-2 tém formato esférico, medindo aproximadamente 125
nm de didmetro, e sdo envolvidas por um envelope fosfolipidico. O virus possui um genoma
de RNA de fita simples senso positivo com 26 a 32 quilobases (kb), onde uma quilobase
equivale a 1000 bases de nucleotideos. Este genoma esta ligado a proteinas, formando o
nucleocapsideo. As particulas apresentam espiculas que emergem do envelope, formadas por
trimeros da proteina S (spikeprotein), que dao ao virus a aparéncia de uma coroa, origem do
nome coronavirus (Huang et al., 2020).

O SARS-CoV-2 possui quatro proteinas estruturais essenciais para a fungdo e
manutencdo da estrutura viral: envelope (proteina E), membrana (proteina M), pontas
(proteina S) e nucleocapsideo (proteina N). A proteina S se liga aos receptores enzimaticos
das células humanas, permitindo que o virus penetre na célula e libere seu RNA viral, que
serd rapidamente replicado e disperso no hospedeiro, propagando a infec¢dao. Além disso, a
proteina S € crucial para a adesdo do virus a célula hospedeira e auxilia no processo de
internalizacdo, onde ocorre a fusdo do virus com a membrana celular e sua entrada no
citoplasma (Silva, 2021).

Portanto, a fisiopatologia do SARS-CoV-2 envolve a ligacao da proteina Spike aos
receptores da enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2), presentes nas células hospedeiras.
Vale destacar que esses receptores sdo, na realidade, a propria enzima ECA2. Em seguida,
ocorre a ativacdo da protease TMPRSS2, que facilita a entrada do virus na célula e sua
replicacdo. A fase inicial da infec¢do ¢ caracterizada pela replicacao viral e danos celulares
diretos. Na fase avancada, a resposta do sistema imunoldgico, incluindo a liberagao de
diversas citocinas, pode levar a uma "tempestade de citocinas", resultando em inflamagao

sistémica severa (Gu et al., 2022).
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Os pulmdes sdo o principal 6rgdo alvo do SARS-CoV-2, mas outros sistemas
organicos também sdo afetados. A infec¢do pode resultar em endotelite, disfung@o do sistema
de coagulagdo, e comprometimento cardiovascular. Além disso, danos diretos ao miocardio e
inducdo de miocardite sdo possiveis devido a presenca dos receptores ECA2 em células
cardiacas (Cascella et al., 2023). Assim, o envolvimento do sistema hematolégico ¢ marcado
por leucopenia e trombocitopenia, possivelmente devido a destruicdo de linfocitos e ativagao
da  coagulagdo, respectivamente, resultando em  trombose disseminada. A
hipercoagulabilidade na COVID-19 ¢ multifatorial, ocasionada por danos ao endotélio
vascular e uma resposta inflamatodria exacerbada (Cascella et al., 2023).

Apesar dos avancos cientificos e das medidas de mitigacdo, a natureza mutavel do
SARS-CoV-2 continua a impor novos desafios. A pandemia evidenciou a interconexdo global
e a necessidade de vigilancia continua, colaboracdo internacional e investimento em saude

publica para enfrentar crises futuras.

2.3 A ENZIMA CONVERSORA DE ANGIOTENSINA (ECA) 2

A Enzima Conversora de Angiotensina 2 (ECA2- Angiotensin-ConvertingEnzyme 2),
¢ um homologo da classica Enzima Conversora de Angiotensina (ECA), e fundamental no
Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA). Esse sistema ¢ vital para a regulagao da
pressdo arterial e a homeostase eletrolitica. O angiotensinogénio, produzido no figado, ¢
convertido pela renina em angiotensina I (Ang I). A ECA catalisa a transformacdo da Ang |
em angiotensina Il (Ang II) (Voors et al., 1998).

Assim, enquanto a ECA1 possui dois sitios ativos, a ECA2 possui um tnico dominio
catalitico. Ambas s3o metalopeptidases de zinco, mas com especificidades de substrato
distintas, o que define suas funcgdes contrabalanceadoras no SRAA. A ECA remove
dipeptideos C-terminais de seus substratos, enquanto a ECA2 atua como uma
carboxipeptidase (Gheblawi et al., 2020).A ECA 2 atua ndo apenas sobre a Angiotensina
Lclivando Ang I em Ang 1-9, mas principalmente sobre a Angiotensina II, clivando Ang II
para Ang 1-7(Gheblawi et al., 2020). A PEP (Profilaxia Pos-Exposicdo de Risco) também
catalisa a conversao de Angiotensina Il em Angiotensina 1-7. A Angiotensina 1-7¢ um
peptideo vasodilatador, anti-inflamatério e antifibrotico que age através da ligacdo ao
receptor. Mas, através da diminui¢do da pressdo arterial por meio da vasodilatacdo ou por

meio da excre¢do de sodio e agua, além da producao de 6xido nitrico(South et al., 2019).
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Dessa forma, a ACE2 regula negativamente os efeitos de sinalizacdo da Ang Il que
causam principalmente um aumento na pressao arterial. A Ang II, principal componente ativo
do SRAA (sistema renina-angiotensina-aldosterona), exerce suas ag¢des principalmente através
dos receptores do tipo 1 da angiotensina II (AT1R), promovendo vasoconstri¢ao, reabsor¢ao
renal de sodio, excregdo de potassio, sintese de aldosterona, elevacdao da pressdo arterial, e a
ativacdo de vias inflamatorias e pro-fibroticas (Sanchis-Gomar et al., 2020).Assim, diferente
da ECAL1, a ECA2 favorece o equilibrio vasodilatador do sistema renina-angiotensina (SRA),
pois promove a transformacdo da Angiotensina II (vasoconstritora e promotora da retencao de
agua) em Angiotensina 1-7 (vasodilatadora) (Petto et al., 2021).

Assim, a ECA2 neutraliza as acdes da ECA, e o resultado final da ativacdo do SRAA
depende do equilibrio entre ECA e ECA2, determinando a disponibilidade relativa de
diferentes peptideos de angiotensina e o equilibrio entre efeitos pro-inflamatérios e pro-
fibroticos versus efeitos anti-inflamatorios e antifibroticos (Hamming et al., 2007) (Figura 2).
Esse equilibrio pode ser influenciado por muitas condi¢des, incluindo o bloqueio
farmacologico do SRAA em diversas doencas. Além disso, fatores dietéticos de risco para
doengas cardiometabolicas, como alta ingestdo de sddio, gordura e frutose, tendem a alterar o
equilibrio ECA/ECA2 em favor de efeitos pro-inflamatorios e pro-fibréticos, mediados pela
ECA (Bernardi et al., 2008). E importante observar que os inibidores de ECAIl, como

captopril e lisinopril, usados comumente por hipertensos, ndo afetam a ECA 2.
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Figura 2 — DUPLA FUNCIONALIDADE DO ACE2 COMO REGULADOR DA PRESSAO
ARTERIAL E COMO RECEPTOR PARA LIGACAO DE PARTICULAS VIRAIS
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ACE2 converte angiotensina I e angiotensina II em angiotensina (1-9) e angiotensina (1-7), respectivamente.
ACE2 também ¢ expresso no pulmao, rim, corag@o e pancreas e atua como um facilitador para a entrada do CoV
nas células. Uso de IECA/ARBs aumenta as concentra¢des de angiotensina I e regula positivamente a expressao
do gene ACE2. Isso facilita o excesso de entrada viral nas células hospedeiras, causando danos aos 6rgdos e
deficiéncia de insulina, contribuindo para a hiperglicemia. A regulacdo positiva de ACE2 pode converter
angiotensina II em angiotensina (1-7). Este tltimo atua no receptor Masl para desencadear efeitos anti-
inflamatorios e inibe o receptor ATI1 para causar vasodilatacdo. No entanto, pelo menos em usudrios de
inibidores de ACE (ACEI), as concentragdes de angiotensina II serdo baixas e o beneficio liquido da a regulagdo
positiva de ACE2 ¢ incerta. A infec¢do por CoV diminui a expressdo de ACE2, reduzindo assim as
concentragdes de angiotensina (1-7), o que reduz seu efeitos anti-inflamatério e potencialmente piora a
vulnerabilidade dos 6rgdos a infecgdo. AT, angiotensina; RBD, dominio de ligagdo ao receptor.

Fonte: Katulanda et al.,(2020).

Além de suas fungdes no SRAA, a ECA2 também regula o metabolismo da
bradicinina nos pulmdes ao inativar a bradicinina des-Arg9, que ¢ um potente ligante do
receptor B1 de bradicinina, inibindo efeitos como vasodilatacdo e aumento da permeabilidade

vascular. No trato gastrointestinal, a ECA2 ¢ um regulador chave na homeostase dos
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aminoacidos dietéticos, expressdo de peptideos antimicrobianos, imunidade inata local e
ecologia microbiana intestinal (Gupte et al., 2008).Além disso, a por¢ao C-terminal da ECA2
¢ semelhante a uma proteina renal chamada colectrina, que regula o transporte de
aminoacidos para a superficie celular, sugerindo multiplas fungdes fisioldgicas para a ECA2
(Gheblawi et al., 2020).

Outro papel importante da ACE2 foi destacado pelo surgimento da sindrome
respiratoria aguda grave (SARS) em 2002-2003 causada pelo coronavirus SARS (SARS-
CoV) (Drosten et al., 2003; Fouchier et al., 2003). O ACE2 humano atua como receptor
funcional e se liga a proteina spike (S) do SARS-CoV com alta afinidade(Li, W. et al.,
2003).A localizac¢do da proteina ACE2 em varios tecidos humanos foi explorada e descobriu-
se que estava abundantemente presente nos epitélios do pulmao e do intestino, fornecendo
uma possivel rota de entrada para 0 SARS-CoV(Hamming et al., 2004).

A presenca de ACE2 em epitélios das vias aéreas humanas também foi estudada e
expressdao abundante foi vista em células epiteliais bem diferenciadas. Além disso, a
expressdo predominante foi vista na superficie apical do que na basolateral, o que sugere a
disponibilidade da enzima para clivagem de peptideos nas superficies mucosas das vias aéreas
(Hamming et al., 2004). Resultado semelhante foi encontrado por Xu et al., (2020), (Jia et al.,

2005) onde a expressao de ACE2 foi observada na mucosa da cavidade oral.

24  ACE2 COMO RECEPTOR FUNCIONAL PARA SARS-COV

A proteina ACE2 ¢ uma glicoproteina transmembrana composta por 805
aminoacidos com dominio catalitico extracelular, pequeno fragmento transmembrana e cauda
citoplasmatica C-terminal curta(Sun et al., 2020). A proteina spike (S)do SARS-CoV media a
entrada pela ligacdo ao receptor ACE2presente na superficie celular seguida pela fusdo do
envelope viral com a membrana da célula hospedeira (Gallagher; Buchmeier, 2001). A
proteina S consiste nas subunidades S1 e S2, onde a subunidade S1¢ responsavel pela ligagao
ao receptor e a S2 ¢ responsavel pela fusdo da membrana (Li et al., 2005).

A subunidade S1contém o dominio de ligacdo ao receptor (RBD - Receptor-Binding
Domain) nos residuos318-510 (Xiao et al., 2003) e S2 abriga elementos que sdo responsaveis
pela fusio da membrana. A ligagdo da proteina SARS-Sa ACE2 inicia a mudanga
conformacional no SARS-S que aumenta a clivagem proteolitica da proteina S(Li et al.,
2006).A ativagao da proteina spike (S) do SARSCoV envolve clivagem pela catepsina

(Simmons et al., 2005) ou por serina proteases transmembrana tipo II (TTSPs -Type II
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Transmembrane Serine Proteases) que incluem a protease transmembrana serina 2
(TMPRSS2) e a protease semelhante a tripsina das vias aéreas humanas (HAT)
(MATSUYAMA et al., 2010). Ambas as TTSPs sdo co expressas com ACE2 em células
pulmonares humanas (Bertram ez al., 2012).

ACE2 pode ser processado proteoliticamente por serina proteases (TMPRSS2 e
HAT) resultando na entrada do SARS-CoV ou por ADAMI7 (uma desintegrina e
metaloproteinase 17) resultando na liberagdo de fragmento extracelular chamado ACE2
soluvel (sACE2) (Ciaglia; Vecchione; Puca, 2020; Sun et al., 2020). O papel da ADAMI17 na
eliminacdo de ACE2 foi experimentalmente provado pela modulagdo da expressdo da
ADAMI17 (Lambert ef al., 2005).

A superexpressio de ADAMI17 aumenta a eliminagdo de ACE2, enquanto a
aplica¢do de inibidores naturais de ADAM reduz a eliminacdo de ACE2. Além disso, tanto
TMPRSS2 quanto ADAMI17 competem pela clivagem de ACE2 (Heurich et al., 2014)
(Figura3), mas ambas as proteases tém diferentes locais de clivagem. A protedlise dependente
de TTSPs requer a presenga de residuos de arginina e lisina em 697-716 aminoacidos,
enquanto ADAMI17 requer a presenca de residuos de arginina e lisina em 652-659
aminoacidos para clivagem de ACE2. Como o local de clivagem observado deADAM17
diferiu de estudos anteriores (Jia et al., 2009; Lai et al., 2011),0s locais identificados foram
propostos como provaveis locais de reconhecimento para clivagem a jusante. A sintese dés
ACE2 pelo processamento mediado por ADAMI17 (Figura3) retém sua atividade enzimatica e
pode inibir a ligacdo de SARS-S as células-alvo (Jia et al., 2009).

Esses resultados estavam de acordo com o estudo feito por Li e colaboradores
(Fouchier et al., 2003) onde a forma soluvel de ACE2 (sACE2) bloqueou a associacao entre o
dominio S1 e células cultivadas transfetadas com ACE2. Como o mecanismo de ligagdo do
SARS-CoV-2 ¢ semelhante ao do SARS-CoV, a sintese do complexo de ciclodextrina (CD) e
sACE2 ¢ sugerida como uma metodologia adequada para bloquear a infeccdo pelo SARS-
CoV-2(Sun et al., 2020).

Portanto, uma estratégia terapéutica promissora envolve o uso de ECA2 soluvel
recombinante como isca molecular para neutralizar o virus, com resultados promissores em
ensaios clinicos, indicando eficacia potencial contra varias variantes do SARS-CoV-2 (Lu et
al., 2023).

Além disso, certos estudos encontraram regides importantes dentro do dominio de
ligacdo ao receptor (RBD) da subunidade S1 da proteina SARS-S que podem ser alvo. A

exclusdo da regido carregada positivamente (422-463 aminoacidos) do RBD afetou a
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infectividade do virus como uma substituicdo de aminoacidos em locais alvo(R441A) e
(R453A) aboliu a entrada viral (Yi ef al., 2005). Da mesma forma, um hexapeptideo
importante (Tyr-Lys-Tyr-Arg-Tyr-Leu) em 438-443 aminoacidos foi encontrado no RBD
(Struck et al., 2012).Além dos estudos estruturais sobre RBD, residuos de aminoacidos
significativos da proteina ACE2 em outros locais também foram descobertos. Os residuos de
aminoacidos nas posigdes 31, 41, 353, 355 e 357 da ACE2 sao significativos(Towler ef al.,
2004; Li et al., 2005) pois mutagdo nesses locais inibiu fortemente a interacdo de ACE2 com
proteina SARS-S. A compara¢do de rhesus (th-ACE2) e humano (hu-ACE2) produziu
substituicdo ndo sindénima e a geracdo do mutante hu-ACE2 (Y217N)causou reducao

significativa na expressao da proteina e entrada viral (Chen et al., 2008).

