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RESUMO

Em junho de 2021, quinze meses apos o reconhecimento da pandemia de COVID-19
pela organizacdo mundial da saude (OMS), o mundo ultrapassou 180 milhdes de
casos e quase quatro milhdes de Obitos. Este elevado numero de mortes esta
associado ao processo inflamatorio intenso, sabido como um fator determinante no
desenvolvimento da COVID-19. Embora seja conhecido diversos mediadores e
moléculas participantes desta inflamacdo, o papel do complexo do inflamassoma
nesse contexto ainda é pouco conhecido e explorado. Ademais, as peculiaridades
entre os individuos precisam ser documentadas e discutas, e as moléculas que estado
envolvidas nesse processo, melhor caracterizadas. Para essa finalidade, as diferentes
técnicas multi-Omicas representam uma abordagem relevante na determinacdo de
fatores genéticos do individuo que interferem na susceptibilidade a doenca visto que,
enquanto alguns individuos infectados sdo assintomaticos ou apresentam apenas
sintomas leves, outra parcela desenvolve quadros severos. Buscando determinar as
diferencas entre pacientes com COVID-19, foram utilizados dados de transcriptoma
disponiveis no GEO dataset. De acordo com os critérios de inclusdo estabelecidos,
trés estudos foram selecionados para compor o presente trabalho. A partir da meta-
analise, a quantificacdo dos genes diferencialmente expressos foi realizada, seguida
da analise de enriquecimento de tais genes através do Gene Ontology.
Posteriormente, a definicdo das vias de sinalizacdo correspondentes aos DEGs foi
executada utilizando a ferramenta Reactome. Aqui, observou-se o aumento da
expressdo de quimiocinas fundamentais na conducdo da resposta imunoldgica.
Também foi possivel perceber o aumento de genes envolvidos na sinalizacdo do
interferon como IFI27, IFI44L e IFIT3, além de genes importantes para a resposta
antiviral, como OAS3, GBP1 e TRIM6. Entretanto, ndo foi identificado a presenca de
genes atrelados ao inflamassoma. Adicionalmente, os termos obtidos com o GO
expdem a presenca de vias do ciclo celular acentuada em pacientes com COVID-19.
Tal resultado pode auxiliar no entendimento das particularidades genéticas dos
pacientes com COVID-19, e relata perfil desses individuos em uma determinada fase
da doenca. Assim sendo, € possivel a racionalizacdo de novas abordagens
terapéuticas

Palavras-chave: SARS-CoV-2; COVID-19; Inflamacgéo; IL-1b; Interferon.



ABSTRACT

In June of 2021, fifteen months after the World Health Organization (WHO) had
recognized the COVID 19 pandemic, the world reached more than 170 million COVID-
positive cases and more than 4 million lives were lost to the disease. It is known that
the inflammatory process plays a key role on the development of the COVID severe
cases and therefore the role of inflammasomes needs to be addressed. Furthermore,
the heterogeneity of COVID phenotype according with people’s individuality still needs
to be collected, discussed, and the molecules as well as pathways associated better
characterized. To overcome this gap, the utilization of multi-omics techniques
represents an innovative approach to determine genomic factors associated to the
disease susceptibility as well as identify new therapeutical targets. Other than that,
some people can develop an asymptomatic or even mild symptom form or could
develop into an aggressive form characterized by the presence of severe symptoms.
Patients with severe form of COVID disease can display some disturbances on
coagulation pathway and/or develop acute respiratory distress syndrome (ARDS)
which may evolve to patient death. In order to determine differences among COVID
patients, public transcription data from GEO dataset were used. According to the
inclusion criteria, tree studies were selected for this work. After the meta-analysis, the
guantification of differentially expressed genes were made, followed by gene set
enrichment analysis using Gene Ontology (GO). Subsequently, the definition of
signaling pathways regarding to DEGs were performed using Reactome. Here, were
observed the increased levels of chemokines, such as CCL2, CCL8 and CXCL1,
fundamental to conduct the immune response. Also, were possible to detect the
upregulation of genes involved on interferon signaling pathway, as IFI27, IFI44L and
IFIT3, and some genes important to antiviral response such as OAS3, GBP1, and
TRIM6. ADC, the terms founded on GO also demonstrates the notable interferon
presence in COVID-19 patients. These results could help to understand the genetic
particularity among patients and describe the profile in a specific phase of the disease.

Therefore, it is possible rationale about new therapeutic approaches.

