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RESUMO

No inicio de 2020 a populacdo mundial enfrentou um momento critico, devido a
Coronavirus Disease 2019 (COVID-19), doenca que tem como agente causal 0
Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) que
proporcionou varios desafios, afetando a salude publica e também sistemas
econbmicos e padrbes socioculturais. A Enzima Conversora de Angiotensina
(ECA 2), um importante componente do Sistema Renina-Angiotensina (SRA),
esta relacionada ao processo de infeccdo do virus as células do hospedeiro e
diferencas em seus niveis de expressao nos diferentes tecidos podem contribuir
com a capacidade de infeccdo do SARS-CoV-2. O objetivo do presente projeto
foi caracterizar a expressdo génica, por RT-PCR em tempo real, dos
componentes do SRA em pacientes: G1A: Positivos que fazem uso de farmacos
anti-hipertensivos atuantes no SRA (tais como antagonistas dos receptores AT1,
inibidores da ECA e da Renina) (n=47); G1B: Positivos que n&o fazem uso
(n=49); G2A: Negativos que fazem uso (n=50); G2B: Negativos que nao fazem
uso (n=50), no momento do diagndstico laboratorial e relacionar as informacdes
dos registros clinicos como idade, sexo, desenvolvimento do quadro clinico para
cura ou 6bito, comorbidades associadas, em amostras que foram coletadas no
Hospital Estadual de Bauru (HE). Os resultados mostraram um aumento da
expressao do receptor MAS e da protease TMPRSS2 em pacientes positivos
para COVID-19 que nao utilizavam farmacos anti-hipertensivos e para FURIN a
expressao foi aumentada nos pacientes sob tratamento anti-hipertensivo, ndo
havendo diferenga entre os pacientes positivos ou negativos. Em relagdo aos
parametros analisados, foi possivel identificar que as comorbidades, com
destaque para a hipertenséao arterial sistémica, contribuem para um maior risco
no agravamento do quadro clinico da infec¢cao por COVID-19. Porém, o uso de
terapia anti-hipertensiva com inibidores da ECA (IECAs) e antagonistas dos
receptores (ARBs) nao influenciou na expressao génica dos componentes do
SRA e desta forma foi possivel uma melhor compreensdo dos eventos

moleculares relacionados a infeccéo e desenvolvimento da COVID-19.

Palavras-chave: COVID-19, SARS-CoV-2, Sistema Renina-Angiotensina,

Reacdo em Cadeia da Polimerase, Transcricdo Reversa.



ABSTRACT

At the beginning of 2020, the world population faced a critical moment, due to the
Coronavirus Disease 2019 (COVID-19), a disease that has the Severe Acute
Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) as its causal agent, which
has provided several challenges, affecting the public health and also economic
systems and sociocultural patterns. The Angiotensin Converting Enzyme (ACE
2), animportant componentof the Renin-Angiotensin System (RAS), is related to
the process of virus infection to host cells and differences in their expression
levels in differenttissues may contribute to the ability to SARS- CoV-2 infection.
The objective of the present project was to characterize the gene expression, by
real-time RT-PCR, of the RAS componentsin patients: G1A: Positives who use
antihypertensive drugs acting on the RAS (such as AT1 receptor antagonists,
ACE and Renin) (n=47); G1B: Positives that do not use (n=49); G2A: Negatives
that make use (n=50); G2B: Negatives that do not use (n=50), at the time of
laboratory diagnosis and report to information from clinical records such as age,
sex, development of the clinical condition for cure or death, associated
comorbidities, in samples that were collected at the State Hospital from Bauru
(HE). The results showed an increase in the expression of the MAS receptor and
the TMPRSS2 protease in positive patients for COVID-19 who did not use
antihypertensive drugs, and for FURIN the expression was increased in patients
under antihypertensive treatment, with no difference between positive patients.
or negative. Considering the parameters analyzed, it was possible to identify that
comorbidities, especially systemic arterial hypertension, contribute to a greater
risk of worsening the clinical picture of COVID-19 infection. However, the use of
antihypertensive therapy with ACE inhibitors (ACE inhibitors) and receptor
antagonists (ARBs) did not influence the gene expression of the RAS
components and, in this way, a better understanding of the molecular events

related to the infection and development of COVID-19 was possible.

