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RESUMO

O SARS-CoV-2, causador da COVID-19, continua circulando globalmente devido ao
surgimento de novas variantes. Estudos indicam que a interacdo entre apoptose e autofagia
desempenha um papel importante na progressao da doenca. Em condic¢des de estresse celular,
a autofagia pode atuar como um mecanismo de prote¢do, mas, caso falhe, pode levar a apoptose,
exacerbando danos teciduais e a resposta inflamatdria. Foi demonstrado que o desequilibrio
entre esses processos pode contribuir para a patogénese da COVID-19, resultando em danos
aos tecidos e agravamento da resposta inflamatoria. Desta forma, este estudo visou investigar a
participagdo de proteinas de morte celular envolvidas na fisiopatologia da infec¢ao pelo SARS-
CoV-2, correlacionando com as variaveis clinicas. Para tanto, a expressdo dos genes
apoptoticos (CASPASE 3, BID, PAWR e APAF-1) e autofagicos (MAPILC3, ULKI,
SQSTM1 e ATGS) foram avaliados por RT-qPCR em células mononucleares do sangue
periférico (PBMCs) de 140 pacientes (n=73 infectados e n=67 ndo infectados pelo virus).
Adicionalmente, a atividade da caspase 3/7 em relagdo aos linfocitos foi realizada por citometria
de fluxo. Pacientes com COVID-19 apresentaram maior expressdo dos genes CASPASE 3 (p=
0,0269), BID (p= 0,0104) e MAPILC3 (p= 0,0018), sendo CASPASE 3 correlacionado
positivamente com o sexo masculino (p= 0,0032), com uma maior carga viral (p=0,0110), com
as variaveis clinicas febre (p= 0,0013), cefaleia (p= 0,0368), astenia (p= 0,0119), dor de
garganta (p= 0,05), coriza (p= 0,0241) e com a comorbidade hipertensdo (HAS) (p= 0,0466).
BID também apresentou correlagdo clinica com febre (p= 0,0002), cefaleia (p= 0,0441),
dispneia (p=0,0204) e HAS (p= 0,0240). A analise comparativa entre as variantes pl x 6micron,
evidenciou que ambas as variantes apresentaram superexpresao do gene mais diferencialmente
expresso CASPASE 3 (p=0,0269 e p= 0,0257, respectivamente). Além disso, a linfopenia foi
confirmada pelo aumento da atividade de caspase 3/7 em linfocitos TCD4" e linfocitos B,
ambos p= 0,0079. Esses achados sugerem que CASPASE 3 pode ser um possivel alvo
terapéutico promissor no combate a doenca; e que ambas as vias de morte celular estdo
envolvidas na replicacdo viral da COVID-19, sendo que a inducdo a apoptose em tecidos,
incluindo a linfopenia, se correlacionam com sintomas clinicos dos pacientes. Embora os
resultados indiquem que CASPASE 3 pode ser um possivel alvo terapéutico, estudos adicionais

sdo0 necessarios para confirmar essa hipdtese e avaliar possiveis estratégias de intervencao.

Palavras-chaves: Apoptose. Autofagia. COVID-19. Morte celular. SARS-CoV-2.



ABSTRACT

SARS-CoV-2, the cause of COVID-19, continues to circulate globally due to the
emergence of new variants. Studies indicate that the interaction between apoptosis and
autophagy plays an important role in the progression of the disease. Under conditions of cellular
stress, autophagy can act as a protective mechanism, but if it fails, it can lead to apoptosis,
exacerbating tissue damage and the inflammatory response. Thus, this study aimed to
investigate the participation of cell death proteins involved in the pathophysiology of SARS-
CoV-2 infection, correlating with clinical variables. The expression of apoptotic (CASPASE 3,
BID, PAWR and APAF-1) and autophagic (MAP1LC3, ULK1, SQSTMI1 and ATGS) genes
were evaluated by RT-qPCR in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from 140 patients
(n=73 infected and n=67 not infected by the virus). Additionally, caspase 3/7 activity in relation
to lymphocytes was measured by flow cytometry. Patients with COVID-19 had a higher
expression of the CASPASE 3 (p=0.0269), BID (p=0.0104) and MAP1LC3 (p=0.0018) genes,
with CASPASE 3 being positively correlated with male gender (p=0.0032), with a higher viral
load (p=0.0110), with the variables clinical fever (p= 0.0013), headache (p= 0.0368), asthenia
(p=0.0119), sore throat (p= 0.05), runny nose (p= 0.0241) and with the comorbid hypertension
(HAS) (p=0.0466). BID also showed clinical correlation with fever (p=0.0002), headache (p=
0.0441), dyspnea (p= 0.0204) and HAS (p= 0.0240). The comparative analysis between the p1
X omicron variants showed that both variants presented overexpression of the most
differentially expressed gene CASPASE 3 (p= 0.0269 and p= 0.0257, respectively).
Furthermore, lymphopenia was confirmed by increased caspase 3/7 activity in CD4+ T
lymphocytes and B lymphocytes, both p=0.0079. These findings suggest that CASPASE 3 may
be a promising possible therapeutic target to combat the disease; and that both cell death
pathways are involved in the viral replication of COVID-19, with the induction of apoptosis in
tissues, including lymphopenia, correlating with clinical symptoms in patients. Although the
results indicate that CASPASE 3 may be a possible therapeutic target, additional studies are

needed to confirm this hypothesis and evaluate possible intervention strategies.

Keywords: Apoptosis. Autophagy. COVID-19. Cell death. SARS-CoV-2.
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1 INTRODUCAO

A doenga do coronavirus 2019 (COVID-19), causada pelo coronavirus 2 da sindrome
respiratoria aguda grave (SARS-CoV-2), surgiu pela primeira vez em Wuhan, na China, em
dezembro de 2019. Em marc¢o de 2020, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) declarou-a
uma pandemia; e até o final de 2024, mais de 7 milhdes de mortes foram relatadas,
representando grandes ameagas socioeconomicas e a saude publica mundial (Trzesniowska et
al.,2024; Who, 2024). O SARS-CoV-2 ¢ um virus altamente transmissivel e patogénico, com
um amplo espectro de manifestacdes clinicas, incluindo desde casos assintomaticos a mortes
rapidas (Lundstrom et al., 2023).

Desde a sua descoberta, o SARS-CoV-2 tem sido alvo de interesse por pesquisa
intensiva, para descobrir quais as vias de sinaliza¢ao sdo responsaveis pela alta patogenicidade
desse virus, e entender o impacto da comorbidade associada ao COVID-19. Postula-se que
durante a infec¢@o, 0 SARS-CoV-2 pode induzir diversas vias de morte celular, como apoptose
e autofagia (Lundstrom et al., 2023).

A apoptose ¢ um tipo de morte celular programada que pode ser estabelecida pelo
hospedeiro para limitar a propagagdo do virus. Contudo, diversos estudos mostraram que a
apoptose desordenada (Bader ef al., 2022; Zhu et al., 2022; Donia et al., 2021) interrompe a
arquitetura e a integridade da rede broncoalveolar e favorece o aparecimento de lesdes
pulmonares e da sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA) (Chu et al., 2021).

A morte celular apoptotica € iniciada pelas vias extrinseca e intrinseca. A via intrinseca
¢ desencadeada pela permeabilizagdo da membrana mitocondrial, levando a liberacdo de
citocromo C e outros fatores pro-apoptoticos no citoplasma, como BID (Liu et al., 2021). A via
extrinseca (via do receptor de morte), envolve a ativacdo de caspases (Zhu et al., 2022). A
caspase-3 ¢ efetora da apoptose. Quando ativada pelas caspases iniciadoras (-2, -8, -9 ¢ -10),
ela catalisa muitas proteinas que atuam na fragmentacido do DNA, colapso nuclear e
condensag¢do da cromatina (Uzuncakmak et al., 2022).

Paralelamente, a autofagia ¢ um processo intracelular envolvido na degradacdo de
materiais citoplasmaticos danificados, como proteinas, lipidios e organelas, evolugdo celular,
patogénese de alguns tipos de cancer, assim como imunidade inata (através da destrui¢ao de
patogenos intracelulares [incluindo virus]) e sua apresentagdo ao sistema imune adaptativo.
Alguns virus possuem mecanismos para escapar da autofagia. Em contrapartida, alguns virus

usam o processo autofagico durante sua replicagdo (Mao et al., 2019; Deng et al., 2020).
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Foi mencionado o uso da maquinaria autofagica durante o processo de replicagdo de
alguns virus, incluindo HIV 1,2, virus da hepatite B, virus da hepatite C, picornavirus e virus
Coxsackie (Li et al., 2011; Taylor et al., 2008; Brass et al., 2008; Dreux et al., 2009). Existem
algumas evidéncias de que os coronavirus também utilizam maquinas de autofagia para sua
replicagdo (Benvenuto et al., 2020). Além disso, foi constatado que a COVID-19 afeta diversas
fases da autofagia, que por sua vez, pode desempenhar um papel critico no ciclo de vida viral
(Tehrani et al., 2022).

Diversos medicamentos e terapias antivirais foram recomendados para uso em situagdes
de emergéncia para melhorar o quadro clinico da COVID-19 e reduzir a mortalidade. Todavia,
apesar da existéncia de vacinas contra a doenga, ainda se aguarda uma descoberta efetiva de
alvo terapéutico que possa atenuar a replicagao do virus e diminuir a morte excessiva das células
causada pela infec¢do (Ghareeb et al., 2021; Aleem et al., 2022).

Desta forma, apesar de diversos estudos relatarem que a infec¢do por SARS-CoV-2 esta
associada as vias de morte celular apoptose e autofagia (Deshpande et al., 2024; Gassen et al.,
2021; Khan et al., 2024; Deshpande et al., 2021), quais destas vias sdo as mais criticas para o
desenvolvimento dos sintomas da COVID-19 e como 0 SARS-CoV-2 as ativam, ainda precisam
ser melhor esclarecidas. Portanto, conhecer os mecanismos fisiopatoldégicos do SARS-CoV-2
podem direcionar a inibi¢do da apoptose e/ou autofagia como uma estratégia de intervengao

eficaz no tratamento deste e de outros virus altamente patogénicos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar a participacao de proteinas de morte celular envolvidas na fisiopatologia da

infeccdo pelo SARS-CoV-2.

2.2 Objetivos Especificos

Caracterizar o perfil clinico dos pacientes infectados pelo SARS-CoV-2;

Avaliar a expressao génica de BID, PAWR, APAF1 e CASPASE 3 envolvidas na via
apoptdtica em células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) de pacientes
infectados e nao infectados pelo SARS-CoV-2;

Avaliar a expressao génica de SQSTM1, MAP1LC3, ULK1 e ATGS envolvidas na via
autofagica em amostras de PBMCs de pacientes infectados e ndo infectados pelo SARS-
CoV-2;

Analisar comparativamente a expressao génica de proteinas envolvidas nas vias de
morte celular nas principais manifesta¢des clinicas apresentadas pelos pacientes com
COVID-19;

Verificar a atividade do gene mais diferencialmente expresso em linfocitos TCD4 e
linfocitos B de pacientes infectados e nao infectados pelo SARS-CoV-2;

Comparar a expressdo do gene mais diferencialmente expresso na sequéncia temporal

entre a variante P.1 versus variante Omicron.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 CORONAVIRUS SARS-CoV-2

A infeccdo pelo SARS-CoV-2, referida como doencga do coronavirus 2019, resultou em
uma pandemia global sem precedentes, com centenas de milhdes de casos e milhdes de mortes
em todo o mundo (Alfadda et al., 2021; Hou et al., 2023). A descoberta do virus ocorreu em
dezembro de 2019, apos o surgimento de casos de pneumonia de causa desconhecida em
Wuhan, cidade localizada na China (Huang ef al., 2020). Os primeiros pacientes apresentaram
sintomas semelhantes aos da gripe, incluindo febre, tosse e dificuldade para respirar, porém, a
gravidade da doenga era maior e muitos pacientes necessitavam de suporte ventilatorio (Who,
2020).

O nome SARS-CoV-2 foi atribuido devido a sua semelhanca com o virus responsavel
pela Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SARS) em 2003. Assim como seus antecessores, 0s
coronavirus SARS-CoV e MERS-CoV, o SARS-CoV-2 ¢ capaz de causar infec¢des no trato
respiratorio inferior e levar ao desenvolvimento da grave SDRA (Li et al., 2020; Fernandes et
al., 2022). Em janeiro de 2020, o sequenciamento genético do virus foi concluido, permitindo
o desenvolvimento de testes para detectar o virus em amostras de pacientes (Wu et al., 2020).

A organizacao gendmica do SARS-CoV-2 é composta por um RNA de sentido positivo,
com aproximadamente 29.903 nucleotideos, que codifica pelo menos 29 proteinas virais (Wu
et al., 2020). O genoma ¢ organizado em duas regides principais: uma regido codificadora de
poliproteina la/lab, que ¢ responsavel pela produ¢do das proteinas envolvidas na replicacao
viral, e uma regido codificadora de proteinas estruturais, que inclui as proteinas spike (S),

envelope (E), membrana (M) e nucleocapsideo (N) (Figura 1) (Wu et al., 2020).
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Figura 1- Estrutura viral do SARS-CoV-2, seu mecanismo de interacio com o receptor e sua regiao
codificadora de poliproteina 1a/1ab. Proteinas estruturais do SARS-CoV-2: nucleocapsideo (N), membrana (M),
envelope (E) e spike (S). A proteina S € composta por duas subunidades (S1 e S2), sendo a S1 responsavel pela
ligagdo ao receptor de membrana celular (ACE2).
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Fonte: BioRender e autora (2023); e modificado de Jin Y, et al. 2020.

A proteina spike (S) tem sido o principal alvo de estudos para o desenvolvimento de
vacinas e terapias para a COVID-19 (Walls et al., 2020). Ela ¢ composta por duas subunidades,
S1 e S2, sendo que S1 contém o dominio N-terminal e o dominio de ligagao ao receptor (RBD),
responsaveis pela ligacao do receptor, como mostra a figura 1 abaixo. Por sua vez, a subunidade
S2 inclui um peptideo de fusdo de membrana interna, sequéncias repetidas de heptapeptideos
(HR1 e HR2), uma regido externa e um dominio transmembranar (TM). O filamento S2 facilita
a entrada do genoma viral nas células hospedeiras ao fundir as membranas virais e do
hospedeiro (Hadj Hassine, 2022).