Key-words: SARS-CoV-2; COVID-19; Inflammation; IL-1b; Interferon.
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1 INTRODUCAO

Durante o curso da historia humana, diversas doengas foram responsaveis por
afetarem civilizac8es inteiras. Ao longo das Ultimas décadas, virus patogénicos foram
responsaveis por epidemias que fizeram milhdes de vitimas (PIRET; BOIVIN, 2021).
Atualmente, a crise sanitaria resultante da pandemia de COVID-19 promoveu diversas
mudancas que alteraram eixos centrais da nossa sociedade. As estimativas de Ro
(Nimero Béasico de Reproducdo, pronunciado “R zero”), indicador que mede a
transmissibilidade viral, para o SARS-CoV-2 variam de 2,43 a 3,10 (D’ARIENZO;
CONIGLIO, 2020). Isso significa que uma pessoa infectada transmite o virus para mais
duas ou trés pessoas. Devido a essa alta de transmissdo, em aproximadamente 18
meses, 0 SARS-CoV-2 infectou 162.673.131 pessoas e foi responsavel por mais de 3
milhdes de 6bitos(DONG, E.; DU, H.; GARDNER, 2020).

Além da elevada incidéncia, a escassez de dados cientificos sobre a
fisiopatologia da doenca tem dificultado o desenvolvimento de protocolos de manejo
clinico, o que tem contribuido para o colapso de sistemas de saude ao redor do mundo
(VIJAYVARGIYA et al., 2020).

A sintomatologia da COVID-19 varia entre assintomatico, leve (auséncia de
pneumonia ou pneumonia leve), severo (dispneia, frequéncia respiratéria 230/min,
saturagao de oxigénio <93%, PaO/FiO2 < 300 mmHg e/ou infiltrado pulmonar >50%
em 24/48 horas) e critico (faléncia respiratoria, choque séptico e/ou faléncia multipla
de orgaos) (WU, Z.; MCGOOGAN, 2020). Essa heterogeneidade clinica dificulta o
estabelecimento de protocolos de diagndstico, manejo clinico e terapéutico. Ademais,
fatores genéticos e moleculares do hospedeiro parecem influenciar diretamente na
evolucdo dos quadros, alguns desenvolvendo uma resposta imunoldgica adequada e
eficaz (que leva ao clearence do virus e resolucédo do caso), e outros evoluindo para
Obito, mesmo com acompanhamento e tratamento similares (CARMO et al., 2020;
TAN, A. T. et al., 2021).

Dentre os fatores atrelados a um pior prognéstico, a desregulacdo do sistema
imunolégico tem sido o mais mencionado, visto que 0s casos mais graves apresentam
uma exacerbada resposta inflamatoria com severo dano tecidual (CHEN, Yan-Mei et
al.,, 2020; LAI, A. L. et al.,, 2020). Nesse contexto, o fenbmeno conhecido por
‘tempestade de citocinas”, caracterizado por uma hiperinflamacdo sistémica em

decorréncia da liberagdo descontrolada de citocinas pro-inflamatorias, tem sido
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amplamente estudado, principalmente a citocina IL-6, considerada a mais relevante
relacionada a este processo (HEROLD et al., 2020). Nao obstante, a IL-13, uma
citocina fundamental no estabelecimento do processo inflamatério e na resposta
imune inata foi reportada por induzir um feedback positivo, aumentando ainda mais a
liberacdo de IL-1B, induzindo o complexo do inflamassoma e morte celular por
piroptose (GIRIJA; SHANKAR; LARSSON, 2020; WANG, J. et al., 2020).

Ap6s a entrada do virus nas células, inicia-se uma resposta imunoldgica
localizada na tentativa de debelar a infec¢do. O préprio reconhecimento da particula
viral por receptores especificos e os processos desencadeados pela entrada do virus
(como injuria as células endoteliais e piroptose) promove a liberacdo de padrbes
moleculares associados a patégenos (PAMPSs) e padrdes moleculares associados ao
dano (DAMPSs), os quais séao reconhecidos por receptores de conhecimento padrdo
(PRR) e promovem diferentes cascatas de sinalizacdo (AMARANTE-MENDES et al.,
2018; ROH; SOHN, 2018).

Os toll-like receptors (TLR) s&o receptores extracelulares que reconhecem
PAMPs e atuam engatilhando a resposta inflamatéria através da inducdo de
moléculas, como o NFk-B que, por sua vez, atua promovendo a transcricdo de
citocinas proé-inflamatérias. Em contrapartida, os NOD-like receptors (NLR)
reconhecem DAMPs no meio intracelular e ativam a via do inflamassoma ativando
pro-IL-1B e pro-1L-18 (ANWAR et al., 2019; PLATNICH; MURUVE, 2019).

Os interferons (IFNs) tipo I, 1l e 1ll exercem um papel critico na resposta antiviral
do hospedeiro (BUSNADIEGO et al., 2020). Embora controversos, achados de niveis
aberrantes de IFNs jA sdo correlacionados com as formas graves de COVID-
19. Embora as vias de IFN sejam complexas e dinamicas, € possivel observar
flutuacBes dos niveis de diferentes tipos de IFN em diferentes estagios da doenca.
Além disso, o IFN sofre interferéncia de outras citocinas e moléculas atraves de redes
de interacao multifacetadas e nédo lineares. Portanto, € fundamental elucidar como os
interferons se comportam em diferentes grupos de pacientes e entender sua
correlacdo (CONTOLI et al., 2021; HADJADJ et al., 2020).