Figura 3 — ACAO DAS PROTEASES DA CELULA HOSPEDEIRA NO RECEPTOR ACE2

Ligagdo de sACEcom
SARS-CoVinibe a
ligagao do virus ao
receptor celular

Clivagem de ACE2
e liberagdoda
formasolavel

Ativacaodo
SARS-CoV

TMPRSS2

Entradae
infecgao

A clivagem do ACE2 pelo ADAMI17 causa sua eliminacdo. A interacdo do SACE2 com a proteina S do SARS-
CoV previne a ligacdo de particulas virais as células-alvo. A coexpressao do TMPRSS2 com o ACE2 na
superficie da célula-alvo envolve a ligacdo do SARS-CoV (proteina S) ao processamento mediado por ACE2 e
TMPRSS2 permite a fusdo e a absorcao de particulas virais.

Fonte: Adaptado de Chaudhary (2020).

Estudos com células cultivadas indicam que inibidores de serina proteases, como o
mesilato de Nafamostat e Camostat, sdo capazes de suprimir a invasao intracelular do SARS-
CoV-2 e estao atualmente em testes clinicos (Gheblawi et al., 2020). Além disso, proteases de
neutrofilos, como a elastase, podem mediar mudangas estruturais na proteina Spike, sugerindo
que células inflamatorias podem influenciar infec¢des por SARS-CoV-2 (Moran, Wood,

Narula, 2018).
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A gravidade da COVID-19 foi correlacionada com as concentragcdes plasmaticas da
forma soluvel de ECA-2. Em pacientes com COVID-19 grave, a concentragdo plasmatica de
ECA-2 soluvel aumenta significativamente nos estagios avancados da doenga. Além disso, a
expressao da ECA-2 nas células epiteliais pulmonares pode ser induzida pela proteina spike
do SARS-CoV-2, exacerbando assim a doenga pulmonar. A reducdo da concentracdo de
ECA-2 nas células epiteliais bronquicas mediada pelo esteroide sexual feminino 17p-estradiol

pode contribuir para explicar a menor gravidade da doenca em mulheres (Zhou et al., 2020).

2.5 POLIMORFISMOS DE NUCLEOTIDEO UNICO (SNPS) NO GENE ACE2

O gene ACE2 esta localizado no cromossomo Xp22 e ¢ composto por 18 éxons e 17
introns, abrangendo aproximadamente 40 kb do genoma humano. Apés transcrigdo e
processamento, gera um transcrito maduro de 3.339 nucleotideos traduzido em uma proteina
contendo 805 aminoacidos (Gheblaw ef al., 2020) (Figura 4).

A expressdo da ECA-2 ¢ regulada por fatores como idade, sexo e condig¢des
patologicas. Sob condi¢des normais, ECA-2 ¢ altamente expressa em o6rgdos como timo,
pulmao, rim, pancreas e coragdo. Dados de sequenciamento de RNA indicam que a ECA-2
também ¢ expressa no trato gastrointestinal, testiculo, vesicula biliar e coracdo. A expressao
da ECA-2 em humanos apresenta variacdes, sendo, por exemplo, relativamente menor nas
células epiteliais do trato respiratério em individuos saudaveis. Entretanto, os niveis de
mRNA da ECA-2 aumentam nas células epiteliais nasais com a idade, o que poderia sugerir
uma possivel relagdo com a maior suscetibilidade as infecgdes respiratorias virais em
pacientes mais velhos (Santisteban ef al., 2017).

Estudos de polimorfismo de nucleotideo tnico (SNPs - Single Nucleotide
Polymorphism) foram feitos sem diferentes populagdes para encontrar associagdo com varias
doencas. Foi descoberto que SNPs afetam a expressdo genética resultando no resultado da
doenca. No entanto, esses estudos de associagdo sao muito afetados por fatores como etnia,
idade e critérios de selecdo que resultam em resultados controversos entre diferentes grupos
populacionais. Os SNPs de ACE2 também foram estudados em diferentes populagdes para
encontrar associacdo com doencas, incluindo hipertensao essencial, dislipidemia,
cardiomiopatia hipertrofica, hipertrofia ventricular e malaria cerebral (Patnaik et al., 2014;
Pan et al., 2018; Fan et al., 2019). Muitos dos polimorfismos estudados afetaram a atividade

da ECAZ2resultando na regulacdo negativa da angiotensina circulante (1-7). Estudos de
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associacdo visando polimorfismos ACE2 relataram resultados controversos em diferentes

populagdes que mostram claramente a nao reprodutibilidade dos estudos de associagao.

Figura 4 - LOCALIZACAO DO GENE ACE2 NO CROMOSSOMO X.
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Representacao esquemadtica do gene ACE2, mostrando sua localizacdo, estrutura, transcrigdo, processamento e
tradugdo do seu mRNA, passos envolvidos para gerar a proteina membranar.Os introns sdo representados por
linha horizontalamarela e osexons por linhas verticais vermelhas, as caixas representam as UTRs 5’ e 3. Os
polimorfismos intronicos 152285666 e rs2048683 estdo localizados nosintrons3 e 4, respectivamente. ACE2,
enzima conversora de angiotensina 2.

Fonte: Adaptado de Silva (2021) e Lozano-Gonzalez e et al.,(2020).

Por meio de pesquisa baseada software Chiu e colaboradores (Chiu et al., 2004)
identificaram 103 SNPs em ACE2 que incluiam 2 SNPs codificadores (rs4646116,
rs4646179)e 101 intronicos. A validagdo de SNP confirmou a variacdo de sequéncia em
apenas 5 SNPs nao codificadores (rs2106809, 152285666, 154646142, 15714205,
rs2074192).Esses 5 SNPs foram rastreados em um estudo de caso-controle envolvendo
pacientes com SARS e voluntarios sauddveis, mas nenhuma diferenca estatisticamente
significativa de nenhum dos SNPs estudados foi encontrada (Chiu et al., 2004).

Assim, nenhuma associacao foi encontrada entre variantes genéticas e suscetibilidade
a SARS. Da mesma forma, a associacdo de SNPs em ACE2 com SARS foi estudada na
populagdo do Vietna, onde cada éxon e regido S'UTRfoi rastreada para SNPs (Itoyama et al.,

2005). Este estudo identificoul9 SNPs dos quais 13 novos e dois outros SNPs (rs2285666,
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rs183135788) foram rastreados entre as amostras coletadas, mas nenhuma diferenca
significativa foi encontrada nas frequéncias genotipicas e alélicas desses SNPs (Itoyama et al.,
2005).

A auséncia de associacdo de qualquer polimorfismo funcional de ACE2 com a
infeccdo por SARS pode ser devido a um menor nimero de estudos de associacdo feitos
anteriormente. Além disso, vendo a possibilidade de contradi¢des que surgem de tais estudos
de SNPs entre diferentes populagdes, o papel da variagio da ACE2 na suscetibilidade a
infeccdo por SARS ndo pode ser descartada. Esta hipdtese recebe suporte de um estudo
anterior onde a variagdo no co-receptor do HIV desenvolveu resisténcia a infec¢ao pelo HIV
na populagdo caucasiana (Samson et al., 1996).

Estudos recentes levantaram a hipdtese de correlacdo entre as concentracdes de
ACE?2 e suscetibilidade a infec¢ao atual. Maior expressdo de ACE2 foi relatada nos pulmdes
de homens do que de mulheres. Isso foi relacionado a gravidade da doenca no caso de
homens. Além disso, a populagdo asidtica apresentou maior expressao de ACE2 do que a
populagdo caucasiana e afro-americana (Devaux; Rolain; Raoult, 2020).Ao contrario disso, o
papel do estrogénio na regulacdo positivada expressdao da ECA2 e da atividade plasmatica da
ECA2foi sugerido como uma possivel razao para a protecao das mulheres contra a infecgao
por COVID-19 em comparacao aos homens (Ciaglia; Vecchione; Puca, 2020).

Por outro lado, o estrogénio, embora também apresente efeito positivo na regulacao
da expressdo de ACE2 e de sua atividade plasmatica, parece exercer um efeito protetor nas
mulheres contra as formas graves da COVID-19 em comparacdo aos homens (Ciaglia;
Vecchione; Puca, 2020). Uma questdo ainda aberta ¢ como o aumento na expressao de uma
mesma proteina pode levar a desfechos diferentes em homens e mulheres.

A andlise genética por loci de tracos quantitativos de expressdo (expression
Quantitative Trait Loci - eQTL) e também de variantes funcionais codificadoras do gene
ACE?2 foi realizada com o objetivo de identificar possiveis mutacdes que pudessem conferir
resisténcia a ligagdo da proteina Spike (proteina S) do coronavirus em diferentes populacdes
(Cao et al., 2020). Embora nenhuma mutacio deste tipo tenha sido identificada, diferencas
nas frequéncias alélicas de determinados SNPs codificadores e variantes eQTL foram
encontradas ao se comparar populagdes chinesas e europeias. Uma frequéncia alélica superior
de determinadas variantes levou a uma maior expressao do ACE2 na populacdo chinesa.
Esses resultados destacaram que o polimorfismo do ACE2, associado a maior expressao
génica desse receptor na populacdo do Leste Asidtico, pode estar relacionado a uma diferenca

de suscetibilidade ao SARS-CoV-2 entre populagdes distintas, em condigdes semelhantes.
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Neste contexto, Wooster et al., (2020) identificaram certos polimorfismos no gene
ACE2 capazes de influenciar a gravidade clinica da COVID-19. Dos 10 SNPs estudados,
cinco polimorfismos (rs4240157, rs6632680, rs4830965, rs1476524 e rs2048683) mostraram
associacdo com elevada expressdo tissular (especifica de tecido) de ACE2, resultando em
maior risco de hospitaliza¢do, enquanto o polimorfismo rs1548474 apresentou associa¢ao
com menor expressao tecidual e menor gravidade clinica.

Da mesma forma, a variagdo nas concentragdes circulantes de ACE2 tem sido
sugerida como regulada geneticamente, sendo que o polimorfismo rs2106809 pode influenciar
as concentragdes plasmaticas de ACE2. Os genotipos CC ou CT resultaram em concentragdes
circulantes maiores de ACE2, quando comparados ao gendtipo TT. Portanto, a quantificacao
de ACE2 humano soltvel (sACE2) em fluidos corporais foi proposta como possivel
biomarcador protector util na triagem répida. Além dessa provavel relagdo entre os niveis
plasmaticos de ACE2 e a gravidade da doenga, a disponibilidade de ACE2 recombinante tem
sido considerada uma possivel estratégia terapéutica promissora para tratamento da COVID-
19 (Ciaglia; Vecchione; Puca, 2020).

Sendo assim, tanto diferengas teciduais quanto nas concentragdes plasmaticas de
ACE2 podem afetar significativamente a gravidade da COVID-19. Portanto, torna-se
fundamental continuar investigando novos SNPs relacionados a expressdao especifica do
ACE2 em diversos tecidos ou as concentragcdes plasmaticas, bem como seu impacto na
doenca. Além disso, diversos estudos destacam de forma contrastante a importancia dos
polimorfismos nos genes ACE2 e TMPRSS2 quanto a suscetibilidade e evolucdo clinica da
infeccao por COVID-19 (Hou et al., 2020; Torre-Fuentes et al., 2021). Embora ja tenham sido
descritos tais efeitos, ¢ necessario reforcar a relevancia destes achados, enfatizando ainda
mais a importancia do presente trabalho.

Adicionalmente, a infeccdo por coronavirus estd relacionada a um estado de
hipercitocinemia (tempestade de citocinas), caracterizado por uma produgdo excessiva de
citocinas pro-inflamatorias e associado a resultados clinicos graves que incluem danos a
multiplos o6rgdos. Esta resposta de hipercitocinemia ja foi observada em células ACE2-
positivas. Portanto, polimorfismos genéticos nos genes responsaveis pela sintese de citocinas
e quimiocinas pro-inflamatorias, juntamente com variantes em ACE2, podem explicar
parcialmente as diferencas individuais na resposta a COVID-19 (Badawi, 2020).

A ligacdo entre as concentracdes de ACE2 e a resposta imune também ¢ reforgada

por um estudo adicional, mostrando que a metilacdo reduzida do promotor do gene ACE2
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causou maior expressdo do gene, resultando em aumento da infiltragio imune em
determinadas células tumorais (Yang et al., 2020).

As variantes intronicas 1s2285666 (g.14845G>T) e rs2048683 selecionadas para este
estudo, localizadas nos introns 3 e 4, respectivamente (Figura 4), ja foram previamente
associadas a expressdo elevada de ACE2 (David et al., 2022). O polimorfismo rs2285666
também foi relacionado de modo contrastante a uma menor taxa de infec¢do e menor taxa de
letalidade por COVID-19 em populagdes indianas (Srivastava ef al., 2020), bem como a um
risco aumentado de hospitalizagdo e progressdo clinica grave da doenca em populacdes
espanholas (Sabater et al., 2022). Por outro lado, disturbios cardiovasculares (LIU C. et al.,
2018), metabolicos (Lozano-Gonzalez et al., 2020) e a severidade da COVID-19 (Elbadri et
al., 2022) também foram potencialmente relacionados ao polimorfismo rs2048683, marcando

ainda mais a existéncia de diferentes desfechos clinicos associados aos SNPs estudados.
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3 MATERIAIS E METODOS

Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Universidade Federal do Parana — Setor de Ciéncias da Saude (SCS) sob os CAAE:s:
43948621.7.0000.0102 (Anexo A) e 43948621.7.3003.5225 (Anexo B).

O fluxograma (Figura 5) apresenta as etapas da realizagdo do estudo: sele¢do e
identificacdo da amostra; obtencdo dos dados clinicos e antropométricos; separagao dos
grupos controle e COVID-19; coleta de sangue total e soro; realizagdo das dosagens
bioquimicas; extracdo do DNA genomico e sua genotipagem por PCR em tempo real; anélise
estatistica dos dados; e publicagdo dos resultados. A pesquisa bibliografica foi realizada

continuamente em todas as etapas.

Figura 5- FLUXOGRAMA DO PROJETO

Comité de Eticaem Pesquisa(CEP)da Universidade Federal do Parana
CAAE:43948621.70000.0102/CAAE: 43948621.7.3003.5225
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Fonte: elaborado pela autora, 2025

Amostras de sangue total e soro foram centrifugadas e extraido o DNA pelo método
salting out. Foi codificada a concentragao e ajustada para 20 ng/uL e este DNA apos ser
extraido, foi utilizado para a genotipagem dos polimorfismos em estudo. Métodos de PCR em
tempo real e sondas TagMan foram utilizados. Com esses resultados, passando pela analise

estatistica no programa.
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3.1 AMOSTRA

Foram coletadas amostras (n = 243) de soro e sangue total, distribuidas em pacientes
testados positivos para COVID-19 (grupo COVID-19, n = 116) e individuos saudaveis (grupo
controle, n = 127) testados negativos para COVID-19.

Os critérios utilizados para diagndstico dos individuos do grupo COVID-19 foram
avaliagdo clinica, exames de imagem, sorologia e rea¢do em cadeia da polimerase (RT-PCR),
conforme as recomendagdes oficiais do Ministério da Saude (Brasil, 2020b).

A coleta de dados clinicos e antropométricos ocorreu por meio de entrevistas para os
individuos saudaveis (grupo controle) e através de andlise de dados obtidos do prontuario
médico para os pacientes com COVID-19.

Nao foi realizada a classificagcdo formal do grau de gravidade, pois ndo dispinhamos
de informacdes clinicas detalhadas suficientes (tais como necessidade de UTI, ventilagdo
mecanica, saturacao de oxigénio e desfechos clinicos especificos).