Durante o final de 2020, a Organizagdo Mundial de Saitde (OMS) solicitou a
classificagdo de novas cepas de SARS-CoV-2 como Variantes de Interesse (VOIs) e Variantes
de Preocupacao (VOCs) (Fernandes et al., 2022). As VOIs sdo variantes com mutacdes que
afetam a ligacao do receptor, eficacia do tratamento, neutralizacao por anticorpos e potencial

aumento da gravidade/transmissibilidade. Ja as VOCs sdo variantes com forte evidéncia de
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aumento da transmissibilidade e gravidade, reducao notavel na neutralizagdo por anticorpos,
diminuindo a eficacia de tratamentos e vacinas (Fernandes ef al., 2022).

Em comparacio com a cepa de referéncia (Wuhan), cepas VOCs tém
predominantemente alteragdes no gene S (Tregoning et al., 2021). As variantes emergentes
Alpha, Beta, Gamma, Delta e Omicron foram classificadas como variantes preocupantes
(VOC), que foram associadas ao aumento da transmissao, situacdo de doenca mais grave (por
exemplo, aumento de hospitalizagdes ou mortes), redugdo significativa na neutralizagdo por
anticorpos gerado durante infec¢@o ou vacinacdo anterior, eficacia reduzida de tratamentos ou
vacinas, ou falhas de deteccdo de diagnostico (Zeng et al., 2022).

Portanto, VOCs, além das ja descritas, podem constantemente surgir com resisténcia
perigosa a imunidade gerada pelas vacinas atuais para prevenir a COVID-19. Além disso, se
algumas VOCs tiverem maior transmissibilidade ou viruléncia, aumentard a importancia de
medidas eficientes de satde publica e programas de vacinagdo. A resposta global deve ser

oportuna e baseada na ciéncia (Krause et al., 2021).

3.2 EPIDEMIOLOGIA

A COVID-19 emergiu como uma grave pandemia, atingindo mais de 0,8 milhdo de
vidas em todo o mundo entre dezembro de 2019 e agosto de 2020. Em comparagdo com o
SARS-CoV, a infeccdo de humano para humano por SARS-CoV-2 ¢ mais facilmente
transmitida e se espalha para quase todos os continentes, levando a declaragdo da OMS de
Emergéncia de Saude Publica de Interesse Internacional (ESPII) em 30 de janeiro de 2020
(Yesudhas; Srivastava; Gromiha, 2021).

Até a data de producao deste manuscrito, os casos de COVID-19 continuam sendo
relatados globalmente em mais de 170 paises. O ano de 2024 finalizou com mais de
777.023.352 casos de COVID-19 confirmados em laboratério em todo o mundo, com 7.078.571
mortes relatadas (Who, 2024).

A COVID-19 afeta pessoas de todas as idades, mas adultos mais velhos e pessoas com
condi¢des médicas subjacentes correm maior risco de desenvolver doengas graves. Homens sdo
mais propensos a morrer de COVID-19 do que mulheres (Hu ef al., 2021). Em geral, o virus ¢
mais grave nas faixas etarias mais avancadas, com as maiores taxas de mortalidade entre as
pessoas com mais de 80 anos. No entanto, os mais jovens também podem ficar gravemente
doentes ou morrer de COVID-19. A gravidade da doenca depende de varios fatores, como
comorbidades ja adquiridas, resposta do sistema imunoldgico e acesso a cuidados médicos (Hu

etal., 2021).
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O impacto da COVID-19 nas taxas de mortalidade no Brasil tem sido significativo. O
ano de 2024 fechou com 39.073.544 casos confirmados de COVID-19 com 714.597 mortes no
pais (Ministério da Saude, 2025). A taxa geral de mortalidade por COVID-19 no Brasil durante
2020-21 foi de 14,8 por 10.000 habitantes. As taxas de mortalidade aumentam com a idade,
atingindo 83,5 e 161,5 por 10.000 para faixas etarias mais avancadas (Szwarcwald et al., 2022).

No Nordeste do Brasil, durante o primeiro ano da pandemia, ocorreram 66.358 mortes
relacionadas a COVID-19, com uma taxa de mortalidade de 116,2 por 100.000 habitantes
(Andrade et al., 2022). A resposta do pais a pandemia foi criticada por uma gestdo inadequada,
o que levou a consequéncias tragicas (Szwarcwald et al., 2022).

A pandemia teve um impacto significativo na expectativa de vida no Brasil. Um estudo
estimou uma queda na expectativa de vida ao nascer (e¢0) em 2020 de 1,3 anos, nivel de
mortalidade ndo visto desde 2014. A reducao da expectativa de vida aos 65 anos (€65) em 2020
foi de 0,9 anos, colocando o Brasil de volta aos niveis de 2012. Nos primeiros 4 meses de 2021,
as mortes por COVID-19 representaram 107% do total de 2020 (Castro et al., 2021).

Em agosto de 2024, o Brasil tinha uma taxa de vacinagdo contra a COVID-19 de 225,92
doses por 100 pessoas. Isso coloca o Brasil em sétimo lugar entre os principais paises da
América Latina em termos de taxas de vacinagao (Statista, 2025).

Em 23 de setembro de 2024, a OMS publicou o Relatério de Informagdes sobre
Vacinagdo contra a COVID-19 analisando e apresentando dados referentes ao primeiro e
segundo trimestres de 2024. Até o final do primeiro trimestre de 2024, 16,6 milhdes de
individuos foram relatados como tendo recebido uma dose da vacina contra a COVID-19.
Desses, 6,4 milhdes de individuos receberam a segunda dose da vacina durante o segundo
trimestre de 2024 (Who, 2024). Em 2024, um total de 522.665.418 doses de vacinas foram
aplicadas no Brasil (Ministério da satde, 2025).

A OMS, em maio de 2023, declarou que a COVID-19 ndo ¢ mais uma emergéncia de
saude global. Isso significa que a maioria dos paises pode voltar a vida como a conheciamos
antes da doenga, e que a pandemia esta em tendéncia de queda (Who, 2023). Embora o SARS-
CoV-2 tenha circulado e continue circulando amplamente e evoluindo, ndo ¢ mais um evento
incomum ou inesperado (Who, 2023). Porém, com o surgimento continuo de variantes do
SARS-CoV-2, continua sendo fundamental a necessidade de atualizagdo constante das

composigdes das vacinas contra a COVID-19.
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3.3 FORMAS DE TRANSMISSAO

O SARS-CoV-2 pode ser transmitido a uma pessoa saudavel se ela tiver contato com a
pessoa infectada ou qualquer um de seus pertences infectados. As goticulas respiratorias sao as
principais vias de transmissdo (Yesudhas; Srivastava; Gromiha, 2021).

Estudos relataram que a transmissao por aerossol (transmissdo aérea) também ¢ possivel
para SARS-CoV-2, mas nao ha estudo claro sobre infec¢des neonatais (mae para filho). No
entanto, a transmissao pode ser evitada mantendo uma distancia de 2 metros entre duas pessoas,
usando mascaras ao sair e isolando as pessoas infectadas (Yesudhas; Srivastava; Gromiha,
2021).

A transmissdo por contato direto ocorre quando um individuo entra em contato fisico
com uma pessoa infectada, como apertar as maos ou abragar. A transmissao por goticulas ocorre
quando uma pessoa infectada tosse, espirra ou fala, e as goticulas contendo o virus sdo expelidas
no ar e caem nas membranas mucosas de outra pessoa. A transmissao por aerossois ocorre
quando o virus fica suspenso no ar em particulas pequenas, que podem ser inaladas por outras
pessoas (El-wahab et al., 2021).

A carga viral, ou seja, a quantidade de virus presente nas secregdes respiratorias de uma
pessoa infectada, ¢ um fator importante na determinag@o da transmissibilidade do SARS-CoV-
2 (Chen et al., 2021). Estudos tém mostrado que individuos com cargas virais mais altas tém
maior probabilidade de transmitir o virus para outras pessoas. Além disso, a heterogeneidade
de contato, ou seja, a variagdo no nimero e tipo de contatos que os individuos tém, também
pode desempenhar um papel na disseminagdo do virus. Algumas pessoas podem ter mais
contatos proximos do que outras, e algumas podem ter contatos mais frequentes ou de maior
duragdo, o que pode aumentar o risco de transmissao (Chen et al., 2021).

Desta forma, o SARS-CoV-2 pode ser transmitido por contato direto, goticulas e
aerossois, e a carga viral e a heterogeneidade de contato podem influenciar a transmissibilidade
do virus. E importante seguir as diretrizes de saude publica, como usar mascaras, praticar o
distanciamento fisico e evitar aglomeragdes, para reduzir o risco de transmissao (Chen ef al.,

2021).

3.4 MANIFESTACOES CLINICAS
A apresentacdo clinica da COVID-19 compreende uma ampla gama de sintomas
inespecificos, como febre, tosse seca, dispneia, cefaleia, produgdo de expectoragdo, perda de

olfato e paladar, mialgia, fadiga, nduseas, vomitos, diarreia e dor abdominal (Oliveira et al.,
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2020). No entanto, esses sintomas podem variar entre as populagdes, dependendo da localizacao
geografica e das doengas cronicas subjacentes (Kadirvelu et al., 2022).

Os pacientes com COVID-19 podem ser classificados como assintomaticos ou
sintomaticos, e os sintomas podem variar de leve a grave e critico. A SARS ¢ mais comum entre
pessoas com fatores de risco, como idade avancada, tabagismo e aquelas com comorbidades
associadas (diabetes, hipertensdo, doencas cardiovasculares, obesidade, doencas pulmonares
cronicas, doengas renais) (Oliveira et al., 2020).

Os perfis dos sintomas também podem diferir de acordo com a variante da COVID-19
e a localizac¢do do individuo (Kadirvelu et al., 2022). Por exemplo, foi relatado que a variante
Omicron BA.5 causa mais sintomas de resfriado e gripe em comparagiio com outras variantes
(Whitaker et al., 2022). A variante Delta ¢ conhecida por causar sintomas semelhantes aos do
virus original, mas pode fazer com que as pessoas adoe¢cam mais rapidamente, especialmente
os mais jovens (Whitaker et al., 2022).

Disfungdes olfativas e gustativas sdo consideradas sintomas clinicos precoces da
COVID-19 e podem ter valor diagnostico e prognostico (Singhal et al., 2023). Eles podem
preceder o inicio da doenca clinica completa, e a recuperacdo desses sintomas também pode
indicar a recuperagdo da infeccdo. Um estudo realizado em 2023 descobriu que a maioria dos
relatos de disfunc¢do do paladar em pacientes com COVID-19 eram genuinos ¢ ndo devido a ma
interpretagao da perda do olfato como perda do paladar (Nguyen et al., 2023). O mesmo estudo
demonstrou que a COVID-19 também pode afetar o paladar, ao contrario do resfriado tipico.

Sobre as diferengas nos sintomas entre individuos vacinados ¢ nao vacinados com
COVID-19 hé informagdes limitadas. Um estudo comparando os sintomas apresentados e os
perfis clinicos de individuos vacinados e ndo vacinados nao encontrou diferenga significativa
entre os dois grupos (Fatima et al., 2022). Outro estudo descobriu que, embora os casos de
COVID-19 em pessoas totalmente vacinadas sejam menores, se uma pessoa vacinada contraisse
COVID-19, o risco de sintomas prolongados (COVID longa) era reduzido quase pela metade
em comparacao com individuos nao vacinados (Antonelli ef al., 2022).

E importante observar que a vacina contra a COVID-19 ainda ¢ altamente eficaz na
prevencao de infec¢des e doengas graves, hospitalizagdo e morte. Mesmo que uma pessoa
vacinada seja infectada com COVID-19, é menos provavel que ela apresente sintomas graves e

tenha uma doenca mais curta do que individuos nao vacinados (Antonelli et al., 2022).
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3.5 DIAGNOSTICO

O diagnostico da COVID-19 ¢ baseado na histdria clinica e epidemioldgica do paciente,
bem como nos achados de exames complementares, como a radiografia de térax e
principalmente a tomografia de térax (TC) revelando as imagens caracteristicas de vidro fosco,
que também foram observados em pacientes assintomaticos (Oliveira et al., 2020). No entanto,
o padrao ouro para o diagnostico da COVID-19 ¢é por meio da analise de acidos nucleicos, ou
seja, a deteccdo do RNA do SARS-CoV-2 em amostras de fluidos respiratorios (Hu et al.,
2021).

Devido a alta taxa de transmissao do SARS-CoV-2, medidas especificas sdo necessarias
para conter o virus, como o aprimoramento dos métodos diagnodsticos para deteccdo de
pacientes assintomaticos e levemente sintomaticos nas fases iniciais da doenca (Oliveira et al.,

2020).

3.5.1 Teste imunocromatografico

Os testes rapidos, como os testes de antigenos ou anticorpos contra a COVID-19,
detectam proteinas virais do SARS-CoV-2 em vérios tipos de amostras. Eles estdo disponiveis
como testes de diagndstico rdpido de uso unico, que podem ser lidos visualmente ou
processados e lidos usando um pequeno dispositivo portatil (Peeling ef al., 2021).

Esses testes rapidos podem ser produzidos de forma muito mais rapida e barata em
grandes quantidades para implantagdo em larga escala. Embora esses testes possam ser
altamente especificos, geralmente ndo sdo tdo sensiveis quanto os testes moleculares, feitos pela
Reagdo em Cadeia da Polimerase quantitativa em tempo real (RT-qPCR) (Peeling et al., 2021).

No estudo de Yamayoshi et al. (2020), foi examinado a sensibilidade de quatro Ag-
RDTs disponiveis no Japdo em agosto de 2020, além de também avaliarem a eficicia com
varios tipos de amostras clinicas coletadas de pacientes com COVID-19 e as compararam com
o resultados da RT-qPCR.

