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RESUMO 

A COVID-19 causada pelo agente etiológico SARS-CoV-2 é considerada uma 

das pandemias mais graves na história humana moderna. Até o presente momento (dia 4 

de fevereiro de 2023), foram confirmados 754.018.841 casos e 6.817.478 mortes por 

COVID-19 no mundo, sem contar os casos de subnotificação.  A COVID-19 difere das 

demais doenças pelo seu amplo espectro clínico, englobando desde casos assintomáticos 

ou leves até casos graves de insuficiência respiratória e óbito. Esta amplitude de sintomas 

clínicos pode ser decorrente das diferentes linhagens virais, mas também pode ocorrer 

entre indivíduos infectados pela mesma linhagem, sugerindo que há outros fatores 

envolvidos no agravamento da doença, além de fatores socioeconômicos e das diferentes 

políticas de combate à COVID-19 adotadas por cada país. Com o objetivo de caracterizar 

marcadores genéticos associados à gravidade clínica da infecção por SARS-CoV-2, foi 

realizado o sequenciamento total do exoma de indivíduos que apresentaram tanto a forma 

não grave, quanto a mais grave no espectro dessa doença. Em nosso estudo, assim como 

em outros, também foi encontrado associação entre a idade (pvalor = 0.005; IC 95% = 

8.98 – 21.2), linhagem viral (pvalor = 0.05) e presença de comorbidades (pvalor = 0.01; 

OR= 9.3; IC 95% = 2.97 – 33.05) a gravidade clínica da COVID-19. Adicionalmente, 

nossos resultados descreveram cinco variantes genômicas, ainda não identificadas em 

estudos prévios, que podem estar associadas a COVID-19 e a gravidade clínica da doença. 

Essas variantes estão presentes nos genes MYLK (rs40305), ERAP1 (rs469783), PRAG1 

(rs4840953), MCM3AP (rs2839166) and NFIB (rs12349255).  Até onde sabemos, esse é 

o primeiro estudo de sequenciamento total do exoma em indivíduos brasileiros, com 

ênfase na região Amazônica, que busca investigar a parte genética dos mecanismos 

associados à patogênese da gravidade clínica da COVID-19, reforçando a importância de 

se realizar estudos genômicos mais representativos das distintas populações brasileiras. 

Palavras-chave: Exoma; SARS-CoV-2; Gravidade Clínica; Marcadores Genômicos; 

População Amazônica. 
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ABSTRACT 

COVID-19 caused by the etiological agent identified as SARS-CoV-2 is considered one 

of the most serious pandemics in modern history. To date (February 4, 2023), 

754,018,841 cases and 6,817,478 deaths from COVID-19 have been confirmed 

worldwide, not counting underreported cases. COVID-19 differs from other diseases due 

to its broad clinical spectrum, ranging from asymptomatic or mild cases to severe cases 

of respiratory failure and death. This amplitude in clinical symptoms may be due to 

different viral strains, but it can also occur in individuals infected by the same strain, 

suggesting that there are other factors involved in the worsening of the disease, in addition 

to socioeconomic factors and the different policies adopted to combat COVID-19 for each 

country. With the aim of characterizing genetic markers associated with the clinical 

severity of SARS-CoV-2 infection, whole exome sequencing of individuals who 

presented the non-severe and severe forms of this disease was performed. An association 

was found between age (pvalue =0.005; CI 95% = 8.98 – 21.2), viral lineage (pvalue = 

0.05), the presence of comorbidities (pvalue = 0.01; OR= 9.3; CI 95% = 2.97 – 33.05) 

and the clinical severity of COVID-19. Five variants possibly associated with the clinical 

severity of COVID-19 were observed in this study, however none have previously been 

associated with COVID-19. These variants are present in the genes: MYLK (rs40305), 

ERAP1 (rs469783), PRAG1 (rs4840953), MCM3AP (rs2839166) and NFIB 

(rs12349255).  To the best of our knowledge, this is the first whole exome sequencing 

study in Brazilian individuals, with emphasis in the Amazon Region, that seeks to 

investigate the genetic part of the mechanisms associated with the pathogenesis of the 

clinical severity of COVID-19, reinforcing the importance of carrying out more genomic 

studies in Brazilian distinct populations. 

 

 

 

Key-words: Exome; SARS-CoV-2; Clinical Severity; Genomic markers; Amazonian 

population. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. COVID-19 

 

A COVID-19 causada pelo agente etiológico identificado como SARS-CoV-2 

(Síndrome Respiratória Aguda Grave do Coronavírus 2), é considerada uma das 

pandemias mais graves na história moderna (AMOROSO et al., 2021; KHANNA et al., 

2020; ZHOU et al., 2020). Oficialmente surgiu em dezembro de 2019, quando casos de 

pneumonia de origem desconhecida foram reportados em Wuhan, província de Hubei na 

China. Em março de 2020, a COVID-19 foi declarada como pandemia pela Organização 

Mundial da Saúde devido sua elevada taxa de disseminação em mais de cem países, 

apenas dois meses após a sua descoberta (KHANNA et al., 2020; ONYEAKA et al., 2021; 

RUIZ-STERNBERG et al., 2022). Até o presente momento (dia 1 de setembro de 2022), 

foram confirmados 754.018.841 casos e 6.817.478 mortes por COVID-19 no mundo, sem 

contar os casos de subnotificação (WHO, 2022). 

O primeiro caso de COVID-19 no Brasil e, também da América do Sul foi 

detectado em um homem de 61 anos que havia viajado para a Itália, sendo reportado no 

dia 26 de fevereiro de 2020 (ARAÚJO et al., 2020; XAVIER et al., 2020). Dois anos e 

meio depois já foram reportados mais de 36 milhões de casos e 697.000 óbitos 

aproximadamente, resultando no colapso do sistema de saúde brasileiro tanto público 

quanto particular (WHO, 2023).  

Na região Norte do Brasil, o primeiro caso oficial de COVID-19 foi descrito no 

dia 13 de março de 2020 na cidade de Manaus (PEREIRA et al., 2020). Em oposição a 

alguns estudos iniciais que sugeriam que o vírus se tornava inativado em países com 
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temperaturas elevadas, os primeiros casos identificados foram em onze regiões de clima 

quente ao longo do rio Amazonas, com prevalência mais elevada do que o esperado e 

abrangendo áreas indígenas (HALLAL et al., 2020).  Ao todo, foram contabilizados 

aproximadamente 2.745.000 casos e 50 mil óbitos na Região Norte, principalmente nos 

estados do Pará e Amazonas (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2023). 

Ademais, foi possível observar que a distribuição do vírus não tem sido 

homogênea, ocasionando diferenças significativas nas taxas de transmissão e de morte 

entre países e continentes. De janeiro de 2020 a setembro de 2022, por exemplo, os países 

do continente americano apresentaram elevadas taxas de mortalidade (acima de 300 mil 

indivíduos), enquanto os países africanos tinham menos de mil a oito mil óbitos (WHO, 

2022). Sabe-se que a taxa de letalidade é influenciada pela velocidade de contágio e, 

principalmente, por peculiaridades das populações afetadas, incluindo as diferentes 

políticas de contenção adotadas, condições socioeconômicas e o apoio do sistema de 

saúde característico de cada população (JIN et al., 2020; YANG et al., 2020). É 

importante ressaltar que fatores sociais e econômicos possuem uma grande influência na 

gravidade da COVID-19 de cada indivíduo, entretanto não podemos afirmar que sejam 

os únicos a influenciar o desfecho dessa doença.  

Sendo assim, uma das estratégias para melhor controle e tratamento da doença 

consiste na melhor compreensão dos mecanismos de ação do vírus. Com esse propósito, 

o agente etiológico da COVID-19 foi identificado após a análise metagenômica utilizando 

o Sequenciamento do Genoma Completo realizado nos primeiros pacientes infectados, 

sendo esse procedimento essencial para a exclusão da possibilidade de ser apenas uma 

pneumonia, como haviam descrito inicialmente (ZHOU et al., 2020).  

Do ponto de vista biológico, o SARS-CoV-2 é uma partícula envelopada e esférica 

de 120 nm de diâmetro constituída por um RNA de fita positiva simples com 
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aproximadamente 29.9 mil pares de base, além da cap 5’ metil-guanina e a cauda poli-A, 

o que permite a sua tradução a partir da maquinaria de tradução do hospedeiro (KHANNA 

et al., 2020; LIU; KUO; SHIH, 2020; MARIANO et al., 2020). Esse vírus pertence à 

família Coronaviridae, do gênero Betacoronavírus (linhagem B), sendo o sétimo dessa 

família a infectar humanos, após o HCoV-OC43, SARS-CoV, MERS-CoV, entre outros ( 

YIN; WUNDERINK, 2018; CHAN et al., 2020; YAO et al., 2021).  

Alguns dos genomas virais sequenciados em diversos países foram geneticamente 

(BAMSHAD et al., 2011) idênticos, enquanto outros carregavam mutações distintas, 

destacando a capacidade do vírus de mutar e se ambientar às diferentes populações 

humanas e distintos ambientes ecológicos (KHARE et al., 2021). 

Ademais, a COVID-19 difere das demais doenças pelo seu amplo espectro clínico, 

englobando desde casos assintomáticos ou leves (sintomas gripais), até casos graves de 

insuficiência respiratória e óbito. Esta variação de sintomas clínicos pode ser decorrente 

das diferentes linhagens virais, mas também pode ocorrer em indivíduos infectados pela 

mesma linhagem, sugerindo que há outros fatores envolvidos no agravamento da doença, 

além de fatores socioeconômicos e das diferentes políticas de combate à COVID-19 

adotadas por cada país (IZCOVICH et al., 2020; BALDASSARRI et al., 2021; 

ANDOLFO et al., 2021).  

A patogênese do SARS-COV-2 inicia-se pela disseminação de gotículas no trato 

respiratório, principalmente nas células epiteliais alveolares, transmitidas de indivíduo 

para indivíduo (RAHMAN et al., 2021; ROVITO et al., 2022). Em seguida, a entrada do 

vírus nas células do hospedeiro ocorre por meio da ligação do domínio de ligação ao 

receptor (RBD) na subunidade S1 da glicoproteína Spike, presente na superfície do SARS-

CoV-2, ao receptor da superfície da célula hospedeira, principalmente a enzima 
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conversora de angiotensina 2 (ACE2) (TAN & KOMARASAMY & 

BALASUBRAMANIAM, 2021; RAVI & SAXENA & PANDA, 2022). 

A ligação da proteína Spike com a proteína ACE2 induz alterações 

conformacionais na subunidade S1, expondo a subunidade S2 da proteína. A partir disso, 

a subunidade S2 pode ser clivada de duas formas: endocitose mediada por clatrinas e 

fusão direta do envelope viral com a membrana celular. O primeiro processo ocorre se a 

célula-alvo hospedeira não expressa a protease transmembrana serina 2 (TMPRSS2) de 

forma suficiente ou não há essa proteína, então o complexo vírus-ACE2 é internalizado 

via endocitose mediada por clatrinas no endolisossomo, onde a subunidade S2 é clivada 

por catepisinas. Caso haja TMPRSS2 suficiente na membrana celular, a própria facilita a 

fusão do vírus na célula, uma vez que cliva a subunidade S2 e libera o RNA viral no 

citoplasma (RAHMAN et al., 2021; LEE & KIM & AHN, 2022; JACKSON et al., 2022).  

Uma vez no citoplasma, o RNA dos coronavírus pode produzir diretamente suas 

proteínas e novos genomas ao entrar nos ribossomos do hospedeiro, que por sua vez 

traduzem o RNA viral para RNA-polimerases e posteriormente em fitas simples positivas 

de RNA. A partir disso, ocorre a formação dos componentes estruturais do vírus no 

retículo endoplasmático e depois a sua montagem final no complexo de Golgi para enfim 

serem liberados da célula hospedeira por exocitose por meio de vesículas secretoras 

(RAHMAN et al., 2021; BOSON et al., 2021; LEE & KIM & AHN, 2022).  

