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RESUMO

A COVID-19 ¢ uma doenga que causa o comprometimento de varios érgaos do corpo humano.
A maioria dos pacientes infectados apresentam sintomas respiratorios, mas diarreia tem sido
relatada. Algumas criangas de 0 a 5 anos quando em contato com o SARS-CoV-2 apresentam
sintomas gastrointestinais, outras por sua vez, estdo sendo internadas com quadros de doenca
diarreica aguda (DDA) e pneumonia. No entanto, ainda nao estd claro o papel das criangas
como reservatorio do SARS-CoV-2. O intestino ¢ um local ativo para a replicagdo do SARS-
CoV-2, isto reforca a importancia de se detectar o virus em amostras fecais assim como em
amostras de swab-salivar. O polimorfismo de nucleotideo tnico (SNP) (rs4646994) no gene
ACE pode causar o aumento da suscetibilidade a infecgdo por SARS-CoV-2 e a taxa de
mortalidade da COVID-19. Além disso, a combinagao dos SNP (7s2285666) ¢ (rs4646994)
revela susceptibilidade a hipertensdo arterial (HAS). Realizamos um inquérito epidemiologico
molecular para detecgdo de SARS-CoV-2 em criangas de 0 a 3 anos (com DDA e IRA) que
vivem na regido Amazonica, com associagdo clinica de diarreia aguda e susceptibilidade a
infeccdo dependente dos SNP (7s4646994) e (rs2285666) presentes respectivamente nos genes
ACE e ACE2 humano. Realizamos a coleta, processamento e extracao de acidos nucleicos totais
de 404 amostras de fezes e swab-salivar em paralelo, sendo 202 de criangas com (DDA) e 202
com infeccdo respiratdria aguda (IRA); Deteccdo molecular do SARS-CoV-2 por qRT-PCR
por meio dos genes E, N e RdRp do virus em todas as amostras, sendo elas, fezes e swab-salivar;
Genotipagens por qPCR seguida de anélise da curva de fusdao da regido codificante da ACE
para a deteccio do SNP (754646994); e detec¢gdo do SNP da ACE2 utilizando DNA
cromossomial e perfil de digestdo por enzima de restricdo. Detectamos 6 amostras de fezes
positivas para o gene £ do SARS-CoV-2, sendo 4 do grupo com DDA e 2 do grupo com IRA.
Dos grupos DDA e IRA de swab-salivar, 5 amostras de DDA e 1 de IRA demonstraram
positividade para o gene £ do SARS-CoV-2. Quanto ao SNP no ACE (rs4646994), detectamos
uma maior frequéncia dos alelos 7// em comparagdo aos alelos /D e D/D. Quanto ao SNP no
ACE?2, detectamos uma predominancia dos genotipos GG e G. Concluimos que criangas de 0 a
3 anos da regido amazdnica ndo sdo um reservatorio da infecgdo por SARS-CoV-2. Também
concluimos que o gendtipo I/ do SNP I/D (rs4646994) na ACE ¢ predominante neste grupo
estudado e que hd uma predominancia do gendtipo G do SNP na ACE2 que estd sendo
constantemente associado a susceptibilidade aumentada a HAS.

PALAVRAS-CHAVE: SARS-CoV-2; doenga diarreica aguda; infeccdo respiratoria aguda;
SNP; susceptibilidade.



ABSTRACT

COVID-19 is a disease that causes the involvement of several organs in the human body. Most
infected patients have respiratory symptoms, but diarrhea has been reported. Some children
aged 0 to 5 years, when in contact with SARS-CoV-2, have gastrointestinal symptoms, others,
in turn, are being hospitalized with acute diarrheal disease (ADD) and pneumonia. However,
the role of children as a reservoir of SARS-CoV-2 remains unclear. The intestine is an active
site for SARS-CoV-2 replication, which reinforces the importance of detecting the virus in fecal
samples as well as salivary swab samples. Single nucleotide polymorphism (SNP) (rs4646994)
in the ACE gene may cause increased susceptibility to SARS-CoV-2 infection and COVID-19
mortality rate. Furthermore, the combination of SNPs (rs2285666) and (rs4646994) reveals
susceptibility to arterial hypertension (SAH). We carried out a molecular epidemiological
survey for the detection of SARS-CoV-2 in children aged 0 to 3 years (with ADD and ARI)
living in the Amazon region, with a clinical association of acute diarrhea and SNP-dependent
susceptibility to infection (rs4646994) and (rs2285666) present respectively in the human ACE
and ACE2 genes. We performed the collection, processing and extraction of total nucleic acids
from 404 stool and salivary swab samples in parallel, 202 from children with ADD and 202
with acute respiratory infection (ARI); Molecular detection of SARS-CoV-2 by qRT-PCR
through the E, N and RdRp genes of the virus in all samples, namely, feces and saliva-swab;
gPCR genotyping followed by melting curve analysis of the ACE coding region for the
detection of the SNP (rs4646994); and detection of ACE2 SNP using chromosomal DNA and
restriction enzyme digestion profile. We detected 6 positive stool samples for the SARS-CoV-
2 E gene, 4 from the ADD group and 2 from the ARI group. Of the salivary swab ADD and
ARI groups, 5 ADD and 1 ARI samples were positive for the SARS-CoV-2 E gene. As for the
SNP in ACE (rs4646994), we detected a higher frequency of the I/I alleles compared to the I/D
and D/D alleles. As for the SNP in ACE2, we detected a predominance of the GG and G
genotypes. We concluded that children aged 0 to 3 years in the Amazon region are not a
reservoir of SARS-CoV-2 infection. We also concluded that the I/I SNP genotype I/D
(rs4646994) in ACE is predominant in this studied group and that there is a predominance of
the SNP genotype G in ACE2 that is constantly being associated with increased susceptibility
to SAH.

KEYWORDS: SARS-CoV-2; acute diarrheal disease; acute respiratory infection; SNP;

susceptibility.
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1 INTRODUCAO

1.1 Coronavirus e a doenca COVID-19

Os coronavirus sdo um grupo de virus altamente diverso da familia Coronaviridae,
divididos em quatro géneros: alfa, beta, gama e delta que infectam mamiferos e passaros. Em
humanos, causam doengas que variam de leve a grave (AZHAR et al., 2019; DROSTEN et al.,
2003; HUI e ZUMLA, 2019). Existem coronavirus endémicos como os alfa-coronavirus 229E
e NL63 e os betacoronavirus OC43 e HKU1 que podem causar doengas semelhantes a influenza
ou pneumonia em humanos (AZHAR et al., 2019; HUI e ZUMLA, 2019). O virus da Sindrome
Respiratéria Aguda Grave (SARS-CoV) responsavel por aproximadamente 8000 infecgdes
humanas e 774 mortes em 37 paises durante 2002-2003 e o coronavirus da sindrome respiratoria
do Oriente Médio (MERS-CoV) que foi primeiramente identificado na Arabia Saudita em 2012
e causador de 2494 casos confirmados de infec¢ao ¢ 858 mortes desde 2012, sdo coronavirus
zoonoOticos que causam doencgas graves em humanos (LU et al., 2020).

Os coronavirus sdo envelopados e tem 60 a 140 nm de didmetro, genoma de acido
ribonucleico (RNA) de fita simples e polaridade positiva de 27 a 32 kilobases (kb) sendo 27,8
kb no caso do SARS-CoV. Sao os virus de maior genoma RNA identificado até o momento e
com uma taxa média de mutacao pequena (1 mutagdo, valor médio de 0-3) porém que ¢ maior
do que normalmente ¢ para a enzima viral transcriptase RNA-dependent RNA-polimerase
(RdRp), de 3 mutacdes (valor médio de 2-5) (PACHETTI et al., 2020). As quatro fases de leitura
aberta (Open reading frame) do genoma do SARS-CoV dao origem a pelo menos 28 diferentes
proteinas. Ha espiculas glicoprotéicas que se projetam na superficie dos virus ligando-se ao
receptor celular seguindo-se a fusao de membranas (RICHMAN et al., 2016). A Figura 1 mostra
uma representagdo esquematica da estrutura da particula dos coronavirus indicando as

principais estruturas morfologicas.
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Figura 1: Representacdo esquemadtica da estrutura da particula dos coronavirus indicando as

principais estruturas morfologicas.
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Fonte: (adaptado de POLAND, OVSYANNIKOVA e KENNEDY, 2020).

No final de 2019, detectou-se um surto de pneumonia viral na cidade de Wuhan,
provincia de Hubei na China sem origem conhecida, posteriormente, por meio da técnica de
sequenciamento gendmico, identificou-se um novo virus que infecta humanos. A principio ele
foi chamado de 2019 Novel Coronavirus (2019-nCoV) que subsequentemente, apds analise por
sequenciamento do RNA, foi reconhecido como um betacoronavirus SARS-CoV, e em seguida,
ele foi denominado de Sindrome Respiratéria Aguda Grave Coronavirus 2 (SARS-CoV-2)
(CORONAVIRIDAE STUDY GROUP OF THE INTERNATIONAL COMMITTEE ON
TAXONOMY OF VIRUSES, 2020; ANDERSEN et a/.,2020; LU et al., 2020; SINGHAL,
2020; WHO, 2020). Dai em diante, a quantidade de casos de infec¢ao subiu consideravelmente,
chegando a varios paises em todo o mundo.

Em 30 de janeiro de 2020, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) declarou a doenga
COVID-19, provocada pelo SARS-CoV-2, uma emergéncia de satde publica internacional.
Logo em 11 de marco de 2020, a OMS decretou estado de pandemia COVID 19 (SOHRABI et
al., 2020). Desde entdo, variantes de SARS-CoV-2 vém sendo descobertas ao redor do mundo,
originadas como um subproduto natural da replicagao viral (LAURING e HODCROFT, 2021)

e algumas destas vém sendo apontadas como variantes de preocupacao mundial, pois cooperam
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para o aumento da transmissibilidade e complicacdo do contexto epidemiologico nos locais
onde foram descobertas (KARIM ¢ OLIVEIRA, 2021; MINISTERIO DA SAUDE, 2021).
Atualmente 5 variantes de preocupac¢ao mundial foram descobertas. Sdo elas: VOC B.1.1.7
(Alpha), Reino Unido; VOC B.1.351 (Beta) Africa do Sul; VOC B.1.1.28.1 ou P.1 (Gamma),
Brasil ¢ VOC B.1.617.2 (Delta), india ¢ a mais recente B.1.1.529 (Omicron), Africa do Sul
(KARIM e OLIVEIRA, 2021; OMS, 2021).

A transmissao deste virus ¢ realizada face a face. Estudos mostram que espirro, tosse €
goticulas excretadas por meio da fala sao a maneira mais comum de transmissao viral. Por essas
goticulas serem particulas grandes e densas (>5 microns), elas alcancam um metro de distancia
e a seguir caem no chdo (CHU et al., 2020). A transmissdo também pode ocorrer por meio de
exposicao via contato direto (quando hé o toque a um individuo contaminado em uma regidao
onde se encontra particulas virais); contato indireto (objetos ou superficies) e aerossois
(goticulas <5nm que se mantém no ar por mais tempo e que sdo excretadas pela fala, espirro,
tosse etc.) (UMAKANTHAN et al., 2020; WIERSINGA et al., 2020).

Pessoas infectadas com a COVID-19 podem ter quadros clinicos diferenciados, sendo
eles: assintomaticos; com sintomas leves; e com sintomas graves onde ha a presenca de um
quadro de pneumonia, insuficiéncia respiratdria e podendo levar ao 6bito (JOLY ef al., 2020;
HU et al., 2020). A maioria dos pacientes esta na faixa etaria acima de 50 anos, embora criangas
também sejam afetadas. Dos casos desagregados por idade relatados a OMS de 30 de dezembro
de 2019 a 13 de setembro de 2021, criangas menores de 5 anos representaram 1,8% dos casos
globais e 0,1% das mortes globais (WHO, 2021). Nesse grupo de pacientes, os sintomas e
consequéncias da infec¢do parecem ser mais brandos (CASCELLA et al., 2020). Estes
individuos que apresentam sintomas mais graves podem ter a necessidade de uma internagao
prolongada e um tratamento mais intensivo (ZHAO et al., 2020). O individuo infectado pelo
SARS-CoV-2 tem um periodo de incubagdo de 2 a 3 ou 5 a 6 dias dependendo da variante
(WHO, 2020; LI et al., 2020; CDC, 2021), sendo que a detec¢ao viral no trato respiratorio pode
ser realizada at¢ 3 dias antes do aparecimento dos sintomas, permitindo que pessoas
assintomaticas atestem positividade para o virus (WHO, 2020). O teste de “Reagdo em cadeia
da polimerase com transcriptase reversa (RT-PCR)” ¢ normalmente utilizado para diagnostico
da COVID-19 (WIERSINGA et al., 2020), sendo o mesmo, realizado através da detecgao dos
genes do Envelope (E), Nucleocapsideo (N) ou RdRp do SARS-CoV-2 (WHO, 2020).