Key-words: COVID-19, SARS-CoV-2, Renin-Angiotensin System, Polymerase

Chain Reaction, Reverse Transcription.
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INTRODUCAO



1. INTRODUCAO

Coronavirus (CoVs) sdo membros da familia Coronaviridae e representam
um grupo diversificado de virus capazes de causar infec¢gdes respiratorias e
intestinais em humanos e animais (CUI et al., 2019). No entanto, nas ultimas
décadas, alguns coronavirus altamente patogénicos, como o0 SARS-CoV e o
Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus (MERS-CoV), surgiram
causando doencas respiratorias graves com alta taxa de mortalidade e
contaminacao por volta dos anos de 2002 e 2012, respectivamente (GUO et al.,
2020; PINTO et al., 2020; GORBALENYA et al., 2020; WHO Interim Guidance
2020).

Em dezembro de 2019, os primeiros casos de uma pneumoniade etiologia
desconhecidaforamreportados em Wuhan (Hubei, China) (GUO et al., 2020; LU
etal., 2020). O agente causalfoi nomeado pelo Coronavirus Study Group (CSG)
do International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) e pela Organizacgao
Mundialda Saude (OMS) como SARS-CoV-2. A doenca foidenominada COVID-
2019 pela OMS, gue rapidamente se espalhou por diversos outros paises e se
transformou em uma pandemia global em 2020 (GUAN et al., 2020; HUANG et
al., 2020; ZHU et al., 2020; WHO, 2020). A infecc¢éo pelo SARS-CoV-2 pode
variar de casos assintomaticos, oligossintomaticos, até quadros moderados,
graves e criticos, sendo necessaria aten¢ao especial aos sinais e sintomas que
indicam piora do quadro clinico que exijam a hospitalizacéo do paciente (LONG
et al., 2022).

De acordo com a OMS, a maioria dos pacientes com COVID-19 (cerca de
80%) podem ser assintomaticos ou oligossintomaticos, cerca de 20% requerem
atendimento hospitalar por dificuldade respiratéria e, desses, aproximadamente
5% podem apresentar a forma critica da doenca, com complicacdes como
faléncia respiratoria, sepse e choque séptico, tromboembolismo e/ou faléncia
multipla de 6rgéos, incluindo lesdo hepatica ou cardiaca aguda e requerem
cuidados intensivos (WHO, 2020).

O painelinterativo de rastreamento de casos de COVID-19 em tempo real
do Center for Systems Science and Engineering (CSSE) da Johns Hopkins
University (JHU) (DONG et al., 2020) informou que desde o inicio da pandemia



até julhode 2022 mais de 580 milhfes de casos foram registrados no mundo,
com mais de 6 milh6es de mortes. No Brasil, foram confirmados mais de 34
milhdes de casos e 680 mil Obitos. No Estado de S&o Paulo, os casos
ultrapassaram 5,9 milhées e o namero de 6bitos 170 mil (SEADE, 2022).

Estudos a respeito das caracteristicas epidemiolégicas da COVID-19
revelaram condicdes e fatores de risco a serem considerados para possiveis
complicacdes, tais como: idade igual ou superior a 60 anos, tabagismo,
obesidade, miocardiopatias, hipertensao arterial, doenca cerebrovascular,
pneumopatias graves  ou descompensadas, imunodepressdao e
imunossupressdo, doencas renais crébnicas em estagio avancado, diabetes,
doencas cromossémicas com estado de fragilidade imunoldgica, neoplasia
maligna, doenca hepatica crbnica, algumas doencas hematoldgicas (CDC,
2020).

Porém, em decorrénciada implementacdodas vacinas, iniciadaem 2021,
esse quadro se alterou. A vacinacédo, além de gerar protecdo contra 0os sintomas
graves da doenca, diminuiu significativamente a propagacdo do virus e
consequentemente reduziu a taxa de infeccao (VITIELLO et al., 2021). Também
€ necessario considerarque mutacdes adaptativas no genomaviral aconteceram
ao longo da pandemia, com o surgimento de variantes de preocupacéo (VOCs),
tais como a Alpha, Beta, Gamma, Delta e Omicron, associadas a maior
transmissibilidade ou viruléncia,reduc¢do na neutralizagdo por anticorpos e desta
forma, ainda ha duvidas sobre o tempo de duracdo da imunidade natural ou
obtida por meio da vacinacédo (ALEEM et al., 2022; ZENG et al., 2022).