Apesar disso, os fatores patogênicos específicos para um indivíduo desenvolver a 

forma grave da doença ainda permanecem incertos. Entretanto, estudos já demonstraram 

que uma resposta inflamatória eficiente permite uma evolução benigna da COVID-19, 

sem sequelas, enquanto a forma grave ocorre em pacientes que apresentam uma resposta 

imune exacerbada ao SARS-CoV-2 (CHEN et al., 2020; MERAD et al., 2022; ROVITO 

et al., 2022).  
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À vista disso, após infectar a célula hospedeira, o SARS-CoV-2 é reconhecido nos 

endossomos por receptores de reconhecimento padrão (PRRs), como os receptores Toll-

like (TLR 3, TLR7 e TLR8) que reconhecem a fita simples positiva de RNA e recrutam 

interferons (IFNs) tipo 1 e tipo 3, além do complexo proteico NF-κB (fator nuclear kappa 

B), que contribuem para a produção de quimiocinas e citocinas (FITZGERALD & 

KAGAN, 2020; BRODIN, 2021; MERAD et al., 2022). 

Em relação a isso, já foi observada a “tempestade de citocinas”, induzida pela 

imunidade inata, em casos graves de pacientes infectados pelo SARS-CoV-2, sendo os 

monócitos, macrófagos, neutrófilos, células NK e células dendríticas as principais células 

imunes envolvidas nesse processo, uma vez que produzem as citocinas e quimiocinas pró-

inflamatórias: IL-1β, IL-2, IL-6, IL-7, IL-10, TNF-α e IFN-γ (WANG et al., 2020b; LEE 

& KIM & AHN, 2022). Portanto, indivíduos que apresentam alguma inflamação no 

organismo por conta de fatores de risco já associados a essa patologia, possuem uma 

predisposição maior a desenvolver a forma grave, uma vez que a tempestade de citocinas 

é agravada.  

Sendo assim, os fatores de risco do hospedeiro mais comuns da COVID-19 são: 

idade avançada, sexo masculino, comorbidades prévias como hipertensão, diabetes, 

doenças cardiovasculares e até mesmo tipo sanguíneo (IZCOVICH et al., 2020; ZHENG 

et al., 2020; D’ANTONIO et al., 2021; ANGULO-AGUADO et al., 2022). Todavia, esses 

fatores de risco não explicam o amplo espectro na variação das manifestações clínicas da 

doença, visto que não foram somente os indivíduos pertencentes aos grupos supracitados 

que desenvolveram a forma grave da doença, sendo também observado o 

desenvolvimento desta, caracterizada pela saturação baixa de oxigênio e respostas 

inflamatórias no pulmão, em indivíduos jovens e/ou que não apresentaram comorbidades 

prévias (WANG et al., 2020c; OCHANI et al., 2021; O’DRISCOLL et al., 2021; 
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BRODIN, 2021). Estas características sugerem que a complexidade da interação vírus – 

hospedeiro não depende apenas de fatores socioeconômicos ou ambientais. 

 

1.2. SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERAÇÃO 

 

Diante dessa perspectiva, uma das estratégias é investigar a interação vírus-

hospedeiro do ponto de vista genético por meio do sequenciamento genômico massivo 

paralelo que faz parte do aparato tecnológico do Sequenciamento de Nova Geração 

(NGS), juntamente com as plataformas de estudos de GWAS amplamente utilizadas para 

identificar fatores genéticos do hospedeiro envolvidos na susceptibilidade a doenças e na 

farmacogenômica.  (DEHGHAN, 2018; PANDIT et al., 2022). 

Recentemente os Estudos de Associação Genômica Ampla (GWAS) em larga 

escala apresentaram fatores genéticos do hospedeiro que podem estar associados tanto à 

suscetibilidade do SARS-CoV-2 quanto à gravidade da COVID-19 

(ANASTASSOPOULOU et al., 2020; THE SEVERE COVID-19 GWAS GROUP, 2020; 

COVID-19 HOST GENETICS INITIATIVE et al., 2021; DOWNES et al., 2021; PAIRO-

CASTINEIRA et al., 2021; ANGULO-AGUADO et al., 2022).  

Do ponto de vista da susceptibilidade, alguns genes ACE, ACE2, TMPRSS, 

FURIN e interleucinas, como a IL-6, têm sido proposto como candidatos, uma vez que já 

possuem elevada afinidade com a proteína S do SARS-CoV-2, assim como contribuem 

para a rápida disseminação do vírus no organismo por facilitar sua entrada na célula 

(HUANG & WANG, 2021; YILDIRIM et al., 2021; ISHAK et al., 2022). Além disso, a 

sua expressão (elevada ou baixa) nos indivíduos, influencia na maior suscetibilidade à 
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infecção por SARS-CoV-2 (DEVAUX; ROLAIN; RAOULT, 2020; HOFFMANN et al., 

2020; CHOUDHARY et al., 2021). 

No que diz respeito à gravidade da clínica, que é o foco do presente estudo, genes 

que regulam a imunidade ao interferon tipo 1 como TLR7, ZC3HAV1 e IFNAR1 também 

já foram associados (PLENGE, 2020; ZHANG et al., 2020; KOSMICKI et al., 2021). 

Além deles, polimorfismos do sistema de antígeno leucocitário humano (HLA) também 

podem influenciar a resposta imune do indivíduo, uma vez que a quantidade de sítios de 

ligação ao SARS-CoV-2 varia entre os seus alelos (NGUYEN et al., 2020). 

Entretanto, o principal achado genético associado ao quadro de agravamento, com 

a hospitalização de pacientes com COVID-19, foi o locus gênico presente na região 

3p21.31 que confere um risco duas vezes maior de insuficiência respiratória por COVID-

19 e um risco duas vezes maior de mortalidade para indivíduos com menos de 60 anos 

(THE SEVERE COVID-19 GWAS GROUP, 2020; NAKANISHI et al., 2021; 

SHELTON et al., 2021). Presentes nesse haplótipo, herdado dos Neandertais, estão os 

genes correceptores de SARS-CoV-2 SLC6A20, LZTFL1 e FYCO1 e os receptores de 

quimiocinas CCR9, CXCR6 e XCR1 (ZEBERG; PÄÄBO, 2020; DOWNES et al., 2021; 

KHALIL; ELEMAM; MAGHAZACHI, 2021; PAIRO-CASTINEIRA et al., 2021; YAO 

et al., 2021).  

Todavia, como grande parte dos estudos são realizados em indivíduos europeus 

ou asiáticos, os achados não se tornam representativos ou aplicáveis às populações pouco 

investigadas ou miscigenadas. Até o momento, estudos buscando variantes genéticas do 

hospedeiro associadas a COVID-19 em indivíduos da América do Sul são bastante 

limitados.(MALAQUIAS et al., 2021; ANGULO-AGUADO et al., 2022).  

No Brasil, apenas um GWAS foi realizado (BRACOVID). Esse estudo confirmou 

a maioria dos loci já identificados na literatura e identificou um novo loci associado à 
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hospitalização por COVID-19 em cinco mil indivíduos residentes na região Sudeste 

(PEREIRA et al., 2022). Entretanto, os GWAs realizados em doenças poligênicas 

(influenciada por muitos genes), como a COVID-19, além de identificarem apenas 

regiões já descritas na literatura, a chance de encontrar associações significativas são 

baixas visto que a análise é realizada em todo o genoma e não somente nas regiões 

codificantes e de alto impacto funcional (TAM et al., 2019).  

 

1.2.1. EXOMA 

Portanto, outra forma de se investigar variantes genéticas associadas às doenças é 

por meio do Sequenciamento Completo do Exoma (WES). O exoma refere-se às regiões 

codificantes do genoma, compreendendo 180.000 exóns em aproximadamente 22.000 

genes (BAMSHAD et al., 2011). A partir do seu sequenciamento, é possível analisar e 

interpretar as alterações em todas as regiões codificantes de proteínas de um indivíduo, 

sejam genes previamente conhecidos ou não, além de regiões intrônicas adjacentes ( NG 

et al., 2010; LADUCA et al., 2017).  

Além disso, o WES possui uma abordagem eficaz na análise genômica, pois além 

de ser uma técnica de custo mais baixo e requerer menor quantidade de material biológico, 

quando comparada ao GWAS por exemplo, fornece uma alta cobertura para identificação 

de variantes raras (de baixa frequência) (GUERRA et al., 2019). Dito isso, como o WES 

busca variantes e mudanças estruturais como CNVs (copy number variation), inserções e 

deleções, é possível identificar com mais clareza as possíveis causas de como os genes 

podem influenciar no agravamento ou susceptibilidade da doença em questão (BEALS, 

2010; ELLINGFORD et al., 2017).  
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As principais etapas do exoma são: preparação da biblioteca, onde há a 

tagmentação, captura por hibridação, amplificação por PCR das sequências de DNA e 

quantificação do produto final para verificar a adequação da amostra para posterior 

sequenciamento massivo genômico e pôr fim a análise bioinformática dos dados gerados 

(REHM et al., 2013; HEAD et al., 2014).  

A primeira aplicação do WES foi em doenças hereditárias, ou seja, em famílias 

em que haviam múltiplos indivíduos afetados a fim de encontrar variantes observadas 

apenas nesses casos e não em parentes não afetados (GILISSEN et al., 2012). Portanto, 

uma das vantagens da análise do exoma é poder determinar se a variante causadora da 

desordem genética foi herdada dos pais ou gerada espontaneamente (mutação nova) 

durante a gametogênese (PETROVSKI et al., 2019). Esta análise é a principal 

característica dos diversos estudos que empregam WES no período pré-natal para 

detecção de anormalidades fetais e no acompanhamento pós-natal após uma observação 

fenotípica específica de alguma manifestação clínica (LEI et al., 2017; MENG et al., 

2017; CHANDLER et al., 2018; ROSS; DION; ROULEAU, 2020). 

Além disso, a metodologia do WES pode ser utilizada tanto no diagnóstico 

(Sequenciamento Completo de Exoma de diagnóstico) como na descoberta de novas 

variantes (Sequenciamento Completo de Exoma de Pesquisa) em doenças com grande 

variabilidade genética, justamente por poder analisar um número significativamente 

maior de genes, permitir a avaliação direta de variantes envolvidas na alteração de 

proteínas, identificar novos genes e sequenciar exomas de vários indivíduos 

simultaneamente (FARWELL et al., 2015; LADUCA et al., 2017; VAN HOUT et al., 

2019). 

Em relação à susceptibilidade e gravidade da COVID-19, é possível analisar o 

exoma de pacientes acometidos, em busca de identificar variantes genéticas que possam 
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estar associadas, como por exemplo: variantes presentes em um gene específico 

(BALDASSARRI et al., 2021), variantes patogênicas raras (CANTALUPO et al., 2021; 

KOSMICKI et al., 2021), análise de enriquecimento em variantes com perda de função 

(VAN DER MADE et al., 2020; ZHANG et al., 2020), e loci gênico em populações 

específicas (CHAMNANPHON et al., 2022).  

No Brasil, há poucos exomas de indivíduos infectados pela COVID-19 até o 

presente momento. Castelli e colaboradores (2021) analisaram o exoma de 83 casais 

brasileiros da Região Sudeste, onde um indivíduo estava infectado e sintomático e o 

parceiro permaneceu assintomático e soro-negativo por pelo menos seis meses mesmo 

compartilhando o mesmo ambiente doméstico, a fim de identificar mecanismos de 

resistência a infecção pelo vírus presentes na região do complexo principal de 

histocompatibilidade (MHC). Foi demonstrado uma associação entre alelos do gene HLA 

e susceptibilidade a infecção sintomática, corroborando a importância de estudar genes 

associados a modulação imune (CASTELLI et al., 2021). 