21

1.2 Sintomas gastrointestinais em pacientes com COVID-19

Desde o comecgo da pandemia provocada pelo SARS-CoV-2, diversos estudos relatam
a existéncia de sintomas gastrointestinais, como diarreia, em pacientes com COVID-19
(CHEUNG et al.,2020; HUANG et al., 2020; PAN et al., 2020; ZHOU et al., 2020). Como por
exemplo o estudo de PAN et al., (2020) realizado com 204 pacientes adultos com COVID-19
diagnosticados por RT-PCR em tempo real. Neste estudo, 50,5% dos pacientes relataram
sintomas digestivos, sendo 34% diarreia. No trabalho de WALKER et al., (2020) realizado com
318 adultos com COVID-19 em Massachusetts, EUA, 61,3% (n=195) dos pacientes relataram
pelo menos um sintoma gastrointestinal. Em outro estudo na Califérnia, EUA envolvendo 116
adultos com SARS-CoV-2, 31,9% (n=37) se queixaram de sintomas gastrointestinais, sendo
10,3% (n=12) com diarreia (CHOLANKERIL et al., 2020). A maioria das criangas novas,
quando em contato com o SARS-CoV-2, desenvolvem o quadro da doenca de forma
assintomatica ou leve, com presencga de sintomas gastrointestinais (WHO, 2021). Um estudo
envolvendo 628 criangas com SARS-CoV-2 revelou que 40,9% (n=257) das criancas
apresentaram sintomas gastrointestinais durante o curso da doenca. 74,7% (n=192) estavam
com gastroenterite leve a moderada, sendo que a diarreia ocorreu em 55,7% (n=107) dos casos
(LO VECCHIO et al., 2021).

Ja se sabe que o SARS-CoV-2 ¢ excretado por pessoas infectadas via tosse, vomito,
fezes e urina, sendo as vias aéreas o principal modo de transmissdo de humano para humano
(DEVAUX, LAGIER e RAOULT, 2021), havendo estudos que sugerem que outras vias de
transmissdo, além da respiratdria, podem ser possiveis (TIAN et al., 2020; CHEN et al., 2020).
Ha a teoria de que apos infectar o trato respiratorio, o SARS-CoV-2 pode deixar os pulmdes
via circulagdo para induzir focos secundarios em outros 6rgaos do corpo humano, incluindo o

trato gastrointestinal (Figura 2) (DEVAUX, LAGIER e RAOULT, 2021).
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Figura 2: Demonstracdo das possiveis maneiras de transmissdo do SARS-CoV-2 entre

humanos.
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Fonte: (Adaptado de DEVAUX, LAGIER ¢ RAOULT, 2021).

Nao se sabe exatamente como o virus infecta o intestino. Tal mecanismo de infec¢do
pode ocorrer tanto pela corrente sanguinea (com ou sem estagio hepatico) quanto pela via oral-
intestinal (da traqueia ao esdfago e intestino) (DEVAUX, LAGIER e RAOULT, 2021). O
trabalho de Leung et al., (2003) revela um tropismo do SARS-CoV pelo trato gastrointestinal
por meio da detecgdo do mesmo em amostras de fezes e biopsia intestinal. O aparecimento de
RNA de SARS-CoV-2 nas fezes desperta uma atencao para a possibilidade de transmissao do
SARS-CoV-2 pela via fecal-oral e sugere também a expectativa de se empregar essa amostra
biologica para realizar diagnésticos. Esta possibilidade se apoia no fato de pesquisadores terem
observado que a positividade em amostras de fezes pode preceder a deteccio em amostras
respiratorias (TAN et al., 2020) e permanecer positiva apds diminuicao dos sintomas (LING et
al., 2020; WANG et al., 2020). Trabalhos relatam que o SARS-CoV-2 pode alternar entre
humanos e animais, como por exemplo, um estudo realizado com martas na Holanda
(ORESHKOVA et al., 2020) e relatos de transmissao do virus de homem para gato e de gato
para gato (estd sendo via transmissao respiratoria) (GARIGLIANY et al., 2020; BARRS et al.,
2020; NEWMAN et al., 2020; SAILLEAU et al., 2020; RUIZ-ARRONDO et al., 2020;
SEGALES et al., 2020; HOSIE et al., 2020).

O SARS-CoV-2 apresenta como proteina de superficie uma glicoproteina (proteina S)

responsavel pela ligacdo do virus a célula hospedeira, permitindo sua entrada (CHEN et al.,
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2020). O virus tem como principal alvo as células epiteliais nasais e bronquicas e pneumocitos,
onde hé a presenca, nessas células, da enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2) expressa
pelo gene ACE?. Para entrar na célula, o virus utiliza o receptor da ACE2 como porta de entrada,
gerando assim uma resposta inflamatoria viral. (HOFFMANN et al., 2020; WIERSINGA et al.,
2020; XU et al., 2020; BERANGERE et al., 2020). Estudos relatam a expressdo de ACE2 em
uma série de 6rgdos como pulmao, coracdo, esdfago, rins, bexiga e intestino, inclusive estes,
demostrando ser os 6rgaos mais vulneraveis a infecgao pelo SARS-CoV-2 (TIAN et al., 2020;
CHEN et al., 2020; BOURGONIE et al., 2020), e por este motivo, atualmente a COVID-19
pode ser considerada uma doenca sistémica (que causa comprometimento de varios 6rgaos do
corpo humano) embora vinculada inicialmente & uma infeccdo do trato respiratdrio inferior

(CASCELLA et al., 2020).

1.3 O sistema renina-angiotensina-aldosterona, a enzima conversora de angiotensinal e a

enzima conversora de angiotensina Il e 0 SARS COV 2

A Enzima conversora de angiotensina I (ACE) e seu homologo recentemente
encontrado, Enzima conversora de angiotensina I (ACE2) (TIPNIS et al., 2000; DONOGHUE
et al., 2000), sdo as enzimas chave do Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA).
Ambas se contrabalangam na regulagdo da pressao arterial (BURRELL et al., 2004). O SRAA
regula diversas fungdes do corpo em nivel sist€émico ou localmente em uma série de 6rgaos
(LAMBERT, CLARKE e TURNER, 2010). Dentro do SRAA, a regulagdo ¢ realizada por meio
de uma cascata de proteases que geram diversos peptideos bioativos. Uma glicoproteina
chamada angiotensinogénio ¢ produzida e secretada pelo figado e clivada pela renina, que ¢
gerada pelo aparelho justaglomerular presente no rim, dando origem ao peptideo angiotensina
I (Ang I) (Figura 3) (KUBA, IMAI e PENNINGER, 2013).

A Ang I pode ser convertida em angiotensina II (Ang II) pela ACE (Figura 3). A ACE
¢ expressa em cé€lulas endoteliais da vasculatura e localmente em uma série de tecidos, como
pulmao, coracdo, rim e cérebro (IMAI et al., 2010). A Ang II ¢ o principal elemento bioativo
no SRAA e sinaliza por meio dos receptores acoplados a proteina G, o receptor da angiotensina
IT tipo 1 (AT1) e o receptor da angiotensina II tipo 2 (AT2) (IMAI et al., 2010). A sinalizacao
por AT1 tem fung¢do mediadora dos efeitos vasoconstritores e de hipertensdao, enquanto a
ativacdo do receptor AT2 ativa uma cascata vasodilatadora (Figura 3) (CAREY e PADIA,
2008). A Ang Il também pode ser processada pela ACE2 para formar o peptideo Angiotensina
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1-7 (Ang 1-7), a qual tem acdo de controlar a pressdo arterial sanguinea (BURRELL et al.,
2004). A Ang 1-7, por sua vez, se liga ao receptor Mas (SANTOS et al., 2003) para neutralizar
a atividade da ligagao da Ang II ao AT1. Portanto, o eixo ACE2/Ang 1-7/Mas ¢ considerado
um contra-regulador do SRAA, se opondo a atividade do eixo ACE/Ang II/AT1 (SANTOS et
al.,2013). Além de sinalizar através do receptor Mas, A Ang 1-7 também pode atuar como um
antagonista do receptor AT1, portanto, neutralizando ainda mais o eixo ACE/Ang II/AT1
(GIRONACCI, COBA ¢ PENA, 1999; ROWE et al., 1995).

Figura 3: Desenho esquematico do Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona.
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Fonte: (Adaptado de PERLOT e PENNINGER, 2013).

O SARS-CoV utiliza a ACE2 como receptor para ligagdo a espicula (ZOU et al., 2020)
e ao entrar na cé€lula alvo através deste receptor, causa a desregulagdo (downregulation) da
expressdo dos receptores AT2, por consequéncia, hd uma ativacao exacerbada de Ang I, devido
a falta do eixo contra regulatorio ACE2/Ang 1-7/Mas (Figura 4) (ZOU et al., 2020). A liga¢ao
de Ang IT aos receptores AT2 estd associada a ativagao de células do sistema imune e a produgao

de citocinas inflamatorias (Figura 4) (BERNSTEIN et al., 2018).
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Figura 4: Demonstra¢do da relagdo patégeno (SARS-CoV-2) e o Sistema Renina Angiotensina-

Aldosterona.
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Fonte: (Adaptado de RIVELLESE e PREDILETTO, 2020).
1.4 Polimorfismos e sua relacio com os genes ACE e ACE2

Polimorfismo de um gene ¢ definido quando uma mutacgdo atinge numa determinada
populacdo uma frequéncia superior a 1%. Existem varios tipos de polimorfismos. A mudanga
de um unico nucleotideo por outro (originando diferentes alelos), ¢ chamada de polimorfismo
de nucleotideo tnico (SNP, do inglés single nucleotide polymorphism) (DHAFER et al., 2019).
Ha o surgimento de novos estudos com foco em estudar SNP que acometem os integrantes do
SRAA, especificamente os genes ACE e ACE2. Um dos motivos para estes estudos, ¢ o
surgimento de evidéncias acerca da influéncia de SNP nos genes ACE e ACE2 no aumento da
susceptibilidade de individuos de diferentes idades e populagdes para o agravamento da
infeccdo por SARS-CoV-2, concominante com a susceptibilidade aumentada a hipertensao
arterial sistémica (HAS) (YAMAMOTO et al., 2020; PINHEIRO et al., 2019; VERMA et al.,
2021). A HAS ¢ uma das principais causas de doengas cardiovasculares (DCV), chegando a
atingir uma prevaléncia de 30% na popula¢do mundial (MILLS, 2015). Nao hd um consenso na
literatura, porém a HAS ¢ alvo de diversos estudos que investigam a relagdo da mesma com
infec¢do por SARS-CoV-2 e casos graves de COVID-19 (WHO, 2021).