O principal resultado observado foi que, todos os quatro Ag-RDTs falharam em detectar
antigenos virais em varias amostras das quais o virus foi isolado por RT-qPCR. Essa descoberta
indica que os Ag-RDTs atuais perderam e provavelmente perderdo alguns pacientes com

COVID-19 que estdo disseminando SARS-CoV-2.

3.5.2 Reacao em Cadeia da Polimerase quantitativa em tempo real (RT-qPCR)
Em janeiro de 2020, o novo coronavirus foi isolado de pacientes de Wuhan, permitindo

0 seu sequenciamento genético. Isso possibilitou o desenvolvimento de métodos de diagndstico
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especificos para COVID-19, como a RT-qPCR, que envolve a extracdo de RNA das secregdes
nasofaringea e orofaringea, seguida da transcri¢do reversa para converter o RNA em DNA
complementar (cDNA) e sua amplificacdo em tempo real (Corman et al., 2020). Os kits de RT-
qPCRs que tém sido aplicados ao diagnostico da COVID-19 contém sondas fluorescentes que
reconhecerdo e hibridardo a segmentos dos produtos de amplificacdo, aumentando a
especificidade dos ensaios (Oliveira ef al., 2020).

A RT-gPCR ¢ o padrio ouro para a confirmacdo da COVID-19 em amostras
respiratorias superiores (secrecdo nasofaringea e orofaringea). Vérios protocolos de RT-qPCR
foram divulgados pela OMS para fornecer um diagnoéstico adequado, ajudar a testar populagdes
e contribuir para controlar a propagacao da doenca (Oliveira et al., 2020).

Porém, existem algumas limitagdes envolvendo esta técnica. A RT-qPCR ¢ restrita a
laboratdrios certificados com equipamentos especializados, kits caros e técnicos treinados.
Além disso, a RT-qPCR requer amostras do trato respiratério, como swabs nasais, o que pode
atrasar o diagnostico e tratamento (Li et al., 2021a). Portanto, um diagnostico oportuno e
preciso requer um resultado de RT-qPCR combinado com sintomas clinicos tipicos e testes

sorologicos (Li et al., 2021a).

3.6 FISIOPATOLOGIA

O SARS-CoV-2 apresenta caracteristicas bioldgicas que estdo principalmente
envolvidas na intera¢do com a enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2), que ¢ amplamente
expressa no corpo humano, incluindo tecidos renais, linfoides, cardiovasculares, além do
sistema gastrointestinal (duodeno, jejuno, ileo, ceco e cdlon), respiratorio e sistema nervoso
central (SNC). Com base em diferentes estudos, foi confirmado que a ACE2 atua como um
receptor funcional para o SARS-CoV-2. A entrada celular do SARS-CoV-2 ¢ mediada pela
ligacdo de alta afinidade da proteina S ao ACE2 e pelo processamento da protease
transmembrana serina 2 (TMPRSS2) na superficie da célula hospedeira, permitindo a ativagao
da proteina S (Lundstrom et al., 2023).

Uma vez dentro da célula hospedeira, o virus sofre replicacdo e formag¢ao de um RNA
de fita negativa pelo RNA positivo de fita simples pré-existente através da atividade da RNA
polimerase (transcri¢ao) (Marik et al., 2021). A COVID-19 progride por quatro fases distintas:
a fase de incubagdo, a fase sintomatica inflamatéria e as fases pulmonar (precoce e tardia),
como mostrado na figura 2. Durante o periodo de incubacdo, que dura em média 5 dias, os
individuos podem transmitir o virus a outras pessoas, mesmo que ndo apresentem sintomas

(Marik et al., 2021).
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Figura 2- Estagios clinicos da COVID-19. I: Periodo de incubagdo que dura em média 5 dias, representado por
uma alta taxa de replicacdo viral. II: Fase sintomatica inflamatéria, com inicio entre o 5° e duragdo até o 11° dia,
caracterizado pelo aparecimento de sintomas clinicos leves. III: Fase pulmonar precoce, iniciada no 11° dia e
estendida até o 14° dia, representada pela presenga de detritos virais e ativagao do sistema imune, com hipoxia leve
e infiltrados de vidro fosco progressivo. IV: Fase pulmonar tardia, entre o 14° e 28° dia de infecgdo pelo SARS-
CoV-2, caracterizado por sintomas clinicos severos e desregulagdo do sistema imune.
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Fonte: BioRender e autora (2023).

A fase sintomatica inflamatdria desencadeada pela infecgdo por SARS-CoV-2, pode
levar ao desenvolvimento de uma tempestade de citocinas, caracterizada por uma liberagao
excessiva e descontrolada de citocinas inflamatdrias. Isso pode causar uma inflamagao
generalizada nos pulmdes e em outros 6rgaos, levando a SDRA e disfuncdo organica multipla,
representada pelas fases pulmonar precoce e tardia (Mehta et al., 2020).

A liberagao inflamatoria de citocinas e a apoptose retardada de neutrofilos contribuem
para a trombose pulmonar e a tempestade de citocinas (Bikdeli et al., 2020). Esses mecanismos
sdo consistentes com marcadores clinicos observados em pacientes com COVID-19, como alta
expressao de fator de necrose tumoral (TNF), relagdo neutréfilo-linfocito (NLR) elevada, dano
alveolar difuso (DAD) via apoptose celular em epitélio respiratorio e endotélio vascular,
elevagdo da lactato desidrogenase (LDH) e proteina C reativa (PCR), alta produgdo de
armadilhas extracelulares de neutrdfilos (NETs), baixa contagem de plaquetas e trombose
(Lundstrom et al., 2023).

Além disso, as tempestades de citocinas induzidas pela inflamagao, incluindo a

producdo de interleucina 6 (IL-6), TNF, fator estimulador de colonias de granulocitos, IL-1f e
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IL-7, estdo associadas a piora dos desfechos clinicos em pacientes com COVID-19
(Mangalmurti et al., 2020). No contexto das vias nos tecidos e 6rgdos do hospedeiro, os
mecanismos moleculares subjacentes a liberagao descontrolada de citocinas inflamatérias na
infec¢cdo por SARS-CoV-2 ainda nao foram totalmente elucidados (Li et al., 2021Db).

Estudos anteriores sugeriram que os virus podem regular cuidadosamente a morte
celular por meio de multiplos mecanismos em diferentes tipos de células. Por um lado, a
replicagdo e a disseminagdo do virus sao dificultadas devido a eliminagdo das células infectadas
por meio da morte celular. Sob outra perspectiva, a morte celular desregulada causa dano celular
descontrolado e resposta imune desordenada. Paralelamente, os virus podem sequestrar a
autofagia celular para serem vantajosos para nichos de replicagdo, evasdo imune ¢ liberacao
extracelular (Li et al., 2022).

Atualmente, a relagdo entre SARS-CoV-2, morte celular e autofagia ndo estd bem
estabelecida, e compreender os mecanismos pelos quais 0 SARS-CoV-2 afeta o organismo ¢
fundamental para o desenvolvimento de estratégias de tratamento e prevencdo eficazes contra

a doenca (Gao et al., 2020).

3.6.1 Apoptose

A apoptose ¢ uma morte celular programada comum, vital na manuten¢do da
homeostase celular e na regulacdo de eventos fisiologicos e patoldgicos. As alteragdes
morfoldgicas da apoptose sdo caracterizadas por encolhimento celular, condensacdo e
fragmentacdo da cromatina e formacao de corpos apoptdticos (Carneiro et al., 2020).

Foi descrito que a COVID-19 leva a liberagdo de citocinas que causam uma
tempestade de citocinas, lesdo organica e faléncia de multiplos 6rgaos, podendo levar a SDRA
(Mehta et al., 2020). Essa tempestade pode ser resultado da morte celular em multiplos 6rgaos
(Uzuncakmak et al., 2022).

Além disso, depois de entrar na célula hospedeira, o SARS-CoV-2 replica RNAs e
expressa proteinas, monta-se em particulas virais completas e eventualmente libera virions,
levando simultaneamente a morte celular e a liberagao de contetido celular (Li ef al., 2022).

A apoptose pode ser desencadeada pelas vias extrinseca e intrinseca. A via extrinseca
¢ iniciada quando ligantes de morte extracelulares, como o ligante Fas (FasL ou CD95) e o
ligante indutor de apoptose relacionado ao fator de necrose tumoral (TRAIL), ligam-se aos seus
respectivos receptores de morte na superficie celular, para montar o complexo de sinalizacao
indutor de morte (DISC), causando a clivagem da procaspase-8 e, em seguida, a caspase-8

ativada cliva diretamente a procaspase-3/6/7 para induzir a apoptose celular (Li ef al., 2022).
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Ao mesmo tempo, uma forma truncada do agonista de morte do dominio de interagao
BH3 (BID) processada pela caspase-8 ativada, pode se translocar para as mitocondrias levando
a permeabilizagdo da membrana externa mitocondrial (MOMP), mediada pela proteina
associada ao BCL-2 (BAX) e pelo antagonista homologo do BCL-2 (BAK). Posteriormente, o
apoptossomo composto pelo cyt c, pelo fator ativador de protease apoptdtica-1 (Apaf-1) e
caspase-9, ativam as caspases efetoras-3/6/7 (Bedoui; Herold; Strasser, 2020).

A via intriseca ¢ estimulada por danos no DNA e estresse, o que podem ocasionar
diretamente danos mitocondriais e MOMP a liberar cyt ¢ no citoplasma. Os outros eventos
subsequentes foram descritos acima (Li et al., 2022). Ambas as vias de morte celular levam a
ativacao das caspases efetoras (caspases-3 e -7), para gerar uma cascata de eventos proteoliticos
que levam a morte celular. Na figura 3, pode-se observar um esquema mostrando as vias
intriseca e extrinseca da apoptose.

Figura 3- Esquema ilustrando as vias intriseca e extrinseca da apoptose. Os dois principais tipos de vias de
apoptose sdo a via intrinseca (mitocondrial), onde a célula recebe um estimulo de estresse para se destruir de um
dos seus proprios genes ou proteinas, devido a detec¢@o de danos no DNA; ¢ a via extrinseca (receptores de morte),
onde a célula recebe um sinal para iniciar a apoptose de outras células do organismo. Ambas as vias vao convergir

para o mesmo local, na chamada via de execug@o, onde a caspase 3 efetora ¢ a responsavel pela maioria dos efeitos
deletérios da apoptose.
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O SARS-CoV-2 pode induzir vias relacionadas a inflamacao, como a via do fator
nuclear kappa B (NF-kB) (Sun et al., 2020), que, na apoptose pode regular positivamente a
expressao transcricional de alguns importantes inibidores de apoptose, como c-FLIP, inibidor
de proteinas de apoptose ligado ao cromossomo X (XIAPs) e Bel-2 (Kucharczak et al., 2003).
Ou seja, pode-se especular que 0 SARS-CoV-2 utilizaria a inibi¢do da apoptose para evitar a
eliminagdo, de modo a obter tempo e local suficientes para a replicacdo no estagio inicial (Li et
al., 2022).

Porém, estudos também demonstraram que as proteinas do SARS-CoV-2 participam
da inducdo da apoptose (Li et al., 2022). Ren et al. (2020), demonstraram que a proteina ORF3a
do SARS-CoV-2, uma proteina acesséria chave, induz a apoptose nas células. Além disso, foi
relatado que SAR-CoV-2 ORF7b promove a expressao de TNF e induz apoptose dependente
de TNF em células HEK293T e células Vero E6 (Yang ef al., 2021).

3.6.1.1 Caspase 3

A caspase-3, proteina efetora chave da apoptose, ¢ ativada pelas caspases iniciadoras
e, quando ativada, catalisa muitas proteinas celulares que funcionam na fragmentacao do DNA,
colapso nuclear e condensa¢do da cromatina (Uzuncakmak et al., 2022).

De acordo com um estudo recente, vesiculas extracelulares derivadas de plasma de
pacientes graves com COVID-19, aumentaram a atividade da caspase-3 e diminuiram a
sobrevida em células endoteliais microvasculares pulmonares humanas (Krishnamachary et al.,
2020). Uzuncakmak et al. (2022) também demonstraram que pacientes com COVID-19

apresentaram maior expressao de caspase-3 do que os voluntarios saudaveis.

3.6.1.2 APAF-1

O fator ativador de protease apoptdtica-1 (Apaf-1) é uma molécula fundamental na
apoptose. O Apaf-1 oligomeriza em resposta a liberacao do cyt ¢ e forma um grande complexo
conhecido como apoptossoma. A procaspase-9, uma caspase iniciadora na via mitocondrial, ¢
recrutada e ativada pelo apoptossoma, levando ao processamento da caspase-3 a jusante
(Shakeri et al., 2017).

O apoptossoma, composto de cyt ¢, Apaf-1 e caspase-9, ativa as caspases executoras,
que desempenham um papel importante na morte celular durante a infec¢do por SARS-CoV-2.
A inibicdo da cascata de apoptose bloqueando os seus supressores foi sugerida como um alvo

potencial para o tratamento da COVID-19. No entanto, os mecanismos moleculares exatos do
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envolvimento do Apaf-1 na patogénese da COVID-19 ainda nao sdo totalmente compreendidos

(Lietal., 2022).

3.6.1.3 PAWR

Também conhecida como Proteina de Resposta a Apoptose Prostatica, PAWR ¢ uma
proteina supressora de tumor codificada em humanos pelo gene PAWR. Induz apoptose em
células cancerigenas, mas nao em células normais. PAWR est4 envolvida em vérios tipos de
cancer, incluindo cancer de prostata, cancer de bexiga, cAncer de mama, cancer de endométrio
e leucemia (Tan et al., 2020). No entanto, ndo ha evidéncias diretas do envolvimento do PAWR
com a COVID-19 com base nos resultados da pesquisa fornecidos.

No entanto, por PAWR estar envolvida em vias de apoptose quando o ambiente esté
desregulado e inflamado por diversos tipos de cancer, pode ser uma sugestao de que exista uma
correlagdo com a COVID-19, ja que também ¢ uma ambiente que induz a apoptose e liberagdo

de citocinas pro-inflamatorias.