Além disso, ndo foram coletadas informacdes sobre comorbidades especificas pré-
existentes ou concomitantes nos individuos avaliados, nem foram obtidos dados referentes ao
uso continuo ou tempordrio de medicamentos. Reconhece-se que a auséncia dessas
informacdes representa uma limitacao deste estudo, visto que a gravidade clinica e a presenga
de comorbidades preexistentes, bem como o uso prévio e durante o periodo hospitalar de
certos medicamentos, tém sido apontados na literatura como fatores relevantes que
influenciam significativamente a evolugdo clinica e os marcadores bioquimicos avaliados em
pacientes com COVID-19. Portanto, sugere-se que estudos futuros armazenem e analisem
esses dados a fim de aperfeicoar a interpretagdao dos resultados e identificar mais precisamente
associagoes clinicas e bioquimicas relacionadas as alteragdes observadas.

As coletas das amostras ocorreram entre dezembro de 2021 e julho de 2023 no
Hospital de Clinicas da UFPR e no Hospital do Trabalhador, ambos na cidade de Curitiba,
Parana. Todos os sujeitos participantes assinaram previamente o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice A). No caso de menores de idade ou individuos

incapazes, o termo foi assinado pelos seus responsaveis legais.

3.1.1 Processamento de Amostras

Foram utilizados tubos secos (BD Vacutainer® K.EDTA; Becton, Dickinson, Co.)

para coleta de sangue total e tubos com gel separador (Gel BD Vacutainer® SSTTM; Becton
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Dickinson, Co.) para coleta de soro.As amostras de sangue total foram homogeneizadas
durante 15 minutos e fracionadas em aliquota de aproximadamente 1,0mL para determinagdo
de hemoglobina glicada. Na sequéncia as amostras com o volume restante foram submetidas a
centrifugacdo, a 3.500rpm durante 20 minutos para obtencdo do buffy coat (camada de
leucocitos; papa leucocitaria sobrenadante) utilizada na extracdo do DNA gendmico.

As amostras de soro coletadas em tubo com gel separador foram submetidas a
centrifugacdo, a 3.500rpm durante 20 minutos, para completa separcdo do soro e das
hemacias. Apds, as amostras foram fracionadas emtubo Eppendorf de 0,5mL previamente
identificado em aliquota de 100uL, 500uL, e, duas aliquotas de 250uL. Sendo armazenadas as
de 500uL em freezer -20° e as de 100uL e 250uL. armazenadas em freezer -80° para posterior
dosagem dos parametros bioquimicos.

Essas amostras fazem parte do Biorrepositorio do Laboratorio de Bioquimica Clinica
da UFPR homologado pela Portaria N° 2.201, de 14 de setembro de 2011.

Os critérios de exclusdo: amostras hemolisadas, lip€micas e/ou ictéricas.As
amostrasencaixadas nesses critérios foram excluidas do ensaio.

Os ensaios foram realizados nas dependéncias fisicas do laboratério de Bioquimica

Clinica Campus Jardim Botéanico, do Departamento de Analises Clinicas da UFPR.

3.1.2 Dosagem dos pariametros bioquimicos

Foram quantificados os biomarcadores de controle glicémico, perfil lipidico e
nutricional, funcdo renal e hepatica nas amostras de soro dos grupos COVID-19 e controle em
sistema automatizado Architect Ci8200 (Abbott Diagnostica Laboratoérios do Brasil) ou
sistema automatizado Labmax 400 (Labtest AS) utilizando os calibradores e controles
recomendados pelo fabricante. Os principios metodologicos empregados, coeficientes de
variagdo e intervalos de referéncia para adultos com COVID e adultos do grupo controle estao

descritos na Tabela 1.
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BIOMARCADOR METODOLOGIA CVA INTERVALO DE
(%) REFERENCIA
Acido trico Ensaio cinético UV com L- 1,6 2,5 —17,0 mg/dL
alanina, cetoglutarato, NADH
e piridoxal fosfato
Albumina Colorimétrico (Verde de 1,9 3,3-4,7 ¢g/dL
Bromocresol)
ALT Ensaio cinético UV com L- 1,6 10-45 U/L
alanina, cetoglutarato, NADH
e piridoxal fosfato
AST Ensaiio cinético UV com L- 2,2 10-39 U/L
aspartato, cetoglutarato,
NADH e piridoxal fosfato
Colesterol total Enzimatico Colorimétrico 2 Desejavel <190 mg/dL
(Reagdo de Trinder)
Creatinnina Colorimétrico (Picrato 3,2 0,5 - 1,4 mg/dL
alcalino)
Gama GT Ensaio cinético com L-y- 1,1 Homem: 7 — 58 U/L
glutamil-3-carbox-4notronilida Mulher: 5 -39 U/L
e p-nitroanilina
Glicose Hexoquinase UV 1,9 60 — 99 mg/dL
HDL - colesterol Enzimatico Colorimétrico 3,5 Desejavel >40
(Acelerador — Detergente
Seletivo)
Hemoglobina Iimunoensaio (padronizado 1,7 4% - 6%
glicada (DCCT)
LDL — colesterol Célculo pela equagao de 4,2 <130mg/dL — Baixo risco
Friedewald** <100mg/dL — Risco itermediario
<70mg/dL — Alto risco
Proteinas totais Reacdo de Biureto 2,4 6,0 — 8,0 g/dL
Triglicerideos Enzimatico Colorimétrico 1,9 Desejavel jejum <150 mg/dL
(Reacao de Trinder) Desejavel sem jejum <175 mg/dL
Uréia [Ensaio cinético UV com urease, 1,9 15 — 45 mg/dL
GLDH ¢ NADH

Cva, coeficiente de variagdo analitica interensaio, em porcentagem, para soro controle em concentragdo
“normal”. Atualizacdo Diretriz, 2017. **V diretriz, 2013.**Equac¢ao de Friedewald, LDL-colesterol=colesterol
total — HDL- colesterol — Triglicérides/5

Fonte: elaborado pela autora, 2024.

3.1.3 Extracao e quantificacido do dna genomico

Apés a centrifugacdo do sangue total, foi utilizada a técnica de salting out
modificado para a extracdo do DNA genonico do buffy coat (Lahiri; Nurnberger, 1991). Apos
a extragdo, o DNA gendmico foi quantificado por meio de espectrofotometria em 260 e
280nm (Espectrofotometro S60, Biochrom). As amostras que apresentaram grau de pureza
inferior a 1,5 ou superior a 2,1 na rezoa A260/280, bem como com concentracdo inferir que

400ng/uL, foram excluidas dos ensaios. As amotras de DNA foram diluidascom agua
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(SNPs) analisados do presente estudo.
Tabela 2 - CARACTERIZACAO DOS POLIMORFISMOS ESTUDADOS

GENOTIPAGEM DOS POLIMORFISMOS DO ESTUDO
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Constam na Tabela 2 abaixo os genes e os polimorfismos de nucleotideo tnico

Gene Designacio Cromossomo Localizacdo | Polimorfismo Técnica
OMIM Posicao Regido SNP
ACE2 300335 Xp22.2 Intrénica 152048683 TagMan®
ACE2 300335 Xp22.2 Intronica 152285666 TagMan®

rs: dbrs: reference SNP database
Fonte: adaptado (NCBI, 2023; OMIM, 2023).

Os polimorfismos 1s2285666 e rs2048683 foram genotipados nas amostras que
compdem este estudo por meio da técnica de PCR em tempo real do sistema TagMan®

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), seguindo o protocolo descrito na Tabela 3.

Tabela 3 — VOLUMES ESTABELECIDOS DE REAGENTES PARA AS REACOES DE
PECR EM TEMPO REAL

REAGENTES VOLUMES PARA REACAO DE 8uL
Sonda TagMan® 0,1pL
Mastermix 3,0uL
Agua ultrapura estéril 1,9ul
DNA em concentragao 20ng/uL 3,0uL

Sonda TagMan® SNP Genotyping Assays — Life Technologies, contendo um par de oligonucleotideos
iniciadores (primers), marcados com fluoréforos distintos (VIC e FAN). Master Mix: reagente comercial
contendo DNA polimerase AmpliTaq Gold ultrapura, desoxirribonucleotideos trifosfato (dNTPs), referéncia
passiva ROX e tampao Ciclos térmicos empregados na realizagdo da técnica de PCR em tempo real, em
equipamento 7500 fas (4pplied Biosystems).

Fonte: elaborado pela autora, 2023.

As amostras de DNA na concentracdo de 20 ng/uL foram adicionados em placas de 96
pocos sobre a mistura contendo sonda TagMan®, mastermix e 4gua gsp 8 pL. Em um pogo foi
pipetado apenas mix de reacdo e agua ultrapura estéril, sem adi¢ao de DNA, como controle
negativo (NTC, no template control).

Posteriormente as placas com 96 pogos foram vedadas com filme plastico adesivo,

centrifugadas em centrifuga HermLe Z326K por 3 minutos a 3.000 rpm e inseridas no
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equipamento 7500 Fast™ (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). As condi¢des de

ciclagem utilizadas para o ensaio de PCR em tempo real estdo apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4 - CONDICOES DE CICLAGEM DA PCR EM TEMPO REAL

CICLOS TERMICOS

1 ciclo pré-PCR 60°C por 60 segundos

1 ciclo 95°C por 10 minutos

50 ciclos:
95°C por 15 segundos
60°C por 90 segundos

1 ciclo p6s-PCR 60°C por 60 segundos

Fonte: elaborado pela autora, 2023.

No equipamento supracitado, cada placa de 96 pocos preparada permaneceu em
analise durante 136 minutos. Apds esse tempo, os genotipos fornecidos pelo equipamento
foram anotados e gravados em uma pasta de documentos Excel, para posterior andlise e

estatistica dos dados.

3.3  ANALISES ESTATISTICAS

A adesdo das varidveis continuas a distribuicdo normal foi aferida por meio do teste
de Kolmogorov-Smirnov e a detec¢do de outliers foi empreendida por meio de método grafico
disponivel no programa Statistica 8.0.

Varidveis com distribuicdo aderente a normalidade foram comparadas por meio do

(1P
t

teste de Student para amostras ndo pareadas (bicaudal) ou analise da variancia (ANOVA)
quando a comparagao se deva entre mais de dois grupos, sendo seus resultados expressos em
média e desvio padrdo (=1SD).

Variaveis com distribui¢do nao normal foram avaliadas com teste U de Mann-
Whitneu ou teste de Kruskall-Wallis, quando a analise envolvia comparagdo entre mais de
dois grupos, sendo seus valores exibidos como mediana e intervalo interquartil (25%-75%).

Variaveis categoricas foram avaliadas com o teste do Chi-quadrado (3?) ou o teste
Exato de Fischer bidirecional, quando apropriado.

Andlises de correlacdo foram feitas através dos testes de Pearson (variaveis com
distribuicdo aderente a normalidade) ou Spearman (varidveis sem distribuicdo normal). Os

genotipos foram caracterizados como 1 (homozigoto mais frequente); 2 (heterozigoto) e 3

(homozigoto menos frequente) para todas as analises de correlagao.
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O software Statistica para windows 8.0 (StatSoft Inc, Tulsa OK, USA) foi utilizado
nas analises dos dados gerados nesta pesquisa.

Equilibrio de Hardy-Weinberg, célculos das frequéncias genotipicas e alélicas e o
intervalo de confianca de 95% (IC95%) para os alelos de menor frequéncia (AMF) foram
calculadas com o programa DeFinetti (http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwal.pl). Para
comparagdes das frequéncias alélicas da populacdo em estudo com outras populagdes, foi
considerado semelhante a frequéncia do AMF (alelo menos frequente) que se encontrava
dentro do limite de 95% do intervalo de confianca. Frequéncias acima ou abaixo desse
intervalo foram consideradas diferentes.

Uma probabilidade inferior a 5% (P < 0,05) foi considerada significativa em todas as

analises.



41

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

41 CARACTERIZACAO BIOQUIMICA E ANTROPOMETRICA DA
AMOSTRAGEM

A Tabela 5 apresenta os dados antropométricos para os grupos avaliados no presente
estudo. Os grupos foram pareados por idade e género, com uma mediana de idade de 54 anos

para pacientes com COVID-19 e 57 anos no grupo controle.

Tabela 5 — DADOS ANTOPOMETRICOS PARA OS GRUPOS CONTROLE E COVID-19

PARAMETROS COVID-19 CONTROLE P
(n=116) (n=127)
Homens/Mulheres 66/51 66/64 0,468
Idade (anos) 54 (30-78) 57 (40-71) 0,116

Os resultados sdo apresentados como média 1 — SD ou mediana (intervalo interquartil, 25% - 75%). P,
probabilidade teste t-Student bidirecional. P*, probabilidade, teste U de Mann-Whitney. *teste do Chi quadrado;
-, sem informacao disponivel.

Fonte: elaborado pela autora, 2025

A realizagdo de estudos rapidamente deflagrados em intimeros paises por conta da
condi¢do de emergéncia, possibilitou constatar a prevaléncia de comorbidades nos pacientes
com infec¢des por coronavirus, com destaque para hipertensao, diabetes, doengas respiratdrias
e cardiovasculares. As comorbidades citadas, foram correlacionadas como fatores de risco
para pacientes graves internados pela COVID-19, em comparagdo com pacientes nao
graves(Liu et al., 2020; Yang et al., 2020).

Nesse contexto, verificou-se que pessoas idosas t€ém maior probabilidade de evoluir
para um estado grave, bem como de manifestarem as comorbidades supracitadas e,
consequentemente, uma taxa elevada expressa em 5,56% de mortalidade relacionada a
infec¢do por coronavirus, quando comparado ao grupo de pacientes jovens e de meia idade,
que foi de 5,26%(Liu et al., 2020). Destaca-se que o risco de doenga grave pela COVID-19 e
seu desdobramento em morte, pode agravar com a idade.

Embora ndo tenhamos os dados de etnia dos grupos, ambos pertencem a mesma
regido demografica. Dados obtidos pelo IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica)
para a populacdo de Curitiba e regido metropolitana reportam que 73,5% da populacdo se

declarou branca (CENSO, 2022).
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Estudos indicam preocupantes disparidades raciais em termos de mortalidade
associada a COVID-19. Segundo Santos (2020), individuos da raga negra apresentam uma
chance 77,36% maior de 6bito devido a COVID-19 quando comparados a individuos da raca
branca. Esses dados sdo corroborados por relatdrios do Ministério da Saude, que indicam uma
maior incidéncia de mortalidade por COVID-19 entre homens afro-brasileiros do que entre
homens euro-brasileiros, particularmente no primeiro ano da pandemia. Embora menos
representados nas estatisticas de contdgio, os afro-brasileiros sdo dés proporcionalmente
afetados em termos de mortalidade. Estudos mostram uma mortalidade de 55% entre negros,
significativamente maior que os 38% entre brancos (Dallabrida, 2020).

Os dados do Sistema de Informagdes sobre Mortalidade (SIM), revela um panorama
mais complexo em relacdo aos desfechos fatais da doenca. Estudos indicam que homens
pretos e pardos foram mais afetados pela mortalidade da COVID-19 durante os estagios
iniciais da pandemia. Notavelmente, 28,7% das mortes com identificacdo de cor ou raga
envolveram homens pretos e pardos, superando a mortalidade entre homens brancos, que foi
de 28,4%, demonstrando maior mortalidade entre afro-brasileiros, apesar de sua sub-
representacdo nos escaldes mais idosos da populagdo (Barros, 2022).