Dentre os diversos SNP que acometem os genes ACE e ACE2, o SNP de inser¢do e/ou

dele¢do (I/D) (rs4646994) no gene ACE ¢ um dos mais estudados (RIGAT et al., 1990;
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PINHEIRO et al., 2019; YAMAMOTO et al., 2020). O gene ACE se encontra no cromossomo
17923.3 e o polimorfismo /D esta relacionado a presenga/auséncia de uma sequéncia Alu de
287 pares de base (pb) no intron 16 do gene (RIGAT et al., 1990). Pessoas com o perfil
Deleg¢do/Delegdo (D/D) parao ACE SNP (rs4646994) exibiram os mais elevados niveis de ACE
no sangue, e esse aumento da expressao explicaria o maior risco de doencas cardiovasculares e
respiratdrias entre homozigotos para delecdo. Este polimorfismo ¢ constantemente associado
ao risco de incidéncia, morbidade e mortalidade em pacientes com sindrome do desconforto
respiratorio agudo (SDRA) por alguns autores, e também com a progressao da pneumonia na
SARS-CoV (MARSHALL et al., 2002, MATSUDA et al., 2012, VILLAR et al.,
2008 , ITOYAMA et al., 2004). A maioria das evidéncias presentes na literatura apoiam a
hipétese de que o perfil D/D causa o agravamento dos sintomas da COVID-19, enquanto o
perfil Inser¢ao/Inser¢do (I/I) demonstra um papel protetor frente a infec¢do pela COVID-19
(YAMAMOTO et al., 2020). Um estudo epidemioldgico na populacdo de 26 paises asidticos
mostrou que o alelo D esta associado a suscetibilidade a infec¢do por SARS-CoV-2 e a taxa de
mortalidade (PATI et al., 2020) e novos estudos publicados em 2022 continuam relatando a
associacao do perfil ACE D/D com a gravidade da COVID-19 (ALSAYED e MIR, 2022;
PATEL et al., 2022).

Além de estudos realizados com o SNP I/D (rs4646994) no gene ACE, ha estudos mais
recentes como por exemplo o de Sabater et al., (2022) realizado com 318 pacientes adultos do
sexo masculino com COVID-19 que indica a associagdo do SNP G87904 (rs2285666) presente
na enzima ACE2, gene ACE2, a um risco aumentado de hospitalizagdo e um curso de gravidade
da COVID-19. Também hé estudos como o de Pinheiro et al., (2019) que mostram que a
combinagdo do gendtipo ACE (D/D) e alelo G do SNP G8790A4 (rs2285666) ACE2, demonstra
uma importante susceptibilidade a HAS no sexo feminino. O alelo D e o perfil D/D do SNP
rs4646994 no gene ACE, também ¢ constantemente associado com o aumento da pressao
arterial e/ou hipertensdo (LI, 2012; YAMAMOTO et al., 2020).

O gene ACE?2 estd presente no cromossomo X e diversos SNP sdo constantemente
estudados como fatores de risco para hipertensao e insuficiéncia cardiaca (VAN DER MERWE
et al..,2008; ZHANG et al., 2018; LU et al., 2012; CHIU et al., 2004). O fato da ACE2 estar
presente no cromossomo X tem sido associado a um prejuizo para portadores do sexo masculino
e poderia explicar a maior prevaléncia de COVID-19 grave no sexo masculino (OUDIT et al.,

2009).
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Diversos estudos evidenciam que polimorfismos presentes no gene ACE2 podem
aumentar a expressao dos receptores ACE2 ocasionando um maior risco de hospitalizacdo de
pacientes com COVID-19. Alguns autores também sugerem que SNP presentes no gene ACE?2
podem influenciar na susceptibilidade de desenvolver lesdo pulmonar grave e estar relacionado
a sintomas neuroldgicos em pacientes com COVID-19, além de elevar o risco de hospitaliza¢ao
por meio da maior quantidade de expressdo dos receptores ACE2 nestes mesmos pacientes com
adoenca (ZHENG e CAO, 2020; STRAFELA et al., 2020; ABOBAKER, NAGIB e ALSOUFI,
2021). Outras publicagdes sugerem que a hipertensao, obesidade, sexo masculino, tabagismo e
origem/etnia podem causar um grande impacto na expressao do gene ACE?2 e consequentemente

contribuir para um quadro mais grave da COVID-19 (HAMET et al., 2021; PAIM et al., 2021).

1.5 Panorama geral da COVID-19 no Brasil e no estado de Roraima

1.5.1 Dados atuais da COVID-19 no Brasil

Dados atualizados em 20/05/2022 em todo o mundo para a COVID-19 sdao de
524.048.160 casos com 6.273,518 mortes e 11.755.083.904 doses de vacinas aplicadas.
4.706.044.430 (60,5% da populacdo) estao totalmente vacinadas. O Brasil ¢ o terceiro pais com
maior nimero de casos notificados correspondendo a 30.701.900 (em 20/05/2022) e segundo
pais com maior numero de mortes, com 665.216 vitimas até a data mencionada. No Brasil ja
foram aplicadas 436.936.651 doses das vacinas e 165.448.319 (78,3% da populacdo) estao
totalmente vacinadas (WHO, 2022).

1.5.2 Legislagdes pré-vacinacao

No dia 4 de fevereiro de 2020, foi publicado no Diario Oficial da Unido (DOU) do
Brasil, a portaria n°® 188 que declarou o estado de Emergéncia em Saude Publica de Importancia
Nacional (ESPIN) que foi um ato normativo que providenciou a criagcdo de diversas medidas
de prevencao, controle e conteng¢do adotadas para o enfrentamento da pandemia e que tem como
uma das consideragdes, a necessidade da investiga¢do local e demanda por uma resposta
coordenada das a¢des de satide de competéncia da vigilancia e atencdo a saude, entre as trés

esferas de gestdo do Sistema Unico de Satide (SUS) em decorréncia da infecgdo humana pelo

SARS-CoV-2.
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Em 6 de fevereiro de 2020, a Lei de n° 13.979 publicada no DOU, declarou que para
enfrentamento da emergéncia de satde publica provocada pelo SARS-CoV-2, as autoridades
podem adotar medidas como: isolamento; quarentena; determinagdo de realizacao compulsoéria
de exames médicos, testes laboratoriais, coleta de amostras clinicas, vacinacao ¢ outras medidas
profilaticas, tratamento médicos especificos, uso obrigatéorio de madscaras de prote¢do
individual, estudos/investigagdes epidemiologica dentre outras medidas (BRASIL, 2020). Em
25 de fevereiro de 2020 detectou-se o primeiro caso de infecgdo por SARS-CoV-2 no Brasil

(JESUS et al., 2020).

1.5.3 Vacinas COVID-19

Até fevereiro de 2022, a OMS concedeu autorizacao as vacinas da Pfizer/BioNTech,
AstraZeneca/Oxford, Janssen, Moderna, Sinopharm, Sinovac (CoronaVac), Bharat e Novavax.
Outras vacinas ainda estdo passando pelo processo de avaliacao (OPAS, 2022).

Atualmente temos 4 vacinas para COVID-19 sendo ministradas no Brasil via calendario
nacional de imunizacdo. Sao elas: AstraZeneca/Oxford (ChAdOx1) de 2 doses,
Pfizer/BioNTech (BNT162b2) de 2 doses, Janssen (Ad26.COV2.S) de 1 dose e CoronaVac de
2 doses, sendo a CoronaVac, a Uinica que s6 tem aprovacao da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) apenas para uso emergencial, podendo deixar de ser aplicada no pais, visto
que a ANVISA esta revisando as normativas sanitarias em resposta a pandemia, incluindo as
resolucdes que tratam do uso emergencial de vacinas e de medicamentos especificos para a
COVID-19 (G1, 2022). De acordo com o Calendario Nacional de Imunizac¢do (2022), criancas
de 0 a 5 anos ainda ndo estdo sendo vacinadas enquanto criangas e adolescentes (de 5 a 17 anos)
e em gestantes, sdo aplicadas apenas as vacinas de 2 doses (AstraZeneca, Pfizer e CoronaVac),
j& em adultos e idosos a partir de 18 anos, sdo aplicadas tanto as vacinas de 2 doses
(AstraZeneca, Pfizer e CoronaVac) quanto a vacina de 1 dose (Janssen). Uma dose esta sendo
aplicada em adolescentes de 12 a 17 anos e jovens acima de 18 anos enquanto adultos e idosos
acima de 50 anos e imunossuprimidos acima de 18 anos ja estdo recebendo uma quarta dose

(MS 2022; CNN, 2022).
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1.5.4 Legislacdes pos-vacinacao

Tendo em vista a diminui¢ao do niumero de casos ¢ mortes de COVID-19 no Brasil,
algumas leis, decretos, portarias e resolugdes com o objetivo de diminuir/flexibilizar as medidas
de combate a COVID-19 vem sendo publicadas no DOU. Como por exemplo, a portaria
interministerial 17/2022 assinada pelo Ministério do Trabalho e Previdéncia e o Ministro da
Satide no dia 1 de abril de 2022 que revogou a portaria 14/2022, que ainda previa a
obrigatoriedade de uso de mascara no ambiente do trabalho. Dentre as principais medidas deste
documento, estd a flexibilizagdo do uso de mascaras em ambientes de trabalho sendo
dispensado o uso e fornecimento de mascaras cirargicas ou de tecido em estados ou municipios
que deixaram de exigir o uso em ambientes fechados. A portaria estabelece ainda que, se houver
a elevacao no numero de casos da COVID-19 localmente, essa medida deve ser reavaliada e o
equipamento tera que ser fornecido para os trabalhadores (BRASIL, 2022).

Por meio de uma portaria assinada pelo ministro de saude no dia 22 de abril de 2022, o
MS declarou o fim da ESPIN provocada pela COVID-19. Esta portaria revoga a portaria que
estava em vigor desde fevereiro de 2020. Como justificativa para tal acdo, o MS mencionou a
capacidade de resposta do SUS, a melhora no cenario epidemioldgico no pais e o avango da
campanha de vacinagdo (BRASIL, 2022). De acordo com o MS, o Brasil tem uma diminui¢ao
de mais de 80% na média movel de casos e Obitos pela COVID-19, se comparado ao pico de
casos provocados pela variante Omicron no comego do ano de 2022. Cerca de 81% da
populacdo brasileira ja tomaram a primeira dose, 74% estdo com o esquema vacinal primario
completo e 74 milhdes de individuos ja tomaram a dose de refor¢co. O MS também relata que a
alta cobertura vacinal dos brasileiros foi fundamental para a diminuicdo da transmissao da

COVID-19 e prioridade no combate a pandemia (BRASIL, 2022).

1.5.5 Dados atuais da COVID-19 em Roraima

A vigilancia da COVID-19 em Roraima (RR) ¢ realizada pelo Nucleo de Informagao
Estratégica de Vigilancia em Satude (NIEVS). Pelo SARS-CoV-2 ser um virus que causa
Infeccao Respiratoria Aguda (IRA), a doengca COVID-19 foi incluida no sistema de vigilancia
epidemiologica da influenza. De acordo com a Secretaria de Estado da Satude (SESAU) através
do Relatorio Epidemiologico Anual de Roraima (2020), ha duas unidades sentinelas para

influenza no estado de RR, o Hospital Geral de Roraima (HGR) e o Hospital da Crianga Santo
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Antonio (HCSA) que sdo responsaveis por fazer as coletas de amostras de pacientes com
sindrome gripal por semana epidemioldgica. Em 2020, por conta da pandemia do SARS-CoV-
2, as vigilancias dos virus respiratérios foram lesadas. Os Graficos 1 e 2 mostram a distribui¢cdo
dos virus respiratérios de casos de sindrome gripal atendidos no HCSA e no HGR
respectivamente, ambos no ano de 2020 enquanto o Grafico 3 mostra a distribui¢do de virus
respiratorio por faixa etdria em RR neste mesmo ano. Até o presente momento, ndo houve a

publicacao do Relatorio Epidemioldgico Anual de RR referente ao ano de 2021.

Grafico 1: Distribui¢do dos virus respiratérios de casos de sindrome gripal atendidos no

Hospital da Crianga Santo Antonio, 2020.
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Fonte: (SESAU, 2020).

Grafico 2: Distribui¢do dos virus respiratorios de casos de sindrome gripal atendidos no

Hospital Geral de Roraima, 2020.
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Grafico 3: Distribuicao de virus respiratorio por faixa etdria em Roraima, 2020.
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Fonte: (SESAU, 2020).

1.6 A doenca diarreica aguda

1.6.1 Informagdes gerais

A doenga diarreica aguda (DDA) ou gastroenterite aguda (GA) ¢ uma infec¢ao no trato
gastrointestinal causada por diferentes agentes etiologicos. A DDA ou GA, tem como
caracteristica o aumento da quantidade de evacuacdes, com fezes aquosas e de baixa
consisténcia (CHEN et al., 2015). Apesar dos avancos nas estratégias de saneamento e
prevencao terem provocado uma reducgao significativa na taxa de mortalidade por DDA de 15%
em 2008 para cerca de 9% em 2015, a DDA ainda mata aproximadamente 500 mil criangas de
0 a 5 anos por ano no mundo (ALCALA et al., 2018). Supde-se que a cada ano 2,5 bilhdes de
casos de diarreia ocorrem em criangas com menos de cinco anos de idade (WHO, 2018). De
acordo com dados do MS, no periodo de 1995 a 2005, ocorreram 39.421 mortes por diarreia e
1.505.800 internacgoes associadas a esta doenca em criangas com menos de um ano de idade no
Brasil (OLIVEIRA e LATORRE, 2010).

