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ALMEIDA, Rebhecca. Variantes genéticas do ACE2 e seus impactos em
mulheres gravidas com COVID-19 e pré-eclampsia. 2024. 59. Trabalho de
Conclusédo de Curso (Graduagdo em Biomedicina) - Universidade Federal de
Pernambuco, Recife, 2024.

RESUMO

A gestagao € um fendbmeno fisioldgico, caracterizado por inUmeras mudangas que
sao necessarias para a formacédo e o desenvolvimento do feto. A COVID-19 pode
gerar diferentes complicagdes na gravidez, dentre elas, disturbios hipertensivos,
assim como ocorre na pré-eclampsia. O SARS-CoV-2 infecta as células humanas a
partir da ligagdo da proteina spike ao receptor da enzima conversora de
angiotensina (ACEZ2), expresso em diversos tecidos, dentre eles a placenta. A
funcdo deste receptor envolve a regulagdo da pressao arterial, a partir da clivagem
da angiotensina Il em angiotensina (1-7), promovendo efeitos vasodilatadores.
Sabendo que polimorfismos pode afetar a expressao do gene, o presente estudo
identificou a frequéncia dos SNPs intrénicos rs2285666 (g.14845; G>A), rs1978124
(9.7130; G>A) e rs2106809 (g.7132; T>C) em 688 mulheres gravidas no estado de
Pernambuco. As amostras sanguineas destas pacientes, advindas do Instituto de
Medicina Integral Professor Fernando Figueira (IMIP) e do Hospital das Clinicas
(HC), foram coletadas para a realizagcdo da genotipagem por meio do
sequenciamento Sanger. Os alelos, gendtipos e haplétipos foram analisados quanto
a associagdo com a gravidade da COVID-19 e com a pré-eclampsia (PE), a
diferenca entre a gravidade na gestacdo entre a COVID-19 e a PE, e a possivel
influéncia do SARS-CoV-2 na gravidade da PE. Contudo, ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significativas em relagdo a gravidade da COVID-19 e da
pré-eclampsia (p>0,05). No entanto, analises da expresséo génica do receptor e o

desequilibrio de ligagdo dos SNPs devem ser realizadas para a devida confirmacgéo.

Palavras-chave: COVID-19. Polimorfismo. ACE2. Gravidez. Pré-eclampsia.



ALMEIDA, Rebhecca. Genetic variants of ACE2 and their impacts on pregnant
women with COVID-19 and preeclampsia. 2024. 59. Trabalho de Conclusao de
Curso (Graduagado em Biomedicina) - Universidade Federal de Pernambuco, Recife,
2024.

ABSTRACT

Pregnancy is a physiological phenomenon, characterized by numerous changes that
are necessary for the formation and development of the fetus. COVID-19 can cause
different complications in pregnancy, including hypertensive disorders, as occurs in
pre-eclampsia. SARS-CoV-2 infects human cells by binding the spike protein to the
angiotensin-converting enzyme receptor (ACEZ2), expressed in various tissues,
including the placenta. The function of this receptor involves the regulation of blood
pressure, through the cleavage of angiotensin Il into angiotensin (1-7), promoting
vasodilatory effects. Knowing that polymorphisms can affect gene expression, the
present study identified the frequency of the intronic SNPs rs2285666 (g.14845;
G>A), rs1978124 (g.7130; G>A) and rs2106809 (g.7132; T>C ) in 688 pregnant
women in the state of Pernambuco. Blood samples from these patients, coming from
the Instituto de Medicina Integral Professor Fernando Figueira (IMIP) and Hospital
das Clinicas (HC), were collected for genotyping using Sanger sequencing. The
alleles, genotypes and haplotypes were analyzed for their association with the
severity of COVID-19 and pre-eclampsia (PE), the difference between severity during
pregnancy between COVID-19 and PE, and the possible influence of SARS -CoV-2
on the severity of PE. However, no statistically significant differences were observed
in relation to the severity of COVID-19 and pre-eclampsia (p>0.05). However,
analyzes of the receptor's gene expression and the linkage disequilibrium of the
SNPs must be carried out for proper confirmation.

Key words: COVID-19. Polymorphism. ACE2. Pregnancy. Preeclampsia.
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1 INTRODUGAO

A COVID-19 é uma doenga respiratoria provocada pelo novo coronavirus
(SARS-CoV-2), cuja pandemia foi declarada pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) em margo de 2020. A transmissdo ocorre principalmente por meio de
goticulas liberadas durante a fala, tosse ou espirro de individuos infectados.; e o
individuo pode ser assintomatico, apresentar sintomas leves ou mais severos. Os
principais sintomas dos individuos que desenvolvem COVID-19 sdo febre, tosse e
fadiga, entretanto, também ha outros sintomas possiveis como producdo de
secrecao, dores de cabega, tosse com sangue, diarreia, dificuldade respiratéria e

diminuicao do numero de linfécitos no sangue (Rothan & Byrareddy, 2020).

Mulheres gravidas que séao infectadas pelo SARS-CoV-2 tendem a apresentar
piores sinais clinicos em comparacéo a mulheres ndo gravidas. Isso ocorre porque
ha mudangas fisiolégicas durante o periodo gestacional, como por exemplo, a
supressao do sistema imunoldgico, importante para evitar a rejeicdo do feto. Essa
supressao confere uma maior vulnerabilidade das gestantes para infecgées. Devido
a essas complicagdes, ha uma maior chance de hospitalizagdes, uso de ventilagcdo
mecanica e aumento da mortalidade. Além disso, também é um fator de risco para

morte fetal ou parto prematuro (Lai et al., 2020).

Alguns estudos apontam uma possivel relagcdao entre a COVID-19 e a
pré-eclampsia (PE), devido a algumas semelhangas na sintomatologia. A
pré-eclampsia € uma desordem obstétrica frequente e uma das principais razbes
para a morbidade e mortalidade materna e neonatal. Pode apresentar diversas
manifestacdes, desde uma hipertensdo leve e proteinuria, até uma hipertensao
grave que pode desencadear convulsdes e danos em varios 6rgaos, podendo levar
a morte materna (Sibai; Kker; Kupferminc, 2005). Os sintomas da pré-eclampsia
também podem ser observados em mulheres com COVID-19, o que pode dificultar a
distincdo entre as duas condicbes e, por isso, aumentam as chances de um
diagndstico erréneo.

O receptor da enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2) tornou-se um
componente crucial para a compreensao da infeccdo do SARS-CoV-2. O ACE2 é
uma proteina presente na superficie de células pulmonares, endoteliais, cardiacas,

renais, dentre outros. Sua fungéo é regular a presséo arterial, através da converséo
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da angiotensina Il em angiotensina 1-7, uma molécula com efeitos vasodilatadores e
antiinflamataérios (Simdes e Silva et al., 2013). A entrada do SARS-CoV-2 nas células
do hospedeiro ocorre através da ligagao da proteina spike do virus com o receptor
ACE2 (Gheblawi et al., 2020). Durante a infec¢cado, ha uma diminuigdo na expresséo
deste receptor, podendo resultar em desequilibrio no SRAA, prevalecendo as
propriedades vasoconstritoras e pré-inflamatérias da angiotensina Il. Na gestagao, a
infeccao pode interferir no SRAA na regiao placentaria, comprometendo a perfusao
e a pressao arterial materna (Cruz et al., 2021).

Polimorfismos no gene ACEZ2 podem influenciar na sua expressao e afinidade,
0 que, por sua vez, pode ter um impacto na capacidade da interagcédo do virus com o
receptor. Os SNPs rs1978124 (g.7130; G>A) e rs2285666 (g.14845; G>A) estao
localizados no inicio do intron 2 e 3, respectivamente, e tém o potencial de criar
novos sitios de splicing, afetando o processamento do mRNA e aumentando a
expressdo do ACE2 (Molina et al., 2022). Além destes, o polimorfismo rs2106809
(g.7132; T>C), localizado no inicio do intron 2, pode influenciar nos niveis de
angiotensina 1-7 (Liu et al., 2016). As variagdes nos niveis dessa molécula podem
ter consequéncias significativas decorrentes da infecgdo pelo virus da COVID-19
(Carpenter et al., 2022).

Assim, verificar a prevaléncia destes polimorfismos no gene ACE2 é
fundamental para compreender como estas variagdes genéticas podem impactar na
suscetibilidade a infeccdo pelo SARS-CoV-2 e na gravidade da COVID-19 nas
mulheres gravidas de Pernambuco. Isso pode levar a identificagdo de
biomarcadores e a implementacdo de estratégias de manejo clinico mais

direcionadas.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Historico bA COVID-19 E SEU IMPACTO NA GESTACAO

Inumeros casos de uma sindrome respiratéria aguda grave passaram a ser
registrados em dezembro de 2019, na cidade de Wuhan, provincia de Hubei,
localizada na China (Ferrer-Oliveras et al., 2021), apdés a exposi¢cao de alguns

individuos a um Mercado Atacadista de Frutos do Mar. O agente etiolégico foi
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identificado como sendo o SARS-CoV-2 (Coronavirus da Sindrome Respiratéria
Aguda Grave 2) e a doenga, por ele causada, foi denominada COVID-19 (do inglés -
Coronavirus Disease - 2019) (Ahmad et al., 2020). Em margo de 2020, ja existiam
118 mil casos confirmados em 114 paises e 4.291 mortes, quando entdo a
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) declarou estado de emergéncia de saude
publica internacional e anunciou que a COVID-19 se tornara uma pandemia
(Organizacao Pan-Americana da Saude, 2023).