3.6.1.4 BID

BID (Agonista de Morte do Dominio de Interagdo BH3) é uma proteina pro-
apoptoética pertencente a familia de proteinas Bcl-2, que regula a MOMP. A BID ¢ ativada por
protedlise e desempenha um papel crucial na indugdo da apoptose, promovendo a ativacao de
Bax, homo-oligomerizagdo de Bax e induzindo a MOMP. Esta permeabiliza¢do causa a
liberagdo de véarias proteinas mitocondriais, algumas das quais conduzem processos criticos a
jusante na apoptose, como cyt ¢ (Bedoui; Herold; Strasser, 2020).

Um estudo mostrou que a proteina ORF3a do SARS-CoV-2 poderia induzir
eficientemente a apoptose clivando e ativando diretamente a caspase-8 para a via extrinseca e
cross-talk para a via intrinseca via tBID, levando a liberagcdo de cyt ¢ e ativagao de caspase-9

(Lietal., 2022).

3.6.2 Autofagia
A autofagia ¢ um processo de degradagdo celular que ocorre em resposta ao estresse
do reticulo endoplasmatico e a resposta a proteinas desdobradas. Ela envolve a degradagdo de
materiais citoplasmaticos por lisossomos. A autofagia pode funcionar como mecanismo de
defesa e sobrevivéncia celular, gerando nutrientes para as células necessitadas (Li et al., 2021b).
No entanto, quando a autofagia ocorre em excesso, pode levar & morte celular

autofagica. A autofagia excessiva tem sido observada em células moribundas, indicando que
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pode ser uma forma de morte celular ou uma tentativa fracassada de resgate de células
estressadas (Li et al., 2021b).

Na autofagia, as membranas subcelulares (como reticulo endoplasmatico (RE),
complexo de Golgi, mitocondrias e endossomos) englobam os componentes indesejados para
formar uma estrutura de membrana dupla chamada fagéforo. A membrana do fagoforo se
expande e se alonga até se fechar para formar o autofagossomo, que se funde com o lisossomo
para formar o autofagolisossomo para degradagdo sob condigdes acidas. Todo o processo ¢
regulado por uma série de proteinas codificadas por genes relacionados a autofagia (ATGs)
(Figura 4) (Li et al., 2022).

Assim como outros coronavirus, 0 SARS-CoV-2 pode sequestrar o fluxo de autofagia
para formar vesiculas de membrana dupla (DMVs) derivados das membranas do RE. Porém, o
SARS-CoV-2 pode inibir a autofagia por meio de varios mecanismos para facilitar sua
replicagdo e transmissdo (Koepke et al., 2021). A proteina ORF3a do SARS-CoV-2 bloqueia a
autofagia celular de varias maneiras. ORF3a interagindo com o gene associado a resisténcia a
irradiacdo UV do regulador de autofagia (UBRAG), promove PI3KC3-C1, mas bloqueia
PI3KC3-C2, levando a autofagia incompleta (Qu et al., 2021). Portanto, estudos crescentes
sugeriram que a interacdo entre SARS-CoV-2 e autofagia ¢ extremamente intrincada, o que nao

foi totalmente estabelecido (Li et al., 2022).

Figura 4- Etapas gerais da autofagia. i) Iniciagdo: ULKI e complexo PI3K classe III ii) Nucleagéo iii)
Alongamento: maquinaria de conjugagdo do tipo ubiquitina.
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3.6.2.1 ULKI

O complexo quinase 1 ativadora de autofagia semelhante a unc-51 (ULK1), é uma das
moléculas que regula a autofagia (Li ef al., 2022).

Foi relatado que a proteina NSPI5 do SARS-CoV-2 afeta a producdo de
autofagossomos por meio da interacdo com o eixo mTOR, que pode ser revertido pela
rapamicina (um inibidor de mTOR). Sabe-se que o eixo mTOR exerce efeitos inibitorios na
autofagia via inibicdo do complexo ULK1. Enquanto isso, a proteina PLP™ do SARS-CoV-2
cliva diretamente ULK1 para a destrui¢do da formacao do complexo ULK1-ATG13, inibindo
o complexo (Mohamud et al., 2021).

3.6.2.2 MAPILC3

O sistema de juncdo da cadeia leve 3 da proteina 1 associada a microtibulos tipo
ubiquitina (MAPILC3, conhecido como LC3), também ¢ uma das moléculas que regula a
autofagia (Li et al., 2022). Ela estd localizada na membrana do autofagossomo nos estagios
iniciais, e € preservada até o final do processo para que possa ser usada como marcador para
identificar o autofagossomo (Boroumand-Noughabi et al., 2022).

Em estudos recentes, foi demonstrado que a infec¢ao de células humanas com SARS-
CoV-2 reduz o fluxo autofagico. Isso ¢ caracterizado por dois aspectos, um acimulo de
SQSTMI1 e a presenca aumentada da forma processada de LC3B, LC3B-II (Koepke et al.,
2021). Notavelmente, o virus ¢ relativamente ndo afetado pela inducdo de autofagia com
rapamicina, mas permanece sensivel a ativacdo imune inata via interferons in vitro. Assim, o

SARS-CoV-2 evita eficientemente as fungdes antivirais da autofagia (Koepke et al., 2021).

3.6.2.3 ATGS

ATGS ¢ uma proteina que desempenha um papel crucial na autofagia, um processo
celular que degrada e recicla componentes celulares. ATGS ¢ ativado por ATG7 e forma um
complexo com ATG12, que € necessario para a lipidificacdo de proteinas da familia ATGS e
sua incorporacdo em autofagossomos (Uniprot, 2023).

A autofagia tem sido mostrada como tendo um papel na patogénese da infec¢ao por
SARS-CoV-2, o virus responsavel pela COVID-19. Em um estudo, descobriu-se que ATGS ¢
dispensavel para a replicagdo do virus da hepatite murina (MHV) em macréfagos da medula
Ossea e fibroblastos embrionarios primarios de camundongo (Silva ef al., 2022). Outro estudo
mostrou que ATGS possui propriedades e funcionalidades unicas fora da via convencional da

autofagia. Na auséncia de ATGS, mas ndo de outros genes ATG, macrofagos se tornaram
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sensibilizados & infec¢do por Mycobacterium tuberculosis (Mtb) (Wang et al., 2023). No
entanto, ndo é possivel descartar um papel ndo convencional para ATG5 na replicagdo do

coronavirus.

3.6.2.4 SOSTM1

O complexo sequestossomo 1 (SQSTM1, também denominado p62) ¢ responsavel
por marcar os componentes indesejados e leva-los ao autofagossomo para degradagao (Li et al.,
2022).

Na presenca das proteinas do SARS-CoV-2, E, M, ORF3a e ORF7a, o LC3B-II
processado se acumula, enquanto a expressdo de Nspl5 causa uma diminui¢do leve, mas
consistente, no LC3B-II. De acordo com isso, a expressao de E, ORF3a, ORF7a e Nsp15 causa
acimulo de SQSTMI1. Notavelmente, embora M induza um aumento da localiza¢do da
membrana LC3B e do processamento de LC3B, ndo inibe a degradagdao de SQSTM1, indicando

que esta proteina viral ndo bloqueia a autofagia classica (Koepke et al., 2021).

3.7 TRATAMENTO

As opcdes terapéuticas medicamentosas ainda seguem por caminhos experimentais e
dividem opinides entre profissionais da saude, no entanto, seu uso tem sido justificado em
tratamentos empiricos. Os tratamentos em potencial buscam interferir nos processos de
interagdo celular do virus e nos processos de replicacdo intracelular (Meneses, 2020).

Além disso, outras abordagens terapéuticas t€ém como objetivo modular o sistema
imunoldgico inato para enfrentar o virus ou inibir citocinas que sdo reguladas positivamente
durante a replicagdo viral para diminuir a resposta fisiologica a doenga, como ¢ o caso dos
corticosterdides. No tratamento da COVID-19, eles parecem estar relacionados a inibi¢do da
resposta inflamatdria exacerbada. No momento, estd indicado em quadros graves com nivel de
evidéncia fraco (Russell et al.,2020).

Assim sendo, devido a semelhanca estrutural com outros virus, terapias antivirais t€ém
sido testadas na luta contra a COVID-19. Varios medicamentos antivirais foram autorizados ou
aprovados pela FDA para o tratamento da COVID-19, incluindo Remdesivir e Paxlovid (Cdc,
2023).

O Ritonavir-boosted Nirmatrelvir (Paxlovid) ¢ um inibidor de protease oral que ¢
ativo contra MPRO, uma protease viral que desempenha um papel essencial na replicagao viral,
clivando-o. A autorizagdo de uso emergencial pela FDA, permite o uso do nirmatrelvir

potencializado por ritonavir em pacientes nao hospitalizados com COVID-19 leve a moderada,
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que apresentam alto risco de evoluir para COVID-19 grave e estao dentro dos primeiros 5 dias
do inicio dos sintomas. O estudo EPIC-HR demonstrou um beneficio clinico do nirmatrelvir
potencializado por ritonavir em pacientes nao vacinados com alto risco de evoluir para COVID-
19 grave (Amani; Amani, 2023).

O Remdesivir ¢ um medicamento antiviral aprovado para o tratamento da COVID-19
leve a moderada. Ele ¢ administrado por via intravenosa ¢ demonstrou reduzir a duragdo das
internagdes hospitalares para alguns pacientes (Coelho ef al., 2023). No entanto, um estudo
recente descobriu que a combinacao de corticosteroides com remdesivir ndo melhorou o tempo
de recuperacdo clinica de pacientes com COVID-19 em comparacdo com o uso isolado do
remdesivir (Coelho et al., 2023).

Além dos medicamentos elucidados acima, as vacinas continuam sendo a chave
central da preveng¢ao e protecdo contra infecgdes. Varias vacinas contra a COVID-19 receberam
autorizacdes de uso emergencial (EUA) para prevenir a doencga grave da COVID-19 causada
pelo SARS-CoV-2. Elas foram fundamentais para controlar a gravidade da pandemia e
melhorar os resultados clinicos (Padda; Parmar, 2023).

Atualmente, sdo quatro as principais vacinas autorizadas pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para uso no Brasil: Coronavac, Janssen, Oxford-AstraZeneca e
Pfizer (Portal do butantan, 2024). A Coronavac foi desenvolvida usando a tecnologia de virus
inativado e ¢ administrada por meio de um regime de duas doses. A avaliagdo de seguranca da
vacina foi realizada em macacos rhesus, que sdo conhecidos por mimetizar sintomas
semelhantes aos da COVID-19 apés a infecgdo por SARS-CoV-2 (Yu et al., 2020). Os
resultados pré-clinicos usando duas doses (3 pg e 6 pg) com dois esquemas de imunizagao (nos
dias 0 e 14 ou dias 0 e 28) indicaram evidéncias extensas de seguranga e eficacia, com prote¢ao
completa contra a infeccao por COVID-19 (Fernandes et al., 2022).

As vacinas Janssen e Oxford-AstraZeneca, sdo baseadas em adenovirus recombinante
construida a partir de vetores virais. Enquanto a Janssen possui um regime de dose unica, sao
necessarias duas doses, com intervalo de 12 semanas, para a oxford-astrazeneca (portal do
butantan, 2024). Ensaios clinicos testados em diversos paises em mais de 60.000 participantes
adultos, mostraram que as vacinas tém um perfil de seguranca bem tolerado, sem eventos
adversos graves relacionados a ela (Voysey et al., 2021).

Paralelamente, a vacina Pfizer carrega um RNA mensageiro modificado por
nucleosideo que codifica a proteina S do SARS-CoV-2. E administrada sob um regime de 2
doses, também com um intervalo de 12 semanas (Fernandes et al., 2022). Polack et al. (2020)

demonstraram que esta vacina conferiu 95% de prote¢ao contra a COVID-19 em pessoas com
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16 anos de idade ou mais, com efeitos adversos leves semelhantes aos observados com outras
vacinas virais conhecidas.

Contudo, dada a frequéncia alarmante do surgimento de novas variantes do SARS-
CoV-2, a eficacia das vacinas existentes permanece em questdo. Pode ser encorajador afirmar
que, além do publico em geral, pacientes com cancer e outros individuos imunocomprometidos,
mostraram o desenvolvimento de anticorpos neutralizantes apos a vacinagdo com a maioria das
vacinas convencionais (Kurhade et al., 2023).

Desta forma, como visto anteriormente, foi apontado que o SARS-CoV-2 desencadeia
potentemente a apoptose de diferentes células hospedeiras, levando a lesdes excessivas no
tecido, bem como a perda de fungao, e isso pode facilitar a ocorréncia da doenga e a mortalidade
em estagios posteriores. Portanto, bloquear a apoptose por meio da supressdao da cascata de
caspases, ¢ uma maneira potencial de atenuar a disseminagao viral e surgiu como possibilidade
de alvo terapéutico anti-COVID-19 (Yuan et al., 2023).

Sendo assim, inibidores de caspase tém sido sugeridos como uma estratégia
terapéutica potencial para melhorar ou prevenir a COVID-19 grave (Premeaux et al., 2022).
Um estudo constatou que a inibigdo pan-caspase poderia reduzir a expressao de citocinas que
estavam elevadas em pacientes com COVID-19, assim como sugeriu que inibidores de caspase
poderiam ser usados para prevenir ou melhorar a COVID-19 grave (Plassmeyer et al., 2022).
No entanto, sdo necessarias mais pesquisas para determinar a eficacia e seguranca dos

inibidores de caspase no tratamento da COVID-19.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Durante o pico pandémico da COVID-19, o Laboratério de Imunomodulagio e Novas
Abordagens Terapéuticas (LINAT) pertencente ao Nucleo de pesquisa em Inovacao
Terapéutica — Suely Galdino (NUPIT-SG), foi certificado pelo Laboratério Central de Satude
Publica de Pernambuco (LACEN-PE), para atuar como forga-tarefa no diagnostico da COVID-
19.