Além desse estudo, Khayat e colaboradores (2021) investigaram a presença de 

variantes no gene ACE2, em 64 ameríndios e 82 indivíduos residentes na Região Norte e 

compararam com as frequências alélicas observadas nas populações do banco de dados 

1,000 Genomes (FAIRLEY et al., 2020). Foi observado que as populações ameríndias 

apresentavam mutações exclusivas e/ou cuja frequência era maior do que em outras 

populações, associados a uma maior expressão do gene ACE2 em tecidos neurais 

(KHAYAT et al., 2020), entre outros. Estes resultados se mostraram um achado de grande 

relevância uma vez que poderia ter auxiliado no manejo e desfecho da doença nessas 

populações, quando contaminada pelo vírus (COVID-19 E OS POVOS INDÍGENAS, 

2022). 



19 
 

Em 2021, Secolin e colaboradores analisaram 27 genes associados a COVID-19 

em dois bancos de dados públicos brasileiros (257 indivíduos do BIPMed e 609 

indivíduos do ABraOM) e em 88 exomas de indivíduos da Região Sudeste. No total, 

foram encontradas mais de sete mil variantes, dentre as quais 70 foram exclusivas da 

população brasileira, incluindo variantes em: a) genes relacionados à imunidade do 

interferon tipo I (INF) ao vírus influenza; b) genes candidatos à resposta à COVID-19; e 

c) variantes relacionadas a entrada do vírus SARS-CoV-2 nas células pulmonares e sua 

replicação (SECOLIN et al., 2021). Apesar da relevância dos achados, a maior parte 

desses estudos se restringiu a avaliação de poucos genes nas populações selecionadas. 

Portanto, a aplicação dos resultados obtidos pelo WES na clínica é impactante 

(SCHWARZE et al., 2018), pois permite uma melhor compreensão sobre os diferentes 

fatores genéticos e a progressão da infecção por COVID-19, crucial para o 

desenvolvimento de novas opções terapêuticas, estratégias de prevenção e diagnóstico 

precoce, que pode evitar o surgimento de pacientes clinicamente graves por meio de 

intervenção médica. 

Além disso, a gravidade clínica aparenta ser influenciada por múltiplos fatores 

que ocorrem não somente no indivíduo em si, mas entre as populações. A heterogeneidade 

genética entre os grupos populacionais influencia diretamente os resultados nos estudos 

de associação genética (MOONESINGHE et al., 2012), sendo já demonstrado que 

indivíduos de populações mais estudadas e homogêneas, como asiáticos e europeus, e 

indivíduos de populações pouco estudadas e mais heterogêneas, como americanos, 

respondem de forma diferente a tratamentos e a susceptibilidade de doenças, entre outros 

(MARTIN et al., 2017; RAMAMOORTHY et al., 2022).  
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1.3. ANCESTRALIDADE GENÔMICA E COVID-19  

 

Ademais, a população brasileira é altamente miscigenada e sofre influência 

genética de diversos grupos populacionais, mas principalmente de europeus, africanos e 

povos originários, resultando em uma composição genética extremamente heterogênea e 

um desafio para estudos genéticos de associação, uma vez que a população se apresenta 

estruturada em relação a contribuição dos diferentes grupos étnicos que se estabeleceram 

nas distintas regiões geográficas do país (RODRIGUES-SOARES et al., 2018; 

RODRIGUES et al., 2019; SECOLIN et al., 2019).  

Sendo assim, considerando a influência que a ancestralidade genômica 

populacional possui no desenvolvimento e/ou agravamento de doenças, a sua avaliação 

genômica em estudos de pesquisa também se faz necessário. Uma das estratégias de 

realizar esse processo é por meio do uso de Marcadores Informativos de Ancestralidade 

(MIA) (ENOCH et al., 2006, SANTOS et al., 2010), isto é, por um conjunto de 

marcadores que são mais frequentes em grupos populacionais específicos, do que em 

outros o que permite, por cálculo de probabilidade simples, inferir a origem do indivíduo  

(SHRIVER et al., 2003). Essa estratégia além de permitir a comparação de ancestralidade 

entre grupos casos e controle, controla o efeito desta em populações miscigenadas.  

Nosso grupo de pesquisa publicou em 2010 o primeiro conjunto de MIA do tipo 

INDEL (Santos et al., 2010), que já foi empregado em estudos de associações em mais 

de 40 artigos relacionados com doenças (Anexo 1), contribuindo de forma inequívoca 

para a verificação de associação real entre os marcadores genômicos empregados, assim 

como, evitando interpretações equivocadas.  
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Além dessa, é possível avaliar a ancestralidade como um marcador genético por 

meio da ancestralidade local, definida como a ascendência genética em uma localização 

genômica de um indivíduo miscigenado (WANG et al., 2020a). Essa abordagem utiliza 

dados genômicos em larga escala, como o sequenciamento de exomas, que possibilita 

também a investigação de padrões demográficos associados a doenças (KIMURA & 

LEMES & NUNES, 2022).   

Apesar de poucos estudos associarem a ancestralidade genômica ao maior risco 

de susceptibilidade ou hospitalização pela COVID-19, Shelton e colaboradores (2021) 

demonstraram a partir de um estudo GWAS que ancestralidades não-europeias foram 

associadas a taxas mais elevadas de infecção, sendo que indivíduos com maior 

contribuição da ancestralidade afro-americana eram 82% mais propensos a serem 

hospitalizados (SHELTON et al., 2021). Resultados semelhantes também foram 

observados no estudo de Mathur e colaboradores (2021), onde as ancestralidades asiáticas 

e africanas possuem maior risco de hospitalização quando comparadas com a 

ancestralidade europeia (MATHUR et al., 2021).  

 

1.4. BIOINFORMÁTICA 

 

Portanto, para obter os resultados dos estudos supracitados é necessário a geração 

de uma quantidade massiva de dados das sequências genéticas, e, portanto, uma análise 

bioinformática para tratar os dados gerados pelo sequenciador é essencial.  

A partir da bioinformática é possível tratar esses dados de forma precisa e eficiente 

por meio do desenvolvimento de pipelines, ou seja, uma cadeia de etapas que orienta e 

processa progressivamente os dados de sequência por meio de uma série de 
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transformações utilizando componentes de softwares, bancos de dados e um sistema 

operacional (LEIPZIG, 2016; ROY et al., 2018).  

Sendo assim, o resultado do sequenciamento são diversos fragmentos de DNA por 

amostra unidos em um arquivo FASTQ (DOLLED-FILHART et al., 2013).  Em seguida, 

esses fragmentos seguem as seguintes etapas para a análise de dados de NGS: chamada 

de bases, alinhamento dos reads ao genoma de referência, e chamada e anotação de 

variantes (ROY et al., 2018).  

A chamada de bases refere-se ao processo de identificação do nucleotídeo 

presente em cada fragmento, onde cada read tem um score de qualidade que permite 

posterior análise. Em seguida, os reads são alinhados, ou seja, posicionados corretamente 

ao longo do genoma de acordo com uma sequência de referência. Como essa etapa 

fornece a localização dos reads no genoma, é possível realizar a proporção dos reads 

mapeados e verificar a cobertura do sequenciamento, essencial para a próxima etapa 

(REHM et al., 2013; ROY et al., 2018).  

O próximo processo é a chamada de variantes, que consiste em identificar 

precisamente as diferenças ou variações entre a amostra que está sendo analisada e a 

sequência do genoma de referência. Nessa etapa, são utilizadas estratégias algorítmicas 

para reconhecer os diversos os tipos de variantes de sequência, como variantes de 

nucleotídeo único (SNVs), pequenas inserções e deleções (INDELs), alterações no 

número de cópias e grandes alterações estruturais (inserções, inversões e translocação) 

(KOBOLDT, 2020). 

Posteriormente, realiza-se a anotação das variantes, onde há uma consulta em 

diversos bancos de dados a fim de coletar informações sobre cada variante, como a sua 

localização, se há mudança de aminoácidos, o impacto funcional, se é patogênica e 

principalmente se há alguma importância clínica (REHM et al., 2013; ROY et al., 2018). 
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Em seguida, são realizadas análises estatísticas para melhor visualização e compreensão 

desses dados (disponíveis no formato VCF).  

De forma resumida, nosso estudo enfatiza a importância de identificar fatores 

genéticos, tanto protetivos quanto de risco, do hospedeiro humano na infecção por SARS-

COV-2. Por conseguinte, a investigação da associação entre fatores genéticos e a 

gravidade da COVID-19 em uma população amazônica do Norte do Brasil, é essencial 

para potencializar nossa compreensão a respeito da progressão clínica da doença, a fim 

de aprimorar os esforços ao sistema de saúde e reduzir a mortalidade dos pacientes 

infectados pelo SARS-COV-2.  

Considerando o exposto, o objetivo deste trabalho é caracterizar marcadores 

genéticos associados à gravidade clínica da infecção por SARS-CoV-2 por meio do 

sequenciamento completo do exoma de pacientes residentes da Região Norte do Brasil, 

além de avaliar a ancestralidade genômica em relação a gravidade do COVID-19.  
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2. JUSTIFICATIVA 

 

Os dados epidemiológicos da pandemia da COVID-19 são alarmantes e deixam 

claro a urgente necessidade de novas estratégias que permitam a melhor compreensão dos 

mecanismos de ação do vírus e o seu impacto frente às diferentes populações afetadas do 

mundo, levando ao melhor controle e tratamento da doença (SHELTON et al., 2021). 

Tais dados têm demonstrado que a atuação do vírus não é homogênea, 

ocasionando diferenças significativas nas taxas de transmissão e de morte entre países e 

continentes. Pacientes infectados por SARS-CoV-2 podem ter as mais diversas reações, 

que vão desde a ausência de sintomas clínicos relevantes, até quadros de síndrome 

respiratória grave, que muitas vezes podem levar o paciente ao óbito, mesmo quando 

infectados pela mesma cepa. 

Portanto, estudos genômicos e epigenômicos relacionados ao hospedeiro podem 

ser essenciais como uma das estratégias de melhorar compreensão dos mecanismos de 

ação, de tal modo a esclarecer o impacto das variantes genômicas populacionais sobre a 

evolução do quadro clínico da doença. 

No geral, a análise da variabilidade genética para populações específicas além de 

ajudar a identificar indivíduos com maior risco de infecção ou de gravidade da doença, 

também pode auxiliar no desenvolvimento de tratamentos mais eficazes e um maior 

controle da COVID-19.  

Em vista disso, a realização de estudos genômicos, como o exoma, pode favorecer 

a identificação de novas variantes, evidenciando assim correlações ainda não descritas na 

literatura, além de contribuírem para o estudo de genes associados a uma condição/doença 

específica, que por sua vez, cooperam para um melhor entendimento dos fatores que 
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ocasionam a variabilidade interindividual das respostas a tratamento e progressão da 

doença.  

Considerando que os processos de infecção do SARS-CoV-2 e do agravamento da 

COVID-19 são mediados por proteínas do hospedeiro e que o exoma investiga justamente 

os genes codificadores de proteínas, é evidente a relevância de se utilizar esta técnica para 

avaliar os possíveis fatores genéticos associados a severidade desta patologia.   

Para tal, é necessário o processamento de um grande volume de dados simultâneos 

gerados pelos estudos de caracterização genômica que necessitam de análises 

experimentais onerosas e de ferramentas computacionais sofisticadas. Diante deste 

cenário, fica clara a importância da integração dos dados coletados em repositórios 

públicos, agregados às informações geradas pelos sequenciamentos de nova geração, com 

a finalidade de tornar a análise dos dados precisa e compreensível, minimizando erros de 

interpretação e consequentemente erros de procedimentos. 