Ao que tudo indica, a patogénese da COVID-19 é ocasionada primordialmente
por fatores intrinsecos do hospedeiro e ndo apenas pelo virus em si. Além da
inflamacéo, diversos fatores ja foram descritos como sendo capazes de influenciar no
agravamento dos pacientes, como a proporcdo entre neutrofilos e linfécitos, carga

viral, dimero D e baixos niveis de plaquetas. Entretanto, ainda permanece a incerteza
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sobre a abrangéncia desses fatores e como eles se sobrepéem (FU, J. et al., 2020;
LI, X. et al., 2020). Logo, especificar as diferencas imunoldgicas e caracterizar o
padrao de expresséo génica pode auxiliar no preenchimento destas lacunas.

Nesse contexto, a utilizacdo de ferramentas multi-Omicas torna-se uma
estratégia precisa, robusta e capaz de gerar um grande volume de dados que reflete
um profundo conhecimento sobre determinado evento. Devido a pandemia, muitos
grupos de pesquisa tornaram publicos seus dados brutos, o que possibilita este tipo
de andlise (AGGARWAL et al., 2021; RIOS; ZHENG, K. |.; ZHENG, M.-H., 2020;
WOLKEWITZ; PULJAK, 2020).

Tendo em vista a complexidade das respostas imunoldgicas, estudos
especificos que investiguem diferentes variaveis, moléculas e suas interacées em
multiplas vias de sinalizacdo, sdo necessarios para um melhor entendimento sobre o
SARS-CoV-2 e sua patogénese. Nesse trabalho, objetivamos caracterizar o perfil de
transcriptoma de pacientes com COVID-19 e determinar a interferéncia da via do

inflamassoma na severidade dos sintomas clinicos.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Caracterizar o perfil de transcriptoma de pacientes com COVID-19 e determinar a
interferéncia da via do inflamassoma na severidade dos sintomas clinicos.

1.1.2 Objetivos especificos

o Avaliar a interferéncia do inflamassoma no desenvolvimento COVID-19;

o Identificar genes diferencialmente expressos (DEGS) relacionados com a
severidade da doenca;

o Definir as vias de sinalizagdo majoritariamente ativadas em pacientes COVID-

19.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 SARS-CoV-2: BIOLOGIA E PATOGENICIDADE

Como consequéncia do contato humano-para-humano e do grande volume de
viagens intercontinentais, uma doenca zoondtica previamente desconhecida
espalhou-se por diversos paises em pouco mais de um més apés a deteccdo dos
primeiros casos, em dezembro de 2019. Embora apresente uma letalidade menor que
0 SARS-CoV e MERS-CoV, o SARS-CoV-2, agente causador da pandemia de
COVID-19, apresenta uma alta transmissibilidade (HARRISON; LIN, T.; WANG, P.,
2020).

Em resposta a esta emergéncia, o genoma do virus foi rapidamente analisado
e definido como sendo pertencente a familia Coronaviridae e ao género
Betacoronavirus. Os resultados indicaram também o indice de 79,5% de similaridade
com o SARS-CoV, 50% com a MERS e 96% com a linhagem BatCov RaTG13
(KHAILANY; SAFDAR; OZASLAN, 2020).

O genoma do SARS-CoV-2 é formado por 14 fases/quadros de leitura aberta
(ORFs, doinglés open reading frame) responsaveis pela codificacdo de proteinas néo-
estruturais e acessorias, além de quatro proteinas estruturais. As ORFla e ORF1b
compreendem 2/3 do genoma. A Ultima porcdo do genoma € responsavel pela
codificacdo das proteinas estruturais S, E, M e N, comuns a outros coronavirus
(WANG, M. Y. et al., 2020) (Figura 1).

Figura 1 — Representacao esquematica do SARS-CoV-2
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Dentre estas, a proteina Spike (S) € a mais bem documentada até o momento,
devido a sua fungéo de promover a entrada do virus no hospedeiro. Essa proteina de
superficie é responsavel pelo reconhecimento e ligagcéo ao receptor ACE2. A afinidade
do virus pelo receptor no hospedeiro é um fator fundamental para a infectividade e o
curso da doenca, visto que essa ligacao € o passo inicial da infeccdo (CALCAGNILE
et al., 2021; OZONO et al., 2021; WALLS et al., 2020).