A DDA ¢ mais frequente em criangas de regides do mundo com baixa e média renda
que vivem sem saneamento basico, sem condi¢gdes nutricionais apropriadas e sob condi¢des de
ma qualidade da agua potavel (KOSEC, BERN e GUERRANT, 2003). A Figura 5 mostra o
perfil de mortalidade causado por DDA segundo a distribui¢ao global.
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Figura 5 - Perfil de mortalidade causado por doencga diarreica aguda em criancas de até 4 anos

de idade segundo a distribui¢do mundial.
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Fonte: (Adaptado de INSTITUTO DE METRICA E AVALIACAO DA SAUDE, 2019).
1.6.2 Transmissao

A DDA pode ser transmitida por via fecal-oral de forma direta, quando ¢ por contato
entre humanos ou de animais para humanos, ou de forma indireta, quando se ingere
agua/alimentos contaminados ou se tem contato com objetos contaminados. De acordo com
GRYTDAL et al., (2017), ha um maior risco de transmissdo em locais de uso comum como
hospitais, creches, penitenciarias e escolas. A DDA provoca desidratagdo intensa o que a leva
a ser uma das principais causas de morte infantil em todo o mundo, com uma taxa de
mortalidade em criangas superior ao virus da imunodeficiéncia humana (HIV), malaria e

sarampo juntos (TROEGER et al., 2018).
1.6.3 Principais agentes causadores

A DDA em criangas pode ser provocada por diversos tipos de enteropatdogenos; porém

a DDA ¢ mais frequentemente relacionada aos Rotavirus A (RVA) e Norovirus Humanos
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(HuNoV). Estes patogenos virais foram identificados como os principais responsaveis pela

mortalidade e morbidade relacionada a diarreia em criangas (KANG, 20006).

1.6.4 Cenario atual da doenga diarreica aguda no Brasil

No ano de 1990 a DDA ocupava a posicdo de 8° maior causa de morte no Brasil
(BRASIL, 2017). Tendo em vista esse cendrio, em 1992 se fez necessaria a implementacgao de
um programa de vigilancia sentinela denominado de Monitorizacdo das DDA (MDDA),
posteriormente designada como vigilancia epidemioldgica das DDA e regulamentada pela
Portaria de Consolidagdo GM/MS n° 5, de 28 de setembro de 2017. A MDDA foi implementada
com o intuito de acompanhar o perfil epidemioldgico dos casos de DDA para identificar de
forma prévia surtos referentes ao acometimento entre criangas com menos de cinco anos a
patdgenos virulentos e epidémicos e a casos de vulnerabilidade social, como nos casos de secas,
inundagdes e desastres naturais. A partir de 2006, os casos atendidos nas unidades de satde
sentinelas sdo registrados no Sistema de Informacdo de Vigilancia Epidemiolédgica das
Doengas Diarreicas Agudas (BRASIL, 2017).

Tendo em vista a atuagdo da MDDA em conjunto com o sistema nacional de saude,
em 2010 a DDA deslocou-se de 8* para 30" causa de morte, expondo uma diminui¢ao em torno
de 82%, o que demonstra a importdncia do acompanhamento dos casos de DDA (BRASIL,
2017). Mesmo com essa consideravel diminui¢do dos casos, a DDA continua sendo responsavel
por causas alarmante de Obitos, especialmente em locais do pais com saneamento bdsico
inapropriado, falta de atendimento clinico-hospitalar e um sistema de notifica¢do precério. No
cenario nacional, isso sdo caracteristicas que afetam principalmente a regido norte do pais

(BRASIL, 2017).

1.6.5 Cenario atual da doenga diarreica aguda na regido norte do Brasil e no estado de

Roraima

Com um territorio de 3.853.322,2 quilometros quadrados, a regido norte ¢ a maior parte
do territério brasileiro constituindo 45% da area total do pais. Ela é formada pelos estados do
Acre, Amapa, Amazonas, Para, Rondonia, Roraima e Tocantins e se encontra entre 0 macigo
das Guianas, Planalto Central, a Cordilheira dos Andes, e o Oceano Atlantico. Embora a

grande area territorial, o Norte ¢ a regido menos habitada do pais, sua densidade demografica ¢
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de 4,1 habitantes por metro quadrado, sendo a menor do Brasil (IBGE, 2011). A regido norte
esta situada dentro da regido amazdnica e a Amazonia Brasileira corresponde a todos os estados
citados anteriormente além dos estados do Maranhao e Mato Grosso como demonstra a Figura

6.

Figura 6: Mapa apresentando os estados da regido norte do Brasil e a Amazonia.

AMAZONIA

Fonte: (adaptado de: CROPLIFE, 2020).

Na regiao norte do Brasil ha alguns problemas sociais, tais como falta de saneamento
basico, grande taxa de analfabetismo (por volta de 10% dos habitantes) e mortalidade infantil
(cerca de 23,5 mortes a cada mil nascidos vivos) (IBGE, 2015). Além disso, ha diversas
dificuldades de logistica para a realizacdo do atendimento e tratamento da populagdo. Na regidao
norte, ha um grande nimero de cidades menores afastadas dos grandes centros urbanos e povos
indigenas em regides remotas, onde nao se tem boa infraestrutura hospitalar e ¢ de dificil acesso.
Esses sdo fatores limitantes para o transporte de pacientes para o recebimento de atendimento
médico e também para a distribuicdo de vacinas e medicamentos, por precisarem de
refrigeragao ou condi¢des apropriadas para manter a integridade e eficacia do produto, até esta
populagdo. Dados do Sivep — DDA (Sistema informatizado de Vigilancia Epidemiologica das
DDA) apontam que os casos de DDA notificados na regido Norte representam 13% do total de
casos notificados no pais, levando em consideracdo o periodo de 2007 a 2015, ocorrendo
especialmente nos meses de janeiro a maio (BRASIL, 2017).

O estado de RR conta com 652.713 habitantes ¢ produto interno bruto (PIB) de R$ 9,027
bilhdes, segundo estimativas do Instituto Brasileiro de Geografia Estatistica (IBGE). E o
estado com menor numero de habitantes e tem o menor PIB ndo s6 da regido Norte como do

pais. O quadro 1 mostra algumas informagoes gerais de RR.
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Quadro 1: Informagdes gerais sobre Roraima.

Capital Boa Vista

Area Territorial 223.644,530 km? [2021]
Populagao estimada 652.713 pessoas [2021]
Densidade demografica 2,01 hab/km? [2010]
IDH Indice de desenvolvimento 0,707 [2010]

humano

Rendimento mensal domiciliar per R$1.046 [2021]

capita

Fonte: (Adaptado de IBGE, 2022).

RR se encontra em uma regido periférica da Amazonia Brasileira, no noroeste da regido
Norte do Brasil, e faz fronteira com a Venezuela ao norte e noroeste e com a Republica
Cooperativa da Guiana ao leste. Em meio a diversidade étnica de brasileiros e estrangeiros, de
ambos os paises vizinhos que habitam em RR, ele abrange uma grande populagdo indigena,
composta por cerca de 46.106 pessoas, sendo o estado do Brasil no qual ha a maior populagdo
indigena residindo em terras demarcadas, com 83,2%, dividindo-se entre as tribos conhecidas
como Yanomami, Inarico, Macuxi, Patamona, Taurepang, Waimiri-Atroari, Wai-Wai e
Wapixana. A Figura 7 apresenta um mapa com as terras indigenas demarcadas no estado de RR

(dados do IBGE).

Figura 7: Mapa que demonstra algumas terras indigenas demarcadas no estado de Roraima.

VENEZUELA

}\. Wai-Wai
b, .~ $

Trombetas-Mapoeira

~ 1 Waimiri-A troari
N\

Fonte: (Adaptado de: IBGE, 2016).
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Em sua maioria, as terras indigenas demarcadas ficam localizadas distante dos centros
urbanos, e por consequéncia, de hospitais. As criancas que habitam as comunidades indigenas
sdo constantemente afetadas por infec¢des respiratorias, em razdo das agdes de queimadas
provocadas por garimpeiros € contaminagdo por patégenos, € por DDA, visto que ha falta de
habitos higiénicos e saneamento basico facilitando a propagacdo dos patdogenos responsaveis
por esse adoecimento (KOSEC, BERN e GUERRANT, 2003; ABCONSINDCON, 2020;
SOUZA et al.,2010). Com o intuito de atender as necessidades das criangas indigenas do estado
de RR, Venezuela e Republica Cooperativa da Guiana, no ano 2000 foi inaugurado o HCSA
em Boa Vista, capital de RR, sendo o tnico hospital infantil da rede publica de RR e referéncia
do SUS.

No periodo de 2014 a 2020 houve a notificagdo de 166.507 casos de DDA em RR por
meio do preenchimento das planilhas da area técnica e do Sivep-DDA. 2019 foi o ano com
maior predominancia, totalizando 31.980 casos enquanto 2020 apresentou o menor numero de

casos (n=15.212) como mostra o Quadro 2 (SESAU, 2020).

Quadro 2: Distribuicao dos casos notificados de doenga diarreica aguda nos municipios do

estado de Roraima no periodo de 2014 a 2020.

ANO

Municipio
2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 Total

Alto Alegre 413 436 429 480 591 465 398 3212
Amajari 204 298 322 317 415 451 253 2.261
Boa Vista 16.926 16.269 17.486 12.794 20.475 21.536 9.364 | 114.850
Bonfim 295 358 359 467 720 800 263 3.781
Canta 222 296 260 260 190 303 %4 1.725
Caracarai 1134 713 1181 602 590 720 510 5.450
Caroebe 203 205 184 192 306 404 246 1.740
Iracema 252 223 341 291 682 305 211 2.305
Mucajai 516 644 801 525 856 1174 617 5133
Normandia 460 481 404 252 321 507 174 4558
Pacaraima 694 606 717 633 989 943 535 5117
Roraindpolis 1934 1090 1887 1202 1210 2514 1358 11.152
Sao Joao Baliza 314 128 259 411 379 762 377 2.629
S0 Luiz 323 188 195 192 327 281 317 1823
Uiramuta 423 322 296 318 580 815 495 3249
Total 24.313 22.357 25.106 18.936 28.631 31.980 | 15.212 | 166.507

Fonte: (SESAU, 2020).

Por conta da pandemia da COVID-19, no ano de 2020 nao houve tanta procura aos
postos de satde. Durante esse ano as familias ficaram isoladas e os agentes de satide ndo
puderam visitar as residéncias. Este foi um fator limitante no registro da maioria dos casos. Ja
a elevagdo dos casos no ano de 2019, pode estar ligada ao grande aumento de imigrantes que
adentraram ao estado de RR, provenientes da Venezuela, que colabora com o aumento da

populacdo e uma maior demanda na procura pelos servigos oferecidos nos postos de saude dos
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municipios. O Gréfico 4 e a Tabela 1 mostra os casos notificados de DDA no estado de RR no

periodo de 2014 a 2020 (SESAU, 2020).

Grafico 4: Casos notificados de doengas diarreicas agudas em Roraima no periodo de 2014 a

2020.
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Fonte: (SESAU, 2020).

Tabela 1: Casos notificados de doencas diarreicas agudas em Roraima no periodo de 2014 a

2020.

Ano 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020

N° de casos 24313 [22.357 25.106 [ 18.936 28.631 31.980 15.212

Fonte: (SESAU, 2020).

O Quadro 3 e o Grafico 5 mostram a prevaléncia das doengas diarreicas por faixa etaria
no estado de RR. Podemos observar que a faixa etdria que obtém mais casos de DDA
notificados ¢ a de 10 anos ou mais. O motivo ¢ a elevagao do numero de pessoas que compde

essas 1dades.
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Quadro 3: Distribuicdo de casos notificados segundo faixa etaria no estado de Roraima entre o

periodo de 2014 e 2020.