Portanto, este cenário reforça a importância do presente trabalho que busca 

investigar a variabilidade presente em todos os genes humanos expressos (investigação 

de exomas), em populações que habitam a região Amazônica – em especial as do Estado 

do Pará - de forma a identificar marcadores genéticos específicos que possam estar 

associados pelo agravamento da infecção, ou por sua proteção na infecção e evolução da 

doença COVID-19.  
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Caracterizar o exoma de populações humanas que habitam a região Amazônica 

em relação a resposta à infecção pelo novo coronavírus SARS-CoV-2. 

 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

I.  Identificar os marcadores genômicos, já descritos ou novos, que possam 

ocasionar maior risco a infecção pelo novo coronavírus SARS-CoV-2; 

II. Compilar dados públicos de genomas e exomas de populações mundiais e 

identificar potenciais marcadores genéticos populacionais de risco; 

III. Associar marcadores genômicos populacionais observados no presente estudo, em 

relação aos dois grupos de amostras: pacientes não graves e graves infectados pelo 

SARS-CoV-2; 

IV. Correlacionar os marcadores genômicos com os desfechos clínicos dos pacientes 

com COVID-19; 

V. Investigar marcadores genômicos envolvidos em vias metabólicas associadas a 

COVID-19.  
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4. METODOLOGIA  

 

O projeto faz parte de dois projetos maiores denominados: (i) “Vigilância 

Genômica da COVID-19 baseada em novas estratégias de diagnóstico, prevenção e 

prognóstico”, coordenado pela Drª. Ândrea Ribeiro-dos-Santos (UFPA) em parceria com 

a Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN) e financiado pela Fundação 

Amazônia de Amparo a Estudos e Pesquisas (FAPESPA); (ii) “Rede de pesquisa do 

genoma do vírus SARS-CoV-2 na região Amazônica”, coordenado pelo Dr. Guilherme 

de Oliveira do Instituto Tecnológico Vale (ITV) em parceria com a Universidade Federal 

do Pará (UFPA), Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) e a Universidade Federal do Rio 

Grande do Norte (UFRN) e financiado pela Vale. 

Ambos os projetos subsidiaram e estão desenvolvendo vários projetos associados 

com o tema COVID-19, com objetivo de avaliar a expressão de RNAs não codificantes 

do vírus (“POLIMORFISMOS E EXPRESSÃO DE circRNAs: EFEITOS GENÉTICOS 

E EPIGENÉTICOS NA COVID-19”), a caracterização do transcriptoma tanto do SARS-

CoV-2 quanto do hospedeiro (“CARACTERIZAÇÃO E ANÁLISE DO 

TRANSCRIPTOMA DE SARS-CoV-2 E HOSPEDEIRO HUMANO”) e identificar as 

linhagens virais presentes nos pacientes infectados (“VIGILÂNCIA GENÔMICA DO 

VÍRUS SARS-CoV-2 EM PACIENTES DA REGIÃO NORTE DO BRASIL”). 

Especialmente, neste último projeto citado, foi desenvolvido por professores participantes 

do projeto de “Vigilância Genômica da COVID-19 baseada em novas estratégias de 

diagnóstico, prevenção e prognóstico”, o PipeCoV, pipeline específico para genotipar as 

variantes do SARS-CoV-2.  
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4.1. COMITÊ DE ÉTICA 

 

Todos os procedimentos desta pesquisa foram realizados de acordo com a 

Declaração de Helsinki e do Código de Nuremberg, obedecidas as normas de pesquisas 

envolvendo seres humanos (Res. CNS 510/2016) do CNS. O desenvolvimento do estudo 

foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital Barros Barreto (CAAE: 

50865721.1.0000.0017). 

 

4.2. CARACTERIZAÇÃO DAS AMOSTRAS 

 

O presente estudo foi desenvolvido em 78 amostras de exomas de indivíduos 

acometidos pela COVID-19 do Brasil, principalmente aqueles de áreas urbanas e rurais 

da região Norte, com ênfase no estado do Pará. Todos os participantes desta pesquisa 

foram testados em relação à presença do novo vírus SARS-CoV-2 por RT-PCR. Em 

seguida estas amostras foram divididas entre dois grupos distintos: 

I. Pacientes com COVID-19 que manifestaram quadros assintomáticos a leves (alCOV) 

e não precisaram de internação hospitalar; 

II. Pacientes com COVID-19 que evoluíram com quadro grave, assim como aqueles que 

evoluíram ao óbito (gCOV). 

Os critérios de seleção das amostras do grupo grave foram de acordo com a 

Organização Mundial da Saúde que classifica sintomas graves como dificuldade em 

respirar (dispneia), perda de fala ou mobilidade e dor no peito. Além desses, incluímos 
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indivíduos que apresentaram saturação de oxigênio abaixo de 95%, indivíduos 

hospitalizados, tanto internados em leito normal quanto na UTI.  

Todas as amostras biológicas (saliva e swab) dos pacientes participantes foram 

submetidas a triagem clínica, compreendendo pacientes de ambos os sexos, com idades 

preferencialmente acima de 18 anos. 

A Figura 1 descreve o fluxograma dos procedimentos de biologia molecular e de 

genômica realizados dentro do Laboratório de Genética Humana e Médica da 

Universidade Federal do Pará, no presente estudo. 

 

 

 

Figura 1. Fluxograma da metodologia empregada no presente projeto. 
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4.3. ANÁLISE LABORATORIAL 

 

4.3.1 Extração de DNA 

Foram selecionadas 78 amostras de saliva e swab de nasofaringe de indivíduos 

com diagnóstico de COVID-19 confirmado por RT-PCR. As amostras foram separadas 

em dois grupos: 49 indivíduos com quadro clínico assintomático e/ou leve (alCOV) e 29 

indivíduos com quadro clínico grave (gCOV), caracterizado pelos critérios supracitados. 

Em seguida, o material genético foi extraído pelos kits de extração Maxwell® 16 

Viral Total Nucleic Acid Purification Kit (Promega) e MagMAX DNA Multi-Sample Ultra 

2.0 Kit (Thermo Fisher Scientific). Após a extração, o DNA foi avaliado quanto à 

integridade e concentração, primeiro realizando eletroforese em gel e em seguida 

utilizando a metodologia de fluorometria do Qubit 2.0 Fluorometer (Thermo Fisher 

Scientific), selecionado para dsDNA.  

 

4.3.2 Preparação da biblioteca do exoma 

A preparação das bibliotecas foi realizada usando o kit Illumina Exome Panel 

(Illumina) e Illumina DNA Prep com Exome v2 (Agilent) sendo o input das amostras de 

100ng, seguindo o protocolo do fabricante. As bibliotecas foram sequenciadas através de 

leituras pareadas de 150 pb na plataforma de sequenciamento Illumina NextSeq 550 

Systems utilizando o kit NextSeq 500/550 High Output com aproximadamente 12 a 16 

amostras cada. A seguir (Figura 2), segue o fluxo da preparação das bibliotecas de acordo 

com o fabricante.  
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Figura 2. Workflow da preparação das bibliotecas das amostras investigadas para 

sequenciamento.  
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4.4 ANÁLISE BIOINFORMÁTICA 

 

4.4.1. Programas e ferramentas 

 

4.4.1.1.  Trimmomatic 

Para realizar o controle de qualidade dos dados brutos é utilizada a ferramenta 

Trimmomatic v.0.36 que performa uma variedade de etapas de trimagem específica para 

dados gerados pelo sequenciador da Illumina tanto paired-end como single-end. Com essa 

ferramenta, é possível remover leituras com baixa qualidade (filtering), remover bases 

com extremidades de baixa qualidade (trimming) ou sequências de adaptadores ou 

primers (clipping) (BOLGER & LOHSE & USADEL, 2014).  

4.4.1.2.  BWA MEM 

O Burrows-Wheeler Aligner (BWA) é um programa para o a indexação dos 

genomas e posterior mapeamento de sequências contra um genoma de referência. 

Atualmente é mais utilizado o método BWA-MEM para alinhamento das leituras geradas 

por sequenciadores da Illumina, além de ser mais preciso e mais eficiente (LI & DURBIN, 

2009; LI, 2013). 

4.4.1.3.  SAMtools 

O SAMtools é um pacote de software utilizado para analisar e manipular 

alinhamentos no formato SAM/BAM. Com essa ferramenta é possível classificar e 

mesclar alinhamentos, mostrar alinhamentos com melhor visualização em texto e como 
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possui um algoritmo Bayesiano, é praticável realizar chamada de variantes curtas (LI et 

al., 2009).  

4.4.1.4.  PICARD Tools 

O PICARD Tools é uma coleção de ferramentas de linhas de comando baseadas 

em JavaScript, desenvolvida pelo Broad Institute, para manipular dados de 

sequenciamento de alto rendimento em arquivos SAM/BAM. Essa ferramenta permite 

indexar os arquivos e remover duplicatas de PCR, além de fazer a conversão do arquivo 

de SAM para BAM, para ser utilizado na próxima etapa (broadinstitute.github.io/picard/).  

4.4.1.5.  GATK 

O Genome Analisys ToolKit (GATK) é um framework desenvolvido em Java pelo 

Broad Institute que possui diversas ferramentas com o objetivo de analisar o genoma com 

foco na análise de variantes, genotipagem e garantia da qualidade dos dados. Existem 

diversos workflows que são utilizados de acordo com o foco do estudo (VAN DER 

AUWERA; O’CONNOR, 2020).  

4.4.1.6.  SnpEff 

O SnpEff é uma ferramenta que permite a predição do efeito causado pelas 

variantes com base na sua localização genômica. Além de realizar a anotação de SNPs e 

INDELs, ela é capaz de predizer mutações em regiões de splicing, qual o efeito funcional 

(high, moderate, low ou modifier), entre outras. O arquivo de saída é no formato VCF e 

contém as mutações anotadas (CINGOLANI et al., 2012).  
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4.4.2. Bancos de referências 

4.4.2.1. ClinVar 

O ClinVar foi desenvolvido com o intuito de associar variantes genéticas a 

fenótipos clínicos, sendo possível observar a significância clínica, o tipo de alelo e a qual 

doença aquele polimorfismo está associado (LANDRUM et al., 2018). Para o presente 

trabalho, esse banco de dados foi coletado do NCBI (National Cancer for Biotechnology 

Information), disponível em: Index of /pub/clinvar (nih.gov).  

4.4.2.2. COSMIC 

O COSMIC (Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer) é o banco de dados mais 

abrangente e íntegro no quesito impacto das mutações somáticas do câncer em humanos, 

uma vez que combina dados de painéis genéticos específicos e estudos genômicos em 

larga escala (TATE et al., 2019). Esse banco está disponível em: Download Files 

(sanger.ac.uk).  

4.4.2.3. dbSNP 

O intuito do dbSNP, desenvolvido pelo NCBI, é facilitar os estudos de associação 

em larga escala, mapeamento de genes, de farmacogenômica e biologia evolutiva por 

meio de um catálogo geral de variação do genoma de diversas espécies (SHERRY, 2001). 

É possível realizar o download deste banco em: Home - SNP - NCBI (nih.gov).   

4.4.2.4. BRCA1 

O banco BRCA1 disponibiliza variantes de nucleotídeo único (SNVs) em 13 éxons 

que codificam domínios funcionalmente críticos do gene BRCA1, utilizado neste trabalho 

a fim de identificar variantes germinativas com perda de função (FINDLAY et al., 2018).  

https://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pub/clinvar/
https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/download
https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/download
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/
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4.4.2.5. ExAC 

O Exome Aggregation Consortium (ExAC) é um consórcio de pesquisadores cujo 

objetivo é agregar dados de sequenciamento de exoma de diversos projetos em larga 

escala a fim de disponibilizar tais dados de forma mais acessível para a comunidade 

cientifica (KARCZEWSKI et al., 2020). Atualmente está disponível no gnomAD 

(Genome Aggregation Database) em: Downloads | gnomAD (broadinstitute.org).  