Ainda em relacdo aos mecanismos de entrada na célula hospedeira, de forma
sucinta, o processo pode ser descrito da seguinte forma: através da subunidade S1,
também conhecida como dominio de ligacéo ao receptor (do inglés Receptor Binding
Domain, RBD), é responsavel pelo ancoramento do virion na membrana do
hospedeiro, iniciando a infec¢cdo. Durante esse processo, a proteina viral requer a
presenca de uma proteina do hospedeiro, a TMPRSS2, que cliva a proteina S nos
sitios S1/S2 e S2’. Por fim, a subunidade S2 age efetivamente como proteina de fuséo
(HOFFMANN et al., 2020).

Uma vez que o virus ja se encontra dentro da célula, os eventos subsequentes
visam a replicacdo e posterior liberacdo de novas particulas virais. No citoplasma, o
genoma viral age como um RNA mensageiro (mMRNA) e o ribossomo do hospedeiro
comeca a traducdo dos genes ORFla e ORF1b, que sao transcritos nas duas
poliproteinas ppla e pplab. Estas, entdo, sofrem clivagem proteolitica e sao divididas
em 16 proteinas ndo-estruturais (nsp), nomeadas de nspl a nspl6, envolvidas
diretamente na replicacdo e transcricdo do genoma viral (ROBSON et al., 2020;
SNIJDER et al., 2003) (Figura 2).
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Figura 2 — Arquitetura gendmica do SARS-CoV-2
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Fonte: Adaptado (ROBSON et al., 2020)

Esses processos sédo conduzidos através do complexo multi-proteina replicase-
transcriptase (RTC) — composto por nsps e proteinas estruturais como a N e M —
associado com uma rede de vesiculas compostas por membranas de vesicula-dupla
(DMVs) e por membranas convolutas (CVs), provenientes do reticulo endoplasmatico.
As proteinas nsp3, nsp4 e nsp6 promovem a ancoragem da maquinaria de replicacao
na CVs, enquanto o dsRNA formado pelo processo de replicacdo-transcricdo €
majoritariamente contido no DMV, o que deixa aberta a possibilidade de isto ser um
mecanismo de escape do sistema imunoldgico para minimizar a deteccdo de dsRNA
(KNOOPS et al., 2008).

A maquinaria de transcricdo é composta por diversas proteinas funcionais,
incluindo a RdRp/nsp12, helicase ligante de zinco (HEL, Nsp13), mRNA capping
(Nspl14, Nsp16), RNA proofreding (Nsp14) e endorribonuclease especifica de uridilato
(nsp15). O processo transcricional como um todo exige proteinas ndo estruturais para
além dessas citadas, como as nsp7, nsp8, nsp9 e nsp10. E importante salientar que
todo este aparado esta ancorado na superficie das membranas derivadas do reticulo
endoplasmatico (FEHR, 2015) (Tabela 1).
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Tabela 1 - Resumo das fung¢des majoritarias das proteinas ndo-estruturais

Proteina Funcéo

Nspl Inibir sinalizagcéo de IFNs e degradar o mRNA do hospedeiro, bloqueando a
traducéo

Nsp2 Participar do complexo RTC, requerido para replicacdo/transcricado

Nsp3 Inibir a sinalizacao de IFNs e clivar a as poliproteinas virais

Nsp4 Promover a formacéo das DMVs

Nsp5 Junto a nsp3, promove a clivagem das poliproteinas

Nsp6 Assim como a nsp3, contribui para a formacédo das DMVs

Nsp7 e Nsp8 Formam um complexo hexadecamérico que serve de cofator para a nspl2

Nsp9 Proteina que se liga ao ssRNA. Implicada no fator de viruléncia

Nspl0 Cofator para a nsp14 e nspl6

Nspl2 Compreende a enzima RdRp, indispensavel para a replicacao e transcricdo

Nspl3 Helicase. Essencial para a replicacdo e bastante conservada entre os
Coronavirus.

Nspl4 Possui duas atividades distintas, como exoribonuclease N-terminal 3'-a-
5'(ExoN) e N7-metiltransferase C-terminal (N7-MTase).

Nspl5 Endoribonuclease responsavel por clivar a porg¢ao 3. Participa da evasao
ao sistema imune

Nspl6 Cataliza o processo de capping da regido 5°

Fonte: Autora (2021)

Além da interacéo perfeita entre todos os componentes dessa estrutura, ha
outras exigéncias para a eficiéncia dessa maquinaria, como a modulacdo da
expressdo génica do hospedeiro e bloqueio da resposta imunolégica. A nspl,
fundamental para a transcricdo do genoma viral, € considerada como um dos maiores
fatores de viruléncia dos coronavirus. Adicionalmente, a proteina N € responsavel por
proteger o genoma viral empacotando-o em um ribonucleocapsideo helicoidal, além
de se ligar ao RNA para torna-lo acessivel para a maquinaria de replicacdo. A proteina
N também interage com a proteina M, atuando na condensa¢do do genoma e no
empacotamento da particula viral (KIRTIPAL; BHARADWAJ; KANG, 2020).