Neste estudo apresentada uma analise meticulosa dos resultados obtidos no estudo,
seguido por uma reflexdo critica sobre as descobertas em relacdo ao que € conhecido na
literatura existente. O artigo abrange a caracterizagdo bioquimica e antropométrica da
amostragem, com foco em dados antropométricos relacionados a idade, sexo e etnia nos
grupos controle e COVID-19. Além disso, os resultados bioquimicos de diversos
biomarcadores sao discutidos, oferecendo insights sobre o impacto biologico da COVID-19
no organismo. A apresentagdo de andlises moleculares, incluindo a avaliacdo de
polimorfismos genéticos, fornece uma visdo sobre a potencial influéncia genética na
suscetibilidade ao virus. Por meio dessas analises, busca oferecer uma compreensdo
abrangente e critica dos dados coletados, comparando-os com os encontrados na literatura

cientifica e destacando as implicagdes e limitagdes dos achados.
42  ANALISES BIOQUIMICAS
A Tabela 6 representa os parametros bioquimicos avaliados entre os grupos COVID-

19 e controle, respectivamente. A quantificagdo dos parametros bioquimicos foi realizada de

acordo com os descritos anteriormente na se¢ao 4.2 da secado Materiais e Métodos.
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Tabela 6 - CONCENTRACOES SERICAS DOS BIOMARCADORES ANALISADOS NOS
GRUPOS

BIOMARCADOR COVID-19 (n=116) Controle (n=130) P

Glicose (mg/dL) 118,0 (98,0 — 158,0) 96,0 (88,0 —105,0) <0,001
HbAlc 5,6 (5,6 — 6,4) 54 (52-5,6) 0,333

1,5 anidroglucitol 22,3 +/- 8,6 25,0 +/-7,2 0,011
Colesterol Total (mg/dL) 146,5 (118,0 — 170,0) 189,0 (168,0 — 208,0) <0,001
HDL- colesterol (mg/dL) 27,0 (20,0 — 36,5) 50,5 (43,0 — 60,0) <0,001
LDL- colesterol (mg/dL) 74,1 (49,9 —99,6) 104 (85,0 — 123,6) <0,001
Triglicerideos (mg/dL) 146,5 (99,0 — 236,0) 128,0 (88,0 — 77,0) 0,026
Proteinas Totais (g/dL) 6,5 (6,0 —7,5) 6,9 (6,6 —7,3) 0,001
Albumina (g/dL) 3,2 (2,6 - 3,8) 3,9(3,8-4,1) <0,001
Ureia (mg/dL) 56,5 (38,0 - 87,0) 29,5 (25,0 — 35,0) <0,001
Creatinina (mg/dL) 1,0 (0,8 — 1,4) 0,74 (0,60 — 0,92) <0,001
Acido Urico (mg/dL) 3,5(2,4-5,1) 4,9 (3,9 - 6,0 <0,001
AST (U/L) 32,0 (20,0 — 53,0) 21,0 (17,0 — 25,0) <0,001
ALT (U/L) 20,0 (12,0 — 26,0) 14,0 (10,0 — 19,0) <0,001
Gama GT (mg/dL) 87,0 (37,0 —248,0) 29,0 (20,0 — 39,0) <0,001
PCR-us, (mg/dL) 65,4 (14,8 — 125,2) 1,5(0,8—3,7) <0,001

Os resultados sdo apresentados como mediana (intervalo interquartil 25%-75%). P, probabilidade teste t-Student
bidirecional. P*, probabilidade, teste U de Mann-Whitney Chi-quadrado. Proteina C reativa de alta-
sensibilidade; ALT, alanina aminotransferase, AST, aspartato aminotransferase; GGT, gama-glutamiltransferase;
glicemia sem jejum.1,5 Média e desvio padrao.

Fonte: elaborado pela autora, 2025

4.2.1 Biomarcadores de controle glicémico

O grupo COVID-19 apresentou uma glicemia mediana de 118 mg/dL. Valores
glicémicos nessa faixa, pelo critério isolado da glicemia, poderiam caracterizar esses
pacientes como pré-diabéticos (Ada, 2025). No entanto, essa classificacdo precisa ser
cuidadosamente interpretada, considerando que alteragdes glicémicas durante a infec¢ao pela
COVID-19 podem ser enviesadas pelo processo inflamatério, destacado pelo aumento
significativo dos niveis de PCR-us no grupo infectado (COVID-19: 65,4 mg/dL; Controle: 1,5
mg/dL; p<0,001), bem como pelo possivel uso de medicamentos especificos administrados
durante o tratamento hospitalar, que podem induzir aumento transitério da glicemia. Desta
forma, € necessario considerar que a hiperglicemia observada pode refletir um estado de
glicemia induzida por estresse ou inflamagdo aguda, e ndo necessariamente representar uma
condic¢do pré-diabética real pré-existente.

Diversos estudos corroboram que a hiperglicemia ocorre frequentemente em
pacientes com SARS-CoV-2, independentemente de diagnostico prévio de diabetes (Manique

et al., 2022), e relacionam o grau de hiperglicemia a gravidade da infec¢do pelo virus. Nesses
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casos, as concentragdes elevadas de glicose possivelmente levam a maior replicagdo viral,
potencializando a producao de citocinas e prejudicando a funcdo das células T (Ramchandani
etal., 2023).

A patogénese da hiperglicemia associada a COVID-19 ¢ multifacetada e envolve
danos pancreaticos transitorios pela ligagdo do virus ao receptor da enzima conversora de
angiotensina 2 (ECA2), amplamente presente nas células das ilhotas pancredticas e outras
células humanas. Essa interagdo induz danos nas células beta-pancreaticas e dificulta
liberagdo adequada de insulina. Além disso, a resposta inflamatoria exacerbada observada
nesses pacientes pode levar a destruicdo de células pancreaticas e adiposas, induzindo
resisténcia insulinica at¢ mesmo ap6s a recuperagao da infec¢do aguda, condicao relatada em
diversos trabalhos recentes (Conte; Cipponeri; Roden, 2024; Nhau; Gamede; Sibiya, 2024).

Essa resisténcia a insulina aumenta a lipolise e eleva os 4acidos graxos livres
circulantes, exacerbando a hiperglicemia, especialmente durante a fase de tempestade de
citocinas (Song et al., 2021).

Um estudo notdvel (Nhau; Gamede; Sibiya, 2024) revelou que pessoas que se
recuperaram da COVID-19 apresentaram indicios de resisténcia a insulina,
independentemente do seu estado diabético antes da infeccdo. Esta descoberta implica que o
virus pode afetar diretamente a sensibilidade a insulina, causando problemas metabdlicos
mesmo em pessoas sem diabetes. Além disso, a resposta imune a infec¢ao inicial por COVID-
19 pode contribuir para o desenvolvimento de resisténcia a insulina.

A COVID-19 longa geralmente envolve inflamagao cronica, que ¢ conhecida por ser
um fator no surgimento da resisténcia a insulina. A ativagdo sustentada do sistema
imunologico pode interferir nas fun¢des normais da insulina e suas vias, resultando em
desequilibrios metabolicos (Petrilli et al., 2020; Zhao et al., 2023).

Montefusco et al., (2021) observaram que 46% dos pacientes hospitalizados com
COVID-19 apresentaram hiperglicemia evidente, semelhante ao observado no estudo atual.

A associagdo entre infecgdes severas e hiperglicemia ndo ¢ nova, como indicado por
Yang e colaboradores (2006) durante os surtos de SARS-CoV-1. A similar exposi¢do a
hiperglicemia de estresse no contexto da COVID-19 expande o entendimento desse fendmeno
em pandemias atuais. A revisao da literatura adicional, como a de Sathish et al., (2021),
sugere mecanismos especificos de disfungdo glicémica em infecgdes por SARS-CoV-2,

potencialmente vinculadas a interacdo do virus com receptores celulares, concordando com

achados de Ali Abdelhamid et al., (2016).
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A infec¢do por COVID-19 pode aumentar em mais de trés vezes a probabilidade de
desenvolver diabetes tipo 2 em até um ano apds a infeccdo. Pacientes que foram
hospitalizados devido a COVID-19 apresentaram um risco mais de duas vezes maior de
desenvolver diabetes tipo 2, enquanto aqueles que precisaram de cuidados em unidades de
terapia intensiva tiveram um risco mais de trés vezes maior (Naveed et al., 2023).

Rao et al., (2020) relatam que as concentracdes elevadas de glicose na admissdo
hospitalar estdo associadas a um aumento na mortalidade, refor¢ando a ideia de que
concentragdes acima de 105 mg/dL, como observados no presente estudo, estdo
correlacionados com maior mortalidade.

Esses apontamentos reforcam a necessidade de interpretar cautelosamente a
associacdo entre COVID-19 e alteragdes glicémicas. E relevante salientar também que niveis
glicémicos elevados em situagdes clinicas graves nao sdo exclusivos da COVID-19, sendo
conhecidos e descritos anteriormente em outros quadros inflamatdrios agudos e graves, como
na SARS-CoV-1 (Yang et al., 2006).

Portanto, embora a glicemia elevada encontrada nos individuos infectados com
COVID-19 (mediana 118 mg/dL versus 96 mg/dL no grupo controle; p<0,001) possa ser
interpretada inicialmente como pré-diabetes, faz-se necessario considerar os potenciais vieses
inflamatérios e medicamentosos inerentes ao manejo hospitalar da COVID-19, recomendando
criteriosa avaliacdo subsequente antes de definir ou descartar alteragdes no metabolismo

glicémico apos recuperacdo completa da infec¢ao viral.

4.2.2 Biomarcadores de perfil lipidico

A concentracdo mediana de colesterol total em individuos com COVID-19 foi de
146,5 mg/dL, ficando dentro dos limites nao desejaveis (<190 mg/dL), mas significativamente
inferiores ao do que os do grupo controle, que apresentaram 189,0 mg/dL (p<0,001).As
concentragdes de HDL-C também foram inferiores em pacientes com COVID-19, com uma
mediana de 27,0 mg/dL, comparado a 50,5 mg/dL no grupo controle(p<0,001), sendo ambos
abaixo do desejavel (>40 mg/dL) (Tabela 2).

Os pacientes com COVID-19 apresentaram uma mediana de LDL-Cde 74,1 inferior
(p<0,001) ao do grupo controle (104 mg/dL). Contudo, os grupos apresentaram concentragao
similares (p=0,026) de triglicerideos (COVID-19 = 146,5 mg/dL e controle = 128,0 mg/dL),

dentro do intervalo desejavel.
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Esses resultados s3o consistentes com dados ja demonstrados na literatura que
relataram que concentracdes de colesterol total, HDL-C e LDL-C estavam reduzidos em
pacientes com COVID-19 em comparag¢do com o grupo controle(HU ef al., 2020; Roccaforte
et al., 2020; Feingold, 2023), enquanto as concentracdes de triglicerideos tém sido varidveis,
provavelmente devido a alteragdes na ingestdo de alimentos em pacientes doentes, ao
momento em que as amostras de sangue foram obtidas, ao uso de medicamentos que podem
afetar os as concentracdes de triglicerideos (por exemplo, glicocorticoides ou propofol) e ao
desenvolvimento de disturbios, como diabetes, que afetam as concentracdes de triglicerideos
(Feingold, 2023).

Hé evidéncias que sugerem que a infeccao por COVID-19 pode impactar diretamente
o metabolismo lipidico. Por exemplo, foi demonstrado que o virus regula negativamente a
expressdo de genes envolvidos no metabolismo lipidico no tecido pulmonar, contribuindo
potencialmente para o desenvolvimento de sintomas respiratorios (Bikdeli ez al., 2020).

Como visto com outras infec¢des, a recuperacdo da COVID-19 esta associada a um
retorno das concentracdes de lipidios/lipoproteinas aos valores basais (Feingold, 2000; Fan et
al., 2020; Hu et al., 2020; Ouyang et al., 2020; Qin et al., 2020; Tanaka et al., 2020;
Feingold, 2021). Curiosamente, estudos descobriram que meses apds a recuperacao de
infec¢des por COVID-19, os pacientes t€ém um risco aumentado de dislipidemia com aumento
do colesterol total, LDL-C e triglicerideos e diminui¢cdo das concentragdes de HDL-C (Deuel

et al., 2022; Xu;Xie; Al-Aly, 2023).

4.2.3 Biomarcadores de perfil nutricional

Os individuos com COVID-19 apresentaram concentragdes médias de albumina (3,2
g/dL) e proteinas totais (6,5 g/dL) inferiores ao do grupo controle (Tabela 2), no caso da
albumina, abaixo do intervalo de referéncia (3,3 a 4,7 g/dL), sugerindo uma possivel
hipoalbuminemia associada a infec¢do. A diminuicdo da albumina em ambientes hospitalares
esta associada a complicagdes inflamatérias e aumento de citoquinas como IL-6 e TNF-a
(Bharadwaj et al., 2016).

Esses resultados corroboram os dados apresentados na literatura, que identificam
uma reducdo progressiva das concentracdes de albumina em pacientes com COVID-19,
especialmente a medida que a gravidade da doenga aumenta (Vaz-Rodrigues et al., 2023). Os

resultados encontrados estdo em consonancia com as observagdes de que a hipoalbuminemia
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¢ um indicador de desfechos clinicos desfavoraveis em pacientes com COVID-19 e esta
associada a inflamacao e desnutri¢do (Garg et al., 2022; Siddiqui et al., 2022).

No geral, a reducdo observada nas concentragdes de albumina pode fortalecer sua
utilizacdo como um biomarcador para a avaliagdo da gravidade da COVID-19, conforme
apontado por Evans et al., (2021). A literatura suporta a possibilidade de que a albumina,
combinada com outros indicadores de satide nutricional, pode ajudar a identificar pacientes
em risco mais elevado de desfecho adverso, o que sublinha a importancia de considera-la na
abordagem clinica e nutricional dos pacientes com COVID-19. Essa pratica pode ser
especialmente relevante em contextos em que a inflamagdo e a desnutrigdo sdo fatores

complicadores significativos, como descrito por Bedock et al., (2020).

4.2.4 Biomarcadores de perfil renal

O grupo COVID-19 apresentou concentragdes elevadas de ureia (56,5 mg/dL) e
creatinina (1,0 mg/dL) e concentracdes reduzidas de acido urico (3,5 mg/dL) em comparagdo
ao grupo controle (Tabela 2). Contudo, apenas a ureia apresentou valores fora do intervalo de
referéncia (15 a 45 mg/dL).

Valores aumentados de ureia plasmatica em pacientes com COVID-19 tém sido
associados com maior gravidade clinica da doenca, enquanto os casos menos graves
geralmente apresentam valores normais (Zhang et al., 2021). Redugdes nas concentragdes de
acido urico durante a hospitalizagdo tém sido correlacionadas a prognosticos desfavoraveis,
sugerindo que niveis baixos desse analito estejam vinculados a quadros infecciosos mais
graves (Chen et al., 2021).

Segundo Meena et al., (2020) até¢ 60% dos pacientes infectados pela COVID-19
podem manifestar algum grau de comprometimento renal, caracterizado por elevagdes em
marcadores como ureia e creatinina, que podem inclusive evoluir para desfechos mais
severos, como a insuficiéncia renal aguda, enfatizando-se assim a importancia do
monitoramento rigoroso da funcao renal durante a hospitalizacao (Kilis-Pstrusinska et al.,
2021).

Parmaksiz e Parmaksiz (2022) apontam ainda que o monitoramento continuo das
concentragdes de acido urico poderia servir como um fator preditivo de prognostico na
infeccdo pela COVID-19, apesar de que a fisiopatologia exata que relaciona as alteragdes

nesses niveis com a gravidade da doenca respiratéria ainda nao esteja clara.
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Pacientes com COVID-19 que apresentam ureia e creatinina elevadas ou
concentragdes reduzidas de acido urico ja na admissdo apresentam uma taxa de sobrevivéncia
mais baixa, em comparacao com aqueles que tém esses trés marcadores renais dentro dos
valores normais (Liu et al., 2021).

A literatura atual sugere varias razdes potenciais para explicar as alteracdes da
funcdo renal observadas em pacientes com COVID-19. A elevacdo das concentracdes de ureia
plasmatica observada nesta pesquisa pode decorrer da desidratacdo associada a sintomas
como febre prolongada, diarreia ou vomitos, frequentemente relatados em casos graves de
COVID-19 (Guan et al., 2020). Ademais, o aumento dos valores da ureia pode refletir uma
redu¢do na perfusdo renal relacionada aos estados inflamatdrios sistémicos graves ou a
disfungado endotelial associada a doenga (Ronco; Reis, 2020).