A rapida disseminagdo do virus se deu devido ao facil processo de
transmissao, que ocorre a partir do contato direto ou indireto com secrecdes
respiratorias de pessoas infectadas. A sintomatologia clinica da COVID-19
apresenta um amplo espectro, abrangendo desde casos assintomaticos, leves,
moderados a graves, podendo requerer hospitalizacdo, uso de oxigénio ou
ventilagdo (Zizzo et al., 2022). Os sintomas mais comumente observados sao
semelhantes ao de um resfriado, como tosse, espirro, febre, dor de garganta
(Wiersinga et al., 2020). Fatores que sao considerados mais graves se enquadram
em complicagbes extrapulmonares, como trombose vascular, coagulopatia, e
também sindrome hiper inflamatoria (McCalum et al., 2021).

Existem grupos que sao considerados de risco, compostos por pessoas que
apresentam uma maior probabilidade de sofrerem consequéncias adversas
decorrentes da sobreposi¢cao da COVID-19 a uma condigao pré-existente capaz de
fragilizar o individuo. Fazem parte desses grupos idosos, imunodeprimidos e
pessoas com doencas de base como diabetes mellitus, hipertensao arterial, doencgas
cardiovasculares, entre outras (Zhou; Zhang; Qu, 2020). Individuos que pertencem
aos grupos de risco apresentam maior susceptibilidade de serem considerados
casos mais graves da COVID-19 e de enfrentar complicagbes adversas decorrentes
da doenga (Organizagao Pan-Americana da Saude, 2023), por isso é essencial uma
maior atencado e abordagem mais sensivel a esses grupos a fim minimizar os riscos
de complicagdes (Dashraath et al., 2020).

O Brasil é o segundo pais com o maior numero de mortes por COVID-19 no
mundo, ficando atras apenas dos Estados Unidos (Our World in Data, 2023). Até o
momento foram confirmados cerca de 37 milhdes e 900 mil casos e mais de 700 mil
Obitos acumulados desde o estabelecimento da doenca no pais. No nordeste foram,

aproximadamente, 7 milhdes de casos e 136 mil obitos, e o estado de Pernambuco
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representa quase um quinto do quantitativo referente a regido, sendo o 3° estado
com maior numero de o6bitos (Brasil, 2023).

As mulheres gravidas sao frequentemente afetadas por doencgas respiratoérias,
que estdo associadas a casos de infecgdes graves e mortalidade materna, devido a
alteragdes cardiorrespiratorias e imunolégicas que ocorrem durante o periodo
gestacional (Dashraath et al., 2020). Os sintomas mais relatados foram febre, tosse,
mialgia e dispneia, e as alteragdes laboratoriais mais encontradas foram leucopenia
e aumento da proteina C reativa (PCR) (Dileep; Zainalabdin; Aburuz, 2022).

Para frear a disseminagdo do virus, foram empregadas medidas para
combater o contagio da COVID-19, a fim de evitar a superlotagcdo dos sistemas de
saude e mortes. Inicialmente, varios paises fecharam suas fronteiras e adotaram
medidas internas como o0 uso de mascaras faciais, agdes de conscientizacdo da
importédncia da higiene das mé&os e do isolamento social, dentre outras
(Wilder-Smith; Freedman, 2020). Porém, essas medidas foram insuficientes, sendo
necessaria a determinacao do lockdown. Diante deste cenario, o distanciamento
social fez com que surgisse a necessidade de adaptagdo, por exemplo, dos
ambientes de trabalho e escolares, a partir da implementacdo do home office e aulas
remotas (Nascimento et al., 2021).

A vigilancia gendmica do SARS-CoV-2 durante a pandemia foi de extrema
relevancia, por influenciar diretamente nas acdes de politicas de saude publica para
o desenvolvimento de estratégias de contencdo da disseminagdo do virus (Turci;
Holliday; Oliveira, 2020). No entanto, esse monitoramento deve ser continuo, visto
que esse virus apresenta uma alta taxa de mutagao, o que permite o surgimento de
novas variantes, podendo, por exemplo, acarretar no comprometimento na eficacia
dos imunizantes (Marquitti & Kraenkel, 2021).

Uma das maiores dificuldades encontradas na pandemia foi a auséncia de
tratamento para as pessoas que foram acometidas pela COVID-19. Por isso, houve
a necessidade de desenvolver rapidamente um imunizante para tentar conter a
rapida expansao dos casos da doenca. O desenvolvimento da vacina se iniciou apés
a publicacao da primeira sequéncia de genes do SARS-CoV-2, tendo a primeira fase
de ensaio clinico sendo realizada 10 semanas apds esta publicagao (Lurie et al.,
2020). Isso foi possivel gracas a cooperacao mundial em prol do controle sanitario. A
imunizacdo € uma ferramenta crucial para impedir a disseminacdo do SARS-CoV-2

(Li et al., 2022), devido a capacidade de evitar a doenga e reduzir os efeitos em
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larga escala (Su; Du; Jiang, 2020). No ambito mundial, foram desenvolvidas varias
vacinas por diferentes fabricantes, que utilizam diferentes tecnologias. Um dos
maiores impasses relacionados as vacinas se deve a ma distribuicdo dos primeiros
lotes dos imunizantes anti-SARS-CoV-2 no mundo (Oliveira et al., 2021).

Desde a sua disponibilidade, mais de 13 bilhdes de doses da vacina ja foram
administradas no mundo (Johns Hopkins, 2023). No Brasil, o processo de
imunizagao iniciou-se em janeiro de 2021, nos profissionais da saude e idosos acima
de 75 anos, e apenas no segundo semestre do mesmo ano, que ocorreu na
populacdo geral, totalizando aproximadamente 519 milhdes de doses aplicadas
(Brasil, 2023). Em junho de 2021, as gestantes foram incluidas como grupo
prioritario, inicialmente sendo vacinadas com a Oxford/AstraZeneca. No entanto,
apos relatos de casos de Sindrome de Trombose com Trombocitopenia, a ANVISA
suspendeu o uso dessa vacina e optou substituir pela Pfizer (Silva et al., 2023).
Atualmente, a recomendagao da Organizagdo Mundial da Saude € que as gestantes
recebam uma dose Unica a cada gravidez, de preferéncia no segundo trimestre de
gestacdo (Organizacao Mundial da Saude, 2023). Essas orientagdes advindas dos
orgaos de saude visam proteger a populacao e garantir a eficacia do imunizante, ja
que os maiores desafios encontrados durante o desenvolvimento da vacina contra a
COVID-19 foram relacionados a incapacidade de manter a imunidade a longo prazo
e ao controle da tempestade de citocinas (Chung; Thone; Kwon, 2020).

Em maio de 2023, a OMS declarou o fim da Emergéncia de Saude Publica de
Importancia Internacional (ESPII). Contudo, isso ndo significa que a COVID-19 nao é
mais uma ameacga a saude, mas que apenas ocorre uma mudancga de foco voltada
para o manejo da doenga (UNASUS, 2023).

2.2 Genoma do SARS-CoV-2 e seu ciclo replicativo

O SARS-CoV-2 pertence a subfamilia Coronavirinae, a familia Coronaviridae,
seu genoma é constituido por uma fita simples de RNA sentido positivo, cujo
comprimento varia entre 26 e 32 kb (Wu et al., 2020), e possui trés seg¢des, sendo as
duas primeiras correspondentes a regido dos ORFs 1a e 1b e, a ultima, a regido
codificadora de proteinas estruturais (Zheng et al.,, 2023). As ORFs codificam
proteinas n&o estruturais (nsp), como a RNA polimerase dependente de RNA

(RdRp), que participam de processos envolvidos com a replicagéo viral (Rando et
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al., 2021). As proteinas de espicula (S), envelope (E), membrana (M) e
nucleocapsideo (N) compdem a estrutura do SARS-CoV-2 (figura 1). A glicoproteina
S, mais conhecida como spike, esta presente na superficie do nucleocapsideo, e
sua funcdo € promover a ligagdo do virus ao receptor da enzima conversora de
angiotensina 2 (ACEZ2) da célula hospedeira e a fusdo da membrana (Siu et al.,
2008). A proteina spike é clivada durante o processo de infeccdo em duas
subunidades, a S1, que se liga a partir do seu dominio de ligagao ao receptor (RBD)
diretamente ao dominio peptidase do ACEZ2; e a S2, que é o responsavel pela fusao
da membrana (Yan et al., 2020). A proteina E atua na montagem do nucleocapsideo
e liberagao viral, estando diretamente envolvida na patogénese (Chen; Liu; Guo,
2020). A proteina M atua na montagem do virion, moldando a curvatura da
membrana. A principal fungao da proteina N é o empacotamento do RNA genémico
viral, entretanto também age como antagonista de interferon- (IFN-B), o que facilita

o processo de infecgao viral (Cui et al., 2015).