Em seguida, a proteina M, através da sua interacdo com multiplas proteinas,
desencadeia a montagem do virion, que consiste basicamente na incorporacédo do
nucleocapsideo, envelope e proteina spike na particula viral. Posteriormente, o virus
sera exocitado através de vesiculas secretoras que se fundem com a membrana
plasmatica (HASOKSUZ; KILIC; SARAC, 2020).
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2.2 INTERACAO PATOGENO — HOSPEDEIRO

Algo inerente as infec¢des virais € a relacdo entre as proteinas do hospedeiro
e as proteinas do virus, visto que patdgenos manipulam a maquinaria celular do
organismo para conseguir vantagens em seu desenvolvimento. Essa interacdo é
capaz de modular diferentes processos bioldgicos que interferem no curso clinico da
doenca, na efetividade de vacinas e na resposta terapéutica.

Essa interacdo pode se dar através de proteinas, sequéncias de nucleotideos,
pequenos ligantes e metabdlitos. Independentemente da forma de interacdo, as
proteinas virais vao agir de forma dindmica para conseguir desempenhar o seu papel
(DURMUS et al., 2015). Apesar da indiscutivel relevancia promovida pela interacao
proteina-proteina, RNA n&o codificante (nCRNA) tem se apresentado como um agente
significativo nos processos de correlacdo entre virus e hospedeiro sendo, portanto,
um alvo que requer estudos adicionais (HENZINGER et al., 2020).

Dentre as desregulacdes que pode acorrer ao hospedeiro, tem-se 0 aumento
da expressdo de proteinas envolvidas na traducdo, transporte de vesiculas,
proteassoma, e modulacao de vias secretorias, que sdo um dos primeiros processos
alvo do virus. Essa modificacdo no transporte de vesiculas € importante para o ciclo
de replicacdo do virus. Todos esses pontos podem ser relevantes para 0
desenvolvimento de terapias antivirais visto que elucidar as moléculas e vias de
sinalizacdo que o virus € capaz de cooptar € o pilar fundamental para pesquisas
translacionais (MACHHI et al., 2021; SANTERRE et al., 2021).

Uma das formas que diferentes virus utilizam para subverter processos
celulares enquanto evadem as defesas do organismo, é a parada ou inducgéo do ciclo
celular das células infectadas, a depender do seu propdsito. Da perspectiva de
interacdes proteina-proteina, o complexo ciclina/CDK sdo um dos principais
reguladores do ciclo celular, funcionando como relégios que, uma vez ativados, levam
a progresséao do ciclo. Devido a este protagonismo, esse complexo € alvo frequente
de diferentes tipos de virus. Estudos demonstram a capacidade de diferentes
coronavirus em inibir este complexo e bloquear a progressao do ciclo celular para a
fase S através de sua proteina N (SURJIT et al., 2006), bem como a inibicédo do ciclo
nas fases GO e G1 (CHEN, C.-J.; MAKINO, 2004). Além disso, outros trabalhos
apontam que outros virus da familia Coronaviridae possuem a habilidade de induzir o

prolongamento da fase S através das proteinas N e M, além da inducdo do estresse



19

do reticulo endoplasmético e aumento da expressao de IL-8 (XU, X. et al., 2013; XU,
X. G. etal., 2015).

N&o obstante, ha outras formas de modulacdo do ciclo celular do hospedeiro.
A reposta ao estresse celular esta dentre as fun¢des atribuidas ao gene p53, e isso
engloba a parada do ciclo celular, mecanismos de reparo a danos no DNA e inducao
de apoptose. Isso deixa claro a magnitude das repostas envolvendo este gene e a
necessidade de estudos detalhados capazes de englobar diversos aspectos da
ativacao e regulacao da via p53 (DING, L. et al., 2014; SU, M. et al., 2020).

Em infeccgdes virais 0 hospedeiro tende a induzir o processo de morte celular
por apoptose como tentativa de frear o processo infeccioso. Os mecanismos
especificos pelos quais isso ocorre variam de acordo com o tipo do virus. Evidéncias
indicam que o SARS-CoV-2 tem capacidade de induzir o processo apoptético em
diferentes tipos celulares, abrindo a possibilidade de consideragéo desta via como
possivel alvo terapéutico (FERREIRA et al., 2021; LI, S. et al., 2020; REN et al., 2020).

2.3 RESPOSTA IMUNOLOGICA

Os coronavirus sdo conhecidos por causarem doencas em animais e em
humanos (DONNIK et al., 2021). Dentre todas as linhagens, algumas ja sdo bastante
conhecidas por infectarem o trato respiratério e desencadearem sintomas leves,
referentes a uma gripe comum (PAULES; MARSTON; FAUCI, 2020). No entanto,
dentre os coronavirus que fogem a esta regra e podem ser fatais, 0 SARS-CoV-2
promove uma resposta similar ao SARS-CoV e causa uma inflamacgéo agressiva que
gera danos as vias aéreas (SCHAEFER et al., 2020).