Ano <1 ano 1a4 anos 5a9 anos 10 anos e mais Ignorados

2014 2717 7316 3661 10 003 616
2015 2324 6 068 2646 11183 195
2016 2 580 6 790 2812 12 803 127
2017 1786 5115 2316 9 663 56
2018 3086 7733 3402 14 251 159
2019 3996 8 504 3915 15 389 176
2020 1733 3334 1522 8 505 90

Fonte: (SESAU, 2020).

Grafico 5: Distribuigdo de casos notificados segundo faixa etaria no estado de Roraima entre o

periodo de 2014 ¢ 2020.

Distribuicdo da série Historica das notificacdes das Doencas

Diarreicas por faixa etaria no Estado de Roraima
18000

16000
14000
12000

10000

8000
6000
4000
ol ||| . II
o v b _ N ~ .||

2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020

m<1lano lad4anos W5a9anos MW10anos ignorados =

Fonte: (SESAU, 2020).
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2 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

O Brasil € o terceiro pais com maior numero de casos notificados de infec¢ao por SARS-
CoV-2. Por mais que a maioria das criancas quando em contato com o SARS-CoV-2
desenvolvam o quadro da doenga de forma leve, geralmente com sintomas gastrointestinais, ou
de forma assintomadtica, os numeros de infeccdo por SARS-CoV-2 em criangas ainda sdo
preocupantes em todo o mundo quando comparados aos casos adultos e idosos (WHO, 2021).
De acordo com dados nacionais do SIVEP-Gripe de dezembro de 2021, também publicados
pela Camara Técnica de Assessoramento em Imunizagdo da Covid-19 - CTAI-COVID, (2021),
em 2020 10.356 criancas entre 0-11 anos foram notificadas com diagndstico de sindrome
respiratéria aguda grave por COVID-19, das quais 722 evoluiram para 6bito. Em 2021, as
notificagdes se elevaram para 12.921 ocorréncias na mesma populacdo, com 727 mortes,
totalizando 23.277 casos de sindrome respiratéria aguda grave por COVID-19 e 1.449 mortes
desde o inicio da pandemia. Estes dados reforcam a importancia da constante vigilancia
epidemioldgica neste grupo e sustenta a hipdtese de que criangas de 0 a 3 anos, por ainda nao
estarem no calendario de imunizag@o, possam ser um reservatdrio da infec¢do por SARS-CoV-
2. Além disso, deve-se levar em consideragdo que quanto maior o numero de individuos
infectados numa populagdo, maior a pressao seletiva e evolugao viral, dificultando a eficacia
das vacinas.

No Brasil, criancas estdo sendo internadas com quadros de DDA, desidratacdo e
pneumonia, principalmente as menores de dois anos (INSTITUTO BUTANTAN, 2022),
indicando que o trato gastrointestinal pode ser um local ativo de replicagdo do SARS-CoV-2
(DEVAUX, LAGIER e RAOULT, 2021) e refor¢ando a importancia de estudos que analisem
amostras fecais em conjunto com amostras de swab-salivar e/ou nasofaringe afim de um melhor
diagnostico da COVID-19 neste grupo (TAN et al., 2020).

Mutagdes em genes receptores de ligantes virais direcionam a mudangas virais. De
acordo com experimentos in vitro, SARS-CoV e SARS-CoV-2 compartilham o mesmo receptor
ACE2 para iniciar a infec¢do. No entanto, o dominio de ligacao nestes dois virus tem 72% de
identidade, o que significa que houve uma pressao evolutiva que pode ter sido consequéncia do
grande nimero de individuos infectados acelerando o reldgio evolutivo viral. H4 a hipotese que
possa ter havido uma pressao seletiva viral em resposta aos SNP presentes no gene humano
ACE2 (GURWITZ, 2020; HOU et al., 2020). Como citado anteriormente, estudos evidenciam
que SNP presentes no gene ACE e ACE2 (como por exemplo o alelo D ou gendtipo D/D
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presente no ACE e a combinagao do alelo D SNP (rs4646994) presente no gene ACE e o alelo
G SNP (rs2285666) no gene ACE?2) revelam suscetibilidade a HAS, que pode ser um fator de
risco para a COVID-19 (LI et al., 2012; PINHEIRO et al., 2019; MILLS, 2015; WHO, 2021).
Ainda ¢ uma duvida para a comunidade cientifica se criangas de 0 a 3 anos com comorbidades,
como por exemplo HAS, deveriam serem vacinadas, sendo importante a investigacao destes e

outros SNP presentes nos genes ACE e ACE2.
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3 OBJETIVOS:

3.1 Geral:

Realizar um inquérito epidemioldgico molecular para detec¢do de SARS-CoV-2 em criangas
de 0 a 3 anos que vivem na regido AmazoOnica, com associagdo a clinica da DDA e
susceptibilidade a infeccdo dependente dos SNP (rs4646994) e (rs2285666) correspondendo

respectivamente aos genes ACE ¢ ACE2 humano.

3.2 Especificos:

1. Verificar a frequéncia de detecgao do SARS-CoV-2 em fezes e swab salivar de criancas
com DDA ou IRA.

2. Investigar a incidéncia do SNP (7s4646994) de insercao/deleg¢do (I/D) do gene humano
ACE em swab salivar de criancas com DDA ou IRA.

3. Detectar a ocorréncia do SNP G87904 (rs2285666) da enzima ACE2 (gene ACE2) em
swab salivar de criangas com DDA ou IRA.

4. Realizar uma andlise comparativa levando em consideragdo aspectos clinicos de DDA

e IRA frente aos resultados obtidos nos itens mencionados acima.
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4 METODOLOGIA

4.1 Declaracao Etica

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital da Crianga de

Boa Vista/Plataforma Brasil sob o nimero 133480 de 23/11/2015.

4.2 Inquérito epidemiolégico de deteccio de SARS-CoV-2 incluindo informacgoes da coleta

O inquérito epidemioldgico foi realizado nos meses de junho e julho de 2021 (periodo
anterior ao aparecimento da variante Omicron) com criancas de 0 a 3 anos de idade atendidas
na emergéncia do Hospital da Crianca de Santo Antonio (HCSA) localizado na cidade de Boa
Vista, estado de RR (Figura 8), que possui 30 leitos de observacdo na Emergéncia e 80 leitos

para Internacao.

Figura 8: Mapa mostrando a localizagao do Hospital da Crianga Santo Antonio de Boa Vista,

Roraima.
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Fonte: (Adaptado de GOOGLE, 2022).

O numero amostral ¢ de 101 criangas (faixa etaria: 0-3 anos) com DDA e 101 criangas
com IRA. Foram coletadas em paralelo swab-salivar e fezes de cada uma das criangas (n=202;
101 grupo DDA e 101 grupo IRA) perfazendo um total de 404 amostras (202 amostras de fezes
e 202 de saliva). Como evidenciado por Moraes et al., (2019), todas as criangas selecionadas

para este estudo apresentam caracteristicas fisicas da etnia indigena e residem com suas familias



43

no estado de RR ou de paises da fronteira com o Brasil (Venezuela e Guiana Inglesa), em
diferentes regides, incluindo areas demarcadas indigenas. A avaliacdo clinica foi realizada por
um médico pediatra colaborador, sendo o responsavel pelo convite ao responsavel da crianga
para participar da pesquisa apOs a explicagdo do projeto e assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e Assentimento Informado para Pesquisa em
Criangas (AIPC). Os dados clinicos observados durante a coleta foram anotados na
ficha/prontuério de cada crianga o qual foi disponibilizado para este estudo, considerando todos
0s aspectos éticos.

A coleta da saliva foi realizada com o auxilio de um swab, coletando-se a saliva
misturada a células da mucosa bucal e transferindo-se o swab apos a coleta para um tubo
contendo 400uL de tampao fosfato-salino (phosphate buffered saline — PBS) 1X (8g de NaCl,
0.2g de KCl, 1.44g de Na,HPO4 € 0.24g de KH>PO4 dissolvidos em 800ml de dgua destilada.).
As fezes foram coletadas diretamente das fraldas, com auxilio de gaze e/ou palheta presente na

parte de baixo da tampa do pote de fezes.

4.3 Armazenamento e processamento das amostras

As amostras foram temporariamente armazenadas a -20°C no HCSA e enviadas ao
Laboratorio de Virologia Comparada e Ambiental (LVCA), I0C/Fiocruz-RJ. A partir das
amostras de swab-salivar, foram adicionados 1200uL de PBS 1x no tubo com a amostra, o qual
foi homogeneizado em vortex (modelo LM-MX-S, cat.02074) durante 30 segundos. A mistura
foi transferida para um tubo eppendorf de 1,5mL do qual foi retirada uma aliquota de 350 pL
para utilizar na etapa de extragao.

A partir das amostras de fezes, foram preparadas suspensoes fecais de acordo com o
protocolo padrdo do LVCA previamente descrito por Ferreira et al., (2010). Todas as

suspensdes foram conservadas a -20°C.

4.4 Extracao de acidos nucleicos

Para a extracdo de RNA (fezes e swab-salivar) e DNA cromossomial celular humano de

células secretoras no swab-salivar foram utilizados, respectivamente os kits RNeasy Mini Kit

(Qiagen, USA) e o QIAcube® (Qiagen, USA) seguindo as instrugdes dos fabricantes, em
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sistema automatizado, de acordo com as instru¢des do fabricante a partir de 350uL das

suspensoes previamente preparadas. Os acidos nucleicos extraidos foram conservados a -70°C.

4.5 Deteccao molecular de SARS-CoV-2 por transcricido reversa seguida de PCR (RT-

PCR) em tempo real em amostras de fezes e swab-salivar de criancas com DDA ou IRA

Para deteccao molecular de SARS-CoV-2 por RT-PCR em tempo real em fezes e swab-
salivar, utilizamos o kit SuperScript™ III Platinum™ One-Step qRT-PCR System da
Invitrogen. Os oligonucleotideos e sondas estdo descritos no Quadro 4, utilizando o protocolo
descrito por Corman et al., (2020) para detec¢ao dos genes £, N e RdRp do SARS-CoV-2. Foi
preparada uma mistura para uma reacao final de 25uL (sendo 20uL reagentes do kit e SuLL do
RNA extraido). A mistura para uma amostra conteve: 12,5uL de 2X Reaction Mix; 0,5uL de
ROX Reference Dye (1:10); 0,5uL da Enzima Super Script III RT/ Platinum 7ag Mix; 0,5uL
do oligonucleotideo senso (foward) (10uM); 0,5uL. do oligonucleotideo antisenso (reverse)
(10uM); 0,25uL da Probe (10uM); H>O (quantidade suficiente para 20uL) e Sul. do RNA
extraido de amostras e controles previamente processados. A mistura foi adicionada em
microplacas de 96 pocos e lidas no aparelho 7500 Real Time PCR System® (Applied
Biosystems, USA) para deteccdo considerando o valor do threshold cycle (Ct). O seguinte
programa de ciclagem foi utilizado: Transcrigdo reversa a 50°C por 15 minutos; ativagao da
enzima a 95°C por 2 minutos; 40 ciclos de denaturagao a 95°C por 15 segundos e anelamento
e extensao final de 60°C por 30 segundos. Ao final da reacgdo, foi realizada a interpretacdo dos

resultados a partir da anélise dos valores de Ct para os genes E, N e RdRp do SARS-CoV-2.
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Quadro 4: Oligonucleotideos e sondas utilizados para detec¢do de SARS-CoV-2 por RT-PCR

em tempo real.