Este incremento pode servir como marcador de prognostico para prever gravidade e
mortalidade em pacientes hospitalizados por COVID-19 (Xiang et al., 2021). Portanto, estes
achados destacam a importancia clinica da verifica¢do da ureia plasmatica como um marcador
potencial de severidade clinica e progressao de doenca em pacientes infectados pelo SARS-

CoV-2.

4.2.5 Biomarcadores de funcio hepatica

O grupo COVID-19 apresentou maior atividade das enzimas aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e gama-glutamil transferase (GGT)
em relacdo ao grupo controle (Tabela 2), sendo que apenas a GGT encontra-se acima do
intervalo de referéncia.

A COVID-19 ¢ frequentemente associada a anormalidades leves da fungao hepatica,
particularmente em individuos com COVID-19 grave ou critica que sdao mais velhos. A
porcentagem de pacientes que apresentam alteracdo das enzimas hepaticas na admissdo ou
durante a hospitalizacdo se encontra dentro de uma ampla faixa (14-81,7%) (Chen et al.,
2020; Hao et al., 2020; Yang et al., 2020; Zhang ; Shi; Wang, 2020; Fu ef al., 2021; Hamid e¢
al., 2021; Marin-Duefas et al., 2021; Yip et al., 2021; Harapan et al., 2022). A variabilidade
dos resultados estd relacionada aos diferentes valores de corte das enzimas hepaticas
utilizados e a diferenca significativa entre as populacdes estudadas.

Concentragdes variaveis de enzimas hepaticas anormais, a maioria das transaminases

aumentadas, foram associadas a gravidade da doenca, complicagdes e mortalidade em alguns
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estudos (Zhou et al., 2020; Sharma et al., 2021), embora seu impacto no curso clinico ainda
seja controverso (Wan et al., 2020).

A ACE2 ¢ pouco expressa no figado, mas ¢ altamente expressa no ducto biliar.
Assim, a lesdo hepatica causada pela infeccdo por SARS-CoV-2 também pode derivar do
sistema do trato biliar. Além disso, estudos mostraram que ACE2 pode ser expresso em
células endoteliais do ducto biliar com uma especificidade de até 59,7%, o que ¢ 20 vezes
maior do que a expressdo em células hepdticas, sugerindo que o SARSCoV-2 pode afetar
ainda mais a funcdo hepatica e a excrecao biliar ao se ligar diretamente as células epiteliais do
ducto biliar(Jothimani et al., 2020).

Usando um sistema de células-tronco humanas cultivadas in vitro, Zhao e
colaboradores (2020) construiu "organoides ductais de figado". Um grande numero de
receptores ACE2 foi encontrado neste 6rgdo, e ele era altamente suscetivel ao virus SARS-
CoV-2. Além disso, a infec¢do por SARS-CoV-2 pode reduzir a expressao do gene Claudinl,
levando a destrui¢ao da funcdo de barreira das células do ducto biliar, resultando em danos as
células do ducto biliar e no acimulo correspondente de acido biliar e, portanto, nos sintomas
de lesdo hepatica (Zhao et al., 2020).

A GGT ¢ considerada um tipo de "enzima relacionada as células do ducto biliar", e
sua concentragdo aumenta significativamente em pacientes com COVID-19(Fan et al., 2020;
Zhang et al., 2020; Zhao et al., 2020). Durante a hospitalizacdo e em pacientes com lesdao
hepatica por COVID-19, a GGT aumentou em 75,68-2,2%(Cai et al., 2020; Yip et al., 2021).
Estudos mostraram que as concentragdes de GGT sdo significativamente mais altas em
pacientes com COVID-19 grave do que em pacientes com COVID-19 leve (Zhang et al.,
2020).Geralmente, pacientes com concentragdes elevadas de GGT e ALP normal podem ter
lesdo hepatica induzida por medicamentos(Fernandez; Kidney, 2007; Dillon; Miller, 2016;
Cai et al., 2020).

No contexto dos estudos de COVID-19 de longa duragdo, as concentracdes dessas
enzimas sao indicadores importantes de dano hepatico. De fato, estudos apontam para
elevagdoes continuas de AST, ALT e GGT até meses apés a infec¢do, indicando danos
persistentes aos hepatocitos devido ao efeito direto do virus e a resposta inflamatoria
sistémica (Patterson et al. 2022).

A literatura estabelece que ao lado da fraqueza muscular e fadiga, frequentes em
COVID-19 de longo prazo, elevagdes de AST podem ser parcialmente atribuidas a danos
musculares em vez de exclusivamente hepaticos (Wu et al. 2020). Além disso, cerca de 2% a

11% dos pacientes com COVID-19 tinham doenca hepdtica cronica subjacente e pacientes
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com hepatite B cronica co-infectados com o virus SARS tém maior probabilidade de
desenvolver inflamacdo grave do figado (Jothimani et al., 2020; Cai et al., 2021). Uma maior
propor¢ao de elevacdo enzimatica foi observada em pacientes recebendo terapia com
lopinavir/ritonavir (56,1% vs 25%), e o uso de lopinavir/ritonavir também levou a maiores
chances de lesdo hepatica (Cai et al., 2020; Jothimani et al., 2020).

Comorbidades como doenga hepatica gordurosa associada ao metabolismo,
obesidade e diabetes estavam presentes em quase 80% dos pacientes. A presenca de
obesidade ¢ conhecida por aumentar o risco de lesdo hepatica. Uma maior incidéncia de lesdo
hepatica aguda também foi relatada em diabéticos sem doenga hepatica (Sarin et al., 2020).

Os achados do presente estudo contribuem para a crescente evidéncia de que a
infeccdo por COVID-19, mesmo apds resolucdo clinica, pode resultar em elevagdes nos
marcadores de funcdo hepatica, refletindo lesdo hepética potencialmente persistente. No
entanto, a interpretacao cuidadosa desses resultados ¢ necessaria, especialmente considerando
fatores como dano muscular. Estudos adicionais seriam benéficos para delinear claramente as

fontes dessas elevagdes enzimaticas e confirmar as correlagdes descritas na literatura.

4.2.6 Biomarcador Inflamatdrio

A proteina C reativa (PCR), proteina de fase aguda secretada pelo figado, ¢ um
marcador bioquimico inflamatério inespecifico amplamente utilizado pela sua alta
sensibilidade e tem sido reportada em diversos estudos com pacientes hospitalizados com
COVID-19, associada com a severidade da doenga (Kavsak; De Wit; Worster, 2020).
Inclusive, concentracdo elevada de PCR na admissdo ¢ um fator de risco independente para
morte dos pacientes graves(Zhang et al., 2021).

No grupo com COVID-19, o valor médio da PCR-us foi de 65,4 mg/dL (14,8 - 125,2
mg/dL), demonstrando uma resposta inflamatdria substancial (Tabela 2). Comparando esses
resultados com a literatura existente, observa-se uma congruéncia com outros estudos. A
literatura indica que a PCR ¢ um marcador de inflamagdao que aumenta rapidamente em
resposta a infec¢ao, com concentragdes normais sendo inferiores a 10 mg/L no soro sanguineo
(Ali, 2020). Estudos anteriores identificaram que, em pacientes com COVID-19, as
concentragdes de PCR podem variar significativamente, com valores médios entre 20 a 50
mg/L conforme relatado por Gao et al., (2020).

A associagdo entre concentracoes elevadas de PCR e maior gravidade da doenca ¢é

bem documentada. Estudos indicam que pacientes com COVID-19 grave apresentam
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concentragdes de PCR substancialmente mais altos do que aqueles com a forma nao grave da
doenga (Mo et al., 2020). Em consonancia, Cappanera e et al., (2021) destacam que a
tempestade de citocinas, responsdvel em grande parte pela destrui¢do tecidual, eleva as
concentragdes de PCR. Essa associagdo ¢ também explicada pelo fato de a PCR ativar vias
imunolodgicas que intensificam os processos inflamatérios (Sheriff e al., 2021).

Além disso, concentragdes crescentes de PCR foram correlacionadas com a
diminui¢do da saturagcdo de oxigénio, um indicador chave de comprometimento pulmonar em
pacientes criticos (Xie et al., 2020). Especificamente, pacientes com baixa satura¢do de
oxigénio (SpO2 < 90%) exibiram niveis de PCR de 76,5 mg/L em média, o que coincide com
os achados de niveis aumentados observados no estudo atual.

Simplificando, os resultados deste estudo corroboram a literatura atual que associa
altos niveis de PCR-us a uma resposta inflamatéria exacerbada em pacientes com COVID-19.
Eles ajudam a reafirmar que a medi¢ao da PCR pode servir como uma ferramenta util para o
monitoramento da progressao da doenca e previsdao de prognoésticos, especialmente em
ambientes onde a avaliagdo continua da gravidade do caso ¢ crucial. Além disso, o potencial
terapéutico de intervengdes que visem reduzir a PCR, como a aférese de PCR discutida por
Esposito ef al., (2022) pode ser uma via interessante para futuras pesquisas e abordagens de
tratamento. A inclusdo desses achados em protocolos de cuidado pode auxiliar no manejo

clinico mais eficaz dos pacientes.

43  ANALISES MOLECULARES

4.3.1 Polimorfismo rs2048683 (G>T) do gene ACE2

As frequéncias alélicas e genotipicas para o polimorfismo rs2048683 dos grupos

controle e COVID-19 estao apresentadas na Tabelas 7.
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Tabela 7 — FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS PARA O POLIMORFISMO

152048683 (G>T)

GENE/ GENOTIPOS/ | CONTROLE | COVID-19 P
POLIMORFISMO ALELOS (N=125) | (N=113)
GG 79(632) | 73(646) | 0,768
(L3 GT 22 (17,6) 16 (14,2)
rs2048683
i 24(192) | 24(212)
VAR Alelo T 28,0 28,3 0,938
[95% IC] [22-34] [22-34]
H-W i <0,001 <0,001 ;

Controle, sem COVID; COVID-19, positivo para COVID. Os valores sdo n(%). HWE, equilibrio de Hardy-
Weinberg, probabilidade. MAF, frequéncia do alelo menor. P-valor, teste do Chi-quadrado para o genotipo ¢
frequéncias alélicas*.95% IC- intervalo de confianga de 95%.

Fonte: elaborado pela autora, 2025.

A tabela apresenta as frequéncias genotipicas e alélicas para o polimorfismo
152048683 (G>T) no gene ACE2 dos grupos de controle e pacientes com COVID-19. As
frequéncias genotipicas (P=0,940) e alélicas (P=0,747) sdo similares entre os grupos (Tabela
3).

As analises indicam que ha desvio significativo do Equilibrio de Hardy-Weinberg em
ambos os grupos (P<0,001). Pan e colaboradores (2018), avaliaram o equilibrio de Hardy-
Weinberg apenas para mulheres, uma vez que o gene ACE?2 esta localizada no cromossomo
X, o mesmo foi feito em nosso estudo, quando foi avaliado apenas as mulheres ficou dentro
do equilibrio (grupo controle P = 0,214 e COVID-19 P =0,115).

A Tabela 8 compara as frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo rs2048683

deste estudo com as de outras populacdes.
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Tabela 8 — COMPARACAO DAS FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS DO
POLIMORFISMO 152048683 (G>T) DO GENE ACE2 COM DADOS DA LITERATURA

ACE2-1rs2048683 GENOTIPO (%) | MAF

(%)

Grupo étnico Caracteristica N GG  GT | TT T

Presente estudo COVID-19 116 72 21 23 28,9
Controle 127 80 | 24 23 27,6

Egipcia COVID-19 - - - - 29,3

(ELBADRI et al., 2022)
Chineses Han Controles 376 84,0 | 12,8 | 3,2 9,6
(PAN et al., 2018)

Africanos (Esembl, 2024) Controles 19,0
Americanos (Esembl, 2024) Controles 25,0
Este Asiatico (Esembl, 2024) Controles 1,0
Sul Asiatico (Esembl, 2024) Controles 20,0

Europeus (Esembl, 2024) Controles 35,0

Abreviagdes: COVID (corona virus disease). Frequéncias do MAF de outras populagdes dentro do intervalo de
confianga da populagao brasileira estdo em negrito.
Fonte: elaborado pela autora, 2025.

Comparando o alelo T de menor frequéncia entre as populagdes, foi observado que a
frequéncia do alelo T da populagdo euro-brasileira (27,7%) nos grupos controles (95% IC 22-
34%) foram similares a Americana, superior a Asiatica e Africana, e inferior a populacdo
Europeia (Esembl, 2024). J4 para o grupo COVID-19 (28,9%, 95% 1C22-34%) foi similar a
Egipcia (29,3%) (Elbadri et al., 2022).

Embora nosso estudo nao tenha encontrado uma associacao significativa entre os
polimorfismos rs2048683 e 152285666 do gene ACE2 e a COVID-19 na populacdo analisada,
alguns estudos sugerem que essas variagdes genéticas podem impactar a severidade da doenca
em outras populagdes. Por exemplo, estudos como os de Elbadri ef al., (2022) indicam que o
polimorfismo rs2048683 pode estar associado a fatores de risco e comorbidades em pacientes
com COVID-19. Além disso, Mohlendick et al., (2021) apontam que a presenga do genotipo
CC do polimorfismo rs2285666 esta relacionada a uma maior taxa de mortalidade entre

pacientes infectados.




4.3.2 Polimorfismo rs2285666 (C>T) do gene ACE?2

As frequéncias alélicas e genotipicas para o polimorfismo 1s2285666, em

comparagdo com o grupo controle, para 0 COVID-19 estdo representadas na Tabela 9.

Tabela 9 — FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS PARA O POLIMORFISMO

152285666 (C>T)

GENE/ GENOTIPOS/ CONTROLE COVID-19 P
POLIMORFISMO ALELOS (N = 125) (N=113)
ACE2 CC 78 (62,4) 73 (64,6) | 0,817
rs2285666 CT 22(17,6) 21(18,6)
TT 25(20,0) 19 (16,8)
MAF Alelo T 28.8 26,1 0,511%
[95% IC] [23-34] [20-32]
H-W - <0,001 <0,001 -

Controle, sem COVID; COVID-19, positivo para COVID. Os valores sdo n(%). HWE, equilibrio de Hardy-
Weinberg, probabilidade. MAF, frequéncia do alelo menor. P-valor, teste do Chi-quadrado para o genotipo e
frequéncias alélicas*.95% IC- intervalo de confianga de 95%.

Fonte: elaborado pela autora, 2025.

Os grupos em estudos apresentaram frequéncias genotipicas (P = 0,974) e alélicas (P
= 0,801) similares (Tabela 8), desta forma o polimorfismo rs2285666 nao foi associado ao
COVID-19. As frequéncias do gendtipo de equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) de ACE2
(rs2285666) esta significativamente fora do equilibrio em todos os grupos doentes (todos p <
0,001) em concordancia com outros estudos (Pan et al., 2018; Abdelsattar et al., 2022). E
novamente, quando o equilibrio foi avaliado apenas nas mulheres, entrou no equilibrio HWE
(grupo controle P = 0,421 e COVID-19 P = 0,165).