Figura 1: Genoma e estrutura do SARS-CoV-2
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Legenda: a. Configuragdo genémica do SARS-CoV-2. As ORFs 1a e 1b correspondem a maior parte
do RNA gendmico e sdo responsaveis pela codificagdo de proteinas ndo estruturais (snp); o tergo
final condiz com a regido genémica que codificam as proteinas estruturais do nucleocapsideo. b.

Estrutura do nucleocapsideo do coronavirus, composto pelas proteinas estruturais S, E, M e N.


https://onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Chen/Yu
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O inicio da patogénese ocorre a partir da interagdo da proteina S ao receptor
celular ACE2 (figura 2). O ACE2 é uma peptidase transmembrana que esta presente
na superficie de células alveolares, cardiacas, vasculares, renais, intestinais, na
placenta, entre outros tecidos (Devaux; Rolain; Raoult, 2020). Sua fungédo esta
associada ao sistema renina-angiotensina-aldosterona, agindo no controle da
pressdo sanguinea e no equilibrio de liquidos e eletrélitos (Bosso et al., 2020). Em
relagdo a sua estrutura, possui uma regiao N-terminal, onde se encontra o dominio
peptidase (PD) e uma regidao C-terminal, que contém uma hélice transmembrana
(Yan et al., 2020). A ligagao virus-receptor € estabelecida a partir do PD com o
dominio da ligacdo ao receptor (RBD) da proteina spike e a serina-protease de
membrana tipo Il (TMPRSS2) realiza a clivagem na subunidade 2 da proteina spike,
promovendo entdo a entrada do RNA viral (Yan et al., 2020). Apos entrar na célula, o
ciclo replicativo se inicia com a traducdo do RNA viral em proteinas ndo estruturais
que vao formar o complexo replicase. Este complexo dara origem a RNA gendémico
de sentido negativo e subgenémico para a produgao de copias de RNAg positivas e
proteinas, respectivamente (Lee et al., 2022). O término do ciclo se da com a
montagem dos virions e sua maturagao no reticulo endoplasmatico rugoso e Golgi.
A sua liberagcao da célula ocorre por brotamento, e assim os virus estao aptos para

infectar novas células (Shereen et al., 2020).
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Figura 2: Ciclo replicativo do SARS-CoV-2
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Legenda: O ciclo replicativo do SARS-CoV-2 tem inicio quando a proteina spike se liga ao receptor
ACE2. Apds essa ligagdo, ocorre uma mudanga conformacional que facilita a fusdo do envelope viral
com a membrana celular. O RNAg do SARS-CoV-2 vai para o citoplasma da célula hospedeira, para
ser replicado e traduzido. Posteriormente, as proteinas virais e o RNAg recém sintetizados séao
montados em virions no reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi, sendo transportados por

vesiculas e liberados para fora da célula.

As altas taxas de mutagcdo observadas no SARS-CoV-2 propiciam o
surgimento de novas variantes do virus. Essas mutagdes ocorrem devido as altas
taxas de erro da RNA polimerase viral e tém potencial para alterar as caracteristicas
do virus, incluindo a sua viruléncia e transmissibilidade, podendo interferir na
protecdo imunoldgica fornecida pelas vacinas atualmente disponiveis (Canton et al.,
2021). A eficacia das vacinas direcionadas a proteina spike pode ser comprometida
em razao da alta taxa de mutacdo na regido gendbmica correspondente (Chung;
Thone; Kwon, 2020). Por isso, a vigilancia gendmica e as atualiza¢gdes vacinais s&o
cruciais para combater a infeccdo do SARS-CoV-2 (Li et al., 2022).
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2.3 Gestagao normal e pés-infecgao pelo SARS-CoV-2

A gestagédo € um fendmeno fisioldégico que se inicia desde a fecundagao do
espermatozoide no ovodcito até o momento do parto. Durante todo o periodo,
diversas modificagdes ocorrem no organismo da mulher para proporcionar a
formagcdo e o desenvolvimento fetal. Em geral, a gestacdo transcorre sem
complicagbes, no entanto, uma pequena parcela de gestantes podem apresentar
uma evolugao desfavoravel devido a uma doenga cronica preexistente ou agravos
imprevistos durante a gravidez (Brasil, 2023).

As gestantes apresentam um sistema imunoldgico diferenciado em razao das
alteragcbes causadas pela presenga fetal e placentaria para viabilizar a gravidez
(Racicot et al., 2014). No primeiro trimestre, ha uma predominancia de um estado
pré-inflamatério, ocasionado pela invasdo das células trofoblasticas no endométrio
com a finalidade de formar a placenta (Weng; Couture; Girard, 2023); no segundo
trimestre, ha uma transicdo para um estagio anti-inflamatério, que favorece o
desenvolvimento do feto; e no ultimo semestre, o ambiente pro-inflamatério favorece
a contracao uterina, promovendo entdo a expulsido do feto e da placenta durante o
parto (Mor et al., 2012).

Os trofoblastos sao as células da camada externa do blastocisto, que é uma
estrutura do desenvolvimento embrionario. Essas células s&o encarregadas de
propiciar a invasao do blastocisto no endométrio, fase conhecida como implantagao,
levando entdo a fixagcdo do embrido, e posteriormente dando origem a parte
embrionaria da placenta (Moore, 2013). Além disso, estdo envolvidos tanto na
regulacdo da interface materno-fetal, pois participam da remodelagdo da artéria
espiralada, como também influencia na fungdo imune, impedindo a rejei¢do do feto
semi-alogénico (Hussain et al.,, 2022). O sucesso da gravidez é resultado do
equilibrio das interagdes entre trofoblastos e células imunoldgicas deciduais que vao
dar suporte para o desenvolvimento fetal (Prabhudas et al., 2015).

Ao longo de uma gestagado saudavel, a decidua abriga células imunoldgicas,
como macréfagos, células natural killer (NK) e células T reguladoras (Treg). A
presenca de células imunitarias no local de implantagao é essencial para facilitar e

proteger a gravidez, pois modulam a fungdo imunoldégica préxima ao local de
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implantagdo do trofoblasto na decidua, além de promover uma resposta ativa em
casos de infec¢des (Mor et al., 2012).

Os macrofagos se infiltram na decidua e contribuem para um micro ambiente
marcado por reagdes inflamatorias ou maior tolerancia imunoldgica, a depender do
periodo gestacional. As células NK s&o classificadas em células NK uterinas (UNK),
células NK do sangue periférico (pNK) e células NK deciduais (dNK). dNK sdo os
leucocitos presentes na decidua no primeiro trimestre de gestagcado e vao atuar no
processo de remodelagdo da artéria espiral apos a invasdo trofoblastica (Weng;
Couture; Girard, 2023).

Mudangas nos niveis hormonais e no sistema imunoldgico durante a gestagao
podem tornar as mulheres mais suscetiveis a infecgbes. Os elevados indices de
mortalidade e as complicagdes decorrentes da infec¢ao viral sdo mais prevalentes
neste grupo em relagcdo a populagcdo em geral (Alberca et al., 2020). A COVID-19
pode causar complicagcdes obstétricas, induzidas pelo efeito viral ou pelas intensas
respostas inflamatdrias. Alteragdes imunoldgicas nas gestantes podem favorecer
estados hiper inflamatorios, elevando o risco de lesdes pulmonares e morbidade em
decorréncia da infecgao pelo SARS-CoV-2. A super ativagdo do complemento e o
aumento dos receptores toll-ike TLR-1 e TLR-7 tém sido associados a maior
liberagdo de fatores pré-inflamatérios, como IL-6, IL-12, IFN-a e TNF-a e danos
pulmonares (Rangchaikul; Venketaraman, 2021). No geral, as citocinas e os
interferons desempenham um papel crucial na manutencédo da gravidez, devido a
sua participagdo na regulagdo de processos celulares. Entretanto, quando ha um
desequilibrio, pode afetar vias relacionadas ao desenvolvimento fetal e placentario
(Yockey; Iwasaki, 2018). Um ambiente hiper inflamatério na gravidez pode ser nocivo
principalmente no neurodesenvolvimento do feto, podendo acarretar em disfuncdes
neuronais (Ferrer-Oliveras et al., 2021).

As mulheres gravidas infectadas pelo coronavirus podem apresentar sintomas
semelhantes aos que ocorrem na populagao em geral, como febre, tosse e falta de
ar. No entanto, as alteragdes fisioldégicas e imunoldgicas que acontecem no
desenvolvimento da gravidez podem predispor as gestantes a complicagdes
respiratorias mais graves. Alguns estudos mostram que a taxa de parto prematuro é
maior em mulheres gravidas com COVID-19 em comparagcdo com mulheres gravidas
saudaveis e nao infectadas em todo o mundo (Karasek et al., 2021; Marchand et al.,

2022). Além disso, ha um risco aumentado de resultados adversos, incluindo
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hospitalizagdo materna na unidade de terapia intensiva (UTI), necessidade de
suplementacao de oxigénio (pela predisposi¢cao a hipdxia devido a demanda fetal de
oxigénio), morte materna, morte fetal, ruptura prematura de membranas, parto
prematuro e baixo peso ao nascer (Dubey et al., 2020; Karagcam et al., 2022;
Narang; Enninga; Gunaratne, 2020; Pereira & Wendt, 2020; Souza et al., 2020).