O trabalho baseou-se em um estudo transversal, onde a primeira etapa foi a coleta de
sangue de pacientes suspeitos de COVID-19, internados em um hospital de campanha no
municipio de Caruaru — PE, apds convénio da UFPE com a Associacdo Municipalista de
Pernambuco (AMUPE), entre os meses de julho 2020 a dezembro de 2021. Apds traigem do
diagnéstico por RT-qPCR, foi feita a separacdo das PBMCs ¢ a realizacdo de nova RT-qPCR
para verificar a expressao dos genes apoptdticos e autofagicos que foram selecionados para o
estudo. Dentre os genes selecionados, foi realizado uma citometria de fluxo para aquele mais
diferencialmente expresso. Por fim, para confirmar se o gene mais diferencilmente expresso se
comportaria da mesma forma entre a variante pl versus a variante 6micron da COVID-19, foi

realizada uma nova RT-qPCR, conforme mostra a figura 5 abaixo.

Figura 5- Representacio esquemaitica das etapas realizadas durante o estudo.
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4.2 COMITE DE ETICA
O projeto foi submetido e aprovado (CAAE: 46223521.6.0000.5208) pelo Comité de

Etica em Pesquisa em seres humanos (CEP), localizado no 1° andar do Centro de Ciéncias da
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Saude (CCS), da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) (Anexo A).

4.3 RECRUTAMENTO DAS AMOSTRAS

Foram recebidos de cada paciente um swab nasofaringeo em solu¢do salina tamponada
(PBS) ou meio de transporte viral (VIM), e dois tubos de EDTA contendo sangue total,
acompanhados dos dados clinicos relatados em prontuario médico.

O swab nasofaringeo foi utilizado para o diagnoéstico laboratorial da COVID-19 por
meio de RT-qPCR. Amostras com um Quantification cycle (Cq) até 40 foram consideradas
detectaveis para SARS-CoV-2. Além disso, de acodo com o estudo de Waudby-West et al.
(2021), amostras com um Cq entre 15-20, foram classificadas como uma alta carga viral, Cq
entre 21-30 como carga viral intermedidria e Cq entre 31-40 como baixa carga viral. Apds a
liberacdo do resultado, os pacientes suspeitos foram classificados em infectados e nado
infectados pelo virus. Ao total, foram recrutados para esta pesquisa 140 amostras de pacientes

(n=73 infectados e n=67 nao infectados pelo SARS-CoV-2).

4.4 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Foram incluidos na pesquisa amostras de pacientes suspeitos sintomaticos, idade >18
anos, com diagnoéstico laboratorial por RT-qPCR detectavel ou ndao para o SARS-CoV-2.
Amostras de pacientes assintomaticos, gravidas, pacientes com cancer ativo, imunodeprimidos

e em uso de corticoide, foram excluidos do estudo.

4.5 COLETA, PROCESSAMENTO E OBTENCAO DAS PBMCs

De cada paciente foram coletados 2 tubos de 4 ml de sangue total em tubo com EDTA.
Para o processamento de ambos os tubos, houve adi¢cdo de Ficoll-Hypaque na proporg¢ao 1:1
com o sangue (4 mL de Ficoll para 4mL de sangue), seguida de centrifugagdo a 700G por 20
min., aceleracdo 6 e freio 4. Apos isso, o anel de PBMC foi coletado com uma pipeta pasteur,
adicionado a um tubo de 1,5 mL e centrifugado novamente, a 700G - 5 min. O sobrenadante foi
descartado, um dos pellets foi ressuspendido em 750 pL de trizol para posterior extracao de
RNA; e o outro foi ressuspendido em 100 pL de dimetilsulfoxido (DMSO) + 900 pL de soro

fetal bovino (SFB) para citometria de fluxo. Todas as amostras foram armazenadas a -80°C.
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4.6 EXTRACAO DO RNA

A extracdo do RNA foi realizada pelo método do trizol-cloroférmio. Ao microtubo
contendo PBMCs armazenada em trizol, como descrito no item 4.5 acima, foram adicionados
150 uL de cloroférmio e agitagdo durante 20 segundos, seguida de incubacdo por 3 min. e
centrifugacdo a 16000G por 15 min. - 4° C. O sobrenadante translticido foi transferido para
outro microtubo, ¢ a ele foram adicionados 375 pL de isopropanol a 100%, com incubacao
durante 10 minutos, seguida de centrifugacdo a 16000G durante 10 min. - 4°C. Apds isso, 0
sobrenadante foi removido, e ao precipitado foram adicionados 750 pL de etanol 75%. O
microtubo foi vortexado brevemente e centrifugado a 6300G durante 5 min. - 4°C.
Novamente, o sobrenadante foi descartado e o microtubo deixado aberto para evaporagao do
alcool. Para reidratacdo do RNA, o precipitado foi ressuspenso em solugdo RNAse free,
seguido de incubagdo a 55°C por aproximadamente 15 minutos. Em seguida, o RNA foi

quantificado via espectrofotdmetro pelo NanoDrop®.

4.7 SINTESE DO cDNA E EXPRESSAO GENICA

A concentragdo 6tima de RNA utilizada para sintese do cDNA foi de 500 ng definida
experimentalmente, utilizando o Kit High-capacity c¢cDNA archive Kit 2X (Applied
Biosystems®). A expressio génica foi realizada por RT-qgPCR, utilizando o método de detecgio
por sondas de hidrélise TagqMan (Applied Biosystems®) no aparelho QuantStudio™ 5%,
Resumidamente, uma mistura de 20 pL foi preparada contendo 10 pL do mastermix universal,
7,5 uL de agua RNAse free, 0,5 uL. de sonda e 2 pl. do cDNA, sob o seguinte protocolo de
ciclagem: 50° C por 2 min., 95° C por 10 s, seguido de 40 ciclos de 95° C por 15 s e 60° C por
1 s. Os genes alvo avaliados para apoptose foram CASP3 (Hs00234387 ml), BID
(Hs00609632 m1), APAF-1 (Hs00559441 ml) e PAWR (Hs01088574 ml); para autofagia
foram utilizados MAPILC3 (Hs01076567 gl), ULK1 (Hs00177504 ml), ATGS
(Hs00355494 ml) e SQSTM1 (Hs00177654 m1). A expressao relativa do RNA foi calculada
pelo método 224t (Livak e Schmittgen, 2001). Como controle endogeno da reacdo, foi
realizado experimentalmente para validacdo, a comparagdo entre os genes 18S
(Hs03003631 gl) e GAPDH (Hs02786624 g1). O padrao de expressao entre eles manteve-se
uniforme e por critério de disponibilidade, foi utilizado o 18S.

Além disso, de acordo com o protocolo do Centers for Disease Control and
Prevention (CDC), o sequenciamento genético das amostras detectaveis para SARS-CoV-2
com um Cq <26, foi realizado em parceria com o Instituto Aggeu Magalhdes - Fundacao

Oswaldo Cruz/PE (Fiocruz PE).
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4.8 DESCONGELAMENTO DAS PBMCs PARA CITOMETRIA DE FLUXO

As PBMCs armazenadas em DMSO + SFB como descrito no item 4.5, foram
descongeladas em banho-maria a 37° C e transferidas para um tubo de fundo conico de 15 mL.
Em seguida, foram adicionados vagarosamente 10 mL de meio RPMI 1640 suplementado com
10% de SFB, com posterior centrifuga¢do a 400G/ 10 min./ 20° C. O sobrenadante foi
descartado e duas lavagens sucessivas com PBS gelado a 400G/ 10 minutos/ 4° C foram
realizadas. Ap0s as lavagens, as PBMCs foram ressuspendidas em 5 mL de meio RPMI 1640
suplementado com 10% de SFB e foi realizada a contagem das células por meio da camara de
Neubauer. A viabilidade celular foi verificada pela utilizagdo de Trypan Blue (SIGMA, St.
Louis, MO). Um total de 1,5 x 10° células/pogo foram colocadas em cultura por 48h, apos
padronizagdo. O controle positivo (2,4 uM de doxorrubicina) também foi incluido.

Ap6s 48h de cultura, ocorreu a preparagdo das células para marcagdo com o anticorpo.
O sobrenadante e as células foram transferidos para um tubo coénico de 15 mL, lavado 2 vezes
com PBS-BSA e centrifugado a 400G/ 10 min./ 4° C. O sobrenadante foi descartado e o pellet
de células ressuspenso em 200 puL de PBS foi transferido para a marcagdo com anticorpo em

tubo de citometria BD FACS™,

4.9 CITOMETRIA DE FLUXO

Para cada paciente, foram incluidos um controle negativo (células ndo marcadas) e uma
marcagdo com todos os anticorpos. A fim de melhorar a qualidade e confiabilidade do resultado,
através do posicionamento adequado dos gates, também foi utilizado o controle interno FMO
(Fluorescence Minus One Control) (Anexo B). 100 ul de PBMCs foram imunomarcadas
utilizando o kit CellEvent™ Caspase-3/7 Green Flow Cytometry Assay Kit (Invitrogen, Cat.
No. C10427) de acordo com as instru¢des do fabricante, junto com uma mistura de anticorpos
BD® (tabela 1), a temperatura ambiente por 30 min. Em seguida, as células foram lavadas e
ressuspensas em PBS antes da aquisi¢do, a qual foi realizada através do BD FACSAria™ III
Cell Sorter (BD Biosciences, CA), utilizando 10.000 eventos. Como mostra a figura 6 abaixo,

a analise subsequente com gating celular apropriado foi realizada para excluir detritos celulares.
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Figura 6- Estratégia de gating para a determinag@o da Intensidade Média de Fluorescéncia (IMF) nas populagdes

de células TCD4+ e células B.
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Tabela 1- Anticorpos utilizados na marcacdo das PBMCs para citometria de fluxo.

? '3 0t f

Comp-FITC-A :: Caspase 3

ANTICORPO FLUOROCROMO | CLONE | FABRICANTE | VOLUME
Mouse Anti-human CD3 APC - BD Biosciences 2 ulL
(Cat. 555335)
Mouse Anti-human CD4 APC-H7 RPA-T4 BD Biosciences 1 uL
(Cat. 560158)
Mouse Anti-human CD19 PE - BD Biosciences 2 uL
(Cat. 555413)
CellEvent Caspase-3/7 FITC - Invitrogen 0,5 uL
Green
SYTOX AADvanced Dead Precp - Invitrogen 0,5 uL
Fonte: Autora (2024).

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Os dados da expressao génica foram analisados usando o programa estatistico

GraphPad Prism, versdo 8.0.1 (San Diego, CA). A normalidade das amostras foi verificada com

o teste D’Agostino. Os dados numéricos foram expressos como média + SD se apresentassem

distribuicdo normal, ou mediana [IQR 25th-75th percentil] se ndo estivessem dentro da

normalidade. Para analise entre dois grupos, foi utilizado o teste t ndo paramétrico de Mann-

Whitney, uma vez que nao seguiram a distribui¢do gaussiana. A analise entre trés ou mais

grupos, variou entre os testes One-way ANOVA ou Kruskal-Wallis, seguido de multiplas
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comparagdes, a depender se seguiram ou ndo a distribui¢do normal, respectivamente. Os
resultados obtidos na citometria de fluxo foram analisados no programa FlowJo v.10.1,
expressos através da Intensidade Média de Fluorescéncia (IMF). Todos os outliers foram
destituidos das analises. Além disso, a variabilidade entre o “n” amostral em relacdo aos
diferentes genes do estudo, também esta relacionada a ndo amplificagdo da amostra para o

determinado gene, mesmo apods repeticao. Valores de p <0,05 foram considerados significantes;

ns: ndo significativo.
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5 RESULTADOS

5.1 PERFIL CLINICO DA POPULACAO EM ESTUDO

A tabela 2 abaixo mostra as variaveis clinicas dos diferentes grupos do estudo: pacientes
sintomaticos infectados (n= 73) e ndo infectados (n= 67) pelo SARS-CoV-2. A média de idade
em ambos os grupos foi de 47 (= 19.559) anos e a maioria da populagdo foi constituida de
mulheres (55%).

No grupo de pacientes infectados pelo virus, 57,53% deles apresentaram sintomas de
tosse, seguidos de dispneia (47%), febre (45%) e cefaleia (41%). Em relagdo as comorbidades,
hipertensao arterial sist€émica (HAS) liderou o ranking com aproximadamente 18%, seguido de
obesidade (14%) e Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) (11%). Adesdo a primeira dose da vacina
(D1) foi observada em 20,5% dos individuos, ao passo que as duas doses completas (D2) foram
relatadas em aproximadamente 14% do grupo. Apenas 5,5% dos individuos relataram terem
tomado a dose unica (DU) da vacina. Em contrapartida, aproximadamente 60% do grupo nao
tomaram nenhuma dose. Apos o resultado do sequenciamento genético, a variante P.1, também
conhecida como gama, foi a mais prevalente (+66%) do grupo.

Em relacdo ao grupo de pacientes suspeitos ndo infectados pelo virus, aproximadamente
57% apresentaram sintomas de tosse [similar ao grupo anterior], seguidos de cefaleia (45%),
febre e coriza, ambos com 39% e dispneia (36%). No que se refere as comorbidades, HAS
também liderou com aproximadamente 16,5%, seguido de diabetes mellitus (9%) e obesidade
(7,5%). Ao contrario do grupo anterior, a maior adesdo a vacina foi observado em D2 (31%),
seguida de D1 (21%) e DU (4,5%). No entanto, a maior parte dos individuos deste grupo

também ndo tomaram nenhuma dose de vacina (43%).
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Tabela 2- Caracteristicas clinicas dos pacientes sintomaticos infectados e ndo infectados pelo SARS-CoV-2.

Caracteristicas Infectados SARS-CoV-2 | Nao infectados SARS-CoV-2
(n=73) (n=67)
I 1
Idade (anos) 47.027 £19.559 46.9 +19.65
Sexo (masculino/feminino) 33/40 28/39
Sintomas
Febre 33 (45,20%) 26 (38,80%)
Tosse 42 (57,53%) 38 (56,72%)
Cefaleia 30 (41,09%) 30 (44,77%)
Astenia 14 (19,17%) 13 (19,40%)
Anosmia/Ageusia 14 (19,17%) 7 (10,44%)
Necessidade de suporte respiratorio 21 (28,76%) 10 (14,92%)
Dor de garganta 15 (20,54%) 10 (14,92%)

Coriza 19 (26,02%) 26 (38,80%)

Dispneia 34 (46,57%) 24 (35,82%)
Comorbidades

HAS 13 (17,80%) 11(16,41%)

Obesidade 10 (13,69%) 5(7,46%)

DM2 6 (8,22%) 6 (8,95%)
Vacinagdo

DI 15 (20,54%) 14 (20,89%)

D2 10 (13,69%) 21 (31,34%)

DU 4 (5,49%) 3 (4,49%)
Sem vacina 44 (60,28%) 29 (43,28%)
Variantes

P.1 21 (65,61%)

P.1.7 1(3,13%)

B.1.617.2 6 (18,75%)

AY.99.2 3 (9,38%)

AY.124 1(3,13%)

* HAS: Hipertensio Arterial Sistémica; DM2: Diabetes Mellitus tipo 2; D1: Primeira dose da vacina; D2:
Duas doses da vacina; DU: Dose unica.

f Paciente com necessidade de suporte respiratorio foi aquele considerado com SpO2 < 94%, parimetro
considerado pelo National Institutes of Health (NIH) para COVID-19 severa.