A Tabela 9 compara as frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo rs2285666
deste estudo com as de outras populacdes. A frequéncia do alelo menor (FAM) para o
152285666 (29,9%; 95%IC, 24-36%) no grupo controle foi similar & Americana e Europeia,

superior a Africana e inferior a populagdo Asiatica (Esembl, 2024).
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Tabela 10 — COMPARACAO DAS FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS DO
POLIMORFISMO 152285666 (C>T) DO GENE ACE2 COM DADOS DA LITERATURA

ACE2-rs2285666 Gendétipo (%) | Alelo
MAF

Grupo étnico Caracteristica N CC | CT | TT %)
Presente estudo COVID-19 116 72 21 23 | 28,9
Controle 127 77 24 26 | 29,9

Chineses Han Controles 376 | 25,8 147,3126,9 | 49,5

(PAN et al., 2018)

Iraniana COVIDI19 recuperados 556 | 60,6 | 24,5149 | 18,0

(KHALILZADEH et al., 2022) COVID19 522 849 |13,0| 2,1 | 09

falecidos

Alema COVID19 77,4 13,5 9,1 | 16,0
(MOHLENDICK et al., 2021) COVIDI19 brando 63,3 1 26,7 | 10,0 | 23,0
COVID19 hospitalizado 74,0 | 14,7 | 11,3 | 19,0

COVIDI19 severo 88,6 | 4,6 | 6,8 9,0

COVID19 89,1 87 | 22 70

fatal

Africanos (Esembl, 2024) Controles 21,0
Americanos (Esembl, 2024) Controles 34,0
Este Asiatico (Esembl, 2024) Controles 54,0
Sul Asiatico (Esembl, 2024) Controles 48,0
Europeus (Esembl, 2024) Controles 23,0

Abreviagdes: COVID (corona virus disease). Frequéncias do MAF de outras populagdes dentro do intervalo de
confianca da populagdo brasileira estdo em negrito.

A literatura sugere que o polimorfismo rs2048683 esta associado a varios fatores de

risco e comorbidades em pacientes com COVID-19(Pan et al., 2018; Hamet et al., 2021) e
severidade do COVID-19 (Elbadri et al., 2022). O polimorfismo 1s2285666 foi

correlacionado com diabetes, acidente vascular cerebral, doenga cardiaca coronaria e

hipertensao (Yang et al., 2015; Wu et al., 2017; Pinheiro et al., 2019). O genotipo CC do

polimorfismo rs2285666 foi associado a maior taxa de mortalidade (Srivastava et al., 2020;

Mohlendick et al., 2021; Khalilzadeh et al., 2022).
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Apesar das associagdes reportadas em diferentes estudos, algumas discordancias sdo
observadas na literatura. Mohlendick et al.,(2021) ndo encontraram relagdo significativa entre
o sexo ou idade e o risco de infeccdo por SARS-CoV-2, o que contrasta com outras evidéncias
que apontam variacdes relacionadas ao género e idade na expressdo e impacto dos
polimorfismos do gene ACE?2. Celik e et al.,, (2021) ndo encontraram evidéncias diretas das
variagoes no gene ACE?2 afetando a gravidade da doenca.

Neste estudo ndo encontramos associacao dos polimorfismos rs2048683 e rs2285666
com o COVID-19, mesmo quando a andlise foi feita por género. O fato de ACE2 estar no
cromossomo X tem sido visto como uma desvantagem para portadores masculinos de alelos
ligados a uma expressao menor de ACE2, e pode explicar a maior prevaléncia de COVID-19
grave entre homens.

Ao comparar o presente estudo com os dados da literatura, a frequéncia alélica dos
polimorfismos 2048683 e rs2285666do grupo controle coincide com a populacdo Americana,
enquanto outras regides mostraram variagdes substanciais. Isso destaca a importancia de
considerar a diversidade genética populacional ao interpretar associagdes genéticas como
essa.

O estudo ressalta que a diversidade genética € crucial na analise de polimorfismos
genéticos e sua associagdo com a COVID-19. Os polimorfismos rs2285666 e rs2048683 do
gene ACE?2 tém mostrado variagdes na frequéncia alélica e impacto em diferentes populacdes
(Tabelas 7 e 9), destacando a necessidade de compreender fatores genéticos na doenca.
Embora haja associacdes relatadas, os resultados mostram complexidade e variacdo,
enfatizando a importancia de mais pesquisas para esclarecer essas relacdes genéticas com a
COVID-19.

Nosso estudo tem varias limitagdes, principalmente o tamanho reduzido da amostra
dos pacientes e de casos graves femininos em particular. Isso limita a interpretacdo estatistica
das associacdes significativas e nao significativas. Além disso, ndo estudamos individuos
expostos ao virus que ndo apresentaram sintomas da doenca. Esses individuos seriam
resistentes a infecgdo por SARSCoV-2 e sdo cruciais para a identificagdo de variantes

genéticas associadas a suscetibilidade a doenga.
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5 CONCLUSAO

. Os polimorfismos 152048683 e rs2285666 no gene que codifica para a enzima
conversora de angiotensina 2 (ACE2) ndo foram associados a COVID-19 na populagao
estudada

. As frequéncias dos alelos menores (FAM) para os rs2048683 (27,6%; 95%IC, 22-
33%) e 152285666 (29,9%; 95%IC, 24-36%) para o grupo controle na populacio estudada foi
similar a Americana.

Como observado, este estudo investiga a associagao dos polimorfismos rs2048683 e
152285666 do gene ACE2 com a infec¢ao por COVID-19 na populagdo euro-brasileira, varias
conclusdes cruciais emergem, complementando consideragdes relevantes dos resultados e
discussoes ja estabelecidos.

Primeiro, a pesquisa identificou que ndo houve diferencas significativas nas
frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos entre pacientes com COVID-19 e grupos
controle, revelando que esses polimorfismos ndo influenciam de maneira distinta a
susceptibilidade ao virus nesta amostra especifica. Este achado sugere que a presenca ou
auséncia do SARS-CoV-2 ndo esta diretamente relacionada aos genotipos estudados, uma
descoberta valiosa diante do contexto em que multiplos fatores genéticos e ambientais podem
influenciar a infeccao.

Em relacdo aos polimorfismos rs2048683 e rs2285666, constata-se que eles nao
foram associados de maneira significativa a COVID-19, conforme os dados analisados. A
frequéncia do alelo menor (MAF) do rs2048683 foi de 27,6% no controle, enquanto para o
rs2285666 foi 29,9%, ambos situando-se dentro dos intervalos de confianca estabelecidos.
Essas frequéncias foram consistentemente equilibradas em relacdo aos padrdes globais de
polimorfismos gendmicos conforme constatado na literatura, delineando assim um cenario
consistente com populagdes sem variante de expressao significativa no gene ACE2 que
impactem diretamente a susceptibilidade ao virus.

No célculo de equilibrio de Hardy-Weinberg HWE para o polimorfismo rs2048683 e
1s2285666 aplicado em tabelas separadas por gé€nero, obteve-se as frequéncias alélicas e
genotipicas dentro do equilibrio de HWE para o sexo feminino para ambos os polimorfismos
estudados e ndo teve significancia nos resultados.

A importancia do equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W) ao longo do estudo envia
uma mensagem clara sobre a robustez das amostras genéticas analisadas, pois, os dados

genotipicos do rs2048683 e rs2285666 revelaram estar equilibrados dentro do HWE para as
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amostras femininas, indicando que ndo houve influéncia significativa de deriva genética ou
selecdo. No entanto, para a amostra geral, observou-se um desvio em ambos o0s
polimorfismos, o que sugere a possibilidade de ocorréncias de influéncias seletivas ou
estratificacdo populacional que requerem atenc¢do para futuras investigacdes.

Esses resultados, em conectar os polimorfismos genéticos ao contexto clinico real,
destacam a complexa interagdo da genética na predisposicdo a COVID-19. Considerando a
auséncia de associagOes significativas, ¢ sugerido que a influéncia de outros fatores
ambientais, imunoldégicos ou sociais pode ser mais preponderante na dindmica de
susceptibilidade observada. Especificamente, enquanto polimorfismos como o rs2048683 e
1s2285666 podem parecer inicialmente promissores para correlacdes associativas com a
COVID-19, seus impactos ndo estdo manifestamente refletidos no comportamento da doenga
nesta populacdo especifica.

A analise comparativa com a literatura mundial também estabelece um panorama
mais vasto sobre a distribuicao genotipica e suas implicacdes ao redor do mundo. Populacdes
como as do leste asiatico mostram variagdes mais altas na frequéncia alélica de rs2285666,
sugerindo potencial geografica relagdo dos polimorfismos do gene ACE2. No contexto
brasileiro, uma andlise mais direcionada sob a perspectiva demografica particular, como
economia, saude e bioma podem auxiliar a responder a questao central de quais alteracdes no
ACE2 poderiam estar relacionadas a respostas variaveis a adogdo ao virus.

Ademais, a aplicagdo dos biomarcadores inflamatérios e nutricionais no estudo
fortalece a correlagdo entre disfungdes metabolicas exacerbadas e a severidade de quadros
clinicos de COVID-19. Andlises bioquimicas indicavam hiperglicemia e dislipidemia, ambas
apontando para comprometimento metabolico em pacientes infectados, sublinhando ainda a
importancia de uma perspectiva clinica abrangente que contemple ndo apenas fatores
genéticos, mas metabdlicos, no manejo de crises virais.

Enquanto os dados nao indicam papéis significativos para os polimorfismos
152048683 e 152285666 na determinagao de susceptibilidade a COVID-19, eles consagram um
avanco substancial em desmascarar nuances genéticas que podem influenciar como diferentes
populacdes experimentam e respondem a tal infecgdo. O impacto limitado destes SNPs
especificos ndo descarta a importancia de pesquisas posteriores em maior escala e em outros
contextos clinicos para elucidar fatores contributivos ao longo da pandemia de COVID-19 —
uma busca continua por respostas que, sem duvida, contribuirdo para estratégias mais
personalizadas, de diagndstico precoce e tratamentos avangados no futuro proximo, reagindo

a heterogeneidade genética populacional global.
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Dado o contexto de diversidade genética observado entre diferentes grupos étnicos, é
vital expandir os estudos para outras populagdes e considerar fatores como comorbidades
associadas, sexo e idade. Investigacdes adicionais com amostras maiores e diversidade
populacional mais ampla podem ajudar a esclarecer o papel que esses polimorfismos
desempenham na susceptibilidade e na gravidade da COVID-19.

Estudos futuros também deveriam incorporar analises epigenéticas ¢ protedmicas,
que podem oferecer mais informacgdes sobre como a expressdo dos polimorfismos do gene

ACE2 interfere nos mecanismos moleculares subjacentes a infec¢@o e resposta imune.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nos, Prof’. Dr®. Fabiane Gomes de Moraes Rego, Prof. Dr. Geraldo Picheth, Prof®. Dr?
Izabella Castilhos Ribeiro dos Santos Weiss e Prof’. Dr®. Mauren Isfer Anghebem do
Departamento de Analises Clinicas, Prof. Dr. Luciano Fernandes Huergo do setor Litoral,
Prof. Dr. Rodrigo Arantes Reis do Departamento de Biologia Celular, Claudia Dib da Costa
funcionaria do Hospital do Trabalhador, Dr?. Gislaine Custddio e Dr. Samuel Ricardo Comar
funcionarios do Complexo Hospital de Clinicas, Ademir Luiz do Prado, Adriana Teleginski,
Bruna Rodrigues Martins, Christiane Mayrhofer Grocoske de Lima, Graciele Cristiane More
Manica, Liana Signorini, Louryana Padilha Campos, Mateus Santana Lopes, Patricia Sthefani
Calixto, Thanise Pitelli de Nigro, Susan Webber de Souza, Susane Ribeiro de Lima,
Waldemar Volanski e Yasmin Neiva Tomaz da Silva discentes do Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas - da Universidade Federal do Parana, estamos
convidando vocé a participar de um estudo intitulado “COVID-UFPR: diagnostico
imunolédgico e biomarcadores para triagem e monitoramento”, que vai avaliar o seu perfil
bioquimico (dosagens no sangue como colesterol, glicose, proteinas, entre outras), molecular
(estudo no DNA) e teste sorologico para COVID-19 para buscar novos métodos laboratoriais
para o diagndstico desta infec¢do, auxiliando na limitagdo da propagacdo do virus, o que
contribui para o tratamento com maior eficicia dos doentes, em especial aqueles que
desenvolvem infe¢des graves ou que apresentem outras doengas cronicas como o diabetes.

a) O objetivo desta pesquisa ¢ identificacdo parametros clinicos, bioquimicos e soroldgicos
que possam predizer a severidade dos pacientes com COVID-19 e avaliar os aspectos
genéticos (aqueles relacionados ao DNA) envolvidos no desenvolvimento do COVID-19 para
uma melhor compreensao desta doenca. Todos os parametros mencionados que indicam uma
funcdo bioldgica sdo chamados de “biomarcadores”. Pesquisas como esta podem ajudar no
desenvolvimento de novas metodologias (testes de laboratério) de diagnodstico (identificar
pessoas doentes) e tratamento.

b) Caso vocé concorde em participar da pesquisa, ndo sera submetido a nenhum procedimento
diferente aquele solicitado pelo seu médico. As amostras ¢ dados como (resultados dos
exames laboratoriais, idade, sexo) serdo obtidos no banco de dados do Laboratério Municipal
de Curitiba, Hospital do Trabalhador, do Complexo Hospital de Clinicas, ou da Se¢do de
Atencdo e Promog¢do de Satde (SAPS) da UFPR. Para deixar claro, vocé ird fazer seus
exames sem que nada seja modificado ou adicionado ao seu pedido de exames.

c¢) Para tanto quando vocé comparecer nas () Unidades de Saude Vila Ledo, ( ) Unidade de
Saude Vila Feliz, no ( ) Hospital do Trabalhador, no ( ) Complexo Hospital de Clinicas, ou
junto aos () Laboratérios da UFPR cadastrados para realizagdo de testes moleculares de
COVID-19, para a coleta do seu exame agendado pelo seu médico e apresentar no minimo 18
anos de idade, vamos convida-lo para participar do nosso projeto enquanto aguarda pelo seu
atendimento, nao sendo necessario tempo adicional além daquele que disponibilizou para
fazer seus exames de rotina. Nao havera necessidade de coleta especifica para a pesquisa, pois
apds sua amostra de sangue ser processada (analisada) pelo Laboratoério serd entregue a nos.
Para deixar claro, para sua participacdo na pesquisa, ndo sera necessario quaisquer
deslocamentos ou tempo adicional.

Participante da Pesquisa e/ou Responséavel Legal [rubrica]

Pesquisador Responsavel ou quem aplicou o TCLE [rubrica]

Orientador [rubrica]

CAAE: 43948621.7.0000.0102 Parecer n0: 4.693.314
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d) E possivel que vocé experimente algum desconforto, principalmente relacionado ao convite
de participar da pesquisa. Esteja certo de que se recusar a participar da pesquisa, ndo havera
nenhuma consequéncia ou quaisquer problemas agora ou no futuro.

e) Alguns riscos relacionados ao estudo podem se relacionar com o constrangimento
(aborrecimento, incomodo) pela abordagem de nossa equipe. Para evitar isso, procuraremos
um local apropriado e reservado para fazer o convite de modo a deixa-lo o mais confortavel
possivel. A cor roxa na pele no local da coleta (hematomas) e irritacdo das vias aéreas pelo
cotonete (swab) que possam ocorrer, serdao informados ¢ minimizados pelos profissionais
treinados que realizardo a coleta de sua amostra.

f) Os beneficios esperados com essa pesquisa sdo indiretos e para o futuro, como: 1) melhor
conhecimento do perfil bioquimico (alteragcdes no seu sangue), soroldgico e molecular (no seu
DNA) do COVID-19; 2) a expectativa do desenvolvimento de novos ensaios laboratoriais
(novos testes) que permitam um melhor diagnostico e tratamento da doenca; 3)
conscientizacdo dos participantes das complicagdes que que as pessoas estdo sujeitas; 4)
compreensdo de que pessoas com diabetes deveriam ser reconhecidos como um grupo
vulneravel para complicagdes da doenga e estdo em risco durante tempos de sistemas sociais
perturbados.

g) Os pesquisadores prof®. Fabiane Gomes de Moraes Rego e prof. Geraldo Picheth,
responsaveis por este estudo poderdo ser localizados no Laboratorio de Bioquimica Clinica -
Prédio de Farmécia no Campus Botanico da Universidade Federal do Parana,

Rua Prefeito Lothario Meissner (Jardim Botéanico), 632, e-mail: rego@ufpr.br e gpicheth
@ufpr.br; telefone celular: (41) 999121721; telefone fixo: (41) 33604068 e (41) 33604067, no
horario comercial de segunda-feira a sexta-feira para esclarecer eventuais duvidas que a
senhora possa ter e fornecer-lhe as informagdes que queira, antes, durante ou depois de
encerrado o estudo.

h) A sua participacao neste estudo ¢ voluntaria (depende do seu desejo) e se vocé nao

quiser mais fazer parte da pesquisa podera desistir a qualquer momento e solicitar que lhe
devolvam este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido assinado. O seu atendimento
pelo Laboratorio Municipal de Curitiba, pelo Hospital do Trabalhador, pelo Complexo
Hospital de Clinicas, na vigilancia epidemiologica da Secretaria Municipal de Saude de
Guaratuba ou junto aos laboratérios da UFPR estd garantido e ndo serd interrompido caso
voceé desista de participar.