2.4 Pré-eclampsia e semelhanga com a COVID-19

A pré-eclampsia (PE) € um disturbio multissistémico grave que ocorre a partir
do segundo trimestre da gestacdo. E considerada uma das principais causas de
complicagdes da gravidez, acometendo cerca de 2 a 8% das gestantes. Esta
condigdo apresenta indices elevados de morbidade e mortalidade, com cerca de 4
milhées de diagndsticos no mundo e resulta na morte de mais de 70.000 mulheres e
500.000 recém nascidos a cada ano (Dimitriadis et al., 2023). Os principais sinais
clinicos da doenga sao hipertensao arterial sistélica = 140 mmHg e/ou diastdlica = 90
mmHg de inicio precoce, acompanhada por um ou mais sinais clinicos como
proteinuria, lesdo renal, elevagcéo nos niveis das transaminases, sinais neurologicos,
alteragdes hematoldégicas, complicacbes cardiorrespiratérias ou disfungao
uteroplacentaria (Dimitriadis et al., 2023). A pré-eclampsia pode progredir para a
eclampsia, condicao caracterizada por crises convulsivas que podem causar
complicagdes mais graves, como danos cerebrais e lesbes em o6rgaos, podendo
também levar a morte materna, ou fetal devido ao desfecho adverso ocasionado
pela restricao do crescimento intrauterino (Chaiworapongsa et al., 2014). Além disso,
a maioria das mulheres que sofrem de convulsées podem desenvolver a sindrome
HELLP (Akre et al., 2022), um disturbio da gravidez que apresenta uma alta
incidéncia de mortalidade, caracterizado por hemolise, elevagao das transaminases
e plaquetopenia (Mihu et al., 2007).

A patogénese da pré-eclampsia ainda ndo € bem elucidada, porém
acredita-se que pode estar relacionada a uma disfuncdo placentaria ou a uma
intolerancia imunolégica materna. A disfungdo placentaria tem relagdo com a
invasao superficial dos trofoblastos que ndo conduz a remodelagdo da artéria
espiral, permanecendo estreita e restringindo o suprimento sanguineo ao feto. Isso

resulta numa isquemia placentaria e hipdxia, e essa condicido esta associada a uma
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diminuicdo de fatores angiogénicos, enquanto ha um aumento de fatores
antiangiogénicos, como também espécies reativas de oxigénio (ROS), citocinas
pro-inflamatérias, dentre outros (Sowmya et al., 2015). Na intolerancia imunolégica
ha um comprometimento da invaséo citotrofoblastica, que esta relacionado a uma
diminuicdo da expressdo de HLA-G (antigeno leucocitario humano G) por estas
células. O HLA-G é uma das moléculas que participa da tolerancia imunolégica na
interface materno-fetal e sua fungao esta relacionada com a inibicao da atividade de
células NK e T presentes na decidua, para que o sistema imune materno nao
reconhegca o feto como um corpo estranho, favorecendo uma gravidez sem
complicagdes (Yie et al., 2008). Mulheres com pré-eclampsia apresentam uma baixa
expressao de HLA-G, possivelmente devido a uma predisposicao, que é observada
a partir do histérico familiar, ou pela propria patogénese da doenga (Alves et al.,
2007). Assim, saber como a baixa expressdao de HLA-G pode influenciar nas
alteragdes imunoldgicas e vasculares, e a sua atuagdo como mediador na
patogénese da pré-eclampsia pode contribuir para o desenvolvimento de estratégias
terapéuticas (Goldman-Wohl et al., 2000).

A COVID-19 e a pré-eclampsia apresentam semelhangas na sintomatologia,
como a presencga do quadro hipertensivo e alteragdes vasculares secundarias, que
vao acarretar na diminui¢cado do fluxo sanguineo, e consequentemente no aporte de
oxigénio. Além disso, a infeccao pelo SARS-CoV-2 durante a gestagédo tem sido
relacionada a uma maior probabilidade de desenvolver pré-eclampsia, tanto em
pacientes sintomaticas quanto assintomaticas (Conde-Agudelo; Romero, 2021;
Mendonza et al.,, 2020). Em mulheres com pré-eclampsia, observa-se uma
supressdao do sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA), que resulta no
aumento da resisténcia vascular e compromete o desenvolvimento da hipervolemia,
um estado fisioldégico esperado durante a gestagédo (Sayad et al., 2022). Segundo
Sayad et al, 2022, a infecgdgo pelo SARS-CoV-2 também impacta
desfavoravelmente o SRAA, devido a redugdo na disponibilidade do ACE2 na
superficie celular (figura 3). A entrada do SARS-CoV-2 nas células por meio do
ACE2, cuja expressao é potencialmente ampliada durante o periodo gestacional,
pode contribuir para uma maior suscetibilidade a infeccdo pelo virus e, por
conseguinte, o risco de complicagdes durante o periodo gestacional (Sayad et al.,
2022). Embora existam semelhangas na redugdo da disponibilidade da enzima

conversora de angiotensina 2 (ACE2) na superficie celular, a patogénese da
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pré-eclampsia e da infecgdo por SARS-CoV-2 durante a gravidez apresentam
variagdes distintas. As semelhangas na sintomatologia, por vezes, podem ter
induzido a admissao de pacientes gestantes infectadas com COVID-19 em hospitais

que n&o sao especializados no tratamento de casos relacionados a gestagao.

Figura 3: SRAA normal e na infecgao pelo SARS-CoV-2
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Legenda: a. Em condigdes normais, a interagdo da angiotensina Il com seu receptor (AT1R)

desencadeia respostas pro-inflamatérias, enquanto a interagdo da angiotensina 1-7 com o MasR
induz respostas anti-inflamatérias. Ambos atuam em equilibrio para manter a pressao arterial. b. Na

infecgdo pelo SARS-CoV-2, a conversao da angiotensina Il em angiotensina 1-7 é prejudicada devido
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a indisponibilidade do receptor por estar interagindo com o virus, causando um desequilibrio e

favorecendo a vasoconstricao e a reagao proé-inflamatoéria.

2.5 Imunopatogénese do SARS-CoV-2

O virus infecta a célula do hospedeiro, utiliza o aparelho celular para se
replicar, e em seguida ocorre morte celular programada devido a infec¢do do
patdgeno intracelular. Nesse processo ha liberagdo de acidos nucleicos e ATP no
meio extracelular, o que desencadeia o estimulo das células proximas a recrutar
células imunoldgicas para o inicio da resposta inflamatéria (An Wastnedge et al.,
2020). Os Receptores Toll-like, expressos na membrana plasmatica e em
compartimentos endossomais, agem no reconhecimento dos padrbes moleculares
presentes nos coronavirus. Apds a interacdo com os PAMPs e DAMPs, os TLRs
ativam vias de sinalizagdo que estimulam a liberagdo de mediadores, como citocinas
e quimiocinas. Esses mediadores vao induzir a transcricdo e secrecao de fatores
para combater o SARS-CoV-2 nas células infectadas e nas células proximas, a partir
do recrutamento de células imunes para enfrentar a infecgcéo (Silva et al., 2021). As
células imunes inatas locais liberam citocinas pro-inflamatoérias (IL-1, IL-6, IL-8,
IL-12, TNF-a, IFN-y, dentre outras) para o recrutamento de mais células imunes
inatas e adaptativas. Em contrapartida, a produgao de citocinas inflamatdrias, como
a IL-10, atuam na modulagdo da resposta inflamatéria, buscando restabelecer a
homeostase (Yang et al., 2021).

A complexidade da reagdo inflamatodria consiste no equilibrio de combater a
infeccdo sem causar danos ao organismo. Quando modulada, a partir da produgao
balanceada de citocinas pro e anti-inflamatdrias, juntamente com a agdo coordenada
das células envolvidas e imunoglobulinas, é capaz de conter a disseminacao viral e
a recuperacdo do individuo infectado torna-se mais rapida (An Wastnedge et al.,
2020). Entretanto, nos casos mais graves da doenga ha um desequilibrio na
resposta imunoldgica, o que desencadeia um estado hiper-inflamatério conhecido

como tempestade de citocinas (figura 4).



29

Figura 4: Imunopatogénese da COVID-19
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ACEZ2, o tecido é danificado e ha liberacdo de DAMPS, além da producao de citocinas inflamatorias.
Essas citocinas vao recrutar células imunoldgicas e a interacdo destas provoca sintomas em
diferentes gravidades: leves (febre, tosse, mialgia), moderados (pneumonia) e criticos. Nos casos
mais graves, a tempestade de citocinas pode manifestar a SDRA, coagulagdo intravascular
disseminada (CIVD), além de causar a faléncia de multiplos 6rgdos como figado, coragéo, cérebro e

rins.