Diversos eventos interdependentes sdo necessarios até 0 momento em que a
o desbalanco da resposta imunoldgica efetivamente ocorre. Primeiro, a entrada do
virus na célula hospedeira estimula a resposta imune inata, uma vez que 0 virus
apresenta estruturas especificas categorizadas como padrbes moleculares
associados ao patégeno (PAMPs), que sdo reconhecidas por receptores de
reconhecimento padrdo (PRR). Atualmente, tem-se a descricdo de algumas classes
de PRRs, como o receptor tipo RIG (RLR), receptor tipo toll (TLR), receptores de
lectina tipo C, proteina kinase ativada por RNA (PKR) e receptor tipo NOD (NLR)
(PACES et al., 2020).
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Baseado na ativagdo de PRRs especificos, ocorre a ativagdo de diversas vias
de sinalizagdo que visam conter os danos promovido pelo patdgeno. Por exemplo, o
TLR4 pode reconhecer a parte exterior de coronavirus através da spike e mediar a
ativacado de MYD88 e NF-kB. Em contrapartida, o TRLR3, um receptor endossomal,
reconhece o RNA ou dsRNA e recruta o TRIF, uma proteina adaptadora que ativa o
IRF3 e NF-kB (VIDYA et al., 2018). Por conta da sua complexidade e relevancia para
o curso clinico da COVID-19, a resposta aos interferons sera discutida posteriormente
neste trabalho. Uma vez ativado, NF-kB promove a transcricdo de citocinas pro-
inflamatérias (Figura 3). Apesar de possuir uma atribuicdo indispensavel ao
organismo, quando em excesso, essas citocinas inflamatérias promovem um
desbalanco acentuado e podem levar ao desenvolvimento da Sindrome da Dificuldade
Respiratéria Aguda (SDRA) (do inglés Acute Respiratory Distress Syndrome, ARDS)
(PAIN et al., 2020).

Figura 3 — Via de sinalizacéo das citocinas IL-6 e TNF-a
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Fonte: Autora (2021)

Em linhas gerais, apos a interagdo PAMP-PRR, ocorre a ativacao de cascatas

gue envolvem o MYD-88 para a inducéo de IFN-I, seguido da estimulagéo do NF-kB



21

e, por fim, a transcri¢éo de citocinas pro-inflamatérias. Nos pacientes afligidos ocorre
0 aumento da secrec¢do de quimiocinas e citocinas pro-inflamatoérias como IL-6, TNF,
IL-1, MCP1, IFN-y e IP-10, instaurando a inflamacé&o no local (CROW; RONNBLOM,
2019).

Em paralelo, células apresentadoras de antigeno (APCs) utilizam o MHC | para
apresentar o antigeno as células T CD4"* e adicionalmente, ocorre a liberacéo de IL-
12 que age como co-estimulador para ativar as células do perfil Thl, gerando entéo
um feedback positivo com liberac&o de mais IL-12. Essa citocina, juntamente com IFN-
a, leva ao aumento da expressdo de MHC | e ativacao de células NK, importante para
erradicar o virus das células infectadas. Esse processo também pode iniciar a
producéo de citocinas pro-inflamatorias via NF-kB. Como uma resposta as fungdes
individuais de cada uma das citocinas e quimiocinas que estdo em niveis aumentados,
ocorre o recrutamento de mais leucocitos para o local da infec¢éo agravando o quadro
hiper inflamatorio (KIRTIPAL; BHARADWAJ; KANG, 2020).

Até entédo é possivel perceber que diferentes caminhos expandem a inflamacgéao
no hospedeiro, e que diversas vias sao retroalimentadas positivamente, dificultando a
interrupcéo desse ciclo. Estudos clinicos indicam que a severidade da COVID-19 esta
positivamente relacionada com os niveis de citocinas pré-inflamatérias como a IL-18,
IL-2, IL-6, IL-17, IL-18, CCL3, entre outras (GHAZAVI et al., 2020; QIN et al., 2020)
(Tabela 2).

Tabela 2 — Principais atribuicdes das citocinas pré-inflamatoérias

Citocina Funcéo Referéncias

Produzido por monécitos/macréfagos apds o reconhecimento de
PAMPs ou DAMPs por PRRs. E um marcador plasmatico da
inflamacao, induz a vasodilatacdo e extravasamento de células

IL-1B imunoldgicas. Esta envolvida no aumento de expressao da citocina
pleiotropica IL-6. Seu receptor pode ser encontrado em diferentes tipos
de célula, incluindo mondcitos, macrofagos, células B e T, células
dendriticas (DCs) e células epiteliais.