 

4.4.3. Processamento de reads e chamada de variantes 

 

 A análise dos dados de sequenciamento recebidos foi realizada utilizando o 

pipeline desenvolvido por professores da UFRN, descrito nas linguagens ShellScript e R 

que utiliza softwares feitos em JavaScript como o GATK, PICARD e TRIMMOMATIC. 

Este pipeline é dividido em quatro partes: Controle de Qualidade, Alinhamento, Pré-

processamento, Chamada de Variantes e Anotação das variantes.  

A partir do base-calling realizado pelo sequenciador, é analisado a qualidade e a 

cobertura dos reads gerados pela ferramenta FASTQC e em seguida as sequências de 

baixa qualidade são eliminadas pelo Trimmomatic v.0.36 (BOLGER et al., 2014).  

Em seguida, as sequências foram alinhadas ao genoma de referência (GRCh38) 

utilizando a ferramenta BWA MEM v.0.7 (LI & DURBIN, 2009; LI, 2013). O arquivo foi 

indexado e ordenado pela ferramenta SAMtools v.1.7 (LI et al., 2009) e em seguida, pré-

processado pela ferramenta Picard v.2.27.3 (broadinstitute.github.io/picard/), onde foi 

realizado a classificação das reads por coordenadas do genoma de referência seguida da 

sua reordenação e a remoção de duplicatas.  

https://gnomad.broadinstitute.org/downloads#exac-variants
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A chamada de variantes foi realizada de acordo com o GATK Best Pratice 

Guidelines v. 4.1.9.0 (VAN DER AUWERA; O’CONNOR, 2020) onde as amostras 

passaram pelos seguintes processos: recalibração do índice de qualidade base 

(BaseRecalibrator e ApplyBQSR); chamada de SNPs e INDELs por remontagem local 

de haplótipos (HaplotypeCaller); importação dos arquivos em .VCF para o banco 

GenomicsDB(GenomicsDBImport); genotipagem conjunta, que permite a identificação 

das variantes dentro das regiões-algo e sua junção em uma coorte (GenotypeGVCFs); 

recalibração de bases (SNPs e INDELs) para pontuar a qualidade da variante para fins de 

filtragem (VariantRecalibrator -mode SNP -mode INDEL); e filtragem de variantes 

(ApplyVQSR -mode SNP -mode INDEL).  

Os resultados obtidos foram anotados usando SnpEff v.5.1, COSMIC v.96, dbnsfp 

v4.2 e BRCA1 para incluir o impacto e predição funcional das variantes, a importância 

clínica de acordo com o banco de dados ClinVar (LANDRUM et al., 2018) e anotações 

de frequência alélica do ExAC e gnomAD (EXOME AGGREGATION CONSORTIUM 

et al., 2016; KARCZEWSKI et al., 2020). Segue abaixo, Figura 3, o fluxograma resumido 

do pipeline utilizado para as análises de bioinformática do exoma. 
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Figura 3. Pipeline do Exoma. O fluxograma exibe todos os principais passos para análise 

do exoma. Em laranja, controle de qualidade dos reads. Em rosa, mapeamento dos reads 

utilizando genoma de referência (Hg38). Em roxo, pré-processamento das amostras 

utilizando a ferramenta Picard. Em azul, chamada de variantes por amostras utilizando o 

pipeline da ferramenta GATK. E em amarelo, os bancos de dados utilizados para anotação 

e identificação das variantes.  
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4.5. ANÁLISES GENÔMICO-POPULACIONAIS 

 

Os dados deste projeto foram reunidos aos dados dos projetos 1,000 Genomes e 

HGDP, totalizando 4.104 indivíduos. O controle de qualidade dos dados genômicos foi 

realizado por meio dos softwares BCFTools v1.8, VCFTools v0.1.16 e PLINK v1.90b4.1. 

Foram excluídas variantes com taxa de missing data superior à 0,001 e indivíduos com 

taxas de dados faltantes superiores à 0,1. 

Os padrões de estruturação populacional foram avaliados a partir dos softwares  

Eigenstrat v8.0.0 e Admixture v1.3.0. Para ambas, utilizou-se um subconjunto das 

variantes obtidas a partir da exclusão de variantes em alto desequilíbrio de ligação 

(pruning). Na análise de PCA, foram utilizadas todas as populações dos conjuntos de 

dados 1,000 Genomes, HGDP e pacientes com COVID. Para as análises do Admixture,  

recorremos à duas abordagens: i) análises supervisionadas admitindo um modelo tri-

híbrido e as populações Ibérica (IBS - 1KG), Iorubá (YRI/AFR - 1KG) e Ameríndios 

(AMR - HGDP); ii) análises não supervisionadas utilizando as mesmas populações do 

modelo supervisionado e outra rodada englobando todas as populações dos painéis do 

1,000 Genomas, do HGDP e dos pacientes com COVID, ambas variando o número de 

clusters (K) de 2 a 12. 

O ambiente R v4.2.2 foi utilizado para as análises de epidemiologia genética e 

controle de qualidade dos dados genéticos. Uma rodada adicional de controle de 

qualidade dos dados de sequenciamento e chamada de variantes foi realizada com os 

pacotes vcfR v1.13.0, variantAnnotation 1.42.1 e seqVarTools 1.34.0. Os dados de VCF 

dos pacientes de COVID foram convertidos ao formato GDS (Genetic Data Structure) e 
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este utilizado nas análises downstream. A análise de identidade por descendência (IBD - 

Identity-by-descent) e o cálculo da matriz de relacionamento genético foram obtidos a 

partir do método KING implementado no pacote SNP Relate v1.30.1. A partir da matriz 

de relacionamento genético (GRM), foi realizada a análise de componentes principais 

(PCA) corrigida para os pacientes de COVID. O pacote GENESIS v2.26.0 foi utilizado 

para o cálculo dos coeficientes de kinship, coeficientes de inbreeding e das probabilidades 

de compartilhamento de IBD. A partir das análises de parentesco foi excluído um 

indivíduo de um par com valores de kinship superiores à 0,004. Com o intuito de predizer 

as covariáveis associadas à gravidade da doença, foi realizado um modelo linear 

generalizado (GLM) envolvendo sexo, idade, ancestralidade ameríndia, africana e 

europeia. O pacote GENESIS foi ainda utilizado para os testes individuais de associação 

genética, sendo incluídas as covariáveis idade e os cinco primeiros componentes 

principais, assim como para o teste de associação genética agregado realizando a 

agregação dos dados por genes. 

 

4.6. ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

Todas as análises estatísticas e gráficos foram performados no programa R v.4.2.2. 

As variáveis clínicas foram analisadas por Teste T (idade), Qui-quadrado com correção 

de Monte Carlo (sexo), teste exato de Fisher para variáveis categóricas e o teste Shapiro-

Wilk como teste de normalidade. Para a análise descritiva das variantes observadas no 

exoma, foram realizadas análises bivariadas. Foi realizada análise de regressão logística 

para avaliar a associação entre os polimorfismos e a gravidade clínica da COVID-19, 

sendo considerados fatores de confusão: idade, linhagem viral e comorbidade. O p-valor 

foi considerado estatisticamente significativo quando igual ou abaixo de 0.05.   
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5. RESULTADOS 

 

5.1. ANÁLISE CLÍNICA 

 

Os dados demográficos e clínicos dos pacientes estão presentes na Tabela 1. No 

total, foram incluídos 78 indivíduos no estudo, sendo 29 do grupo gCOV (quadro grave 

e/ou evoluiu ao óbito) e 49 do grupo alCOV (quadros assintomáticos e/ou leves). Todos 

os indivíduos foram positivos para COVID-19, na época do diagnóstico, confirmados por 

RT-qPCR. Em relação ao valor do CT observado na RT-qPCR, não houve diferença nas 

médias observadas em cada grupo (gCOV = 21.3; alCOV=27.03, pvalor = 0.44).  

A média de idade do grupo gCOV foi de 57.2 (± 11.5) e a do grupo alCOV de 

42.1 (± 15.1), sendo observada associação significativa entre a idade e a gravidade clínica 

da COVID-19 (pvalor = 0.005; IC 95% = 8.98 – 21.2). Em relação ao sexo, houve 

prevalência do sexo feminino no grupo grave (58,6%), entretanto não foi observado 

diferença significativa (pvalor = 0.48).  

Dentre as treze linhagens identificadas no estudo, duas foram mais prevalentes: 

B.1.1 (pvalor = 0.42; OR= 1.6; IC 95% = 0.52 – 5.23) e P.1 (pvalor = 0.47; OR= 0.6; IC 

95% = 0.23 – 1.89), porém nenhuma foi associada significativamente com a gravidade 

clínica da COVID-19.  
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Tabela 1. Dados bioantropológicos e clínicos dos pacientes com COVID-19.   

Variáveis gCOV (n=29) alCOV (n =49) OR (95% IC) p-valor 

 

Idade 57.2 (± 11.5) 42.1 (± 15.1) (8.98 - 21.2) 0.005* 

Sexo    0.48 

  Feminino 17 (58,6%)   24 (48,9%)   

  Masculino 12 (41,4%)  25 (51,02%)    

 

Linhagem    0.05* 

  B.1.1 10 11 1.6 (0.52 – 5.23) 0.42 

  P.1 11 22 0.6 (0.23 – 1.89) 0.47 

 

Comorbidades 22 12 9.3 (2.97 – 33.05) 0.01* 

  HAS 14 4 10.1 (2.66 – 48.9) <0.01* 

  Obesidade 4 1 7.4 (0.6 – 385.02) 0.06 

  Doença Cardíaca Crônica 4 3 2.4 (0.37 – 17.8) 0.41 

  Sobrepeso 9   0.05 

 

Sintomas 29 33  0.002* 

  Febre 3 11 2.47 (0.31 – 17.2) 0.35 

  Tosse 5 20 3.42 (0.49 – 39.3)  0.22 

  Dor de Garganta 2 21 0.52 (0.04 – 3. 57) 0.65 

     

 

Comprometimento Pulmonar   

 

 

  25-50% 8    

  >50% 10    

  >75% 3    

 

CT qPCR 21.38 27.03  0.44  

gCOV: pacientes com sintomas graves. alCOV: pacientes assintomáticos e com sintomas 

leves. *Teste T. ** Teste Qui-Quadrado. ***Teste Exato de Fisher. 
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Em relação às comorbidades, foi encontrada uma associação significativa e com 

o risco de nove vezes maior de desenvolver a forma grave (pvalor = 0.01; OR= 9.3; IC 

95% = 2.97 – 33.05) caso o indivíduo apresentasse alguma doença prévia. Das 

comorbidades analisadas, apenas a HAS (pvalor <0.01; OR= 10.1; IC 95% = 2.66 – 48.9) 

apresentou significância estatística entre os dois grupos, apesar da obesidade apresentar 

valores elevados (pvalor =0.06; OR= 7.4; IC 95% = 0.6 – 385.02). 

Dentre as manifestações clínicas, as mais prevalentes entre o grupo que apresentou 

sintoma não grave foram: dor de garganta (43,7%), tosse (41,6%) e febre (22,9%). Visto 

que a maioria dos pacientes do grupo grave se apresentarem hospitalizados dentro da 

Unidade de Tratamento Intensivo - UTI (65,5%), não foi possível coletar informações 

completas sobre os sintomas. Entretanto, naqueles com os sintomas descritos, todos 

apresentaram dispneia, a maioria (75%) estava com a saturação de oxigênio abaixo de 

95%, com alteração na tomografia (79,3%) e com comprometimento pulmonar na faixa 

de >50% como mais predominante (43,4%).  