2.6 ACEZ2 e variantes genéticas

O gene do ACEZ2 esta localizado no brago curto do cromossomo X (Xp22),
apresentando 18 éxons e 20 introns (Ragia & Manolopoulos, 2020), dando origem a
enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2), proteina com 805 aminoacidos, cujo
peso é de aproximadamente 120 kDa (Bakhshandeh et al., 2021). Esta proteina &
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uma metalo carboxipeptidase transmembrana do tipo |, cuja atividade esta ligada a
requlacdo da homeostase do sistema renina angiotensina, desempenhando um
papel crucial na manutencao dos sistemas cardiovascular e imunolégico (Aleksova
et al., 2021). A ACE2 é expressa na maioria dos tecidos, como células pulmonares,
endoteliais, cardiacas, renais, cerebrais, dentre outros (Ashraf et al., 2021). Sua
acao na regulagédo negativa do SRAA se da a partir da clivagem da angiotensina |l
em angiotensina 1-7, que interage com o receptor do Mas (MasR), resultando em
efeitos vasodilatadores e antiinflamatorios (Oudit & Pfeffer, 2020).

Durante a fase inicial da gravidez, o ACE2 é expresso pelos citotrofoblastos
vilosos, sinciciotrofoblastos e células trofoblasticas extravilosas (Verma et al., 2021).
Entretanto, a medida que a gravidez progride, o ACE2 tende a diminuir. Essa
reducdo durante a gestacdo pode ter implicagcdes decorrentes da infeccdo pelo
SARS-CoV-2, devido a interagao da proteina viral com o receptor, interferindo o SRA
na regiao placentaria (Cruz et al., 2021). Além disso, sabe-se que a infecgédo pelo
SARS-CoV-2 também reduz a disponibilidade do ACE2 na superficie das células,
podendo representar um risco para a vascularizagao da placenta, contribuir para o
aumento da pressdo arterial materna, além de agravar condigdes preexistentes
(Cruz et al., 2021).

Polimorfismos no gene do ACE2 podem influenciar na sua expressao,por isso
€ importante avaliar a relagdo destes com os casos clinicos de mulheres gravidas
com COVID-19 e com pré-eclampsia. Os SNPs rs1978124 (g.7130; G>A) e
rs2285666 (g.14845; G>A) estdo localizados no inicio do intron 2 e intron 3,
respectivamente. Esses SNPs levam a criagcdo de um novo sitio de splicing, o que
pode interferir no processamento do mRNA e, consequentemente, na sintese da
proteina (Molina et al., 2022).

O rs1978124 foi previamente relacionado a um risco de hipertrofia ventricular
esquerda e dislipidemia, e um estudo recente de Molina et al., 2022, sugere que o
gendtipo heterozigoto confere uma protecdo em relagao a gravidade da COVID-19,
especialmente em mulheres. Por outro lado, o rs2285666 estava relacionado a
hipertenséo e insuficiéncia cardiaca devido ao aumento da expressdo do ACE2 (Pan
et al., 2018). Além destes, o polimorfismo rs2106809 (g.7132; T>C), também
localizado no intron 2, leva a criacdo de um intensificador de splicing e influencia nos

niveis circulantes de angiotensina 1-7 (Liu et al., 2016).
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Portanto, torna-se importante a verificacdo da frequéncia desses polimorfismos
no gene do ACEZ2, visando compreender a influéncia dessas variantes nos
processos de infeccdo pelo SARS-CoV-2, e também na progressao da COVID-19

para casos graves na populacédo de gestantes de Pernambuco.

3 OBJETIVOS

3.1 OBuETIVO GERAL

Avaliar as variantes genéticas do ACEZ2 e seus impactos nas gestantes com

COVID-19 e pré-eclampsia.

3.2 OBUETIVOS ESPECIFICOS

a) Determinar a frequéncia de alelos, gendtipos e haplétipos dos polimorfismos
rs2285666, rs1978124 e rs2106809 do gene ACE2 em mulheres gravidas
saudaveis, com COVID-19 e com pré-eclampsia;

b) Verificar se ha associagdo entre os polimorfismos e a susceptibilidade a
gravidade da COVID-19 e da pré-eclampsia, em comparacdo ao grupo
controle.

c) Verificar se ha influéncia na gravidade na gestacdo entre pacientes com
COVID-19 e pré-eclampsia;

d) Verificar se a infeccao pelo SARS-CoV-2 influencia na gravidade da

pré-eclampsia.



32

4 METODOLOGIA

4.1 CoLETA DE AMOSTRAS E TiPo DE EsTubo

O estudo transversal, descritivo com grupo interno de comparagao, foi
conduzido com gestantes e puérperas, diagnosticadas com COVID-19, atendidas no
Instituto de Medicina Integral Professor Fernando Figueira (IMIP) em Recife, no
estado de Pernambuco, local que foi referéncia para os casos de COVID-19 em
gestantes na capital pernambucana. A coleta das amostras e dados clinicos das
pacientes foram realizadas no ano de 2021. Todas as pacientes foram informadas
sobre o propdsito da pesquisa, e as pacientes que aceitaram participar do estudo,
assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). No IMIP, dentro
do grupo internamento do COVID-19, foram coletadas 317 pacientes, que tiveram o
sangue periférico coletados em trés momentos distintos: na triagem, durante o parto
e na enfermaria 24 horas apés o parto. Aléem disso, foram coletadas 217 gestantes,
sem suspeita de COVID, atendidas no pré-natal, para compor o grupo controle. O
projeto também consta com uma coorte de 154 amostras de pacientes com
pré-eclampsia confirmada e conta com a aprovacédo dos comités de ética da UFPE
(CAAE: 32359320.3.3002.8807), IMIP (CAAE: 32359320.3.3001.5201) e do Hospital
das Clinicas da UFPE (CAAE: 32359320.3.3002.8807).

4.2 Processamento de Células Sanguineas

As amostras de sangue periférico foram processadas e separadas por um
gradiente de densidade, adicionado 8 mL de sangue com anticoagulante EDTA
sobre 3 mL de Ficoll em um tubo cbénico de 15 mL. Em seguida, ocorreu a
centrifugacdo a 2000 RPM durante 30 minutos com uma aceleracédo de 7 e
frenagem de 5. A préxima etapa foi a remogéao do plasma, que posteriormente foi
dividido em dois criotubos, que foram armazenados e utilizados no diagndstico
sorologico. O anel de leucdcitos formado foi transferido para outro tubo cénico
contendo 15 mL, depois foi adicionado o PBS 1x para completar o volume restante.
O tubo foi homogeneizado com o intuito de lavar as células e em seguida foi

centrifugado a 1600 RPM durante 6 minutos com uma aceleracédo de 9 e frenagem
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de 7. Apds a centrifugagao, o sobrenadante foi descartado e foram adicionados 1000
ML de PBS 1x para ressuspender o pellet formado. A contagem de células foi feita
para definir a quantidade de criotubos que seriam armazenados. Na contagem de
células, foram adicionados 95uL de Trypan Blue e 5 pyL de amostra, para depois ser
homogeneizado. Apds essa etapa, foram pipetados 10 yL da mistura e adicionados
na Camara de Neubauer para ser possivel a visualizagdo no microscoépio o6ptico.
Quando a contagem de células resultava igual ou aproximado de 5 x 10 6 em 1 mL,
a amostra precisava ser dividida em trés criotubos. Seguinte da divisdo, os criotubos
foram centrifugados a 1600 RPM, durante 3 minutos. O sobrenadante foi descartado
e depois no primeiro criotubos, foi acrescentado 500uL de Trizol, no segundo
criotubo, 500uL de DNAZzol, e no terceiro nada foi adicionado. Por fim, foi realizada a
ressuspensdo do material e as células mononucleares do sangue periférico (PBMC)
foram armazenadas a -80°C em DNAzol®. O reagente DNAzol (Invitrogen, Carlsbad,
CA) foi utilizado para a extracdo de DNA e em TRIzol® Reagente (Invitrogen,
Carlsbad, CA) para a extracdo de RNA. O DNA extraido foi armazenado a -20°C e
antes de cada rodada de PCR foram aquecidas a 55°C para que todo DNA seja
diluido e homogeneizado antes de serem adicionados no mix de reagcdo em cadeia

da polimerase (PCR).

4.3 Extragdo de DNA das PBMC

Para realizar a extracdo de DNA gendmico, foram acrescentados mais 500uL
de DNAzol® Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA) em uma aliquota de PBMC, que ja
continha 500uL de DNAzol. Em seguida, as células foram lisadas no vortex por
aproximadamente 1 minuto. Foi adicionado 500uL de etanol 100% para cada 1ml de
DNAZzol, seguido de homogeneizagdo manual através de inversdo por 6 vezes, e
incubagdo a temperatura ambiente por 3 minutos. Os tubos foram centrifugados a
13.000 rpm por 10 minutos a 4 °C. Posteriormente, o sobrenadante foi descartado, e
1ml de etanol 75% foi adicionado para a lavagem do DNA. Os tubos foram
homogeneizados por inversao (6-10 vezes) e as amostras foram centrifugadas a
4000 g por 5 minutos a 4 °C. Ao finalizar, o sobrenadante foi descartado e a lavagem

do DNA foi realizada novamente com etanol 75%. Foi aguardada a evaporagao do
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etanol por aproximadamente 30 minutos com os tubos invertidos no fluxo. O DNA foi

eluido em 200 uL de NaOH a 8 mM e, por fim, armazenado a -20 °C.