Fonte: Autora (2023).

Para a variante Omicron, a média de idade no grupo de infectados foi de 41 anos, a
maioria da populagdo também foi constituida de mulheres e as demais caracteristicas clinicas

podem ser encontradas na tabela 4 (Anexo C).

5.2 EXPRESSAO DOS GENES APOPTOTICOS CASPASE 3, BID, PAWR E APAF1
Cnforme mostra a figura 7A, pacientes infectados pelo SARS-CoV-2 apresentaram

maior expressao relativa do gene CASPASE 3 (0,0107 [0,0008 — 0,0321]) quando comparado

aos pacientes nao infectados pelo virus (0,0005 [5,569¢-005 — 0,0288], p= 0,0269).

Adicionalmente, pacientes infectados pelo virus também superexpressaram BID (0,0196
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[0,0025 —0,1265]) quando comparado aos ndo infectados (0,0057 [0,0002 — 0,0466], p=0,0104,
7B). Apesar de ndo haver diferenca estatistica entre os grupos para os genes PAWR (7C) e
APAFI1 (7D), ambos os genes tendem a uma maior mediana no grupo de infectados versus nao

infectados.

Figura 7- Niveis da expressdo do gene CASPASE 3 (A), BID (B), PAWR (C) e APAF1 (D) entre pacientes
infectados pelo SARS-CoV-2 e ndo infectados pelo virus. * p< 0.05; ns: ndo significativo.
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Fonte: Autora (2024).

5.3 EXPRESSAO DOS GENES AUTOFAGICOS MAPILC3, ULK1, SQSTM1 E ATG5
Paralelamente, em relagdao aos genes autofagicos, a figura 8A evidencia que pacientes
infectados pelo SARS-CoV-2 apresentaram maior expressdo do gene MAPILC3 (0,0036
[0,0006 — 0,0083]) quando comparados aos pacientes nao infectados pelo virus (0,0005 [1,584e-
005 —0,0054], p=0,0018). Em contrapartida, para os genes ULK1 (8B), SQSTM1 (8C) e ATG5
(8D), ndo houve associagao significativa entre os grupos, apesar de também apresentarem maior

expressao quando comparado ao grupos dos ndo infectados.
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Figura 8- Niveis da expressdo do gene MAPILC3 (A), ULKI1 (B), SQSTM1 (C) e ATGS5 (D) entre pacientes
infectados pelo SARS-CoV-2 e ndo infectados pelo virus. ** p<0.01; ns: ndo significativo.
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Desta forma, vale destacar que embora apenas CASPASE 3, BID ¢ MAPILC3

apresentaram diferenca significativa entre os grupos, todos os genes -apoptoticos e autofagicos-

do estudo, apresentaram maior mediana nos pacientes infectados quando comparado aos nao

infectados pelo

virus (Figura 9).
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Figura 9- Fold change de logl10 da expressdo dos genes apoptoticos PAR4, APAF1, BID e CASPASE3 ¢ dos
genes autofagicos SQSTM1, ULK1, MAPILC3 e ATGS entre pacientes infectados (+) e ndo infectados (-) pelo
SARS-CoV-2. * p< 0.05; ** p< 0.01; ns: ndo significativo.
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Fonte: Autora (2024).

5.4 RELACAO ENTRE A EXPRESSAO GENICA DE CASPASE 3, BID, MAPILC3 E AS
VARIAVEIS CLINICAS

Apenas os genes apoptoticos (CASPASE 3 e BID) e autofagico (MAPILC3) que
apresentaram significancia estatistica entre os grupos de pacientes infectados e ndo infectados,
seguiram analise em relacdo aos parametros clinicos.

No que se refere ao sexo, a figura 10A abaixo demonstra que os pacientes do sexo
masculino infectados pelo SARS-CoV-2, apresentaram uma maior expressao do gene
CASPASE 3 (0,0246 [0,0029 — 0,1303]) quando comparado aos pacientes ndo infectados do
mesmo sexo (0,0004 [0,0001 — 0,0083], p=0,0032). Nao houve diferenca significativa entre os
grupos de pacientes infectados versus ndo infectados do sexo feminino.

Para os genes BID (10B) e MAPILC3 (10C), nenhum dos sexos apresentaram
significancia estatistica em relacdo aos grupos de pacientes infectados versus ndo infectados
pelo SARS-CoV-2, apesar dos homens também apresentarem um padrdo de expressao génica

maior.



48

Figura 10- Relacdo entre os niveis da expressdo do gene CASPASE 3 (A), BID (B) e MAPILC3 (C) entre os
sexos masculino e feminino de pacientes infectados versus ndo infectados pelo SARS-CoV-2. ** p<0.01; ns: ndo
significativo.
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Fonte: Autora (2024).

Em relacdo as variaveis clinicas, conforme observado na tabela 3 verificou-se
associagdo significativa de CASPASE 3 com os sintomas febre (p= 0,0013), cefaleia (p=
0,0368), astenia (p= 0,0119), dor de garganta (p= 0,05), coriza (p= 0,0241), dispneia (p=
0,0043) e com a comorbidade hipertensao (p= 0,0466). Para as referidas variaveis, pacientes
infectados pelo SARS-CoV-2 apresentaram uma maior expressao do gene.

Da mesma forma, uma superexpressao do gene BID em pacientes infectados pelo virus
também apresentou associagdo significativa com os sintomas febre (p= 0,0002), cefaleia (p=
0,0441), dispneia (p= 0,0204) e com a comorbidade hipertensdo (p= 0,0240).

Em relagdo ao gene MAP1LC3, nao houve associagdo significativa com nenhum dos

sintomas e comorbidades.
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Tabela 3- Associagdo entre a expressdo génica de CASPASE 3, BID e MAP1LC3 e as variaveis clinicas em pacientes infectados (I) e ndo infectados (NI) pelo SARS-CoV-2.

Variavel clinica Paciente CASPASE 3 Valor p BID Valor p MAPILC3 Valor p

Febre I (0,0165[0,0047-0,0819]) p=0,0013"" | (0,0465[0,0141-0,1266]) p=0,0002""" (0,0054[0,0025-0,0130)]
NI (0,0005[5,569¢-005-0,0288]) (0,0057[0,0002-0,0466]) (0,0057[0,0002-0,0466)] p=0,9340

Tosse I (0,0111[0,0032-0,03411]) p=0,0679 | (0,0290[0,0049-0,0599]) p=0,0530 (0,0048[0,0009-0,0088])
NI (0,0005[5,569¢-005-0,0288]) (0,0057[0,0002-0,0466]) (0,0057[0,0002-0,0466)] p=10,4324

Cefaleia I (0,0172[0,0011-0,0603]) p=0,0368" | (0,0267[0,0061-0,0732])  p=0,0441" (0,0031[0,0013-0,0067])
NI (0,0005[5,569¢-005-0,0288]) (0,0057[0,0002-0,0466]) (0,0057[0,0002-0,0466)] p=0,4084

Astenia I (0,0270[0,0022-0,3018]) p=0,0119" | (0,0142[0,0045-0,0560]) p=10,2784 (0,0030[0,0007-0,06777])
NI (0,0005[5,569¢-005-0,0288]) (0,0057[0,0002-0,0466]) (0,0057[0,0002-0,0466)] p=0,6164

Anosmia/Ageusia I (0,0043[0,0004-0,11757) p=0,1692 | (0,0220[0,0045-0,05607) p=0,1322 (0,0024[4,155e-005-0,0068])

NI (0,0005[5,569¢-005-0,0288]) (0,0057[0,0002-0,0466]) (0,0057[0,0002-0,0466)] p=0,1780

S. Respiratdrio I (0,0133[0,0002-0,0746]) p=0,0589 | (0,0173[0,0009-0,14457) p=0,0829 (0,0039[0,0001-0,0143])
NI (0,0005[5,569¢-005-0,0288]) (0,0057[0,0002-0,0466]) (0,0057[0,0002-0,0466)] p=10,2763

Dor de garganta I (0,0165[0,0044-0,0338]) p= 0,05 (0,0326[0,0062-0,0638]) p=0,0571 (0,0049[0,0015-0,0067])
NI (0,0005[5,569¢-005-0,0288]) (0,0057[0,0002-0,0466]) (0,0057[0,0002-0,0466)] p= 10,7489

Coriza I (0,0154[0,0038-0,0338] p=0,0241" | (0,0142[0,0077-0,0326]) p=0,2816 (0,0039[0,0021-0,0062])
NI (0,0005[5,569e-005-0,0288]) (0,0057[0,0002-0,0466]) (0,0057[0,0002-0,0466)] p=0,6046

Dispneia I (0,0158[0,0029-0,1135]) p=0,0043"" | (0,0342[0,0072-0,1085])  p=0,0204" (0,0045[0,0006-0,0157])
NI (0,0005[5,569¢-005-0,0288]) (0,0057[0,0002-0,0466]) (0,0057[0,0002-0,0466)] p=0,6315

Obesidade I (0,0117[0,0005-0,04677) p=0,2407 | (0,0119[0,0014-0,1573]) p=0,2598 (0,0021[0,0005-0,00457)
NI (0,0005[5,569¢-005-0,0288]) (0,0057[0,0002-0,0466]) (0,0057[0,0002-0,0466)] p=0,3406
HAS I (0,0130[0,0081-0,0399]) p=0,0466" | (0,0484[0,0097-0,1429])  p=0,0240" (0,0070[0,0029-0,0218]) p=0,7353

NI (0,0005[5,569¢-005-0,0288]) (0,0057[0,0002-0,0466]) (0,0057[0,0002-0,0466)]
DM I (0,0106[0,0030-0,0916]) p=0,1712 | (0,0222[0,0075-0,1397]) p=0,1258 (0,0162[0,0035-0,0857]) p=0,2387

NI (0,0005[5,569¢-005-0,02881) (0,0057[0,0002-0,0466]) (0,0057[0,0002-0,0466)]

*S. Respiratério: Suporte Respiratorio; HAS: Hipertensio Arterial Sistémica; DM: Diabetes Mellitus; I: infectado; NI: ndo infectado.
tOs valores estdo representados pela mediana com (25th — 75th percentil).

1 "p<0,05; “p< 0,01 e "p< 0,001.

Fonte: Autora (2023).
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5.5 RELACAO ENTRE A EXPRESSAO GENICA DE CASPASE 3, BID, MAPILC3 E A
CARGA VIRAL

As amostras detectaveis para SARS-CoV-2, de acordo com o estudo de Waudby-West
et al. (2021), como citado anteriormente, foram classificadas em relacdo a carga viral em 3
grupos distintos: alta carga viral, carga viral intermediaria e baixa carga viral. Conforme mostra
a figura 11 abaixo, pacientes infectados pelo SARS-CoV-2 com alta carga viral, apresentaram
uma maior expressao do gene CASPASE 3 quando comparado aos pacientes com uma carga
viral intermadiaria (11A). Nao houve diferenca em relacdo a baixa carga viral.

Paralelamente, os genes BID (11B) e MAPILC3 (11C) também ndo apresentaram
variagdo de expressdao quando comparado aos diferentes valores do Cg/niveis da carga viral.

Figura 11- Relagao entre os ciclos de quantificagdo da expressao dos genes CASPASE 3 (A), BID (B), MAP1LC3
(C) e os niveis da carga viral.
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Fonte: Autora (2024).
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5.6 ATIVIDADE DA CASPASE 3/7 NOS LINFOCITOS T E B DURANTE A INFECCAO
POR SARS-CoV-2

A atividade da caspase 3/7 foi avaliada em linfocitos T CD4" e linfocitos B (CD19+) a
partir do isolamento de PBMCs de pacientes infectados e nao infectados pelo SARS-CoV-2.

Como demonstrado na figura 12A, foi utilizado a doxorrubicina na concentracao de 2,4
uM, por um periodo de 48h, como controle positivo do ensaio. A IMF da coloragao de caspase
3/7 ativa aumentou tanto na populacio de células TCD4" (1354[1209-2497]), p= 0,0079) quanto
na populagado de células B (9163[5294-12545], p=0,0079) apos infecgdo por SARS-CoV-2, em
compara¢do com as células TCD4" (187[111,1-230,5]) e B (1786[1551-1922]) dos pacientes
ndo infectados (12B).

Figura 12- Intensidade Média de Fluorescéncia (IMF) da atividade de caspase 3/7 em relagdo as células TCD4+
e linfécitos B de pacientes infectados versus nao infectados pelo SARS-CoV-2.
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Fonte: Autora (2024).

5.7 EXPRESSAO GENICA DE CASPASE 3 DA VARIANTE P.1 versus OMICRON
Conforme mostra a figura 13A abaixo, pacientes infectados pela variante 6micron do
SARS-CoV-2, também apresentaram maior expressdao do gene CASPASE 3 (0,9860 [0,5030 —
1,641]) quando comparado aos pacientes nao infectados (0,03808 [0,0043 —2,221], p=0,0257).
A comparagao entre as variantes pl x dmicron, entre pacientes infectados versus ndo infectados,
pdde confirmar que ambas as variantes apresentaram superexpresdo do gene mais
diferencialmente expresso CASPASE 3 no grupo dos infectados (13B). Ao comparar apenas 0s
grupos de infectados pelo SARS-CoV-2, a variante 6micron apresentou maior expressao do

gene CASPASE 3 quando comparado a variante p1 (p< 0,0001).