Ex‘n;aio/ Oligonucleotideo Sequéncia (5°-3°) Comentario
so
P_SARSr-F T T TGT:
Gene RARP_SARSr-F2 GTGARATGGTCATGTGTGGCGG Usar 600 oM por reagio
RdRp
RARP_SARSr-R1 CARATGTTAAASACACTATTAGCATA Usar 800 nM por reag3o
RARP_SARSr-P2 | FAM-CAGGTGGAACCTCATCAGGAGATGC- Especifico para Wuhan-CoV, n3o detectara
BBQ SARS-CoV. Usar reagdo de 100 nM e mistura
com P1
RARP_SARSr-P1 FAM- Pan Sarbeco-Probe, detectara virus Wuhan,
CCAGGTGGWACRTCATCMGGTGATGC- SARS-CoV e CoVs relacionados a morcegos
BBQ SARS. Use 100 nM por reagdo e misture com P2
Gene E E_Sarbeco_F1 ACAGGTACGTTAATAGTTAATAGCGT Usar 400 nM por reagdo
E_Sarbeco_R2 ATATTGCAGCAGTACGCACACA Usar 400 nM por reag3o
E_Sarbeco_P1 FAM-ACACTAGCCATCCTTACTGCGCTTCG- Usar 200 nM por reagio
BBQ
Gene N N_Sarbeco_F1 CACATTGGCACCCGCAATC Usar 600 nM por reag3o
N_Sarbeco_R1 GAGGAACGAGAAGAGGCTTG Usar 800 nM por reagio
N_Sarbeco_P1 FAM-ACTTCCTCAAGGAACAACATTGCCA- Usar 200 nM por reagio
BBQ

Fonte: (Adaptado de Corman et al., 2020).

4.6 Genotipagem do gene ACE para identificacdo do SNP I/D (rs4646994)

Para identificacdo do SNP I/D (rs4646994) presente no gene ACE, realizamos a reagao
em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR) na presenga de SYBR GREEN PCR Master
Mix cat no. 4309155 (Applied Biosystems) como fluorocromo utilizando o protocolo de Lin et
al., 2001 adaptado no LVCA. Uma mistura de reacdo contendo para uma amostra: 12,5uL de
SYBR Green PCR Master Mix (2X); 2,5uL de oligonucleotideo ACE1 10pmol/pL (final
25pmoles); Sul. de oligonucleotideo ACE2 10pmol/uL (final 50pmoles); 2,5uL de
oligonucleotideo ACE3 10pmol/ pL (final 25pmoles) e em seguida foram adicionados 2,5 pL.
de DNA para uma reacdo com volume final de 25uL. Os oligonucleotideos utilizados foram:
pACE1-F (5 CATCCTTTCTCCCATTTCTC-3), pACE2-F (5°-
TGGGATTACAGGCGTGATACAG-3’) e pACE3-R (5’-ATTTCAGAGCTGG
AATAAAATT-3") descritos por Lin ef al., 2001. Amostras controles previamente definidas
coletadas de amostras da referéncia do LVCA, cujo perfil dos alelos eram /1
(Insercdo/Insercao), D/D (Dele¢cdo/Delecdo) e I/D (Inser¢dao/Dele¢do) foram utilizadas. A
mistura foi aplicada em microplacas de 96 pocos que foram submetidas a temperaturas de 95°C
por 10 minutos; 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 55°C por 1 minuto; 60°C por 15 segundos
e 95°C por 15 segundos. Para a realizacdo da PCR e andlise da curva de fusdo (melting curve)

para encontrar os alelos / e D pelos diferentes picos de fusdo gerados com base no comprimento
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e composi¢do dos nucleotideos dos amplicons (Figura 9), utilizamos o equipamento 7500 Real
Time PCR System® (Applied Biosystems, USA) e o 7500 Software v2.3. A anélise das curvas

de fusdo foi realizada tendo como referéncia o trabalho de Lin ef al., 2001.

Figura 9: Demonstragao de curvas de fusdo tipicas para os alelos 1/1, D/D e I/D.

-dF/dT

CQm NW AWK

Temperatura (°QC)
Fonte: (adaptado de: Lin et al., 2001).

4.7 Genotipagem do gene ACE2 SNP G8790A (rs2285666) por PCR convencional

Para genotipagem do SNP G87904 (rs2285666) do gene ACE2, utilizamos o protocolo
de Benjafield et al., (2004) adaptado. Foi inicialmente gerado um amplicon/uma amostra, por
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando os seguintes oligonucleotideos: senso
(Foward) (5° -CAT GTG GTC AAA AGG ATA TCT-3’) e antisenso (Reverse) (5’ -AAA GTA
AGG TTG GCA GAC AT-3’) também estabelecidos por Benjafield ez al., (2004). Realizamos
a PCR utilizando o kit iTaq™ DNA Polymerase cat. 1708870 para uma reagdo final de 25uL
por amostra. Em tubos eppendorf de 0,2mL previamente identificados adicionamos uma
mistura de 2,5ul de Buffer 10X; 1,25uL oligonucleotideo ACE2 Foward; 1,25uL
oligonucleotideo ACE2 Reverse; 0,5uL ANTPmix 10Mm; 0,75uL MgClz 50Mm; 0,125uL iTaq
Enzime Polymerase e H2O (quantidade suficiente para 22uL). Em seguida foram adicionados
3ulL do DNA cromossomial extraido a partir de suspensdes salivares. Utilizamos o
termociclador Proflex PCR system cat no. 4484073 com o seguinte programa: 94°C por 5
minutos; 35 ciclos de 94°C por 45 segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto e 30
segundos e uma ultima etapa de 72°C por 10 minutos.

A seguir este amplicon foi submetido eletroforese em gel de agarose (100mL TBE 0,5X
+ 2,5g agarose + SuLL de Brometo de Etidio de uma solugdo contendo 10mg/mL) no qual foi

aplicado 7uL do amplicon, 4uL de marcador de peso e massa (LowMass cat. 10068013 da



47

Invitrogen) e 3uL. de BlueJuice™ Gel Loading Buffer (10X) cat 10816015 da Invitrogen. A

foto-documentacao foi realizada no processador de imagem digital Kodak Gel Logic 212.

4.8 Digestao por endonuclease de restricao Alul

Inicialmente visando validacdo, para verificagdo do perfil de restricdo (Restriction
Fragment Length Polymorphism-RFLP) foi realizado o teste de digestao pela endonuclease de
restricdo Alul (Invitrogen REF:R6281) utilizando diferentes concentragdes de DNA/uL
(amostras controles do LVCA) em um gel de agarose a 2,5% (100mL TBE 0,5X + 2,5g agarose
+ 5uL de Brometo de Etidio de uma solucdo contendo 10mg/mL) e concluimos que a
concentracao ideal para que ocorresse uma boa digestdo seria de aproximadamente 34 ng/uL a
40 ng/uL. Para digerir os amplicons com a enzima de restricdo A/ul a fim de encontrar os alelos
A e G, realizamos a mistura de reacdo de digestdo da seguinte maneira para uma amostra: 0,5uL.
de enzima A/ul; 3uL de Buffer B 10X NEB; DNA (quantidade suficiente para 34 a 40 ng) e
H>O (quantidade suficiente para 30 uL de reacdo final). Incubamos a 37°C por 1 hora e 15
minutos e em seguida toda a digestdo foi aplicada em um gel de agarose a 2,5% (100mL TBE
0,5X +2,5g Agarose + SuL. de Brometo de Etidio) utilizando 4pL de marcador de peso e massa
(LowMass cat. 10068013 da Invitrogen) e 3uL de BlueJuice™ Gel Loading Buffer (10X) cat.
10816015 da Invitrogen.

Em seguida, foi realizada a eletroforese horizontal e a foto-documentagdo no
processador de imagem digital (Kodak Gel Logic 212). Apds a digestdo, as bandas com peso
molecular de aproximadamente 466pb identificam o alelo G enquanto bandas de 281 e 185pb

identificam o alelo A4.
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5 RESULTADOS

5.1. Caracteristicas das criancas/amostras deste inquérito epidemiologico

Este estudo contou com um total de 81 criancas do sexo feminino e 121 criangas do sexo
masculino. Quanto as criancas do sexo feminino, 38 (46.9%) foram do grupo DDA e 43 (53%)
do grupo IRA. Das criancas do sexo masculino, 63 (52%) foram do grupo DDA e 58 (47.9%)
do grupo IRA. As criangas deste estudo vivem no Brasil, em 14 dos 15 municipios do estado
de Roraima, sendo Alto Alegre, Amajari, Boa Vista, Bonfim, Cantd, Caracarai, Caroebe,
Iracema, Mucajai, Normandia, Pacaraima, Roraindpolis, S0 Luiz do Anaua e Uiramuta. Foram
incluidas também criangas atendidas no HCSA e que vivem no estado do Amazonas/Brasil
(Aldeia indigena Hemarepiwei), Aldeia Xihopi na Guiana e Aldeia Ceara-Yano na Venezuela.
A maioria das criancas vivem em comunidades indigenas localizadas no municipio de Boa
Vista (146/202; 72.3%). As etnias indigenas que vivem nestas comunidades indigenas sdo

Yanomami, Macuxi e Ingarico.

5.2 Deteccao molecular de SARS-CoV-2 em fezes e swab salivar de criancas com doenca

diarreica aguda ou infeccio respiratoria aguda

A detec¢ao molecular de SARS-CoV-2 por meio de RT-PCR em tempo real, apresentou
para amostras controles inicialmente testados valores de Ct que se mostraram satisfatorios,
variando de 19 a 37. Todas as amostras controles deste estudo foram previamente identificadas
como positivas, pertencentes ao banco de amostras de fezes do LVCA. Os genes E, N ¢ RdRp
do SARS-CoV-2 foram detectados separadamente como um monoplex e em placas diferentes
para evitar interferéncias entre fluorescéncias da sonda.

A Tabela 2 mostra a frequéncia de SARS-CoV-2 em criangas com DDA e IRA cujo
RNA viral foi extraido da suspensao fecal, enquanto a Tabela 3 mostra a frequéncia de SARS-
CoV-2 em criangas com DDA e IRA cujo RNA viral foi extraido de swab-salivar. A RT-PCR
em tempo real detectou 6 amostras positivas para o gene £ do SARS-CoV-2, sendo 4 do grupo
com DDA (4/101; 3.96%) e 2 do grupo com IRA (2/101; 1.98%). Nao houve amostras positivas
para os genes N e RdRp (Tabela 2). Com relacao ao grupo DDA e IRA de swab-salivar, 5
criancas com DDA (5/101; 4.95% e 1 com IRA (1/101; 0.99%) foram positivos para o gene E
do SARS-CoV-2, nao havendo amostras de IRA positivas para os genes N e RdRp (Tabela 3).



Tabela 2 - Frequéncia de SARS-CoV-2 nos dois diferentes grupos de criangas com doenca

diarreica aguda DDA e ou com infeccao respiratoria aguda IRA a partir de suspensao fecal.

49

DDA (fezes) n=101 IRA (fezes) n=101
Gene £ 4 (3.96%) 2 (1.98%)
Gene N 0 0
Gene RdRp 0 0

Tabela 3 - Frequéncia de SARS-CoV-2 nos dois diferentes grupos de criangas com doenga

diarreica aguda DDA e com infecgdo respiratoria aguda IRA a partir de swab-salivar.

DDA (swab-salivar) IRA (swab-salivar)
n=101 n=101
Gene £ 5 (4.95%) 1 (0.99%)
Gene N 0 0
Gene RdRp 0 0

Os resultados apresentaram niveis de Ct variando de 29,6 a 37,7 com uma média de 33,3

para DDA/IRA de fezes e 34,0 para DDA/IRA de swab-salivar. Das 4 amostras de DDA

positivas para SARS-CoV-2 cujo RNA viral foi extraido das fezes, 75% (3/4) s@o do sexo

masculino e 25% (1/4) do sexo feminino. Das 5 amostras de IRA positivas para SARS-CoV-2

cujo RNA viral foi extraido de swab-salivar, 60% (3/5) sdo pertencentes ao sexo feminino,

enquanto 40% (2/5) ao sexo masculino.

Duas criangas foram positivas para SARS-CoV-2 do grupo IRA cujo RNA viral foi

extraido das fezes sendo uma do sexo feminino e outra do sexo masculino. O mapa de RR

abaixo (Figura 10) indica onde as criangas correspondentes as amostras positivas DDA[A] ou

IRA[C] vivem.
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Figura 10: Mapa mostrando a localizagdo das amostras positivas para SARS-CoV-2.
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Legenda: * - A letra [A] corresponde as amostras de DDA e a letra [C] corresponde as amostras

de IRA.

5.3 Ocorréncia de sintomas clinicos em amostras positivas para SARS-CoV-2

A ocorréncia de sintomas clinicos também foi avaliada de forma tentar caracterizar
comparativamente as duas manifestagdes clinicas. No Quadro 5 foram compilados os dados

obtidos para a ocorréncia de sintomas clinicos nas amostras de DDA e de IRA.