5.2 ANÁLISE DESCRITIVA DAS VARIANTES 

 

Nos exomas dos pacientes investigados foram observadas 89.994 variantes no 

total, das quais se destacam 1.461 (1,62%) variantes ainda não descritas na literatura 

mundial. Das variantes classificadas (Figura 4), ao todo foi observado 1.811 (2,01%) 

patogênicas/levemente patogênicas (de acordo com o banco de dados ClinVar) ou 

danosas (de acordo com o algoritmo de predição MetaSVM), das quais foram observadas 

em relação ao i) tipo de efeito: 7 substituições frameshift, 9 mutações stop gained, 7 

intrônicas, 1704 não sinônimas na região exon e 76 na região splicing; ii) impacto 
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funcional: 18 variantes de alto impacto, 10 de impacto modificador e 1780 de impacto 

moderado; iii) classe funcional: 1780 missense, 9 nonsense e duas silenciosas (Figura 4).  

 

Figura 4. Distribuição das variantes genômicas humanas observadas nos exomas dos 

pacientes com COVID-19.  

 

 

Em relação as variantes classificadas como patogênicas e/ou danosas, 355 foram 

observadas somente no grupo grave, 584 apenas no grupo não grave e 111 variantes 

comuns aos dois grupos (Figura 5).  
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Figura 5. Distribuição das variantes genômicas humanas observadas nos exomas dos 

pacientes com COVID-19, divididas entre os dois grupos investigados (graves e não 

graves).   

 

 

No grupo grave, foram observadas 709 variantes patogênicas em relação ao tipo 

de efeito das mutações: 657 variantes não sinônimas na região do éxon, 41 variantes na 

região de splicing, 2 substituições frameshift e 2 mutações stop gained.  Em relação ao 

impacto funcional, foram encontradas: 698 de impacto moderado, 5 de alto impacto, 3 de 

baixo impacto e 3 de impacto modificador. Em relação a classe funcional, foram 

identificadas: 698 missense, 2 nonsense e 2 silenciosas. É possível observar a proporção 

dessas variantes na Figura 6A, B, e C.  
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Figura 6. Proporção dos tipos de variantes observadas, em relação ao tipo de efeito, 

impacto funcional e classe funcional, nos dois grupos de pacientes que apresentaram 

diagnóstico positivo para COVID-19.  
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No grupo de pacientes leves, em relação ao tipo de efeito das 1.102 variantes 

patogênicas observadas: 1.047 são variantes não sinônimas na região do éxon, 35 

variantes na região de splicing, 7 são mutações stop gained e 5 substituições frameshift.  

Em relação ao impacto funcional, foram encontradas: 1.082 de impacto moderado, 13 de 

alto impacto e 7 de impacto modificador. Em relação a classe funcional foram 

identificadas 1.082 variantes missenses e 7 variantes nonsense, como é possível observar 

na Figura 6.  

No que se refere às dezoito mutações de alto impacto encontradas, ainda não há 

evidências científicas robustas que possam correlacionar as variantes em si com algum 

fenótipo clínico (Tabela 2). As informações sobre as sete substituições frameshift também 

se encontram na Tabela 2.  

Todavia, ao se avaliar os genes e as vias metabólicas que essas mutações 

participam, é possível observar que os pacientes que formam o grupo grave, apresentam 

um conjunto de mutações em genes associados as vias da beta-oxidação mitocondrial de 

ácidos-graxos (HADHA), adesão celular (MPZL2) e do reparo celular por recombinação 

homóloga (PALB2) que podem estar associadas a mecanismos de patogênese do SARS-

CoV-2 ainda não descritos.  

Por outro lado, aqueles pacientes que se enquadram no grupo não grave, foram 

observadas mutações em genes que participam dos processos metabólicos envolvidos 

com a resposta imune inata (SAMD9 e ADA2) e com o reparo celular pela via de 

recombinação homóloga (NSMCE2), que está associada com potencial de defesa contra 

a resposta viral.  
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Tabela 2. Mutações de alto impacto observadas nos grupos grave e não grave.   
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Em relação às 1780 mutações missense observadas, foi possível visualizar a 

localização genômica de apenas 72 variantes, sendo 40 encontradas em regiões intrônicas, 

12 em regiões exônicas, 7 em regiões intragênicas e 5 em regiões 3’UTR e 2 em regiões 

5’UTR do RNA mensageiro (Figura 7).  

 

 

Figura 7. Distribuição das variantes missenses encontradas de acordo com a localização 

genômica.  

 

No que se refere às mutações missenses presentes em regiões exônicas, o foco 

desse estudo, é possível observar que todas são não sinônimas de impacto moderado 

(Tabela 3). A variante rs1799945 está em destaque pois apareceu oito vezes no grupo não 

grave e uma vez no grupo grave. A maioria das variantes observadas ainda não foram 

descritas na literatura e por isso foi avaliado os genes e as vias metabólicas que essas 

mutações estão envolvidas. 

 A partir disso, é possível observar que os pacientes que formam o grupo grave, 

apresentam um conjunto de mutações em genes associados as vias do processo catabólico 
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da selenocisteína (SCLY), da regulação negativa de citocinas da célula T (HFE), da 

ativação (HOXA9) e da regulação da proliferação (FUT2) de células endoteliais. No que 

se refere ao grupo não grave, observa-se variantes envolvidas nos processos de beta-

oxidação de ácidos graxos (ACAD11), de regulação negativa da entrada viral na célula 

(TRIM59), de regulação negativa de citocinas da célula T (HFE), de desenvolvimento de 

órgãos (PTCH1), de queratinização (KRT7), de fertilização (CATSPER2) e de 

desenvolvimento do sistema neurológico (P2RX5) (Tabela 3).  
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Tabela 3. Mutações missenses presentes em regiões exônicas observadas nos grupos 

grave e não grave.   
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5.3 ANÁLISE DA ANCESTRALIDADE GENÔMICA 

 

A partir de dados genômicos obtidos por meio do sequenciamento do exoma, foi 

avaliado os padrões de estruturação populacional presentes na amostra de pacientes de 

COVID-19. Para as análises do software Admixture, foi realizado a análise 

supervisionada em um modelo tri-híbrido considerando amostras de indivíduos dos 

grupos: europeus representados pelas populações da península Ibérica (IBS - 1KG), 

africanos representados pelo povo Iorubá (YRI/AFR - 1KG) e de nativos americanos 

representados pelos povos originais da Amazônia (AMR - HGDP) (Figura 8).  

Na amostra de pacientes com COVID-19, quanto à ancestralidade individual, é 

possível observar uma maior contribuição da ancestralidade de povos originais (0,62 – 

cor vermelha), seguida da ancestralidade europeia (0,30 – cor azul) e da ancestralidade 

africana (0,08 – cor verde). Ressalta-se que 18 indivíduos apresentam ancestralidade 

ameríndia superior a 90%, enquanto apenas um único indivíduo apresentou 

ancestralidade europeia maior que 90% e nenhum apresentou ancestralidade 

majoritariamente africana. 

 

Figura 8. Análise supervisionada dos padrões de estruturação populacional presentes na 

amostra do estudo. WAFR - África Ocidental (YRI), EUR - Europa (IBS), AMR – Povos 

Originais, e COV - Pacientes acometidos pela COVID-19.  
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A partir da Análise de Componentes Principais (PCA) foi possível verificar os 

padrões de diversidade genética e estruturação populacional dos pacientes de COVID-19 

em relação à populações de diferentes regiões biogeográficas. Além disso, os cinco 

primeiros componentes principais (PCs) foram utilizados para a correção da estrutura 

populacional nos estudos de associação. Para tal, foram utilizadas todas as populações 

dos conjuntos de dados 1,000 Genomes, HGDP e os pacientes com COVID.  

Como é possível observar na Figura 9, os pacientes acometidos pela COVID-19 

(em laranja) apresentam um padrão de diversidade genética similar aos dos indivíduos 

Latino-Americanos depositados no banco de dados do painel do 1,000 Genomes . Ainda 

que exista uma grande diversidade na contribuição das populações Nativas Americanas, 

Européias e Africanas na formação das populações americanas, a amostra de indivíduos 

brasileiros da região Amazônica, acometidos por COVID-19, apresenta maior 

contribuição dos povos originais (nativos americanos) e de europeus, com baixa 

contribuição africana, fenômeno também observado em outras populações da América 

Latina. 
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Figura 9. Análise de PCA das ancestralidades genômicas com base na frequência alélica 

presentes nos indivíduos do estudo e nos seguintes indivíduos: CAS - Ásia Central, EAFR 

- África Oriental, OCE - Oceania, EUR - Europa, MDL - Oriente Médio, ADMX - 

Populações Miscigenadas das Américas, EAS - Leste Asiático, AMR - Ameríndios, 

WAFR - África Ocidental, SAS - Sul/Sudeste Asiático, COV - Pacientes acometidos pela 

COVID-19.  

 

 

Para avaliar se há associação entre a gravidade clínica da COVID-19 e 

ancestralidade genética, sexo e idade, foi realizado o modelo linear generalizado (GLM) 

binomial. Entretanto, não foi observado associação significativa entre gravidade e 

ancestralidade, apenas uma maior contribuição da ancestralidade dos povos originais nos 
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pacientes infectados pelo SARS-CoV-2, corroborando com os dados apresentados nos 

gráficos de análise supervisionada e de PCA. A única variável dependente no modelo a 

apresentar associação com a gravidade em COVID-19 foi a idade (p-valor = 0,0001). 

 

Tabela 4. Média de ancestralidade em pacientes acometidos pela COVID-19. AFR - 

Africanos, EUR - Europeus, AMR - Ameríndios, alCOV - pacientes com a forma não 

grave da COVID-19, gCOV - pacientes com a forma grave da COVID-19.  

 

 

 

5.4 ANÁLISE DE ASSOCIAÇÃO GENÔMICA 

 

A partir dos testes de associação para cada variante e levando em consideração a 

estruturação populacional e a idade como covariáveis, foram observadas nove variantes 

possivelmente associadas com à gravidade clínica da COVID-19 (Figura 10), das quais 

quatro não foram identificadas na literatura, e podem representar variantes exclusivas de 

populações da região. 
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 Das variantes identificadas que estão associadas à gravidade clínica da COVID-

19 temos: duas variantes sinônimas de baixo impacto rs40305 (MYLK) e rs469783 

(ERAP1), uma missense de impacto moderado rs4840953 (PRAG1) e duas intrônicas de 

impacto modificador rs2839166 (MCM3AP) e rs12349255 (NFIB), observadas na Figura 

10 e descritas na Tabela 5.  

 

 

Figura 10. Manhattan plot ilustrando os polimorfismos presentes em indivíduos com a 

forma grave e não grave da COVID-19. A linha vermelha representa o pvalor de corte = 

0.001.  
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Tabela 5. Polimorfismos associados significativamente (pvalor = 0.001) à gravidade 

clínica da COVID-19.  

 

 

 

Das variantes observadas associadas, apenas uma variante (rs469783 C>T) já 

havia sido descrito na literatura associada a um fenótipo clínico. Desta forma, decidimos 

verificar e avaliar os processos metabólicos em que os genes em questão estão envolvidos.  