52

Figura 13- A: Niveis da expressdo do gene CASPASE 3 entre pacientes infectados com a variante 6micron e ndo
infectados pelo SARS-CoV-2. **** p<(.0001; * p< 0.05. B: Representacdo esquematica do logl0 CASPASE 3
entre as variantes pl versus dmicron.
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6 DISCUSSAO

A pandemia da COVID-19 resultou em mais de 7 milhdes de mortes em todo o mundo
e novas variantes continuam a surgir de tempos em tempos. O processo de infec¢ao se manifesta
de maneira diferente entre populagdes, sexo, raca, faixas etdrias, etnia e presenca de
comorbidades associadas (Biswas et al., 2020).

Diante disso, os resultados do nosso estudo mostraram que pacientes infectados pelo
SARS-CoV-2 apresentaram maior expressao dos genes CASPASE 3, BID e MAP1LC3, sendo
CASPASE 3 correlacionados aos sintomas clinicos. Além disso, houve uma maior propor¢ao
de mulheres infectadas pelo virus, apesar dos homens terem apresentado maior expressdo da
proteina de morte caspase 3. Somado a isto, individuos infectados com uma maior carga viral,
apresentaram também aumento de CASPASE 3. As comorbidades mais prevalentes foram
HAS, DM e obesidade. A linfopenia foi confirmada pelo aumento da atividade de CASPASE
3 frente aos linfocitos. E como resultado inédito, individuos infectados pelo variante dmicron
do SARS-CoV-2, apresentaram maior expressdao de CASPASE 3 quando comparado a variante
P.1.

Como foco principal da nossa pesquisa, ¢ reconhecido que a morte celular e a
autofagia s@o cruciais para manter a homeostase do hospedeiro e participar da patogénese da
doencga. No entanto, o conhecimento das interagdes ¢ mecanismos relacionados do SARS-CoV-
2 entre a morte celular e autofagia requer uma explicagdo. Nossos resultados revelaram que
pacientes com COVID-19 apresentaram uma maior expressao do gene autofagico MAPILC3 e
dos genes apoptoticos CASPASE 3 e BID, e que algumas varidveis clinicas, uma maior carga
viral e a linfopenia foram observados e associados ao aumento da proteina de morte caspase 3.

Corroborando com os achados deste trabalho, diversos estudos mostraram uma maior
expressao de CASPASE 3 em individuos infectados pelo SARS-CoV-2 quando comparado a
controles saudaveis (Maleki et al., 2021; Magro et al., 2021; Krishnamachary et al., 2020; Ren
et al., 2020). Além disso, Li et al. (2022) também demonstraram que os genes apoptdticos
CASP3 e BID aumentaram significativamente em células dendriticas plasmocitoides de
pacientes com COVID-19. Bem como, PBMCs de pacientes com COVID-19 mostraram uma
regulagdo positiva da apoptose (Xiong et al., 2020). Simultaneamente, evidéncias encontradas
no trabalho de Prentice er al. (2004), identificaram a co-localizagdo da proteina NSP§ da
replicase do SARS-CoV com o marcador de autofagia MAP1LC3, sugerindo que o SARS-CoV

pode interagir com a maquinaria autofagica.



54

Desta forma, € hipotético dizer que a autofagia tem uma dupla face durante a infecg¢ao
por SARS-CoV-2. De um lado, ela exerce sua atividade antiviral pela indugdo do viréfago e
regulacao da resposta imune; por outro, a autofagia ¢ manipulada pelo SARS-CoV-2 para
favorecer sua replicacdo e transmissao, escape de imunovigilancia e resposta pro-inflamatoria.
Além disso, os autofagossomos acumulativos induziriam a apoptose celular, resultando em
dano celular e lesdo tecidual (Li et al., 2022). Isto pode explicar porque MAPILC3 ¢
superexpresso em pacientes com COVID-19 mas ndo tem associacdo com nenhuma variavel
clinica. Apoiando a nossa hipotese, enquanto a apoptose serve para eliminar as células
infectadas para limitar a propagacao do virus, a resposta apoptdtica exacerbada pode prejudicar
a integridade epitelial, levando a ruptura da barreira e resultados clinicos desfavoraveis (Chu et
al., 2021). Ou seja, a partir do que a literatura traz de evidéncia e os resultados encontrados
neste trabalho, sugerimos que a autofagia induz apoptose, e que a apoptose exarcebada causada
pela infeccdo do SARS-CoV-2 leva aos desfechos clinicos (como febre, cefaleia, astenia,
dispneia) dos pacientes.

Os pacientes do nosso estudo tinham uma média de idade de 47 &+ 19 anos e eram na
maioria mulheres (55%). Parece que todas as faixas etarias da populagdo sdo susceptiveis a
infeccdo por SARS-CoV-2, mas nosso resultado se aproxima dos dados encontrados em
diversos estudos onde a média de idade foi de 49 (Huang et al., 2020) ¢ 50 anos (Wu et al.,
2020; Chen et al., 2020; Wang et al., 2020; Guan et al., 2020). No entanto, outros estudos nao
obtiveram resultados semelhantes, apresentando pacientes >50 anos confirmados de COVID-
19 (Yang et al., 2020; Zhang Jin-jin et al., 2020). Da mesma forma, um estudo multicéntrico
realizado por Quian et al. (2020), demonstraram que a COVID-19 era maior em mulheres do
que homens, corroborando com os nossos achados, ao passo que outros estudos mostraram o
inverso (Chen et al., 2020; Wang et al., 2020).

Somado a isto, foi identificado que durante o nosso periodo de coleta, a variante P.1
foi a mais prevalente do grupo, junto a uma baixa adesdo as vacinas. Estudos recentes
mostraram que a linhagem P.1, considerada uma VOC, apresenta uma afinidade maior ao
receptor ACE2, sendo associada a uma maior taxa de casos graves e obitos de COVID-19,
principalmente na populagdo ndo vacinada (Chen et al., 2021; Liu et al., 2021; Wang et al.,
2021). Além disso, de acordo com o estudo de Freitas et al. (2021), eles verificaram que no
periodo em que predominou a linhagem P.1, houve uma maior propor¢do de mulheres
infectadas, apesar do risco de morte ser maior entre homens com faixa etaria de 40-59 anos;

coerente com os achados da nossa pesquisa.
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Embora em nosso estudo a propor¢do de mulheres infectadas tenha sido maior,
observamos que homens infectados pelo virus apresentaram uma maior expressdo génica da
proteina de morte caspase 3. Corroborando com os nossos achados, Biswas et al. (2020),
indicaram em seu estudo que pacientes do sexo masculino com COVID-19 foram associados a
um risco significativamente aumentado de mortalidade em comparacdo com pacientes do sexo
feminino.

Conforme revisado em outro estudo, foi afirmado que pacientes do sexo masculino
podem ter maior expressdo da ACE2, que pode ser regulada por hormdnios sexuais masculinos,
tornando-os mais propensos a infec¢do por SARS-CoV-2 (La Vignera et al., 2020). Além disso,
pode ser em parte porque a expressao de ACE2 codificada pelo gene ACE2 esta no cromossomo
X, permitindo assim que as mulheres sejam potencialmente heterozigotas, enquanto os homens
que sdo definitivamente homozigotos permitem que sejam potencialmente expressores elevados
de ACE2 (Gemmati et al., 2020). Além disso, embora alguns estudos relatem que um dos
cromossomos X das mulheres sejam inativados, algumas porgdes cromossdmicas ficam de fora
desta inativacdo. Esta diferenga também elenca o alargamento da resposta imunoldgica da
mulher, visto que varios genes presentes no cromossomo X codificam uma associagdo forte
com a resposta imunologica (Carvalho et al., 2021). Sendo assim, as mulheres podem
neutralizar a progressao da infec¢do por SARS-CoV-2 e resultados clinicos graves devido ao
transporte de alelos heterozigotos ligados ao cromossomo X.

Em relacdo aos sintomas, os de apresentacdo mais frequentes neste estudo foram tosse
(57%), seguido de dispneia (47%), febre (45%) e cefaleia (41%). Uma vez que na doenca os
sintomas estdo associados, € o que se observa porém numa propor¢ao muito menor, quando em
comparag¢ao com a meta-analise de 4.203 pacientes com COVID-19 na China, onde febre, tosse
e dispneia (80,5%, 58,3% e 23,8%, respectivamente) foram observadas como as apresentagoes
clinicas mais frequentes (Zhang et al., 2020).

Yang et al. (2020) também relataram que febre (98%), tosse (77,0%) e dispneia
(63,5%) foram os sintomas mais comuns em pacientes com COVID-19. Em contrapartida,
sintomas menos comuns incluem produgdo de escarro, hemoptise, diarreia, dor de garganta,
calafrios, nduseas e vOomitos em estudos de pacientes na China (Huang et al., 2020; Wang et
al., 2020; Guan et al., 2020). Essa grande discrepancia na frequéncia dos sintomas clinicos,
pode ser devido as diferentes localizagdes geograficas, as populacdes do estudo, raga, etnia,
crengas e outros fatores do hospedeiro (Biswas et al., 2020).

Outro achado relevante do nosso estudo mostou que 40% dos pacientes com COVID-

19 tinham alguma comorbidade associada, sendo as mais prevalentes HAS, obesidade e DM2.
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Esses resultados seguem a mesma linha do estudo de Buffon ef al. (2022), onde na sua
populacdo de estudo verificaram que 86% dos pacientes possuiam alguma comorbidade, sendo
HAS, obesidade e DM2 também as principais. Além deles, de acordo com Geteneh et al. (2021),
HAS e DM também foram as comorbidades médicas predominantes observadas em seu estudo.

Um mecanismo plausivel pelo qual a obesidade pode influenciar o desenvolvimento
da forma grave da COVID-19 ¢ a inflamag¢ao imune inata sistémica de baixo grau (adiposite),
que pode predispor o 6rgdo infectado a lesdo imune inata quando a replicacao viral nao ¢
controlada na fase inicial da doenga (Russell et al., 2023). Paralelamente, em pacientes
diabéticos a fun¢ao imunolédgica natural ¢ reduzida consideravelmente, o que pode limitar o
corpo a produzir o respectivo anticorpo contra qualquer infec¢do. Como a imunidade natural é
diminuida em condigdes comoérbidas € como os pacientes normalmente fazem uso da
polifarmécia, as perceptiveis reacdes adversas a medicamentos (RAMs) juntamente com a
regulagdo negativa da fun¢do imunoldgica podem ocorrer nesses pacientes € aumentar o risco
de mortalidade (Berbudi et al., 2020; Biswas et al., 2020).

Sabe-se também que apods a transmissdo do SARS-CoV-2 para o corpo humano, o
receptor ACE2 acelera a ligag¢ao desse virus as suas células-alvo. ACE2 ¢ fortemente expressa
em células epiteliais do pulmao, intestino, rim e vasos sanguineos, que ¢ predominantemente
regulada positivamente em pacientes com diabetes ou hipertensdo tratados com inibidores da
ECA (IECAs) e bloqueadores dos receptores tipo I da angiotensina I (BRAs) (Li et al., 2017,
Fang et al., 2020). Essa regulagdo positiva de ACE2 em pacientes com diabetes e hipertensao
tratando com IECA ou BRA, pode agravar a infec¢do por SARS-CoV-2. E, portanto,
hipotetizado por alguns autores que pacientes diabéticos e hipertensos podem eventualmente
aumentar o risco de desenvolver COVID-19 (Li et al., 2017; Fang et al., 2020; Wan et al.,
2020), o que esta de acordo com os resultados do nosso estudo.

Além disso, a taxa de apoptose depende da replicacdo viral (Li et al., 2020).
Consistente com nossos resultados, de acordo com Naveca et al. (2021), as infec¢des por SARS-
CoV-2 P.1 estdo associadas a cargas virais mais altas. Eles revelaram que individuos infectados
por P.1 apresentaram um menor valor de Cq (19,8) em comparacdo com individuos nao
infectados por esta variante (Cq = 23,0), indicando que a carga viral era ~ dez vezes maior em
infecgdes por P.1 do que em ndo-P.1 (Naveca et al., 2021). Isto pode explicar porque em nosso
estudo, pacientes com uma maior carga viral apresentaram uma maior expressao da proteina
pro-apoptdtica caspase 3.

Em contrapartida, a variante 6micron tem uma taxa de infeccdo muito mais rapida do

que as outras variantes (Jung et al., 2022). As numerosas mutagdes no genoma viral da 6micron
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e suas sublinhagens atribuem a ela uma quantidade maior de aptidao viral, devido a alteracao
da transmissdo e da fisiopatologia do virus. Com uma rapida mudanga na estrutura viral, a
Omicron e suas subvariantes, possuem a capacidade de escapar da eficiéncia de neutralizagao
induzida por vacinacdo ou infec¢des anteriores (Chatterjee ef al., 2023). Um incidente relatado
na Noruega detalha um cendrio alarmante sobre a transmissdo da variante dmicron. De 117
individuos que foram a uma festa, 76% deles eram vitimas da dmicron. De todos eles, 96% das
pessoas que compareceram a festa foram vacinadas (Brandal ef al., 2021). Este fato alarmante
destaca as altas taxas de transmissdo desta variante, mesmo em individuos totalmente
vacinados, corroborando com os achados deste estudo.

Desta forma, a medida que a pandemia progrediu, o SARS-CoV-2 evoluiu da variante
P.1 para a variante 6micron [até a realizacdo do presente estudo], caracterizada pela diminuigao
da infectividade pulmonar, doenca menos grave, mas maior taxa de transmissibilidade e
capacidade de evasao da resposta imunoldgica (Xiao et al., 2023). Além disso, o estudo de Hou
et al. (2022) revelou que, embora a infec¢do de todas as variantes avaliadas do SARS-CoV-2
tenha induzido apoptose em organoides do prosencéfalo e do mesencéfalo, a sublinhagem BA.2
da dmicron desencadeou uma magnitude substancialmente maior de apoptose em comparacao
com a de outras variantes do SARS-CoV-2; corroborando com os nossos achados.