Quadro 5: Ocorréncia de sintomas clinicos em todas as amostras SARS-CoV-2 positivas.

Identificagdao

da amostra DD:U[A] Sintomas clinicos

SApzss-i(t:ic\)l\:z IRA[C] | Muco | Sangue | Febre | Vomito ab d?):inal Inapeténcia = Coriza | Tosse E::tr;t::;a Desidratagdo
32198 [] .
32200 [A] X X X
32229 [A] X X X
32344 Al X X X
32414 ] x X
32416 Al x X X
32477 Al X X X .
32489 Al X X X .
32512 Al X X X X .
32517 [A] X X X N .
32529 Al x X X .
32531 [] X X .
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Todas as criangas relativas as 9 amostras positivas para SARS-CoV-2, aqui designadas
DDA que apresentaram positividade nas fezes (4/9; 44,44%) ou swab salivar (5/9; 55,56%)
apresentaram febre e dor abdominal (Quadro 5). Foram observados em criangas para as
amostras de fezes, com uma frequéncia de 75% (3/4), 50% (2/4) e 25% (1/4), respectivamente
presenga de muco, ocorréncia de vomito e desidratacdo; para amostras de swab salivar as
frequéncias para estes sintomas foram respectivamente de 80% (4/5), 40% (2/5) e 40% (2/5).
Tosse foi observada somente nas criangas para as amostras positivas de swab salivar,
correspondendo a 40% (2/5) destas.

Com relagdo as 2 amostras de IRA os sintomas clinicos observados quando a
positividade foi detectada nas fezes foram muco (1/2; 50%) e dor abdominal (1/2; 50%). Para
a crianga com IRA onde houve positividade na amostra swab salivar os sintomas clinicos foram
febre, dor abdominal e tosse. Sintomas clinicos verificados neste estudo como sangue nas fezes,
inapeténcia, coriza e exantema cutaneo ndo foram observados nas criangas deste inquérito

epidemioldgico.

5.4 Frequéncia dos alelos I/D, I/I e D/D do gene ACE SNP I/D (rs4646994), em swab salivar
de criancas com doenca diarreica aguda ou infecc¢iio respiratoria aguda e correlacio com

fatores clinicos e populacionais

Das 101 criangas do grupo com DDA, 89.1% (90/101) apresentaram os alelos 7/ sendo
61.1% (55/101) do sexo masculino e 38.8% (35/101) do sexo feminino; 4.9% (5/101) criangas
apresentaram os alelos 7/D, sendo 80% (4/5) do sexo masculino e 20% (1/5) do sexo feminino.
As criancas do grupo com DDA que apresentaram os alelos D/D foram 5.94% (6/101), sendo
66.6% (4/6) do sexo masculino e 33.3% (2/6) do sexo feminino (Grafico 6). Das 101 criancas
do grupo com IRA, 85.14% (86/101) apresentaram os alelos /1, sendo 56,98% (49/86) do sexo
masculino e 43,02% (37/86) do sexo feminino. Criangas apresentando os alelos /D foram
9.90% (10/101), sendo 40% (4/10) do sexo masculino e 60% (6/10) do sexo feminino; criancas
apresentando os alelos D/D foram 4.95% (5/101), sendo todas do sexo masculino (Grafico 7).
Levando em consideracdo criancas de ambos os grupos estudados, DDA e IRA, a frequéncia
dos alelos //I detectados foi de 87,12% (176/202), seguida pela frequéncia de 7.42% (15/202)
para os alelos /D e de 5.44% (11/202) para os alelos D/D.
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Grafico 6: Distribuicao dos alelos da ACE SNP I/D (rs4646994) com o sexo das criangas do

grupo com doenga diarreica aguda.
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Grafico 7: Distribui¢do dos alelos da ACE SNP I/D (rs4646994) com o sexo das criangas do
grupo com infec¢do respiratoria aguda.
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Os Gréaficos 8 ¢ 9 mostram o perfil para os alelos da ACE SNP I/D (rs4646994)
correlacionando com criangas apresentando DDA ou IRA respectivamente, e as localidades em
que residem. Destaca-se em criangas do grupo com DDA residentes no municipio de Boa Vista,
capital de RR, a frequéncia dos alelos /1, D/D e I/D tiveram respectivamente uma prevaléncia

de 68,8% (62/90), 100% (6/6) e 60% (3/5). No grupo com IRA também houve uma maior
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prevaléncia dos alelos /1, D/D e I/D no municipio de Boa Vista, com os alelos /I apresentando

respectivamente uma prevaléncia de 72% (62/86), 100% (5/5) e 80% (8/10).

Grafico 8: Prevaléncia dos alelos da ACE SNP I/D (rs4646994) em criangas do grupo com

doenga diarreica aguda em relagdo ao municipio que residem.
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Grafico 9: Prevaléncia dos alelos da ACE SNP I/D (rs4646994) em criancas do grupo com

infec¢do respiratéria aguda em relagdo ao municipio que residem.
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5.5 Ocorréncia do SNP G8790A (rs2285666) da enzima ACE2 (gene ACE2) em swab

salivar de criancas com doenca diarreica aguda ou infecclio respiratoria aguda

O gene ACE?2 estd ligado ao cromossomo X, permitindo que os individuos do sexo
feminino sejam heterozigotos, ou seja, individuos que possuem pares de alelos distintos em
contraste com os do sexo masculino que sdo definitivamente hemizigoticos, ou seja, individuos
dipléide portadores de apenas um alelo de determinado gene. Estes manifestam o unico alelo
que esta localizado no cromossomo X.

Das 81 criangas do sexo feminino presentes neste estudo, para 83,95% (68/81) foi
possivel ser obtido por PCR o fragmento do gene ACE?2 e uma boa digestdo pela endonuclease
de restricdo Alul; sendo: 47% (32/68) do grupo de criangas com DDA e 53% (36/68) do grupo
de criancas com IRA (Tabela 4). Das 121 criancgas do sexo masculino, para 80,16% (97/121)
foi possivel a amplificacdo por PCR/digestdo enzimadtica descrita acima; sendo 56.7% (55/97)
do grupo de criangas com DDA e 43.2% (42/97) do grupo de criangas com IRA (Tabela 5). No
grupo de criancas com DDA do sexo feminino a frequéncia dos alelos GG foi 46.8% (15/32),
para os alelos AG foi de 34.3% (11/32) e para os alelos A4 foi 18.7% (6/32). No grupo de
criangas com IRA do sexo feminino a frequéncia dos alelos GG foi 58.3% (21/36), dos alelos
AA 101 22.2% (8/36) e dos alelos AG foi 19.4% (7/36) (Tabela 4). No grupo de criangas do sexo
masculino com DDA, a frequéncia detectada para o alelo G foi de 67.2% (37/55) e para o alelo
A foi de 32.7% (18/55). Para o grupo de criancas com IRA, a frequéncia do alelo A foi de 52.3%
(22/42) e para o alelo G foi de 47.6% (20/42) (Tabela 5).

Para o grupo de criangas com DDA e IRA do sexo feminino, as frequéncias dos alelos
GG foram respectivamente de 46.8% (15/32) e 58.3% (21/36). Os alelos AG apresentaram uma
frequéncia de 34.3% (11/23) para criangas com DDA e 19.4% (7/36) para criangas com IRA.
Para os alelos A4 as frequéncias de 18,7% (6/32) e 22.2% (8/36) foram detectadas
respectivamente para as criancas com DDA e IRA (Tabela 4).

Criangas do sexo masculino com DDA apresentaram frequéncias de 67.2% (27/55) para
0 alelo G e com IRA frequéncia de 47.6% (20/42). Para o mesmo grupo masculino as
frequéncias do alelo A foram de 32.7% (18/55) e 52.3% (22/42), respectivamente para aquelas
com DDA ¢ IRA. (Tabela 5).
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Tabela 4: Frequéncia dos alelos no gene ACE2, SNP G8790A4 (rs2285666) detectados nos

grupos com doenga diarreica aguda e com infec¢do respiratoria aguda em criangas do sexo

feminino.
Alelos ACE?2
(52285666) sexo ACE2(DDA) - ACEZ(IRA) 100 =68
. . n=32 n=36
feminino
GG 15 (46.87%) 21 (58.33%) 36 (52.94%)
AG 11 (34.37%) 7 (19.44%) 18 (26.47%)
AA 6 (18.75%) 8 (22.22%) 14 (20.58%)

Tabela 5: Frequéncia dos alelos no gene ACE2, SNP G&87904 (rs2285666) detectados nos

grupos com doenca diarreica aguda e com infec¢do respiratoria aguda em criancas do sexo

masculino.
Alelos ACE2
(rs2285666) sexo ACEZ_(DDA) ACEZ_ (IRA) Total (n=97)
. n=55 n=42
masculino
Alelo G 37 (67.27%) 20 (47.61%) 57 (58.76%)
Alelo A 18 (32.72%) 22 (52.38%) 40 (41.23%)

Das 165 amostras, 68 do sexo feminino e 97 do sexo masculino, analisadas para o SNP
G87904 (rs2285666) da enzima ACE2, 70.90% (117/165) foram detectadas em criangas
residentes no municipio de Boa Vista. A frequéncia deste SNP, considerando o nuimero
amostral das criangas que residem em Boa Vista, correspondeu a 80.1% (117/146). O Grafico
10 e 11 apresenta a distribuicio deste SNP nas populagdes de criangas de outras
municipalidades. Das 68 criancas do sexo feminino analisadas quanto ao SNP G&87904
(rs2285666) do gene ACE?2, 73,53% (50/68) residem no municipio Boa Vista; sendo que 52%
(26/50) apresentaram os alelos GG, 28% (14/50) alelos GA e 20% (10/50) alelos foram AA4
(Grafico 10). Das 97 criancas do sexo masculino, 69% (67/97) residem no municipio de Boa
Vista, sendo 35,82% (24/67) apresentando o alelo A e 64.18% (43/67) com o alelo G, com
relacdo ao SNP G87904 (rs2285666) do gene ACE?2 (Gréafico 11).



56

Grafico 10: Prevaléncia dos alelos no gene ACE2, SNP G8790A4 (rs2285666) em criangas do

sexo feminino em relacdo ao municipio que residem.
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Grafico 11: Prevaléncia dos alelos no gene ACE2, SNP G8790A (rs2285666) em criangas do

sexo masculino em relagdo a0 municipio que residem.

50
45 43
40
35
30

24
25

20

Prevaléncia

15
10

Municipio

® Alelo A (n=40) ™ Alelo G (n=57)

4

1 2 =
. oo ] ]

% N
& ('@\@ ;b\(({b ) (J,bbo
» & \y
> N
] ¥
&



57

A Tabela 6 mostra a combinagao dos gendtipos da ACE e ACE2 quanto aos SNP /D
(rs4646994) e G87904 (rs2285666), respectivamente, em criangas do sexo feminino com DDA
e com IRA, onde detectamos uma predominancia dos genotipos II/GG com 48,52% (33/68) de
frequéncia seguido dos genotipos 1I/GA com 22.05% (15/68), 1I/AA com 17.64% (12/68),
ID/GG com 4.41% (3/68), ID/GA com 1.47% (1/68), ID/AA com 2.94% (2/68) e DD/GA com
2.94% (2/68). Os genotipos DD/GG e DD/AA ndo foram detectados.

A Tabela 7 mostra a combinagao dos genotipos da ACE ¢ ACE2 quanto aos SNP I/D
(rs4646994) e G87904 (rs2285666), respectivamente, em criancas do sexo masculino com
DDA e com IRA. Neste grupo, também podemos observar a predominancia do genotipo
1l/Alelo G com frequéncia de 49.48% (48/97), seguido dos gendtipos Il/Alelo A com 38.14%
(37/97), ID/Alelo G com 4.12% (4/97), ID/Alelo A com 1.03% (1/97), DD/Alelo G com 5.15%
(5/97) e DD/Alelo A com 2.06% (2/97). A Tabela 8 mostra a combinacao dos genotipos ACE e
ACE?2 em amostras positivas para SARS-CoV-2.

Tabela 6: Combinacao dos genotipos da ACE e ACE2 quanto aos polimorfismos de nucleotideo
unico I/D (rs4646994) e G8790A (rs2285666), respetivamente, em criangas do sexo feminino

com doenga diarreica aguda e com infec¢do respiratoria aguda.