Alguns estudos demonstraram que certas comorbidades associadas
contribuem para uma maior suscetibilidade a gravidade da doenca e que o
Sistema Renina-Angiotensina (SRA) desempenha uma participacdo importante,
tanto na infecgcdo pelo SARS-CoV-2, quanto na maioria das comorbidades
associadas que parecem contribuir para uma evolucédo mais grave e intensada
doenca e maior porcentagem dos casos de Obito, demonstrando seu grande
envolvimento em ambas situacfes (INGRAHAM et al., 2020; PINTO et al., 2020;
PATHANGEY et al., 2021).

O SRA é conhecido, principalmente, por ser importante na regulacéo da

pressdo sanguineae balanco eletrolitico. Além do SRA sistémico, a existéncia
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de SRA localmente em tecidos tem sido descrita, bem como, diversas outras
funcbes vém sendo atribuidas as moléculas deste sistema, como por exemplo
na inflamacgéo, participando de maneira enddcrina, paracrina e autdcrina
(SANTOS etal., 2015).

A cascata de eventos bioquimicos do SRA tem inicio com a liberacéo da
renina(sintetizadanosrins)para a circulagao,a qual atua clivando seu substrato,
0 angiotensinogénio (ANGT - liberado pelo figado), no decapeptideo Ang | ou
Ang1-10, ao qualnaosdao atribuidas funcdes biolégicasimportantes. No entanto,
quando clivado no octapeptideo Ang Il ou Ang 1-8, por meio da acédo da Enzima
Conversora de Angiotensina (ECA), torna-se uma das moléculas-chave deste
sistema, e que tem sua atuacdo por meio da ligacdo em seus receptores
especificos AT1 e AT2. Tanto a Ang | quanto a Ang Il servem como substrato
para sintese de outra moléculaimportante deste sistema, a Ang1-7, por meio da
atuacdo da ECAZ2, presente principalmente no endotélio dos pulmdes
(HAMMING et al., 2004; FYHRQUIST; SAIJONMAA, 2008; BENIGNI; CASSIS;
REMUZZI, 2010) (Figura 1). Essa mesma proteina de membrana, ECA2, que faz
parte do SRA, tem sido considerada facilitadora da ligagcéo entre o SARS-CoV-2
e acélulahospedeira,sendocrucial no processo de infec¢ao (ZHOU etal., 2020)

Figura 1- Esquema de eventos bioquimicos que ocorrem na cascata do

Sistema Renina-Angiotensina.

Cascata de eventos bioquimicos do SRA
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Fonte: Adaptado de FYHRQUIST; SAIJONMAA, 2008.

Especificando, 0 SARS-CoV-2 € um virus de RNA de fita simples, de
sentido positivo e envelopado de género Betacoronavirus. Ele € composto pelas
proteinas estruturais: nucleocapsideo, membrana, envelope e spike (JACKSON
et al., 2022).

A proteina estrutural spike realiza uma ligagdo com o dominio receptor da
enzima conservadora de angiotensina-2 (ECA-2), facilitando dessa forma a
entrada do patégeno na célula-alvo. Porém, para que ocorra a replicacao viral
intracelular, € necessaria a coexpressdao de ECA-2 e de uma outra protease,
denominada TMPRSS2, na superficie da célula hospedeira. Essas duas
proteases que participam da entrada do virus na célula hospedeira, além de
estarem presentes no trato respiratorio, também estdo nas células miocardicas,
células renais, gastrointestinais, hepatobiliares, pancreaticas e até em células
neuroldgicas, ou seja, isso pode explicar a lesdo maultipla dos 6rgéos e
consequentemente a presenca de sintomas variados (GONZALES; SOUZA,
2020).

Ha, ainda, outras proteases celulares sendo consideradas importantes na
infeccdo da célula hospedeira, como a Furin (codificada pelo gene FURIN)
(MILLET; WHITTAKER, 2015; KLEINE-WEBER et al., 2018; HOFFMANN et al.,
2020).