Vale destacar que nosso estudo apresentou algumas limitagdes. Primeiro, os pacientes
foram obtidos em diferentes momentos durante a evolugao da COVID-19, embora a maioria
tenham sido da época da variante circulante P.1. Além disso, tivemos uma quantidade limitada
de amostras dmicron disponiveis, junto a falta de informag¢des mais detalhadas sobre as mesmas
(ex.:o0 valor de Cq para comparagao da carga viral em relacdo a variante P.1). Em segundo lugar,
a dificuldade de acesso venoso fez com que a quantidade de sangue coletado nao fosse
suficiente para aumentar a abrangéncia de genes apoptoticos e autofagicos do estudo.

Para concluir nossos achados, identificamos que células TCD4" e células B de
pacientes com COVID-19 apresentraram uma maior atividade de caspase 3/7. Tanto a
linfocitose quanto a linfopenia foram associadas a sindrome respiratoria aguda grave do SARS-
CoV-2. Porém, enquanto a linfocitose indica uma resposta antiviral ativa, a linfopenia ¢ um
sinal de mau prognostico (Shouman et al., 2024).

No estudo de Pontelli et al. (2022), o SARS-CoV-2 foi detectado em PBMCs de
pacientes com COVID-19, mais proeminentemente em linfocitos B. Além disso, uma intensa
diminuicdo de células T no sangue periférico foi observada em até 85% dos pacientes graves
com COVID-19 (Chen et al., 2020; Huang et al., 2020). Células T de pacientes com COVID-

19 apresentam varios marcadores de exaustdo, e a andlise do transcriptoma de suas PBMCs
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indicou regulacao positiva de genes envolvidos na apoptose e nas vias de sinalizagao p53 (Diao
et al., 2020; Xiong et al., 2020; Zheng et al., 2020). Outro estudo de Cizmecioglu et al. (2021),
relataram que a ativagdo de caspases relacionadas a apoptose também foi observada em células
T de pacientes infectados. Esses dados sugerem que a infec¢cao por SARS-CoV-2 pode induzir
a morte celular por apoptose em PBMCs.

O mecanismo fundamental de como a linfopenia estaria associada ao SARS-CoV-2
seria a tempestade de citocinas inflamatoérias provocada pela infeccao viral, que altera o
metabolismo da célula hospedeira para um estado mais acido. Essa "acidemia hiperlatica" junto
com a tempestade de citocinas suprime a proliferacdo de células T e desencadeia apoptose
intrinseca/extrinseca (André et al., 2022). Consistente com nossos resultados, eles também
identificaram que a exposicdo de PBMCs humanos ao SARS-CoV-2 induziu rapidamente a
apoptose em populagdes de células T CD4" e CDS8", detectada pela ativagdo da caspase 3/7
(Pontelli et al.,2022).

Por fim, o aumento da expressao de CASPASE 3 na COVID-19 esta intimamente
relacionada as caracteristicas clinicas da doenga. Desta forma, ela pode ser vista como um
potencial alvo terapéutico em estratégias de tratamento da COVID-19. Manipular essa via
poderia, teoricamente, ajudar a mitigar o dano celular excessivo sem comprometer a resposta
imunoldgica necessaria para combater o virus, podendo ter um mérito relevante ndo apenas para
o gerenciamento da COVID-19, mas também para futuras pandemias; sendo necessarios mais
estudos para entender completamente as consequéncias de modular a CASPASE 3 no contexto

da infec¢ao viral.
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CONCLUSAO

Pacientes infectados pelo SARS-CoV-2 apresentaram superexpressdo dos genes
apoptéticos CASPASE 3 e BID; e do gene autofagico MAP1LC3;

Ambas as vias de morte celular estdo envolvidas na replicacdo viral, sendo que a
autofagia induz apoptose, ¢ a apoptose exacerbada se correlaciona com os desfechos
clinicos estudados (febre, cefaleia, astenia, coriza e dispneia) dos pacientes;

A linfopenia foi confirmada nos pacientes infectados pelo SARS-CoV-2, através do
aumento da atividade de CASPASE 3;

A andlise comparativa na sequéncia temporal entre as variantes P.1 x dmicron, pode
confirmar que ambas as variantes apresentaram superexpresdo do gene mais
diferencialmente expresso CASPASE 3, sendo a variante Omicron mais
diferencialmente expressa.

Modular CASPASE 3 pode representar um possivel alvo terapéutico promissor no
combate a COVID-19. Estudos futuros sdo necessarios para validar sua eficacia e
seguranga, assim como para melhor compreender melhor seus mecanismos de agdo e
possiveis aplicagdes clinicas.

Perspectivas para experimentos futuros: Andlises funcionais (investigar o efeito da
inibicdo da CASPASE 3 na resposta imune in vitro e posteriormente in vivo); Estudos
longitudinais (avaliar pacientes ao longo do tempo para entender se a superexpressao de
genes apoptoticos persiste ou ndo. COVID 19 longa?); Associagdo com resposta
imunologica (correlacionar apoptose/autofagia com a producdo de citocinas e perfil

imunoldgico dos pacientes).
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superior a 18 anos, com diagnéstico laboratorial por RT-PCR confirmado para COVID-19. Este projeto
utilizara apenas a amostra de RMA & os dados clinicos dos prontudrios dos pacientes, os quais chegardo
prontas no Micleo de Pesquisa em Inovagdo Terapéutica. M3o havera contato do pesquisador com o
paciente para a coleta da amostra.

Oibjetivo da Pesquisa:

OBJETIVD GERAL

Investigar a participagic de proteinas de morte celular envolvidas na fisiopatologia da infecgdo pelo virus
SARS-Caol-2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Avaliar a expressdo génica das proteinas Bax, Bid, Bol-2, caspases 3, 6, 7, 8 e PAR- envolvidas nas vias
apoptdticas em amostras de swab nasofaringeo de individuos infectados pelo virus SARS-coV 2;

= Avaliar a express3o génica das proteinas Bedini, LC3-II, ULK1, P82 e AtgS envolvidas na via autofagica
em amostras de swab nasofaringeo de individuos infectados pelo virus SARS-coV 2

= Caracterizar o perfil clinico-demografico dos pacientes com COVID-19;

= Distinguir as vias de morte celular que estdo envolvidas nas principais manifestagdes clinicas
apresentadas pelos pacientes com COVID-18;

= Estabelecer o papel funcional de um dos genes mais diferencialmente expressos em um modelo in vitro de
infecedio pelo virus SARS-coW2;

= Analisar o papel modulador da dexametasona em resposta as proteinas de morte celular,
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RISCOS

A pesquisadaora afirma haver um possivel risco de quebra de sigilo das informagdes contidas, ou ainda
extravio. Mo entanto, para minimizar esse risco, a pesquisadora responsavel se compromete a manusear e
guardar o= prontudrios com o maxkimo de cuidado & manter a confidencialidade das informagdes obtidas.

Sendo assim, a analise de risco estad adequada ao objetivo proposto no projeto.

BENEFICIOS
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A pesquisadora relata a existéncia apenas de beneficio indireto, baseado na justificativa de que toda e
gualguer descoberta de novos alvos terapéuticos para a COVID-19 deve beneficiar a sociedade. A
pesquisadora realiza a prospecgdo de que os resultados obtides poderdo propiciar avangos para a terapia
desta doenga e assim fomecer uma alternativa capaz de apresentar resultados mais eficazes que os
medicamentos atualmente disponiveis no mercado. Sendo assim, a analise esta adequada a metodologia
proposta.

Comentarios e Consideragies sobre a Pesquisa:

& pesguisa apresenta excelente referencial tedrico, argumentacdo simples = linear, além de uma
inquestionavel relevancia cientifica. A metodologia, alem de um rigor cientifico, possui um nivel de
detalhamenio capaz de eliminar quaisquer dividas a respeito das etapas do projeto. Do ponto de vista ético,
nao apresenta qualquer inconsisténcia.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagido obrigatoria:

Todos os documentos anexados estio de acordo com as recomendagies do CEP, sio eles:

1. @ Termo de Confidencialidade foi devidamente assinado pela pesquisadora;

2. O Curriculo Lattes de todos os envolvidos na referida pesquisa foram anexados (apesar do projeto
detalhado nd3o especificar em que fase cada colaborador esta envolvido);

3. A Folha de Rosto esta devidaments assinada e carimbada;

4. Solicitag3o de dispensa de TCLE

5. O projeto detalhado - Com analise de risco & de beneficio adequada a0 projeto.

. Carta de Anuéncia do MUPIT devidamente assinada e carimbada.

7. Carta de AutorizagSe de uso de dados, devidamente assinada & carmbada.

Recomendagies:

Mos objetivos especificos, especificar qual gene expresso em um modelo in vitro de infe-ngﬁn pelo virus
SARS-Col2=e pretende estabelecer o papel funcional. Caso este gens venha a ser definido apenas apds a
realizagdo dos experimentos, cabe reflexdo sobre a adigdo deste como objetivo especifico. Da maneira
come foi exposte ndo existe integragdo entre o chjstivo & a metodologia, ainda que ndo ofereca qualquer
dano a avaliagio atica.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Sem pendéncias
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Consideragbes Finais a critério do CEP:

As exigénecias foram atendidas e o protocolo esta APROVADO, sendo liberade para o inicio da coleta de
dados. Informamos que a AFROVAQ:&O DEFIMITIVA do projeto s sera dada apds o envio do Relatdrio
Final da pesquisa. O pesquisador devera fazer o download do modelo de Relatorio Final para envia-lo via
“Matificagio”, pela Flataforma Brasil. Siga as instrugdes do link “Para enviar Relatario Final”, disponivel no
site do CEP/CCS/UFPE. Apos apreciagdo desse relatdrio, o CEP emitird novo Parecer Consubstanciado
definitivo pelo sistema Plataforma Brasil.

Informamos, ainda, que o (a) pesquisador (a) deve desenvolver a pesquisa conforme delineada neste
profocolo aprovado, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao voluntaro participante (item V.3,
da Resolugdo CNS/MS N® 456/12).

Eventuais modificacies nesta pesquisa devemn ser solicitadas através de EMENDA ao projeto, identificando
a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.

Para projetos com mais de um ano de execucdo, & obrigatorio que o pesguisador responsavel pelo
Protocolo de Pesquisa apresente a este Comité de Etica relatérios parciais das atividades desenvolvidas no
pericdo de 12 meses a contar da data de sua aprovagdo (item X_1.3.b., da Resolugdo CHS/MS N° 468/12).
O CEP/CCS/UFPE deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso
mormal do estude (item V.5., da Resolugio CHNSMS M° 4686/12). E papel do/a pesquisador/a assegurar
todas as medidas imediatas e adequadas frente a evento adverso grave ocomido (mesmo que tenha sido
&m outro cenfro) e ainda, enviar notificagdo & ANVISA — Agénda Nacional de Vigilincia Sanitaria, junto com

sel posicionamernto.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Paostagem Autor Situagio
Infnrmal;.ﬁes Basicas PE_INFORMACOES_BASICAS DO P 200082021 Aceito
do Projelo ROJETO 1736018 pdf 18:30:09
Cutros CARTA_DE_RESPOSTA_AS_PENMDEM| 2070572021 |VAMESSA Aceito

ClAS docx 18:28:30 | MYLENMA
FLORENCIO DE
Diftros Taria_de_anuencia_MUPTT.par TOOS2021 | VANESSA Boeio
18:28:17 | MYLEMMA
FLOREMCIO DE
Owtros DISPENSA_DE_TCLE pdf 200052021 |WVAMESSA Aceito

Enderego: Av. das Engenhasnia, &n, 1* andar, 53la 4 - Prédio do Centno de Clenclas da Salde

Balro:  Cldade Unhversliara CEP: s50.740-500
UF: PE Municiplo: RECIFE
Telefona: [312125-3558 E-mall: caphumanos.ufpeBufpebr

Pligiem (4 de 05

74



Conite de Sdca
MDY

Contnuac o do Pamecer: 4,742 503

UFPE - UNIVERSIDADE
FEDERAL DE PERNAMBUCO -
CAMPUS RECIFE -
UFPE/RECIFE

Rgraid ™

mo

Outros DISPEMSA_DE_TCLE.pdf 182754 |(FLORENCIODE Aceito
CARVALHD
Outros Auforizacan_uso_dados. pdf 200052021 | VANESSA Aceito
18:27:18  [MYLEMMA
FLORENCIO DE
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FLORENCIO DE

Situagio do Parecer:
Aprovado

Mecessita Apreciagio da CONEP:
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ANEXO B - CONTROLE INTERNO FMO DA CITOMETRIA DE FLUXO

Figura 14- Controles internos de aquisigdo FMO. Imunomarcagido com todos os anticorpos do painel menos o
CD3 (A); menos o CD4 (B); menos o CD19 (C); menos caspase 3/7 (E); menos o sytox (F). D: Controle negativo

de caspase 3/7.
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ANEXO C — CARACTERISTICAS CLINICAS DO GRUPO DE PACIENTES

INFECTADOS PELA VARIANTE OMICRON DA COVID-19

Tabela 4- Caracteristicas clinicas dos pacientes sintomaticos infectados e ndo infectados pela variante dmicron do
virus SARS-CoV-2.

Caracteristicas Infectados SARS-CoV-2
(n=23)
I
Idade (anos) 41.304 £ 14.784
Sexo (masculino/feminino) 6/17
Sintomas
Febre 12 (52,17%)
Tosse 17 (73,91%)
Cefaleia 18 (78,26%)
Astenia 11 (47,83%)
Anosmia/Ageusia 6 (26,09%)
Dor de garganta 16 (69,57%)
Coriza 15 (65,22%)
Dispneia 3 (13,04%)
Comorbidades
Obesidade -
HAS 4 (17,39%)
DM2 1 (4,35%)
DCV 2 (8,70%)
Vacinagao
D3 8 (34,78%)
D4 12 (52,17%)
DU 2 (8,69%)
Sem vacina 1 (4,35%)
Variante
Omicron

23 (100%)

* HAS: Hipertensido Arterial Sistémica; DM2: Diabetes Mellitus tipo 2; DCV: Doen¢a Cardiovascular; D3:
Terceira dose da vacina; D4: Quatro doses da vacina; DU: Dose unica.

Fonte: Autora (2024).
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