Perfil ACE/ACE2 Sexo DDA IRA Total (n=68)
Feminino (n=32) (n=36)
/GG 15 18 33 (48.52%)
11/GA 8 7 15 (22.05%)
11/44 6 6 12 (17.64%)
ID/GG 0 3 3 (4.41%)
ID/GA 1 0 1 (1.47%)
ID/AA 0 2 2 (2.94%)
DD/GG 0 0 0
DD/GA 2 0 2 (2.94%)
DD/AA 0 0 0
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Tabela 7: Combinag¢do dos genotipos da ACE e ACE2 quanto aos polimorfismos /D
(rs4646994) e G8790A4 (rs2285666), respetivamente, em criangas do sexo masculino com

doenga diarreica aguda e com infeccao respiratdria aguda.

Perfil ACE/ACE2 Sexo DDA IRA Total (n=97)
Masculino (n=55) (n=42)
1l/Alelo G 32 16 48 (49.48%)
1l/Alelo A 18 19 37 (38.14%)
ID/Alelo G 2 2 4 (4.12%)
ID/Alelo A 0 1 1(1.03%)
DD/Alelo G 3 2 5(5.15%)
DD/Alelo A 0 2 2 (2.06%)

Tabela 8: Combinagdo dos gendtipos da ACE/ACE2 com a positividade para SARS-CoV-2.

Identificacao da amostra

positiva para SARS-CoV-2 Perfil ACE/ACE2 Valor ct
32198 (fezes) /4 34,3
32200(fezes) /G 32,9
32229 1I/GA 32,1
32344 (fezes) ID/GA 29,6
32414 (fezes) 1I/GA 32,9
32416 (fezes) /4 37,7
32477 1I/GA 34,0
32489 1I/Alelo A 34,1
32512 (fezes) /G 31,9
32517 /GG 34,5
32529 Il/negativo 34,5

32531 1I/4A 33,8
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6 DISCUSSAO

Este € o primeiro estudo seccional baseado em um inquérito epidemiologico envolvendo
criancas que vivem no estado de RR (Brasil) e na Guiana e Venezuela, paises com os quais o
Brasil faz fronteira. Todas as criangas deste estudo, embora tenham caracteristicas fisicas da
etnia indigena, a saber Yanomami, Macuxi e Ingaricd. Moraes ef al., (2019), tém evidenciado,
através de estudos envolvendo o gene FUT?2 responsavel pelo perfil secretor quanto aos
antigenos do grupo histo sanguineo, o quanto a populagao desta regiao norte do Brasil e paises
vizinhos € particular quanto a sua genética, provavelmente devido a aspectos genéticos ligados
a etnia indigena, assim como habitos alimentares e culturas que interferem na acdo dos genes e
suas funcdes (YINGYING et al., 2022). Neste estudo, detectamos SARS-CoV-2 em criangas
de 0 a 3 anos com DDA e com IRA utilizando amostras de fezes e swab-salivar utilizando como
alvo os 3 genes do SARS-CoV-2 (E, N e RdRp) para um diagndstico mais completo da COVID-
19 neste grupo estudado.

Este estudo foi baseado na hipotese principal de que criangas abaixo da faixa etaria para
qual as atuais vacinas sdo recomendadas, poderiam ser reservatérios da infec¢ao pelo SARS-
CoV-2. Também pensamos que a vacinagdo para SARS-CoV-2 deveria ser recomendada se
estas criangas tiverem fatores de susceptibilidade, por apresentarem genes que sao considerados
como caracteriteristicos de um perfil de comorbidade para a COVID-19 (JONE et al., 2022).
Além das questdes elencadas acima, nosso objetivo foi verificar o sheeding viral SARS-CoV-
2 que as criangas eliminam nas fezes e verificar correlagdo com a DDA.

A baixa frequéncia na deteccdo de SARS-CoV-2 observada neste estudo em todos os
grupos estudados, DDA e IRA - fezes e swab-salivar, poderia ser explicada pelo fato de criangas
quando em contato com o virus ndo apresentarem um quadro grave da doenca, sendo em sua
maioria, assintomaticas ou com sintomas leves, pois quanto menor a quantidade de particulas
virais no individuo, mais dificil realizar a detec¢ao (WHO, 2021; CASCELLA et al., 2020). No
entanto, foi observada uma menor frequéncia de SARS-CoV-2 no grupo de criangas com IRA
em comparagdo com o grupo de criangcas com DDA, tanto em amostras de fezes quanto em
swab-salivar. Estes resultados poderiam ser explicados por trabalhos como o de Lo vecchio et
al., (2021) e Who, (2021) que evidenciam que criangas em contato com o SARS-CoV-2,
apresentam mais sintomas gastrointestinais incluindo DDA, em comparagdo com os adultos.
De fato, o intestino ¢ um local ativo de replicagdo do SARS-CoV-2, como foi demonstrado pelo

estudo de DEVAUX, LAGIER e RAOULT, 2021. Possivelmente a baixa frequéncia de
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deteccdo possa estar associada a maturidade do sistema imunoldgico dessas criancas que, em
contato com o agente viral SARS-CoV-2 “resolvem” a infec¢do tdo rapido, diminuindo a
producdo de particulas virais produzidas (TRIGGLE et al., 2021). Isso poderia explicar o
porqué de, em nosso estudo, somente ter sido detectado o gene E em todas as amostras positivas
e nenhuma amostra foi positiva para o principal marcador de replicagdo RdRp.

Este estudo também mostrou uma maior freqiencia de SARS-CoV-2 em amostras de
fezes em criangas com IRA em comparagao com amostras de swab-salivar em criancas deste
mesmo grupo. Um possivel motivo para este resultado pode ser as evidéncias de que a
positividade em amostras de fezes pode preceder a detecgdo em amostras respiratorias e
permanecer positiva apos diminui¢do dos sintomas (TAN et al., 2020; LING et al., 2020 e
WANG et al., 2020). Por outro lado, houve uma maior frequéncia de SARS-CoV-2 em swab-
salivar de amostras com DDA do que nas fezes, cooperando com estudos que indicam que
amostras do trato respiratdrio como swab-salivar e/ou de swab-nasofaringe sdo o tipo de
amostra bioldgica mais confidveis para diagnostico de COVID-19 por RT-PCR em tempo real
(PAHO, 2020).

Nao houve casos da mesma amostra de DDA ou IRA atestarem positividade para SARS-
CoV-2 tanto nas fezes quanto na saliva em simultaneo, este resultado pode contribuir para a
necessidade de se utilizar as fezes como amostra biologica para um diagnéstico mais completo
da COVID-19 em criangas menores de 3 anos, visto que o que foi detectado nas fezes nao foi
detectado na saliva e vice-versa, junto com o fato de criangas terem uma maior quantidade de
casos de diarreia quando em contato com o SARS-CoV-2 em comparagdo com os adultos,
indicando o intestino como um local ativo de infecgao viral (TAN et al., 2020 e WHO, 2021).

Através deste estudo, também realizamos a genotipagem dos SNP I/D (rs4646994) e
G87904 (rs2285666), respectivamente das enzimas ACE e ACE2, que estao sendo relacionados
a suscetibilidade aumentada a HAS e a gravidade aumentada da COVID-19 (PINHEIRO et al.,
2019; PATI et al., 2020; PABALAN et al., 2021). Este estudo também nos d4 um panorama
geral acerca do perfil destes SNP nessa populagao.

Quanto a0 ACE SNP I/D (rs4646994), observamos uma maior frequéncia dos alelos //
na populagdo da regido amazonica, chegando a uma frequéncia de 87.12% (176/202) seguido
do perfil I/D com uma frequéncia de 7.42% (15/202) e por ultimo o perfil D/D com 5.44%
(11/202). Estes resultados foram semelhantes aos encontrados por Verma, (2021) realizado com
indianos de >46 anos (n=149) cujo perfil I/ representou 49.7% dos casos, I/D 38.9% e D/D

11.4% dos casos. Gunal et al., (2021) em seu estudo, analisaram a relacdo entre os
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genotipos ACE e a gravidade clinica da COVID-19, e concluiram que hd uma maior
predominancia do perfil I/I (50%) entre os pacientes assintomaticos, enquanto o perfil D/D foi
mais frequente entre os pacientes com sintomas graves (63,3%). Os autores apontam que o
genotipo ACE I/ é protetor contra a forma grave da doenca COVID-19. Esta hipotese poderia
explicar os resultados do nosso estudo onde a maior predominancia observada em criangas foi
deste pefil (WHO, 2021). No entanto ha controvérsias. Yamamoto et al., (2020), em seu estudo
de revisao sobre o SNP ACE I/D, relatou que apenas Hubacek et al., (2021) em seu estudo com
408 sobreviventes da COVID-19 positivos para SARS-CoV-2 (163 assintomaticos ¢ 245
sintomdticos) usando amostras de pacientes da Republica Checa, mostraram resultados de que
individuos homozigotos /1, em vez de ACE D/D, podem estar associados a um risco aumentado
de COVID-19 sintomatico. Pati et al., (2020) em seu estudo na populagao asiatica mostrou que
0 alelo D esta associado a suscetibilidade a infeccdo por SARS-CoV-2 e a taxa de mortalidade,
enquanto Pabalan ef al., (2021) evidenciaram que o perfil D/D pode ser um importante
marcador progndstico para mortalidade em pacientes asiaticos com COVID-19 com lesdo
pulmonar aguda, mostrando a importancia de mais estudos relacionados a esse SNP.

Quanto ao SNP G&87904 (rs2285666) ACE2, detectamos uma predomindncia do
genotipo GG em criangas do sexo feminino com uma frequéncia de 52.94% seguido do
genotipo AG com 26.47% e AA com 20.58%. Em criancas do sexo masculino, houve uma maior
frequéncia do genodtipo G com 58.76% seguido do gendtipo A com 41.23%. Nossos resultados
foram semelhantes ao de Pinheiro ef al., (2019) realizado com brasileiros nao brancos ¢ ndo
negros da regido do Brasil Central e que obteve 55.6% de frequéncia do gendtipo GG, 35.8%
do gendtipo AG e 8.6% do genotipo AA4; 76.2% do gendtipo G e 23.8% do genotipo A. Porém,
¢ interessante notar que em nosso estudo detectamos uma maior frequéncia dos gendtipos AA e
A, que como ja relatado anteriormente, estdo sendo relacionados a susceptibilidade de
desenvolver lesdo pulmonar grave e estar relacionado a sintomas neurolégicos em pacientes
com COVID-19 (ZHENG e CAO, 2020; STRAFELA et al., 2020; ABOBAKER, NAGIB ¢
ALSOUFTI, 2021). Nosso estudo também obteve uma frequéncia de 5.15% (n=5) de individuos
com a combinacao dos genotipos D/D ACE e alelo G ACE2. Segundo Pinheiro et al., 2019, a
combinagdo do genodtipo D/D (ACE) em conjunto com o alelo G (ACE2) apresentam
susceptibilidade aumentada a HAS.
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7 CONCLUSAO

Este estudo apresentou resultados que nos levam a concluir que criangas de 0 a 3 anos
da regido amazodnica podem ndo ser um reservatorio da infec¢ao por SARS-CoV-2, visto que
houve uma baixa frequéncia na detecg¢do do gene E e auséncia da deteccdo dos genes N e RdRp
do virus nesta populagdo estudada. Também concluimos que o genétipo G do SNP G8790A
(rs2285666) na ACE2 que esta sendo constantemente associado a susceptibilidade aumentada
a HAS (quando em conjunto com o genotipo D/D do SNP rs4646994 na ACE) e o genotipo 1/1
do SNP I/D (rs4646994) na ACE que estd sendo constantemente associado a um papel genético
protetor a gravidade da COVID-19 em criangas ¢ predominante neste grupo estudado. Este
estudo pode ajudar no debate sobre a necessidade da implementacao da vacinagdao em criangas
de 0 a 3 anos. Além disso, estudos futuros com maior n amostral se fazem necessarios para a
confirmacdo destes resultados, assim como estudos que investiguem outros genes relacionados
a susceptibilidade aumentada a doengas relacionadas ao agravamento da infec¢do por SARS-

CoV-2.
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