4.4 Quantificagdo do DNA

A avaliagdo da quantidade de DNA foi realizada utilizando o
espectrofotometro NanoDrop 2000 (ThermoScientific, Massachusetts, Estados
Unidos da América - EUA), o que determinou a concentragdo do acido nucleico
através da razado ng/uL. A quantificacdo do DNA ocorreu pela medi¢cdo da
absorbancia a 260nm, e a pureza do DNA foi estabelecida com base na razao

260/280 nm, sendo considerado indicativo de pureza um valor entre 1,7 e 2,0.

4.5 Reagao em cadeia da polimerase (PCR) e eletroforese

Com o DNA extraido, a PCR convencional foi preparada em um volume final
de 20pl contendo 1x tamp&o da polimerase (Invitrogen, Sdo Paulo/Brasil); 1,5 mM
MgClI2; 3% DMSO; 200 pM dNTP’s, 1,0 uM de iniciadores ACE2.2 F/R, para a
amplificacdo da regido dos SNPs rs1978124 e rs2106809; ACE2.3 F/R para
amplificagdo de fragmento da regido do SNP rs2285666, ambos no gene ACE2; 1,0
unidade de Tag DNA polimerase recombinante e 100-200 ng de DNA genémico.

As condi¢cbes para a ocorréncia da PCR foram inicialmente 5 ciclos de 3
minutos a 94°C; seguida por 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 63°C e 1 minuto a 72°C.
Posteriormente, foram realizados 35 ciclos com desnaturagéo a 94°C por 1 minuto,
anelamento a 60°C por 1 minuto e extensao a 72°C por 1 minuto. Para finalizar a
reacao, foi realizado um ciclo de extensdo a 72°C por 7 minutos. Nesse caso,
apenas um controle negativo foi utilizado, contendo o mix desprovido de amostra,
uma vez que o gene em questdo € constitutivo, e espera-se que todas as amostras
sejam amplificadas. A visualizagdo do fragmento amplificado ocorreu em gel de
agarose a 1,5% em 100 mL de TAE 1x contendo 10 ul de Sybr Safe. Apds quarenta
minutos da corrida de eletroforese, a 80 mV e 150 mA, o gel foi revelado por meio de

um transiluminador, utilizando a ag&o do intercalante pela luz ultravioleta.
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4.6 Sequenciamento do DNA gendmico

Todos os produtos da PCR foram sequenciados utilizando o método de
sequenciamento Sanger, de acordo com o protocolo BigDye em sequenciador
ABI3500 da AppliedBiosystems, sendo a técnica realizada pelo Nucleo de
Plataformas Tecnoldgicas (NPT) do Instituto Aggeu Magalhées. A leitura dos SNPs
do ACEZ2 foi feita pelo programa Segman® (Roche 454, Life ScienceTM, Basel,
Whisker).

4.7 Frequéncia genética, predicao de haplétipos e andlise estatistica

Os dados relativos as frequéncias de alelos, gendtipos e haplétipos foram
submetidos a analises de associagdo por meio dos testes estatisticos de Fisher
(bilateral) e qui-quadrado (utilizando GraphPad Prism 5), onde uma significancia
estatistica foi atribuida a valores de P<0,05. O equilibrio de Hardy-Weinberg foi
avaliado com base na féormula do teorema correspondente. O haplétipo mais
provavel para cada amostra foi determinado utilizando o software Phase versao 2.1,
e apenas haplétipos com uma probabilidade superior a 98% foram considerados nas

analises.
5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 AMPLIFICACAO DE SiTIOS DO ACE?2
A figura 5 apresenta o resultado da PCR realizada para o polimorfismo
rs2285666 no gene ACE2, sendo possivel a identificagao do fragmento de 551 pares

de base (pb).

Figura 5: Eletroforese comprovando a amplificagcdo do ACEZ2 (rs2285666).

ACE 2.3 COVID INTERNAMENTO

Peso 290 291 292 2921 293 394 295 296 297 298 301 302 303 304 305 306 307 308 309 310 311 313 314

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.
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A figura 6 ilustra o resultado da amplificagdo do fragmento correspondente a
regiao onde se localizam os polimorfismos rs1978124 e rs2106809, cujo tamanho é
de 399pb.

Figura 6: Eletroforese comprovando a amplificagdo do ACE2 (rs1978124 e
rs2106809).

ACE2.2 COVID INTERNAMENTO

Peso 112 117119 120 121 122123 124 125 126 127 128 129 130 131 132 133 134 136 137 138 139 143
100pk

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

5.2 SEQUENCIAMENTO ACE2

O eletroferograma correspondente aos amplicons do ACE2 mostra as regides
polimorficas do rs2285666 (figura 7), rs1978124 (figura 8) e rs2106809 (figura 9).



Figura 7: Eletroferograma do SNP rs2285666 na regido intrébnica do gene ACE2
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Legenda: Gendtipo homozigoto (GG): pico em preto; gendtipo heterozigoto (GA): pico sobreposto em

preto e verde; gendtipo homozigoto (AA): pico em verde.



Figura 8: Eletroferograma do SNP rs1978124 na regido intrénica do gene ACE2
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Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

Legenda: Gendtipo homozigoto (GG):

preto e verde; gendtipo homozigoto (AA): pico em verde.
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pico em preto; gendtipo heterozigoto (GA): pico sobreposto em
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Figura 9: Eletroferograma do SNP rs2106809 na regido intrébnica do gene ACE2
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Fonte: Elaborado pela autora, 2024.
Legenda: Genoétipo homozigoto (TT): pico em rosa; gendtipo heterozigoto (TC): pico sobreposto em

rosa e azul; genétipo homozigoto (CC): pico em azul.

5.3 ESTUDO DO POLIMORFISMO rs2285666 NA REGIAO INTRONICA DO ACE2

A genotipagem do rs2285666 no ACE2, que aborda a regido do intron 3, foi
realizada em 298 pacientes (tabela 1). A frequéncia do alelo selvagem G foi
encontrada em 74% das amostras, e a distribuigdo genotipica GG = 56,38%, GA =
36,24%, AA = 7,38%, encontrando-se em equilibrio de Hardy-Weinberg (x> = 0,4).
Nao houveram diferengas significativas em relacdo a gravidade da COVID-19,
associacao com pré-eclampsia, diferenga na gravidade da gestacao pela COVID-19

e pré-eclampsia ou a influéncia do virus na gravidade da PE (p>0,05).
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A frequéncia do alelo mutante A do polimorfismo, detectada em 26% entre
mulheres gravidas em Pernambuco, destaca uma notavel congruéncia com os
resultados do estudo realizado por Pinheiro et al, 2019 no estado de Goias. Nesse
estudo, que abordou o impacto do rs2285666 em uma ampla faixa etaria (de 22 a 86
anos) e em ambos 0s sexos, tanto em pacientes com hipertensao arterial sistémica
(HAS) quanto no grupo de controle (saudaveis), a frequéncia do alelo mutante foi
encontrado em 28% entre mulheres nos grupos de estudo, embora nao tenha sido
observada associagao significativa (p>0,05). Em comparagdo com paises globais,
verifica-se que a frequéncia do alelo A é a mais préxima observada em europeus
(20%) e italianos (20,6%), enquanto a prevaléncia do alelo mutante é mais elevada
nos asiaticos orientais (55%), no leste asiatico (54,8%) e nos indianos (66%)
(Asselta et al., 2020; Cao et al., 2020). A discrepancia na frequéncia dos alelos,
quando comparado ao nosso estudo, pode ser atribuida a composicao especifica da
populagcdo a qual analisamos, que é composta por pacientes gravidas saudaveis,
acometidas pela COVID-19 ou pré-eclampsia e ndo com a populagao em geral.

Considerando que a presenca do SNP poderia possivelmente aumentar os
niveis de expressao do receptor ACE2 a partir da criagdo de um novo sitio de
splicing, sendo relacionado a uma menor infeccéo pelo SARS-CoV-2 (Srivastava et
al., 2020), o estudo de Novelli et al., 2020 ndo encontrou diferengas significativas
entre as distintas gravidades da COVID-19. Além deste, o estudo de Karakas Celik
et al, 2021 também n&o mostrou associacdo a gravidade da infecgcdo pelo
SARS-CoV-2. No entanto, Sheikhian et al., 2023 identificaram associa¢des entre os
gendtipos AA e GA a mortalidade em diferentes variantes do virus. Por fim, Molina et
al., 2022 encontraram associagdes entre o0 SNP e o aumento de hospitalizagao das
mulheres (OR = 6,56, IC 95% : 0,71-60,20; p = 0,048).

5.4 ESTUDO DO POLIMORFISMO rs1978124 NA REGIAO INTRONICA DO ACE2

A analise genotipica do ACEZ2, na regido do polimorfismo intrénico rs1978124,
foi realizada em 288 pacientes, conforme mostrado na tabela 2. A presenca do alelo
selvagem G foi observada em 71,53% das amostras, enquanto a distribuicéo
genotipica foi de 51,39% para GG, 40,28% para GA e 8,33% para AA, estando em
equilibrio de Hardy-Weinberg (x* = 0,04). Assim como no caso do SNP citado
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anteriormente, também ndo foram identificadas diferencas estatisticamente
significativas (p>0,05).