Existem diversas classes de medicamentos que atuam em diferentes
pontos da cascata do SRA, sejam inibidores da ECA (por exemplo o Captopril e
Enalapril) ou antagonistas dos receptores da angiotensina (por exemplo
Losartan e Olmesartan) (RIBEIRO; FLORENCIO, 2000). Muitas dividas tém sido
levantadas sobre a utilizacao destes farmacos nos pacientes durante a infeccéo
pelo SARS-CoV-2, se elas podem diminuiro processo de infec¢do das células
hospedeiras ou até mesmo piorar esse processo de infeccdo, uma vez que
podem aumentar a expressao de ECA2, como é o caso dos bloqueadores dos
receptores da angiotensinall, ou até mesmo aumentar as lesbes no epitélio
pulmonar por conta de uma maior disponibilidade de Ang Il que, ligada ao

receptor AT1, exerce atividades pro-inflamatorias. E evidente essa divergéncia
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na comunidade cientifica, onde alguns defendem o uso de bloqueadores do
receptor da angiotensina Il como terapéutica para reduzir a gravidade dos casos
de COVID-19 e outros argumentam que o0 uso destes farmacos pode ser
potencialmente prejudicial e sugerem até mesmo que estes farmacos sejam
substituidas por outras classes (ESLER; ESLER, 2020; GURWITZ, 2020). Diante
desse impasse cientifico, essa avaliacdo dos aspectos moleculares associados
ao SRA relacionados aos dados clinicos dos pacientes diagnosticados com
COVID-19 é de extrema valia.

Uma revisao sistematica com meta-analise, demonstrou que a expressao
de ECA2¢é aumentadaem pulmdes de pacientescom comorbidades associadas,
infectados pelo SARS-CoV-2 e considerados casos mais graves em comparacao
aos casos controle. Esse estudo verificou, ainda, que os alvos IL-6 e INS (gene
que codifica o0 horménio insulina) estavam associados a todas as doencas
pesquisadas (PINTO et al., 2020). Neste mesmo trabalho, os autores também
verificaram aumento da expressdo de NAD-dependent histone deacetylase
Sirtuin 1 (SIRT1) em mais da metade dos estudos incluidos na revisédo
sistematica e meta-analise. Além de estar envolvido na sinaliza¢éo de insulina
(LIANG; KUME; KOYA, 2009) o SIRT1 também pode regular epigeneticamente
a ECAZ2, sob condic¢bes de estresse de energia celular (CLARKE et al., 2014), o
que demonstra a ligacdo entre fatores moleculares relacionados ao diabetes,
uma doencga de acometimento importante na populagdao mundial atual, e a
expressdo de componentes do SRA que parecem interferir na infeccéo pelo
SARS-CoV-2 e no desenvolvimento dos casos mais graves de COVID-109.

Assim, ponderando todo o exposto e considerando que a pandemia de
COVID-19 estd em curso, destaca-se a necessidade de cooperacédo cientifica
global no avanco da compreensdo dos mecanismos envolvidos no SRA e o
comportamento da expressao génica dos componentes do SRA nestas células
onde o virus se encontra e associar ao desenvolvimento do quadro clinico dos
pacientesacometidos ou ndopelo SARS-CoV-2e quefazem usocrénico ou ndo
de farmacos que atuam no SRA. Vale salientar que a enzima ECA2, além dos
outros componentes do SRA, foi encontrada em glandulas salivares em trabalho
publicado pelo nosso grupo de pesquisa (CANO et al., 2019), bem como em

células epiteliais orais (XU et al., 2020) e nasais humanas (SUNGNAK et al.,
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2020).

Portanto, as hipétesesdo presente estudo foram que, a expressao génica
dos componentesdo SRA é moduladade maneira diferente em sujeitos positivos
ou negativos para a COVID-19, diferindo ainda quanto as comorbidades
associadas e medicamentos atuantes na cascata de eventos bioquimicos do
SRA utilizados previamente o diagnéstico.

E pacientesque fazem uso de bloqueadoresdo receptor AT1 da Angll ou
inibidores da ECA, previamente ao diagndstico da COVID-19, possuem
desenvolvimento clinico menos favoravel dos sintomas relacionados a COVID-
19 em comparacgdo aquelesque ndofazem o uso, devido & maior disponibilidade
de ECA2 nos pacientes em tratamento com estas drogas, colaborando dessa
forma com a tomada de decis6es médicas, se esses pacientes, que fazem uso
de medicamentos atuantes no SRA, devem parar ou ndo de tomar esses

medicamentos umavez que positivaram para 0 SARS-CoV 2.
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