A partir disso, é possível observar que as variantes possivelmente envolvidas na 

patogênese grave da COVID-19 apresentam um conjunto de mutações em genes 

associados a morfogênese do tecido muscular liso da aorta (MYLK), a resposta imune 

inata (ERAP1), a migração celular (PRAG1), a regulação da replicação do DNA (NFIB) 

e ao transporte de proteínas (MCM3AP) que podem estar associados a mecanismos de 

patogênese do SARS-CoV-2 ainda não descritos.   
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6. DISCUSSÃO 

 

O advento das tecnologias de sequenciamento de nova geração (NGS) permitiram 

o acesso a vasta quantidade de informações contidas nos genomas de diversos 

organismos, incluindo os de humanos. Nos últimos anos, grandes projetos como HapMap 

(†THE INTERNATIONAL HAPMAP CONSORTIUM, 2003), 1,000 Genomes Project 

(THE 1000 GENOMES PROJECT CONSORTIUM et al., 2015), Exac (EXOME 

AGGREGATION CONSORTIUM et al., 2016) e 100,000 Genomes Project (NUNN et 

al., 2019), entre outras iniciativas pontuais têm se dedicado a: (i) caracterizar a 

variabilidade genética presente no genoma humano de diferentes grupos étnicos e 

geográficos; (ii) inovar os diagnósticos com base na genômica e serviços clínicos; (iii) 

avaliar novas ferramentas genômicas e de bioinformática para a prevenção e detecção 

precoce de doenças, com base nas pesquisas genômicas de ponta que tem gerado dados 

biológicos em grande escala. 

As informações genômicas já geradas e armazenadas nesses bancos de dados 

mundiais, também têm contribuído para estudar a eficácia do uso do Sequenciamento 

Completo do Genoma (WGS) quer seja para acelerar o diagnóstico e o tratamento de 

doenças genéticas raras em recém-nascidos, que potencialmente podem levar as 

intervenções que salvam vidas; de doenças genéticas de manifestação tardia, que podem 

prevenir seu aparecimento e de doenças complexas; assim como no entendimento dos 

mecanismos farmacogenômicos (medicina de precisão) relacionados principalmente nos 

tratamentos de doenças crônicas, como doenças raras, câncer, e doenças 

infectocontagiosas, como COVID-19, Tuberculose, Hanseníase, entre outras (ZHAO & 

JONES & JONES, 2019; CASPAR et al., 2021). 
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No que diz respeito a população humana da Amazônia, esta é a menos 

representada do ponto de vista genômico, apesar de apresentar a maior diversidade 

biológica (alelos específicos e raros) distribuída entre povos tradicionais e miscigenados, 

que habitam áreas isoladas, rurais e urbanas (SCHAAN et al., 2020; RIBEIRO-DOS-

SANTOS ET AL., 2020). Portanto, investigar a variabilidade genética individual e/ou 

populacional, pelo sequenciamento do exoma completo, pode auxiliar na resolução de 

muitas das questões, principalmente no que diz respeito a saúde desses povos (como os 

povos originais) que apresentam distintas respostas e vias metabólicas a fármacos, assim 

como risco elevado para muitas doenças genéticas, inflamatórias,  infectocontagiosas 

(como a COVID-19) e resistência ou efeito adverso ao tratamento (RIBEIRO-DOS-

SANTOS ET AL., 2013). 

Somado a todas essas características descritas acima, desde a Idade Moderna, era 

raro observar doenças tão impactantes capazes de isolar populações humanas inteiras 

como um todo e em diversos âmbitos (socioeconômico, científico, sistemas de saúde), 

expondo de forma inequívoca as desigualdades existentes entre os diferentes países 

distribuídos pelo mundo, como foi a pandemia da COVID-19. 

Esse conjunto de características envolvendo uma doença global, trouxe a 

necessidade de mudanças de estratégias, inovação, descoberta de novos mecanismos e de 

processos envolvidos no adoecimento populacional. Entretanto, apesar do crescente 

conhecimento sobre a biologia viral e fatores de risco da COVID-19, ainda perduram 

aqueles diversos aspectos sobre sua patogênese e progressão clínica, assim como dos 

fatores genéticos do hospedeiro que possam estar envolvidos.  

Em concordância com resultados de fatores não genéticos associados a um pior 

prognóstico da COVID-19, obtidos em outros estudos (O’DRISCOLL et al., 2021; 

QUEIROZ et al., 2022; ÂNGULO-AGUADO et al., 2022), observou-se associação 



59 
 

significativa entre a idade (pvalor = 0.005; IC 95% = 8.98 – 21.2) e a presença de 

comorbidades (pvalor = 0.01; OR= 9.3; IC 95% = 2.97 – 33.05) no presente trabalho.  

Dentre as diversas comorbidades que são associadas com a COVID-19, em nosso 

estudo, apenas a hipertensão arterial sistêmica (pvalor <0.01; OR= 10.1; IC 95% = 2.66 

– 48.9) apresentou relevância significativa, provavelmente devido a hiperativação do 

sistema renina-angiotensina-aldosterona (RAAS) que aumenta a resposta inflamatória, o 

recrutamento de citocinas causando danos endoteliais (PAZ OCARANZA et al., 2020; 

RUIZ-STERNBERG et al., 2022).  

Apesar de nenhuma das linhagens virais mais incidentes (B.1.1 pvalor = 0.42; 

OR= 1.6; IC 95% = 0.52 – 5.23; P.1 pvalor = 0.47; OR= 0.6; IC 95% = 0.23 – 1.89), 

terem sido associadas a gravidade da doença, já foi observado que a variante Gamma 

(P.1) pode estar relacionada a um maior número de mortes e de hospitalização de 

pacientes jovens no estado do Amazonas durante a segunda onda da COVID-19 em 

janeiro de 2021 (FREITAS et al., 2021).  

Não foi observado associação significativa entre os sintomas mais prevalentes no 

grupo não grave [dor de garganta (43,7%), tosse (41,6%) e febre (22,9%)], corroborando 

com os resultados encontrados em outros estudos (DEL SER et al., 2021; IROUNGOU 

et al., 2021; RUIZ-STERNBERG et al., 2022).  

No que diz respeito as características biológicas presentes nos pacientes 

acometidos com COVID-19, em relação às mutações patogênicas encontradas, houve 

uma prevalência considerável de mutações missenses (que alteram a leitura do 

aminoácido) não sinônimas nas regiões de éxon e sítios de splicing, com impacto 

moderado tanto no grupo grave (98,4%), quanto no grupo não grave (98,1%) (Figura 6). 

Além disso, foi observado uma maior proporção de mutações de alto impacto no grupo 

não grave quando comparado ao grupo grave (2,6%), que pode ser devido a proporção de 
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indivíduos distribuídos nos dois grupos (2,6%), uma vez que indivíduos que apresentaram 

a forma grave da COVID-19 formam menos de um terço do número amostral.  

Adicionalmente, foram observadas 18 variantes de alto impacto e sete de 

substituição framshift em ambos os grupos, mas até o momento não existem estudos 

suficientes capazes de associá-las a um fenótipo clínico (Tabela 2). Portanto, nestas 

variantes avaliou-se as vias metabólicas envolvidas a esses genes.  

Em relação às vias observadas no grupo grave, o gene HADHA está relacionado 

com a produção de proteínas mitocondriais e se faz necessário para a beta-oxidação de 

ácidos graxos nos cardiomiócitos (MIKLAS et al., 2019). As mutações observadas nesse 

gene podem ocasionar danos nos tecidos do coração, fígado e músculos, promovendo 

uma pior progressão clínica da COVID-19 (SYPNIEWSKI et al., 2022). Além disso, um 

relato de caso observou que um paciente com variantes patogênicas do HADHA 

desenvolveu insuficiência respiratória aguda, acompanhada de cardiomiopatia que o 

conduziu a uma falência múltipla de órgãos e ao seu pior prognóstico, o óbito desse 

indivíduo (WONGKITTICHOTE et al., 2020), corroborando com os achados deste 

estudo.  

Outro gene observado no grupo grave, MPZL2, é membro da superfamília de 

imunoglobulinas (IgSF) expresso principalmente no pulmão e localizado no 11q23.3, 

locus gênico já associado à susceptibilidade ao câncer de pulmão (DAI et al., 2020; LIU 

et al., 2021). A partir disso, é possível sugerir que como o MPZL2 atua na adesão das 

imunoglobulinas presentes no tecido pulmonar, mutações patogênicas que o impeçam de 

desenvolver suas funções básicas podem ocasionar danos na resposta imunológica a 

patógenos virais, por exemplo.  

 O gene PALB2, também observado no grupo grave, desempenha um papel crítico 

no reparo de recombinação homóloga (HRR) por meio de sua capacidade de recrutar 
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BRCA2 e RAD51, quando ocorrem quebras no material genético da molécula do DNA 

(YAMAMOTO & HIRASAWA, 2021). As mutações nesse gene já foram associadas ao 

desenvolvimento de diversos tipos de câncer como mama, pancreático e colorretal (XU 

et al., 2021). No presente estudo, a mutação observada no PALB2 

(NM_024675.4:c.503C>G, p.Ser168Ter) é preditada para interromper o funcionamento 

da proteína, causando perda de sua função na recombinação homóloga e prejudicando a 

via de reparo. 

 No que se refere aos genes observados no grupo não grave, tanto o gene SAMD9 

quanto o ADA2 estão envolvidos na resposta imune inata do hospedeiro. O primeiro atua 

na defesa contra tipos de vírus, principalmente poxvírus, uma vez que codifica proteínas 

que podem afetar a replicação viral inibindo a proliferação celular. Entretanto esses 

mecanismos ainda permanecem incertos, sendo necessários mais estudos sobre a ação 

desse gene na resposta antiviral (XIE et al., 2021; PENG et al., 2022).   

O gene ADA2 promove a proliferação dos macrófagos, sendo já observado níveis 

elevados desse gene no plasma em indivíduos com leucemias, tuberculose e  infecções 

pelo vírus HIV (LEE & AKSENTIJEVICH & ZHOU, 2022). Além disso, apesar de 

mutações nesse gene já serem associadas a fenótipos vasculares e inflamatórios, como 

AVC e vasculopatias sistêmicas (ZHOU et al., 2014), e ser um indicativo para 

desenvolver a forma grave da COVID-19, no presente estudo apenas um indivíduo 

carregava essa mutação em estado heterozigoto.   

Além desses, também foi observado no grupo não grave o gene NSMCE2, 

componente do complexo SMC5/6, que participa dos processos de replicação, 

recombinação e reparo do DNA, além de silenciar vírus de DNA invasores como o HBV 

(vírus da hepatite B) (IRWAN & BOGERD & CULLEN, 2022). Ademais, Pond e 

colaboradores (2019) observaram que o NSMCE2 previne danos mitóticos ao DNA 
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resultantes do estresse de replicação causado pelo tratamento com hidroxiureia (POND 

et al., 2019), a partir disso é possível hipotetizar que variantes nesse gene, mesmo 

patogênicas, podem ter efeito protetivo às infecções virais.  

De acordo com as análises bioinformáticas, só há anotação da localização 

genômica de 72 das 1078 variantes missenses observadas, sendo principalmente 

intrônicas (55,5%) e exônicas (16,6%) (Tabela 3). Para o presente estudo, escolheu-se 

aprofundar as mutações missenses em regiões exônicas, visto que é o foco do trabalho.  

Sendo assim, a variante rs1799945 (G>T) encontrada tanto no grupo grave quanto 

no não grave é presente no gene HFE, que controla o equilíbrio de ferro no organismo, e 

já foi investigada para a gravidade clínica da COVID-19 por Hubacek e colaboradores 

(2022), visto que o ferro é um catalisador essencial para processos metabólicos e uma 

sobrecarga de ferro é associada a uma pior progressão de infecções virais (SCHMIDT, 

2020). Entretanto, essa variante ainda não foi associada significativamente com a 

gravidade da infecção pelo SARS-CoV-2 (HUBACEK, 2021). 

Além disso,  a mutação C282Y presente no gene HFE  já foi associada a condição 

hemocromatose hereditária (HH) que resulta no acúmulo de ferro nos órgãos podendo 

ocasionar danos progressivos em órgãos alvos. Indivíduos com HH apresentaram uma 

expressão reduzida de moléculas de MHC de classe I (RILEY et al., 2020), o que pode 

implicar em uma resposta imune precária do hospedeiro a infecção por patógenos.  