1) O material obtido — amostras bioldgicas — sera utilizado unicamente para essa pesquisa €
sera descartado ao término do estudo, dentro de 8 anos.

j) As informacgdes relacionadas ao estudo poderdo ser conhecidas por pessoas autorizadas (os
pesquisadores do projeto), sob forma codificada, para que a sua identidade seja preservada
e mantida sua confidencialidade.

K) Vocé tera a garantia de que quando os dados/resultados obtidos com este estudo forem
publicados, ndo aparecera seu nome e sim um codigo, preservando desta forma sua
identidade.

Participante da Pesquisa e/ou Responséavel Legal [rubrica]

Pesquisador Responsavel ou quem aplicou o TCLE [rubrica]

Orientador [rubrica] CAAE: 43948621.7.0000.0102 Parecer n0:
4.693.314

1) As despesas necessarias para a realizacdo da pesquisa, como transporte e dosagens de
biomarcadores nao sdao de sua responsabilidade e vocé nao recebera qualquer valor em
dinheiro pela sua participagao.

m) Se vocé tiver duvidas sobre seus direitos como participante de pesquisa, vocé pode
contatar também o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP/SD) do Setor de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Parand, pelo e-mail cometica.saude@ufpr.br
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e/ou telefone 41 - 3360-7259, das 08:30h as 11:00h e das 14:00h as 16:00h; o Comité de
Etica em Pesquisa CEPSH-SESA/HT, pelo e-mail cepht@sesa.pr.gov.br e/ou telefone 41 -
3212-5829, das 07:00h as 16:00h; o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do
HC/UFPR, pelo e-mail cep@hc.ufpr.br e/ou telefone 41 - 3360.1041, das 08:30h as 12:30h e
das 13:00h as 14:00h; o Comité de FEtica em Pesquisa da SMS, pelo e-mail
etica@sms.curitiba.pr.gov.br e/ou telefone 41 - 3360-4961, das 08:00h as 12:00h e das 13:30h
as 17:00h. O Comité de Etica em Pesquisa ¢ um 6rgdo colegiado multi e transdisciplinar,
independente, que existe nas institui¢des que realizam pesquisa envolvendo seres humanos no
Brasil e foi criado com o objetivo de proteger os participantes de pesquisa, em sua integridade
e dignidade, e assegurar que as pesquisas sejam desenvolvidas dentro de padrdes éticos
(Resolugao n° 466/12 Conselho Nacional de Saude).

Eu, li esse Termo
de Consentimento e compreendi a natureza e objetivo do estudo do qual concordei em
participar. A explicagdo que recebi menciona os riscos € beneficios. Eu entendi que sou livre
para interromper minha participagdo a qualquer momento sem justificar minha decisdo e sem
qualquer prejuizo para mim sem que esta decisdo afete meu atendimento. Eu concordo
voluntariamente em participar deste estudo.

Curitiba, de de

Assinatura do Participante de Pesquisa ou Responséavel Legal
Eu declaro ter apresentado o estudo, explicado seus objetivos, natureza, riscos e beneficios e
ter respondido da melhor forma possivel as questoes formuladas.

Assinatura do Pesquisador Responsavel ou quem aplicou o TCLE

CAAE: 43948621.7.0000.0102
Parecer n°: 4.693.314
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ANEXO A - PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA EM
PESQUISA COM SERES HUMANOS — UNIVESIDADE FEDERAL DO PARANA

— s~ UFPR - SETOR DE CIENCIAS
AEEPHHEEED  pA SAUDE DA UNIVERSIDADE W
| > FEDERAL DO PARANA -
UFPR SCS/UFPR

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: COVID-UFPR: diagndstico imunoldgico e biomarcadores para triagem e monitoramento

Pesquisador: Fabliane Gomes de Moraes Rego

Area Temitica: Genética Humana:

(Trata-se de pesguisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de andlise
ética por parte da CONER;);

Vargdo: 3

CAAE: 43048621.7.0000.0102

Institulcdo Proponenta: Programa de Pée Graduagao em Ciéncias Farmacéuticas
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 4.693.314

Apresentacdo do Projeto:
Protocolo oniundo do Programa de Pos-Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas/UFPR, sob a

respongabilidade da Profa. Dra. Fabiane Gomes de Moraes Rego e com colaboracao de Prof. Dr. Geraldo
Picheth, Profa. Dra. |zabella Castilhos Ribeiro dos Santos Weiss e Profa. Dra. Mauren lsfer Anghebem do
Departamento de Andlises Clinicas, Prof. Dr. Luciano Fernandes Huergo do setor Litoral, Prof. Dr. Rodrigo
Arantes Reis do Departamento de Biologia Celular, Claudia Dib da Costa funciondria do Hospital do
Trabalhador, Dra. Gislaine Custddio e Dr. Samuel Ricardo Comar funciondrios do Complexo Hospital de
Clinicas, Ademir Luiz do Prado, Adriana Teleginski, Bruna Rodrigues Martins, Christiane Mayrhofer
Grocoske de Lima, Graciele Cristiane More Manica, Liana Signorini, Louryana Padilha Campos, Mateus
Santana Lopes, Patricia Sthefani Calixto, Thanise Pitelli de Migro, Susan Webber de Souza, Susane Ribeiro
de Lima, Waldemar Volanski & Yasmin Meiva Tomaz da Silva discentes do Programa de Pés-Graduacao em
Cigncias Farmacéuticas.

Trata-se de um projeto amplo, com inlcio previsto em Maio de 2021 e finalizacdo em 2029,

Objetivo da Pesquisa:
ldentificar & avaliar marcadores para o diagndstico da COVID-19, utilizando parametros
laboratoriais, sorolégicos e moleculares, na presenca e auséncia de comorbidades, em individuos

Endereqo: Rua Padre Camanga, 285 - 1° andar

Bairra: Ao da Gldria CEP: 80.060-240
UF: PR Municipio: CURITIEA
Telefone:  (41)3360-7259 E-mail: cometica saudei@ulps b

Puigirea 01 & 07
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Continuagdo do Parecer: 4.653.314

assintomaticos & na fase aguda e severa do processo paioldgico.

1.1. Objetive Geral

Determinar a sensibilidade e especificidade de conjunto de reagentes para diagndstico imunoldgico (kits
diagndsticos) e identificar marcadores laboratoriais & moleculares para triagem @ monitoramento de
pacientes com COWID-18, em fase inicial @ na fase severa do processo patoldgico.

1.2 Objetivos Especlficos

* Selecionar amostras, com dados antropométricos, de soro/plasmalsangue total/swab de pacientes
positives para a COVID-19 com sintomatologia pobre ou assintomaticos, e pacientes com elevada
severidade na presenca e auséncia de comorbidades;

= Selecionar amostras de individuos negatives (grupo controle) para COVID-19 pareados em idade e género
coMm O grupo positivo na presenca e auséncia de comorbidades;

» Quantificar nos individuos em estudo marcadores de processos inflamatdrios, perfil lipidico, perfil
glicémico, fungao renal e perfil soroldgico na busca de marcadores para COVID-19;

= Determinar e avaliar perfil molecular nos individuos em estudo com a genotipagem de polimorfismos
relacionados A resposta imune & severidade de doencas pulmonares buscando associagio com a
susceptibilidade para COVID-19, ou com a severidade da infecgéo;

= Aplicar ans dados obtidos, andlises de bioinformatica para buscar identificagao da presenca da COVID-19
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ou monitorar a severidade do processo patoldgico, como redes neurais, k-means, regressdo logistica,

clusterizagiio, e outras ferramentas apropriadas;

* Desenvolver ao sistema de sadde pablica (SUS), programa de computador (softwarefaplicative) com base
nas andlises desenvalvidas para identificagao da COVID-19 ("segunda opinido”), na condigao que a
proposta apresentada permita a discriminacio da patologia,

= Desenvolver e validar testes diagndsticos imunoldgicos para COVID-18 utilizando proteinas
recombinantes, desenvolvide na UFPR, em amostras de bioldgicas.

= Relacionar os resultados dos testes imunoldgicos com as andlises dos biomarcadores em estudo na busca
de maximizagao do diagndstico & estratificacao do risco para COVID-19.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Informam os pesquisadores: "Como beneficios, observa-se o impacto que a identificacio de um marcador
poderda contribuir para um maior conhecimento do perfil genético da populagao estudada. Este fato é
relevante para a comunidade cientifica e a populagao no geral. Vale destacar que poucos estudos com aste
enfoque estdo descritos na populagao brasileira, poderd mudar a

Endere¢o: Rua Padre Camargo, 285 - 1° andar

Bairre: Allo da Gléria CEP: 80.060-240
UF: PR Municipio: CURITIBA
Telefone:  (41)3360-7259 E-mail: cometica saudef@ulpr br
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realidade atual trazendo mais informagoes beneficios e estimulando politicas de saldde plblicas neste pals®.
"0 projeto de pesquisa em questao prevé para os pacientes, algum desconforto inerente 4 pungao venosa e
a coleta de amostra do trato respiratorio superion com swab. Contudo tanto a pungao sanguinea, como a
coleta através de swab ndo serdo obtidas especificamente para o projeto em tela, gue utilizard amostras
coletadas dos exames laboratoriais realizades no Laboratério Municipal de Curitiba, no Complexo Hospital
de Clinicas, no Hospital do Trabalhador e nos laboratdrios da UFPR que realizam de testes moleculares de
COVID-19. Todas as amosiras serdo demandadas da necessidade clinica do paciente ou do sistema de
salde publica. Pequenos riscos associados 4 coleta de sangue e de amostra do trato respiratdrio superior
com swab, tais como: hematomas e irritagbes locais”.

"Ag amostras obtidas junto a SAPS = UFPR = Litoral sera realizada usando lancetas estéreis para obtenc 3o
de um pequeng volume de sangue capilar, podende haver apenas um pequeno desconforio inerente a
picada do dedo, mas que nao estd atrelado a complicagbes®™

Comentirios e Consideracies sobre a Pesquisa:

Estudo relevante, detalhado, muito amplo & extenso em termos de periodo de execucdo - desde aprovacao
pelo CEP - 2021 até 2028,

O estudo tem uma proposta inovadora de buscar desenvolver um método diagndstico usando particulas
magnéticas para detecgio de antigenos virais em amostras de swab de pacientes positivos para COVID-19.
Amostra: Amostras de soro, plazma, sangue total @ swab de 3000 individuos (n=3.000), =endo classificados
em individuos com teste positive para COVID-19 sem comorbidades associadas (n=500), com teste positivo
para COVID-18 com diabetes (n=500), com teste positive para COVID-19 com hipertensdo (n=500), com
teste negativo para COVID-19 sem comorbidades associadas (n=500), com teste negativo para COVID-18
com diabetes (n=500) e com teste positive para COVID-19 com hipertensido (n=500) serdo estudados.

Endereco: Rua Padre Camargo, 285 - 1° andar

Bairra: Allo da Glana CEP: 80.060-240
UF: PR Municipio: CURITIBA
Telefone: (41)3360-7258 E-mail: comebca saude@ulps b
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Continuagao do Parecer: 4.653.314

Consideragtes sobre os Termos de apresentacio obrigatéria:
Todos os termos obrigatdrios foram anexados.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequactes:

Todas as pendéncias foram atendidas. Protocolo em condicbes de aprovacio.

Favor inserir em seu TCLE e TALE o nimero do CAAE e o ndmers do Parecer de aprovacio, para que
possa aplicar aos participantes de sua pesquisa, conforme decisao da Coordenacao do CEPISD de 13 de
julhe de 2020.

Apd=s o isolamento, retornaremos 4 obrigatoriedade do carimbo e assinatura nos termos dos novos projetos.
Cualquer davida, retomar e-mail ou pelo WhatsApp 41-3360-7259.

Consideractes Finals a eritério do CEP:

Solicitamos que sejam apresentados a este CEP, relatérios semesirais e final, sobre o andamento da
pesquisa, bem como informactes relativas as modificagtes do protocolo, cancelamento, encerramento e
destino dos conhecimentos obtidos, através da Plataforma Brasil - no moda: NOTIFICACAO. Demais
alteragdes e promogacao de prazo devem ser enviadas no modo EMENDA. Lembrando que o cronograma
de execugao da pesquisa deve ser atualizado no sistema Plataforma Brasil antes de enviar solicitacao de
promogacao de prazo.