(BORTHWICK, 2016;
DINARELLO, 2018)

Majoritariamente produzida por células T CD4, € um fator de

crescimento e ativag&o autdcrino para subpopulagdes de linfocitos T. E (SPOLSKI; LI, Peng;
1L-2 capaz de induzir a ativacao e proliferacédo de células NK e ativar células LEONARD, 2018;

B na presenca de IL-4. A producao de IL-2 é regulada por sinais co- TAHVILDARI; DANA,

estimulatérios (como IFN-a e IL-1) e reconhecimento de antigeno. E um 2019)

importante mediador da comunicacao intracelular.

Produzido por células T, células endoteliais, fibroblastos, macrofagos e

monacitos apos a infec¢éo ou em inflamagao estéril. Contribui para a

ol Feysercdo lepdlen Aacioseciis  (@amanetal, 201s
IL-6 . TANAKA; NARAZAKI,

aguda devido a indugéo de proteinas, incluindo haptoglobina, proteina
C reativa, proteina amilodide A sérica, fibrinogénio e al-antitripsina. Os
alvos para essa citocina séo células B e T, basofilos, neutréfilos e
eosindfilos.

KISHIMOTO, 2016)
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IL-18

A forma ativa é secretada por macréfagos e DCs mas também é
constitutivamente expressas em PBMC, macrofagos, queratindcitos,
células epiteliais, osteoblastos e condrécitos. Desempenham um papel
crucial na ativagao de células hematopoiéticas e indugdo do IFN-y Thi,
Th2, DCs, e células T citotoxicas. E importante para a defesa
intracellular contra patégenos através da producéo de IFNy e inducéo
da resposta imunolégica mediada por Thl. Desencadeia a resposta
Th2 ap6s induzir a produgao de IL-4 e IL-13 em basdfilos, mastdcitos,
células NK e células T.

(FENINI; CONTASSOT;
FRENCH, 2017; REX et
al., 2020)

TNF-a

E indispensavel para a imunidade e homeostasia celular. A forma ativa
€ majoritariamente secretada por macréfagos, mas pode ser produzida
por queratindcitos, astrocitos, fibroblastos e células do musculo liso. Seu
efeito € mediado pelo receptor TNF-R1, universalmente expresso em
todos os tipos de célula, e o TNF-R2, expresso em células imunologicas
e endoteliais. Essa citocina regula a sobrevivéncia celular (apoptose e
necrose), ativa o endotélio vascular, promove o recrutamento de células
imunes, hiperalgesia e dano tecidual.

(KALLIOLIAS; IVASHKIV,
2016; MEHTA, A. K.;
GRACIAS; CROFT, 2018)

IFN tipo |

A familia IFN 1 inclui IFN-q, B, €, K, € w. Essas citocinas sdo secretadas
a partir de diferentes tipos de células infectadas. Ativam a resposta
imune inata, promovendo a producgédo de citocinas e ativagdo de células
NK. A sinalizagdo desencadeada por essas citocinas leva a expressao
de genes estimulados por IFN (ISGs) que codifica proteinas importantes
para restricdo da replicacdo de patégenos. IFNs | s&do contexto-
especifico, dependendo do tecido, estimulo microbiano, tipo de receptor
para o reconhecimento do acido nucleico do patégeno e do subtipo de
IFN envolvido.

(CROW; RONNBLOM,
2019; MAKRIS;
PAULSEN; JOHANSSON,
2017)

IFN tipo Il

Esta classe de IFN corresponde especificamente ao IFN-y. Desempenha
um papel importante na imunidade celular, sendo responsavel por
funcdes protetoras contra infeccdes e exercer um papel critico na
imunidade antitumoral. Secretado majoritariamente por linfocitos
ativados, incluindo CD4, CD8, NK e gamma delta, também por células B
e células apresentadoras de antigenos. Sua sinalizagdo depende dos
receptores IFNgR1/R2 distribuido em células hematopoiéticas e outras
linhagens celulares. 1L-12 é um potente indutor de IFN-y.

(IVASHKIV, 2018;
KOPITAR-JERALA, 2017)

IFN tipo 1l

Compreende os IFNA 1-4. Se assemelha parcialmente aos IFN | visto
gue (1) sdo induzidos por vias de reconhecimento de patégeno
semelhante, (2) desencadeiam uma resposta antiviral e
imunomoduladora e (3) ativa o complexo ISGF3. Protege principalmente
as superficies e mucosas do corpo. As subunidades IFNLR1 and IL-
10RB do seu receptor reconhece diferentes tipos de IFN.