O polimorfismo rs138291525 (G>T) ainda não foi associado a COVID-19, 

entretanto o gene HOXA9, no qual ele faz parte, já foi descrito como altamente expresso 

em leucemias pelo seu papel antiapoptótico ao manter as células cancerosas 

(MIYAMOTO et al., 2021). Como foi observado no grupo grave, essa variante pode estar 

associada a manutenção das células mesmo após a infecção pelo SARS-CoV-2 ou até 

mesmo ao escape do sistema imune do hospedeiro.  
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Kousathanas e colaboradores (2022) ao investigar o genoma de 7,491 indivíduos 

com a forma grave da COVID-19, observaram uma associação significativa entre a 

progressão da doença e o gene FUT2, responsável pela secreção de antígenos ABO que 

também já foram associados a um pior prognóstico da COVID-19 (COVID-19 HOST 

GENETICS INITIATIVE et al., 2021; KAUR & GUPTA & SAGAR, 2022). Além do 

mais, a variante encontrada por Kousathanas e colaboradores (2022) (rs368565 

19:48697960) e as variantes encontradas no presente estudo (rs1800022 19:48703368 e 

rs200157007 19:4870329) são próximas genomicamente (KOUSATHANAS et al., 

2022). 

No que se refere as variantes encontradas no grupo não grave, o gene ACAD11 

(rs138611343), envolvido na beta-oxidação mitocondrial e no metabolismo de ácidos 

graxos, foi observado por Hammoudeh e colaboradores (2021) como downregulated no 

tecido hepático de pacientes com COVID-19 grave, provavelmente devido a ação do 

SARS-CoV-2 no metabolismo do hospedeiro (SHEN et al., 2020; HAMMOUDEH et al., 

2021).  

As mutações presentes no gene PTCH1, frequentemente alterado no câncer de 

colorretal, contribuem na irregulação da via de sinalização Hedgehog que pode ocasionar 

na resistência a quimioterapia (HASANOVIC; MUS-VETEAU, 2018), todavia já foi 

observado também que este gene é associado a uma melhor sobrevivência por sensibilizar 

os tumores na imunoterapia (WANG et al., 2022), sendo assim, mais estudos são 

necessários a respeito da atuação desse gene.  

Pela população brasileira ser altamente miscigenada e sofrer influência genética 

de diversos grupos populacionais, é essencial avaliar os padrões de estruturação 

populacional para controle de qualidade dos dados genéticos observados (RODRIGUES 

et al., 2019; RODRIGUES-SOARES et al., 2018) . Sendo assim, foi realizada uma análise 
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supervisionada no software Admixture utilizando as três ancestralidades mais 

importantes na formação da população brasileira: europeus, africanos e povos originais. 

Na Figura 9 pode-se observar uma maior contribuição da ancestralidade de povos 

originais das Américas nos pacientes acometidos pela COVID-19, possivelmente devido 

à localização geográfica desses indivíduos (Região Norte, Amazônia do Brasil), onde 

residem grupos representativos desses povos. Adicionalmente, foi realizado o GLM 

binomial para investigar se há influência da ancestralidade genética na gravidade clínica 

da infecção do SARS-CoV-2, mas não foi encontrada associação significativa (Tabela 4). 

Apesar disso, estudos como o de Shelton e colaboradores (2021) e Mathur e 

colaboradores (2021) já observaram diferenças na progressão clínica da COVID-19 de 

indivíduos de diferentes ancestralidades, como indivíduos com maior contribuição da 

ancestralidade afro-americana eram 82% mais propensos a serem hospitalizados e 

ancestralidades asiáticas e africanas possuem maior risco de hospitalização, ambos 

comparados com populações com maior ancestralidade europeia (MATHUR et al., 2021; 

SHELTON et al., 2021).  

Entretanto, ainda são escassos os estudos que associam a ancestralidade genética 

individual à susceptibilidade ou gravidade da COVID-19 e buscam a distribuição genética 

de genes pré-selecionados em diferentes populações. Por conseguinte, Shen e 

colaboradores (2023) observaram que os genes PPP2R2B e o LRRC4C conferem uma 

maior susceptibilidade a infecção pelo SARS-CoV-2 em indivíduos com maior 

contribuição européia e não são associados em indivíduos com maior contribuição 

africana (SHEN et al., 2023).   

Além disso, Fabrizio e colaboradores (2022) analisaram polimorfismos presentes 

nos genes de risco LZTFL1, SLC6A20, MHC, ABO, DPP9 e IFNAR2 e observaram que 

populações predominantemente africanas possuem menos risco de infecção ao SARS-
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CoV-2 do que populações asiáticas e europeias (FABRIZIO et al., 2022). O fato de os 

estudos serem discordantes reforça a importância de analisar a ancestralidade genômica 

de cada população para uma melhor compreensão do prognóstico da doença e adaptação 

das estratégias de prevenção e tratamento de cada grupo populacional.  

Foram observados cinco variantes possivelmente associadas à gravidade clínica 

da COVID-19: rs40305 (MYLK), rs469783 (ERAP1), rs4840953 (PRAG1), rs2839166 

(MCM3AP) e rs12349255 (NFIB) observadas na Figura 10 e descritas na Tabela 5. Além 

dessas, foram observadas quatro variantes sem identificação prévia na literatura e por 

conta disso podem ser variantes exclusivas de populações da região. Essas variantes não 

identificadas podem refletir a falta de estudos e de informações genômicas nas populações 

que habitam a região.  

Por outro lado, como na literatura só há dados de apenas uma das variantes 

(rs469783 C>T) aqui observada, decidiu-se investigar como os genes poderiam estar 

envolvidos e modificando as vias metabólicas para o desenvolvimento da forma grave da 

COVID-19.   

A variante  rs469783 (C>T) foi a única encontrada neste estudo já associada a um 

fenótipo clínico na literatura, sendo observada por Yang e colaboradores (2021) como 

associada a sobrevivência de indivíduos de origem europeia com câncer de pulmão de 

células não-pequenas (YANG et al., 2021).  

Investigações genéticas anteriores já demonstraram que haplótipos do gene 

MYLK, um regulador da permeabilidade celular na resposta a inflamação, pode conferir 

suscetibilidade à asma severa e à sepse induzida pela Síndrome Respiratória Aguda Grave 

(SZILÁGYI et al., 2017). Os mecanismos patogênicos associados ao aumento da 

permeabilidade vascular durante a infecção pelo SARS-CoV-2 permanecem 
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incompreendidos, entretanto podem estar relacionados ao citoesqueleto das células 

endoteliais, essenciais para a regulação e reparo da barreira vascular (SUN et al., 2021).  

A variante presente no gene ERAP1, realiza a trimagem final de peptídeos de 

ligação da classe I do HLA (Antígeno Leucocitário Humano) onde ocorre o 

reconhecimento e eliminação de células infectadas por vírus pelo sistema imune 

(PEPELYAYEVA; AMALFITANO, 2019). Considerando este achado, o ERAP1 é 

envolvido na regulação da sinalização pró-inflamatória de citocinas (FAN et al., 2022) e 

na regulação do RAS (Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona) (D’AMICO et al., 

2021), ambos mecanismos cruciais no desenvolvimento da forma grave da COVID-19. 

Além disso, já foi demonstrado que o gene ERAP1 aumenta a atividade fagocítica dos 

macrófagos em resposta ao interferon-gamma por um mecanismo dependente de 

receptores TLR, justamente um dos mecanismos de resposta do hospedeiro a infecção 

pelo SARS-CoV-2 (LÓPEZ DE CASTRO, 2018; MERAD et al., 2022).  

 Outra variante também associada à gravidade da COVID-19 é a rs4840953 (G>C) 

do gene PRAG1, esta única variante missense encontrada,  pertence a subfamília de 

pseudo-kinases e está envolvida na adesão e crescimento celular (LECOINTRE et al., 

2018). Devido a isso, já foi encontrada superexpressa em células de adenocarcinoma por 

promover a migração e invasão celular (TACTACAN et al., 2015).  

 O gene NFIB também já foi associado ao câncer por possível promoção de 

mudanças no estado da cromatina em células cancerosas e assim facilitar a migração, 

invasão e metástase (CAMPBELL et al., 2018; XU et al., 2019), todavia mais estudos 

precisam ser realizados para confirmação da sua atuação.  

Por último, o gene MCM3AP codifica a proteína GANP, fundamental na 

exportação de mRNA do núcleo para o citoplasma (DONG et al., 2020). A partir disso é 

possível sugerir que variantes presentes no gene MCM3AP, como a rs2839166 encontrada 
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no estudo, possam estar envolvidas no transporte do SARS-CoV-2 do núcleo para o 

citoplasma celular, mas tal mecanismo deve ser estudado mais profundamente.  

Portanto, é essencial a investigação da relação de variantes em genes com os 

mecanismos de patogênese da forma grave da COVID-19, principalmente utilizando 

plataformas de sequenciamento massivo do exoma e das análises de bioinformáticas, 

especialmente em populações que habitam a Amazônia, uma das regiões menos 

investigadas do ponto de vista genômico, mas a de maior representatividade de povos 

tradicionais (povos originários e afrodescendentes) e consequentemente a como maior 

número de alelos raros ainda não descritos na literatura mundial.  
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7. CONCLUSÃO 

 

A COVID-19 difere das demais doenças pelo seu amplo espectro clínico e 

sistêmico, englobando desde casos assintomáticos ou leves até casos graves de 

insuficiência respiratória e óbito. Esta variação de sintomas clínicos pode ser decorrente 

das diferentes linhagens virais, mas também pode ocorrer em indivíduos infectados pela 

mesma linhagem, sugerindo que há outros fatores envolvidos no agravamento da doença, 

além de fatores socioeconômicos, das diferentes políticas de combate à COVID-19 

adotadas por cada país e de fatores não genéticos do hospedeiro, como idade, sexo e 

comorbidades prévias, já associados ao pior prognóstico da COVID-19.  

Com o objetivo de caracterizar marcadores genômicos associados à infecção por 

SARS-CoV-2, assim como sua gravidade clínica, foi realizado o sequenciamento total do 

exoma de indivíduos acometidos pela COVID-19 e daqueles que apresentaram a forma 

não grave e a forma grave dessa doença. Assim como em outros estudos, também foi 

encontrado associação entre a idade (pvalor = 0.005; IC 95% = 8.98 – 21.2), linhagem 

viral (pvalor = 0.05) e presença de comorbidades (pvalor = 0.01; OR= 9.3; IC 95% = 2.97 

– 33.05) a gravidade clínica da COVID-19. Não foram observadas variantes genômicas 

de risco à infecção pelo SARS-CoV-2. Por outro lado, foram observadas nove (9) variantes 

possivelmente associadas à gravidade clínica da COVID-19, entre as quais quatro não se 

encontram nenhuma anotação genômica e possivelmente refletem mutações específicas 

das população da Amazônia, e as outras cinco são rs40305 (MYLK), rs469783 (ERAP1), 

rs4840953 (PRAG1), rs2839166 (MCM3AP) e rs12349255 (NFIB). De forma 

independente, nenhuma dessas mutações já havia sido descrita previamente associada a 

COVID-19 e por isso necessitam-se de investigações futuras para confirmação.  
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Até onde sabemos, esse é o primeiro estudo de sequenciamento total do exoma 

em indivíduos residentes no estado do Pará que busca investigar variantes genômicas 

presentes em pacientes acometidos pela COVID-19, associados aos quadros de gravidade 

clínica da COVID-19, reforçando a importância de se realizar mais estudos genômicos 

em populações que habitam a região Amazônica, uma das mais diversas do ponto de vista 

da presença de alelos raros e específicos. Esse estudo faz parte de um projeto maior onde 

se pretende realizar o exoma de 300 indivíduos que foram acometidos pela COVID-19, a 

fim de se associar marcadores genômicos com o risco de desenvolvimento da doença e 

com a gravidade clínica pela infecção pelo SARS-CoV-2.   
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