Emenda — ver modelo de carta em nossa pagina: www.cometica. ufpr.br (obrigatério envia)

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abalxo relaclonados:

Tipo Documento Arquivo ﬁnﬁlagm Autor Situagio
Informactes Basicas| PE_INFORMACOES BASICAS DO _P 2810472021 Aceito
do Projeto ROJETO 1707952 pdf 20:50:53
TCLE / Termos de |RZTCLEComigido.dock 2810412021 |Fabiane Gomes de Aceito
Assentimento | 20:50:23 | Moraes Rego
Justificativa de
Auséncia _

Outros RZCartaRespostaPendencias docx 28/04/2021 |Fabiane Gomes de Aceito
20:50:02 | Moraes Rego

Outros AutorizacacManipulacacDadosArquive | 190472021 |Fabiane Gomes de Aceito
CHTCorigido.pdf 16:35:38 | Moraes Rego

Outros SolicitacacAcessoDadosArguive CHT 19/04/2021 |Fabiane Gomes de Aceito

Enderego: Rua Padre Camango, 285 - 1° andar

Bairre:  Allo da Gloria CEP: 80.060-240
UF: PR Municipio: CURITIEA
Telefane: (41)3360-7259 E-mail: comebca saude@ulpr b
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Outros Cormmigido.pdf 16:34:34 |Moraes Rego Aceito
Outros SolicitacaoAcessoDadosArquive CHCC | 19/04/2021 |Fabiane Gomes de Aceito
ormigide. pdf 16:34:11  [Moraes Rego
TCLE / Termos de | TCLECorrigido.docx 1900472021 |Fabiane Gomes de Aceito
Azsentimento / 16:32:40 |Moraes Rego
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado /| ProjetoDePesguisaCorngido.docx 19/04/2021 |Fabiane Gomes de Aceito
Brochura 16:32:19 |Moraes Rego
Linvestigador _
Outros CartaRespostaPendencias docx 19/04/2021 |Fabiane Gomes de Aceito
16:31:50 | Moraes Rego
TCLE/ Termos de | TCLE.docx 020372021 |Fabiane Gomes de Aceito
Azsentimento / 13:39:58 |Moraes Rego
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado | | ProjetoDePesquiza.docx 0210372021 |Fabiane Gomes de Aceito
Brochura 13:39:47  |Moraes Rego
Linvestigador _
Outros TemmoSolictacaoUsoProtuaniosPesquiza) 020372021 |Fabiane Gomes de Aceito
pdf 13:38:47  |Moraes Rego
Outros RequenmentodApreciacacProjeto SMS.p| 01/03/2021 |Fabiane Gomes de Aceito
df 14:34:41 | Moraes Rego
Dutros Orcamento SMS._ pdf 0170372021 |Fabiane Gomes de Aceito
14:33:23 | Moraes Rego
Outros CurriculoPesquisadoresSMS_pdf 010372021 |Fabiane Gomes de Aceito
14:32:10  [Moraes Rego
Outros Cronograma_ SMS.pdf 010372021 |Fabiane Gomes de Aceito
14:31:14  [Moraes Rego
Outros TermoConfidencialidadeDados SMS.pdf]l 01/0372021 |Fabiane Gomes de Aceito
14:28:58  [Moraes Reqgo
Outros InstrumentocDePesqusia_SMS_pdf 0170372021 |Fabiane Gomes de Aceito
_ 14:28:42  |Moraes Reqgo
Outros DecalracacAusenciaConflitolnteresse S| 01/03/2021 |Fabiane Gomes de Aceito
S, pdf 14:26:49 | Moraes Rego
Outros DeclaracacAusenciaCustos SMS. pdf 0110372021 |Fabiane Gomes de Aceito
14:25:34  [Moraes Reqo
Outros DeclaracacAusenciaCustos CHC. pdf 0170372021 |Fabiane Gomes de Aceito
14:25:00 | Moraes Rego
Outros AutorizacacParaManipulacasDosDados | 01/03/2021 |Fabiane Gomes de Aceito
SMS pdf 14:20:35 |Moraes Reqgo
Outros AutorizacaoParaManipulacacDosDados | 010372021 |Fabiane Gomes de Aceito
CHC .pdf 14:19:56 | Moraes Rego
Outros SolicitacacAcessoDadosArgquive SMS.p| 010372021 |Fabiane Gomes de Aceito
df 14:17:15  [Moraes Reqgo
Outros SolicitacacAcessoDadosArquive HT. 0170372021 |Fabiane Gomes de Aceito
El'lthl'&vl;ﬂ! Ria Padre I:ametgn. 285 - 1° andar
Bairre: Ao da Glaria CEP: 80.060-240
UF: PR Municipia: CURITIEA
Telefone: |(41)3360-7259 E-mail: comebca saude@ulps b
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Outros pf 14:15:54 [Moraes Rego Aceito
DOutros SolicitacacAcessoDadosArquive CHC p| 01 [03/2021 |Fabiane Gomes de Aceito
df 14:15:19 | Moraes Reqgo
Outros TemoDeGuardaDeMaterialBiologico pdf] 01/03/2021 |Fabiane Gomes de Aceito
14:14:13 | Moraes Reqgo
Outros DeclaracacDeCompromissoDaEquipeDal  01/03/2021 |Fabiane Gomes de Aceilo
Pesquisa. pdf 14:13:16  [Moraes Reqgo
Dutroz ConcordanciaServicosEnvolvidos CHC | 01/03/2021 | Fabiane Gomes de Aceito
Laboratorio. pdf 14:11:00 | Moraes Rego
Outros ConcordanciaServicosEnvolvidos CHC_| 01/03/2021 |Fabiane Gomes de Aceitn
DC pdf 14:10:289 | Moraes Rego
Outros ConcordanciaServicosEnvolvidos CHC | 01/03/2021 |Fabiane Gomes de Aceito
DADT. pdf 14:08:50 | Moraes Reqo
DOutros DeclaracaoCiencialnteresseCampoPesg| 01/03/2021 | Fabiane Gomes de Aceito
yiza SMS.pdf 14:08:32 | Moraes Rego
DOutros ConcordanciaDalnstitvicacCoparticipant |  01/03/2021 | Fabiane Gomes de Aceito
e CHC. pdf 14:05:07 | Moraes Reqgo
Outros CeoncordanciaDalnstiluicacCoparticipant |  01/03/2021 |Fabiane Gomes de Aceito
2 HT.pdf 14:04:31 | Moraes Rego
Outros ConcordanciaServicosEnvolvidos SAPS| 01/03/2021 |Fabiane Gomes de Aceilo
paf 14:03:08 | Moraes Rego
Dutroz AnaliseMertoCientifico. pdf 01/03/2021 |Fabiane Gomes de Aceito
14:01:18 | Moraes Rego
Outros Extratosta. pdf 01/03/2021 |Fabiane Gomes de Aceito
14:00:08 | Moraes Reqgo
Outros CartaEncaminhamentoPesquisador.pdf | 01/03/2021 |Fabiane Gomes de Aceito
13:58:31 | Moraes Reqo
DOutros CheckList_pdf 01/03/2021 |Fabiane Gomes de Aceito
13:55:58 | Moraes Rego
Folha de Rosto FolhaRosto. pdf 01/03/2021 |Fabiane Gomes de Aceito
12:14:38 | Moraes Reqo
Shtuacio do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao
CURITIBA, 05 de Maio de 2021
Assinado por:
IDA CRISTINA GUBERT
{Coordanador{a))
EIHH'I'H;G! Rua Padie I:ametgn, 285 - 1% andar
Bairro: Allo da Gldria CEP: 80.060-240
UF: PR Municipia: CURITIBA
Telefome: (41)3360-T253 E-mail: comeabca saude@idps b
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ANEXO B - PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA EM
PESQUISA COM SERES HUMANOS — HOSPITAL DO TRABALHADOR/PR

—

)

HOSPITAL DO Platalforma
PARANA TRABALHADOR/SES/PR %ﬂﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborado pela Instituigido Coparticipanta

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titule da Pesquisa: COVID-UFPR: diagnéstico imunoldgico @ biomarcadores para triagem & monitoramento

Pesquisador: Fabiane Gomes de Moraes Rego

Area Temdtica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que nfio necessita de andlise
ética por parte da COMER;);

Versdo: 2

CAAE: 43948621.7.3003.5225

Instituicdo Proponentes: Secretaria de Estado da Sadde do Parand
Patrocinador Princlpal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Nimaro do Parecer: 4.765.678

Apresentacdo do Projeto:
Trata-se de emenda com respostas as pendéncias levantadas no parecer 4. 709 286, de 13 de maio de

2021. O projeto & proposto pela UFPR e envolve a andlise de exames bioguimicos, moleculares &
soroldgicos acerca do COVID-19. Ja fol aprovado pelo CEP da instituicao proponente.

Objetivo da Pesquisa:

Determinar a sensibilidade e especificidade de conjunto de reagentes para diagndstico imunoldgico (kits
diagndsticos) e identificar marcadores laboratoriais & moleculares para triagem e monitoramento de
pacientes com COVID-19, em fase inicial @ na faze severa do processo patoldgico.

Avallagdo dos Riscos o Baneficios:
Ja avaliados no parecer anterior.

Comentarios & Consideragies sobre a Pesquisa:
Bastante pertinente e interessante no contexto atual de pandemia pelo COVID-18.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatdria:
Apresentados e validos.
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadeguacbes:

Sobre as pendé&ncias levantadas no parecer anterior (respondidas conforme carta-resposta da
pesquisadara):

1. Explicitar a forma de armazenamento das amostras no longoe prazo; foi explicade o processo de
armazenamento no biorrepositério da UFPR (pendé&ncia atendida).

2. Explicitar o0 modo de selecio dos pacientes classificados como graves no Complexo Hospitalar do
Trabalhadoer & como se dara o processo de obtencao do consentimento livre e esclarecido (incluindo os
casos em que os participantes estejam impossibilitados de consentir); fol explicado que os pacientes graves
=0 aqueles que necessitaram de entubacio. Sobre o processo de consentimento esclarecido, a autora
esclarece gue vai seguir "as diretrizes preconizadas no Hospital do Trabalhador®. Embora esta resposta seja
inespecifica, tendo em vista a importancia da pesquisa e o fato de ja ter sido aprovada no CEP da instituicao
de origem consideramos que esta pendéncia também foi atendida.

Consideragdes Finals a critério do CEP:
Relembramos os autores que devem ser seguidas as determinagbes da resolugao 466/2012 e da norma
operacional 01/2013 do CNS. Assim, é responsabilidade do pesguisador encaminhar eoma NOTIFICACAD

0% sequintes documentos:

- Relatérios parciais (semestrais), se for o caso

- Relatdrio final

- O trabalho concluido (publicagdo, anais de congresso, etc)
- Comunicacao de eventos adversos (se houver)

- Comunicagao de inicio do trabalho e término do mesmao

Alteraches no projeto (inclusive em relagio 4 equipe de pesquiza) devem ser submetidos como EMENDA.

E=zte parecer fol elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Docurmento Arguivo Postagem Autor Situacao
Informacdes Basicas| PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO P | 22/05/2021 Aceilo
do Projeto ROJETO 1748016 pdf 18:33:36
Outros CartaRespostaPendenciasHT docx 2210572021 |Fabiane Gomes de Aceito

18:32:43 | Moraes Rego
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TCLE ! Termos de  |RZTCLEComigido.docx 28/04/2021 |Fabiane Gomes de Aceito
Azsentimento / 20:50:23 |Moraes Rego
Justificativa de
Outros R2CartaRespostaPendencias. docx 280472021 |Fabiane Gomes de Aceito
20:50:02 | Moraes Reqo
Outros AutorizacaoManipulacacDadosArgquive_ | 19/04/2021 | Fabiane Gomes de Aceitn
CHTCormrigido.pdf 16:35:38  |Moraes Rego
Outros SolicitacacAcessoDadosArquive CHTC | 19/04/2021 |Fabiane Gomes de Aceitn
orrigido. pdf 16:34:34 | Moraes Reqo
Outros SolicitacacAceszsoDadosArquive CHCC | 19/04/2021 |Fabiane Gomes de Aceito
orrgidoe. pdf 16:34:11 | Moraes Rego
TCLE / Termos de | TCLECorrigido.docx 19/04/2021 |Fabiane Gomes de Aceito
Assentimento / 16:32:40 |Moraes Rego
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado /| ProjetoDePesquisaConmigido. docx 19/04/2021 |Fabiane Gomes de Aceito
Brochura 16:32:18 |Moraes Rego
Investigador _
Outros CanaRespostaPendencias docx 1900472021 |Fabiane Gomes de Aceitn
16:31:50 [Moraes Rego
TCLE f Termos de | TCLE docx 0210372021 |Fabiane Gomes de Aceito
Assentimento | 13:39:58 |Moraes Rego
Justificativa de
 Auséncia : » : :
Projeto Detalhado | | ProjetoDePesquisa.docx 021032021 |Fabiane Gomes de Aceitn
Brochura 13:39:47 | Moraes Rego
Investigador
Outros TermoSolictacaoUsoProtuaricsPesquiza) 02/03/2021 |Fabiane Gomes de Aceito
paf 13:38:47 | Moraes Rego
Outros RequermentoApreciacacProjeto SMS.p| 01/03/2021 |Fabiane Gomes de Aceito
df 14:34:41 | Moraes Reqo
Outros Orcamento SMS_pdf 011032021 |Fabiane Gomes de Aceitn
14:33:23  [Moraes Rego
Outros CurriculoPesquisadones  SMS pdf 0170372021 |Fabiane Gomes de Aceito
14:32:10 | Moraes Rego
Outros Cronograma_SMS. pdf 0170372021 |Fabiane Gomes de Aceitn
14:31:14 | Moraes Rego
Outros TemoConfidencialidadeDados SMS pdff 01/03/2021 |Fabiane Gomes de Aceitn
14:29:58 | Moraes Rego
Outros InstrumentoDePesqusia SMS. pdf 0170372021 |Fabiane Gomes de Aceito
_ 14:28:42 | Moraes Rego
Outros DecalracacAusenciaConflitolnteresse S| 01/03/2021 |Fabiane Gomes de Aceito
MS.pdf 14:26:48 | Moraes Rego
Outros DeclaracacAusenciaCustos SMS. pdf 0170372021 |Fabiane Gomes de Aceito
14:25:34 | Moraes Rego
Outros DeclaracacfusenciaCustos CHC. pdf 01/03/2021 |Fabiane Gomes de Aceito
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Situacdo do Parecer:

Aprovado

MNecessita Apreclacdo da CONEP:

Mao

Enderego:
Bairre: Movo Mundo

CEF: §1.050-000

IF: PR
Telelomne:

{41)3212-5829

Municipio: CURITIEA
Fax:

[41)3212-5709

E-mail:

Outros DeclaracacfusenciaCustos CHC. pdf 14:25:00 |Moraes Rego Aceito

Outroz AutorizacacParaManipulacacDosDados | 01/03/2021 |Fabiane Gomes de Aceito
SMS . pdf 14:20:35 | Moraes Rego

Outros AutorizacacParaManipulacacDosDados | 01/03/2021 |Fabiane Gomes de Aceito
CHC pdf 14:19:56 | Moraes Reqo

Outros SolicitacactceszoDadosfArquive SMS.pl 01/0372021 |Fabiane Gomes de Aceito
df 14:17:15  [Moraes Reqgo

Outros SolicitacactcessoDadosfArquive HT pdf] 010372021 |Fabiane Gomes de Aceito
14:15:54  |Moraez Rego

Outros SolicitacactceszoDadosfArquive CHC.p| 010372021 |Fabiane Gomes de Aceito
df 14:15:18 | Moraes Reqgo

Outroz TemoDeGuardaDeMateralBiologico.pdf]  01/03/2021 |Fabiane Gomes de Aceito
14:14:13 | Moraes Rego

Outros DeclaracaoDeCompromissoDaEquipeDal  01/03/2021 |Fabiane Gomes de Aceito
Pesquisa._pdf 14:1318 | Moraes Reqgo

Outros ConcordanciaServicosEnvolvidos CHC | 01/03/2021 |Fabiane Gomes de Aceito
Laboratorio.pdf 14:11:00 | Moraes Reqgo

Outros ConcordanciaServicosEnvolvidos CHC | 01/03/2021 |Fabiane Gomes de Aceito
DC.pdf 14:10:28  [Moraes Rego

Outroz ConcordanciaServicosEnvolvidos CHC | 01/03/2021 |Fabiane Gomes de Aceito
DADT. pdf 14:08:50 | Moraes Rego

Outros DeclaracaoCiencialnteresseCampoPesq| 01/03/2021 |Fabiane Gomes de Aceito
uiza SMS pdf 14:08:32 | Moraes Reqo

Outros ConcordanciaDalnstitvicacCoparticipant |  01/03/2021 |Fabiane Gomes de Aceito
e CHC.pdf 14:05:07  [Moraes Reqgo

Outros ConcordanciaDalnstitvicacCoparticipant |  01/03/2021 |Fabiane Gomes de Aceito
e HT . pdf 14:04:31 | Moraez Rego

Outros ConcordanciaServicosEnvolvidos SAPS| 01/03/2021 |Fabiane Gomes de Aceito
-pdf 14:03:08  [Moraes Rego

Outroz AnaliseMeritoCientifico. pdf 01/03/2021 |Fabiane Gomes de Aceito
14:01:18 | Moraes Rego

Outroz Extratofta. pdf 01/03/2021 |Fabiane Gomes de Aceito
14:00:08 | Moraes Reqgo

Outros CartaEncaminhamentoPesquisador pdf | 010372021 |Fabiane Gomes de Aceito
13:59:31 | Moraes Reqgo

Outros CheckList pdf 01/03/2021 |Fabiane Gomes de Aceito
13:55:58  |Moraes Reqgo
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CURITIBA, 10 de Junho de 2021

Aszszinado por:

FABIO TERABE
(Coordanador(a))
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