A frequéncia alélica do alelo A, encontrada em 28,47% dos pacientes, revela
uma prevaléncia significativa em nossa amostra. No entanto, ao compararmos com
um estudo realizado por Sheikhian et al., 2023 em 4.330 iranianos com COVID-19
de diferentes variantes, observa-se uma frequéncia mais alta, atingindo 60% para o
alelo mutante. Além disso, analisando as frequéncias alélicas em outras regioes,
nota-se uma semelhanga com as observadas em populagdes africanas (26,1%) e
em populagdes afro-americanas (26,1%), como também em algumas areas do
continente asiatico (30%) (NCBI, 2024).

Tendo em vista que a presenca do SNP possivelmente aumentaria os niveis
de expressao do receptor ACE2 a partir da criagdo de um novo sitio de splicing, e
que foi relacionado a uma menor infecgcdo pelo SARS-CoV-2, 0 nosso estudo nao
observou diferenga significativa entre o polimorfismo e as variaveis analisadas
(tabela 2). No entanto, ao comparar com os resultados de Molina et al., 2022, o
gendtipo A/G dos SNPs rs1978124 era predominante no grupo de pacientes
ambulatoriais, demonstrando uma associagao significativa entre o polimorfismo e a
protecdo de acordo com a condig¢ao clinica (OR = 0,37 (0,14-0,96); p = 0,038). Por
outro lado, no estudo de Sheikhian et al., 2023 o gendtipo TC foi relacionado a
mortalidade por COVID-19 nas variantes Omicron BA.5 e Alpha, enquanto o
genotipo TT foi associado a mortalidade na variante Delta. As diferencas na
populacdo de estudo e no enfoque da pesquisa pode influenciar nos resultados
obtidos, ja que os grupos analisados nos outros estudos foram determinados a partir
da gravidade da doenca, sem distingdo de sexo (Molina et al., 2022) e avaliando o

impacto em relagao a diferentes variantes do virus (Sheikhian et al., 2023).

5.5 ESTUDO DO POLIMORFISMO rs2106809 NA REGIAO INTRONICA DO ACE2

Na regiao intrénica do gene ACE2, o polimorfismo rs2106809 foi avaliado em
289 diferentes amostras, em que o alelo selvagem G apresentou uma frequéncia de
79%. A distribuicdo genotipica TT (62,28%), TC (32,87%) e CC (4,84%) estava em

equilibrio de Hardy-Weinberg (x* = 0,59). Nao houve diferengas significativas na



42

distribuicdo de gendtipos e alelos em relagéo a gravidade da COVID-19, associagéo
com pré-eclampsia, diferenga na gravidade da gestacdo pela COVID-19 e
pré-eclampsia ou a influéncia do virus na gravidade da PE (tabela 3).

A frequéncia do alelo C mutante foi encontrada em 21% das amostras
analisadas. O estudo conduzido por Mohammadi-Berenjestanaki e colaboradores
em 142 pacientes iranianos mostrou a frequéncia de 39,2% do alelo mutante no
grupo das mulheres. Embora a frequéncia do alelo selvagem tenha sido maior nas
pacientes que apresentaram a forma grave da doenga, ndo houve associagao
estatistica significativa (p = 0,22), assim como no nosso estudo. Por outro lado, trés
estudos associaram o alelo T a um risco de hipertensdo nas populagdes chinesas e
indianas (Fan et al., 2007; Liu et al., 2016; Patnaik et al., 2013).

No que diz respeito a fungao polimorfismo rs2106809, que potencialmente
favorece o processo de splicing alternativo, possivelmente gerando isoformas do
receptor, poderia afetar a ligacdo com a proteina spike do SARS-CoV-2 e
consequentemente, trazer diferengas quanto a infectividade do virus e a gravidade
da COVID-19. Entretanto, ndo foram encontradas diferengas significativas em
relacdo as variaveis analisadas no estudo envolvendo mulheres gravidas
pernambucanas (tabela 3). Nossa conclusao se assemelha ao estudo de Karakas et
al., 2021, no qual o SNP em questao nao demonstrou associagdo com a gravidade
da infeccdo por COVID-19. Em contrapartida, os achados do estudo de Molina et al.,
2022 indicam que o polimorfismo rs2106809 esta associado a um aumento no risco
de hospitalizagdo. Vale ressaltar que nenhum dos estudos avaliam o impacto do
polimorfismo na gravidez, além de serem realizados com grupos populacionais

distintos.
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ACE2 (rs2285666)
Caracteristicas das pacientes GG GA AA G A p
N =168 % N=108 % N=22 % N =444 % N=152 %

Associagdo com a gravidade da COVID-19

COVID-19 +48h de internagéo 73 43.5 52 48.1 6 27.3 0.1946 198 446 64 421 0.6363

Ambulatério (IgG+) 95 56.5 56 51.9 16 72.7 246 55.4 88 57.9

Total 168 100 108 100 22 100 444 100 152 100
Associagdo com a Pré-Eclampsia (PE)

PE (IgA-) 62 39.5 40 41.7 7 304 0.6128 164 40.0 54 38.0 0.6917

Ambulatério (IgG+) 95 60.5 56 58.3 16 69.6 246 60.0 88 62.0

Total 157 100 96 100 23 100 410 100 142 100
Diferencga entre gravidade na gestagéao pela PE e
pela COVID-19

PE (IgA-) 62 55.9 40 54.1 7 58.3 0.9489 164 55.4 54 55.1 1.0000

COVID-19 +48h de internagao (s/ PE) 49 44 1 34 45.9 5 41.7 132 44.6 44 44.9

Total 111 100 74 100 12 100 296 100 98 100
Influéncia do SARS-CoV-2 na gravidade da PE

COVID-19 + PE 29 31.9 22 355 1 12.5 n/a 80 32.8 24 30.8 0.7823

PE (IgA-) 62 68.1 40 64.5 7 87.5 164 67.2 54 69.2

Total 91 100 62 100 8 100 244 100 78 100

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

Legenda: N = numero amostral; P = p valor; G = alelo selvagem; A = alelo variante.
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Tabela 2 - Frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo rs1978124 de acordo com as caracteristicas das pacientes

ACE2 (rs1978124)
Caracteristicas das pacientes GG GA A
N =148 % N=116 % N=24 % N=409 % N=164 % i

Associagdo com a gravidade da COVID-19

COVID-19 +48h de internacao 61 421 47 40.5 10 41.7 0.9682 169 41.6 67 40.9 0.9252

Ambulatério (IgG+) 84 579 69 59.5 14 583 237 584 97 59.1

Total 145 100 116 100 24 100 406 100 164 100
Associagao com a PE

PE (IgA-) 64 43.2 44 38.9 8 36.4 0.7040 172 421 60 38.2 0.4454

Ambulatério (IgG+) 84 56.8 69 61.1 14  63.6 237 579 97 61.8

Total 148 100 113 100 22 100 409 100 157 100
Diferenga entre gravidade na gestagao pela PE e pela
COVID-19

PE (IgA-) 64 58.7 44 55.0 8 571 0.8781 172 57.7 60 55.6 0.7340

COVID-19 +48h de internagéao (s/ PE) 45 41.3 36 45.0 6 42.9 126 423 48 44 4

Total 109 100 80 100 14 100 298 100 108 100
Influéncia do SARS-CoV-2 na gravidade da PE

COVID-19 + PE 22 25.6 18 29.0 5 38.5 0.6099 62 26.5 28 31.8 0.4032

PE (IgA-) 64 74.4 44 71.0 8 61.5 172 73.5 60 68.2

Total 86 100 62 100 13 100 234 100 88 100

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

Legenda: N = numero amostral; P = p valor; G = alelo selvagem; A = alelo variante.



Tabela 3 - Frequéncias genotipicas e alélicas de acordo com as caracteristicas das pacientes do polimorfismo rs2106809
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ACE2 (rs2106809)
Caracteristicas das pacientes L e cc T ¢
N =180 % N=95 % N=14 % N=453 % N=123 % P

Associagdo com a gravidade da COVID-19

COVID-19 +48h de internagao 75 41.7 41 441 3 25.0 0.4508 191 42.2 47 40.2 0.7527

Ambulatério (IgG+) 105 58.3 52 55.9 9 75.0 262 57.8 70 59.8

Total 180 100 93 100 12 100 453 100 117 100
Associagao com a PE

PE (IgA-) 68 39.3 43 45.3 5 35.7 0.5835 179 40.6 53 431 0.6787

Ambulatério (IgG+) 105 60.7 52 54.7 9 6;' 262 59.4 70 56.9

Total 173 100 95 100 14 100 441 100 123 100
Diferenca entre gravidade na gestagao pela
PE e pela COVID-19

PE (IgA-) 68 55.7 43 58.9 5 62.5 0.8674 179 56.5 53 59.6  0.6295

COVID-19 +48h de internagéao (s/ PE) 54 44.3 30 411 3 37.5 138 43.5 36 40.4

Total 122 100 73 100 8 100 317 100 89 100
Influéncia do SARS-CoV-2 na gravidade da
PE

COVID-19 + PE 31 31.3 14 24.6 0 0 n/a 76 29.8 14 20.9 0.1700

PE (IgA-) 68 68.7 43 75.4 5 100 179 70.2 53 79.1

Total 99 100 57 100 5 100 255 100 67 100

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

Legenda: N = numero amostral; P = p valor; T = alelo selvagem; C = alelo variante.
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5.6 ESTUDO DOS HAPLOTIPOS DAS REGIOES INTRONICAS DO GENE ACE2

Foram identificados a presenca de seis possiveis haplétipos em 456 pacientes
com os SNPs rs2285666, rs1978124 e rs2106809 (tabela 4). A distribuicdo das
frequéncias haplotipicas foi de 11,96% para AGC; 5,82% para AGT; 33,81% para
GAT; 3,18% para GGC; 45,12% para GGT; e 0,11% para AAT.

A analise dos haplétipos foi realizada para investigar se a combinagao dos
polimorfismos genéticos apresentava diferengcas estatisticamente significativas,
considerando a auséncia de associacdo estatistica quando os SNPs foram
analisados individualmente. No entanto, nenhuma diferenga significativa foi

observada entre esses haploétipos.
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Tabela 4 - Distribuigdo dos haplétipos do gene ACEZ2 (rs2285666, rs1978124, rs2106809) de acordo com as caracteristicas das

pacientes
Haplétipo (ACE-2 rs2285666, rs1978124 e rs2106809)
Caracteristicas das pacientes AGC AGT GAT GGC GGT AAT
N % P N % P N % P N % P N % P N % P
Associagao com a gravidade da COVID-19
COVID-19 +48h de internagao 20 105 0.3139 11 58 1.0000 60 314 04798 8 4.2 0.0601 92 48.2 0.3898 0 0.0 n/a
Ambulatoério (IgG+) 36 13.8 16 6.2 91 35.0 3 12 114 43.8 0 0.0
Associagao com a PE
PE (IgA-) 28 154 0.6816 10 55 0.8395 56 30.8 0.3584 6 3.3 0.1704 81 445 09226 1 0.5 n/a
Ambulatério (IgG+) 36 13.8 16 6.2 91 35.0 3 12 114 43.8 0 0.0
Diferenga entre gravidade na gestagao pela
PE e pela COVID-19
PE (IgA-) 28 154 0.5177 10 55 1.0000 56 30.8 1.0000 6 3.3 0.5687 81 445 09094 1 05 n/a
COVID-19 +48h de internagao (s/ PE) 17 125 8 59 42 30.9 7 51 62 456 0 0.0
Influéncia do SARS-CoV-2 na gravidade da PE
COVID-19 + PE 3 6.5 01502 3 6.5 0.7288 17 37.0 0.4799 1 2.2 1.0000 22 47.8 0.7413 0 0.0 n/a
PE (IgA-) 28 154 10 55 56 30.8 6 3.3 81 445 1 05

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

Legenda: N = numero amostral; P = p valor.
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6 CONCLUSAO

Em suma, os resultados apresentados neste trabalho ndo demonstram uma
relacdo significativa dos polimorfismos rs2285666, rs1978124 e rs2106809 na
alteragcdo ou gravidade da COVID-19 e pré-eclampsia em mulheres gravidas de
Pernambuco. N&o foi encontrada associagdo entre os polimorfismos e a
susceptibilidade a gravidade da COVID-19 e da pré-eclampsia em comparagcdo ao
grupo controle. Além disso, nao foi observada influéncia na gravidade da gestagao
entre pacientes com COVID-19 e pré-eclampsia, como também nao foi identificada
influéncia da infecgao pelo SARS-CoV-2 na gravidade da pré-eclampsia. Entretanto,
€ importante ressaltar que diversos fatores podem influenciar na expresséao
fenotipica de um gendtipo. Por isso, é importante analisar a expressdo génica do
ACE2, por PCR em tempo real, analisar a expressao do receptor nas placentas
destas pacientes a partir da imunohistoquimica, como também verificar a
possibilidade de um desequilibrio de ligagdo entre os SNPs estudados para a

confirmagao das associagdes evidenciadas.
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Elaborado pela Instituigao Coparticipante

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Contribuigio de moléculas/genes de histocompatibilidade, receptores, citocinas e
fatores pds-transcricionais na patogénese e evolugho da infecgio por Coranavius
(SARS-CoV-2) em gestantes e recém-nascidos,

Pesquisador: Moma Lucena Cavalcanti Licinio da Sikva

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 32350320.3.3001.5201

Instituigio Proponente: Instilulo de Medicina Integral Professor Femando Figueira - IMIFFFE
Patrocinador Principal: Financlamento Praprio

DADOS DO PARECER
Nimero do Parecer: 4 370,193

Apresentacio do Projeto:

As informaghes elencadas nos campos “Apresenta¢do do Projete”, "Objetivo da Pesquisa® e "Avallacho dos
Riscos e Beneficios® foram reliradas dos arquivos: Infaormagdes Basicas da Plataforma Brasil
{F'B_INFGRMF\GQES_Bﬁﬁlmﬁ_m_pﬂﬂJETﬂ_WE‘Jﬂg.Nf. de 161102020 ) efou do Projeto Detalhada
(projetocompletacovid] Simip.pdf, de 05/10/2020).

1. INTRODUGAD

Em dezembra da 2019, am Wuhan, China, os primairos casas de paciantes acometidas por uma sindroma
respiratdria aguda grave (SRAG) foram relatados, e em janeino/2020 foi identificado, a parir da amostra de
asfregago da nasofaringe de um pacianta, um novo coronavinus denominado pela OMS de Caronavirus
Disease-2019 (COVID-19) (BOGOCH, 2020). O primeiro epicentro da pandemia fora da China foi a |talia,
que teve o primeiro caso da doenga relatado em 31/01/2020 & logo depois fol declarado pela OMS a
situagdo de pandemia (LAl 2020; POON, 2020).

Até o dia 21 de abril, foram mais de 2,7 mihoes de casos confirmados em todo o mundo, atinginda 210
paises, com mais da 170 mil mortas (WORLDMETER, 2020). Mo Brasil, a primeira morte fai confirmada pela
doenga acanteceu em 17 de margo, & em 21/04 j& havia sido notificado mais de 40 mil casos com 2,575
maortes{ BRASIL, 2020).

Parnambuco team 2,680 casos com 234 mortes a conta com 318 laitos de UTI estando alualmenta

Enderega: Rua dos Coshos, 300

Bairrg: Boa'Vista CEP: 50.070-902
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ANEXO C

PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA - UNIVERSIDADE FEDERAL
DE PERNAMBUCO (UFPE)

UFPE - UNIVERSIDADE
FEDERAL DE PERNAMBUCO - W
CAMPUS RECIFE -

CEP
gl
UFPE/RECIFE
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titule da Pesquisa: Contribuigio de moléculas/genes de histocompatibilidade, receptores, ctocinas e
fatores pés-transcricionais na patogénese e evoluglo da infecgdo por Coronavinus
{SARSE-CoV-2) em gestantes e recém-nascidos.

Pesquisador: Marmma Lucena Cavaleanti Licinio da Siva
Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: 32350320.3.0000.5208

Instituigdo Proponente: FUNDAC AD OSWALDO CRUZ
Patrocinador Principal: Financiamento Praprio

DADOS DO PARECER
Nimero do Parecer: 4 270 359

Apresentacio do Projeto:

Trata-se de um projeto de pesquisa para o enfrentamenio da pandemia COVID-19. Serd um estudo
obsarvacional, prospectiva, lipo caso-contrale, a ser deservalvido no Hospital das Clinicas e IMIP, am
parceria com o laboratério Aggeu Magalhfies e Centro Académico de Vitdria de Santo Anto (CAY) UFPE,
com tamanho amostral de 200 participantes, no segunda semestre de 2020,

Hipdtese: A interagio de moléculas soldveis na gestante estd diretamente relacionada ao seu perfil de
resposia imunoldgica contra o SARS-COV-2,

Matodalogia Proposta:

A amaostra serd consecufiva de conveniéncia, Por se tratar de estudo de uma doenga nova, serdo incluldas
todas as gestanies maiores de 18 anos com sindrome gripal que comparacarem na matemidade do IMIP &
Hospital das Clinicas, durante o periodo estabelecido para captagio do estudo ou enquanto durar a
epidemia e que aceitem participar da pesquisa medianie assinatura de TCLE.

O grupo controle para o estudo da resposta imunaldgica contra o coronavirus serd composto por mulbares
n&o gestantes e homens, ambos com suspeita da COVID-19, sendo as amostras provenientes da parceria
com a Vig. Epidemiokigica da Cidade de Vitdria de Santa AntSo e do Centro Académico de Vildia’UFPE. As
técnicas de diagndstico de RT-PCR e real time - RT PCR (qRT-PCR) serfo implementadas por meio do
swab orofaringeo, além de coletas de sangue e urina,

Enderego:  JAv. da Engenharia sin® . 1° andar, sal 4, Prédio do Cartra de Ci#ncias da Sadde
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