(LAZEAR; SCHOGGINS;
DIAMOND, 2019; MESEV;
LEDESMA; PLOSS, 2019)

Fonte: Autora (2021)

Em seguida, outra resposta efetora contra o virus envolve a estimulacdo de

células T CD8" por meio das células Thl, com o objetivo de eliminar as células

infectadas pelo coronavirus. Simultaneamente, células T CD4* podem induzir a

resposta imune humoral, através do estimulo as células B para produzir anticorpos

especificos contra o antigeno (RABI et al., 2020).

Uma questdo significativa referente aos pacientes COVID-19 é a linfopenia

acentuada e ativacdo excessiva das células T remanescentes, e apesar das

evidéncias que explicam o fenbmeno de uma forma geral, os pormenores do
mecanismo ainda néo estao elucidados (WANG, F. et al., 2020; XU, Z. et al., 2020).

No que diz respeito as células de memodria, pacientes infectados pelo SARS-CoV

haviam demonstrado a presenca de células T CD4+ e CD8+ capazes de se proliferar

e produzir IFNy mesmo quatro anos apoés a recuperacao da doenca (FAN, Y. Y. et al.,
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2009). Outro estudo aponta células T de memdria presentes em 60% dos individuos

analisados seis anos depois da infeccdo (TANG, F. et al., 2011).

2.4 RESPOSTA DE INTERFERONS

O pulméo é um 6rgao bastante susceptivel ao ataque de patdgenos, visto que
no processo respiratério é natural a inspiracao facilita a internalizacdo de micro-
organismos e particulas que podem desencadear uma resposta imunoldgica. Nesse
contexto, os IFNs desempenham seu papel de manter o funcionamento adequado do
orgao através da erradicacao de patdgenos e da regulacao da inflamacdo (MAJOR et
al., 2020).

Ha trés classes de IFNs, com especificidades em cada uma delas. Os IFN tipo
| compreendem INF-q, B, €, K e w. Esses subtipos possuem afinidades diferentes por
seu receptor, variando a intensidade da sinalizacdo. Todos os IFN-I dependem do
receptor heterodimérico composto pelas subunidades IFNAR1 e IFNAR2 para ativar
o complexo ISGF3, responsavel pela ligacdo aos elementos de resposta estimulados
por IFN (ISREs) no nucleo e inicia a transcricao de genes estimulados por IFN (ISGs).
Em relacéo a funcionalidade, o INF | sé&o a principal linha de defesa contra os virus
(ARIMOTO et al., 2018; TEIJARO, 2016).

IFN do tipo Il refere-se ao IFN-y, que se liga ao complexo INFGR e apdés uma
cascata de eventos, A producdo de INF-y é restrita a células hematopoiéticas,
enquanto IFNGR é amplamente expresso em diversos tipos celulares. No geral, essa
citocina € importante para a regulacdo do sistema imunoldgico, ativacdo de células
mieloides e conecta a resposta imune inata e adaptativa (IVASHKIV, 2018;
SPALLUTO et al., 2017).

Por outro lado, IFN tipo Il inclui os IFNA1, INFA2, INFA3 e INFA4. Estes se ligam
ao receptor heterodimérico composto de uma subunidade INFLR1 e IL-10R2. Esses
IFNs agem majoritariamente nas mucosas e barreira hematoencefélica. Foi
previamente demonstrado que essa classe de citocina sustenta a sinalizacdo de IFN-
| e que ativacéo dos seus receptores pode induzir a expressédo dos mesmos ISGs que
o IFN-I via ISGF3 (HAMMING et al., 2013; TEIJARO, 2016).

Em resumo, sinalizacdo de todos os tipos de interferon se da através da via
JAK/STAT onde a interacdo com os receptores induz a uma sequéncia de ativacdo de

quinases (JAK e TYK) e STATS, resultando na transcri¢cao de ISGs. Em situacdes de
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auséncia de estimulo, JAK inativada fica ligada ao dominio citoplasmatico do receptor
de IFN e uma vez que ocorre a ativagao mediante ligacdo do IFN, essa JAKs seréo
fosforiladas, com fosforilacdo subsequente do receptor de IFN e reposicionamento da
proteina STAT. Em seguida, essas STATs também séo fosforiladas e liberadas do
receptor. Apos a associacdo com o IRF9, o heterodimero STAT1-2 ativa a transcricdo
do complexo ISGF3, enquanto os homodimeros STATSs séo ativadores transcricionais
direto. Usualmente, os tipos | e Il de IFN ativam a sinalizagéo via TYK2 e JAK1,
resultando na STAT1-2 heterodimerizagdo e formagédo de ISGF3 (SCHINDLER;
LEVY, D. E.; DECKER, 2007; WANG, Wenshi et al., 2017).

Considerando o objetivo deste trabalho, € importante discutir o IFN-I, cuja
inducdo ocorre em decorréncia da ativacdo de diferentes receptores. Durante a
infeccéo por CoVs, os PRRs o reconhecem e ativam IRF3/IRF7 para a producao de
IFN-1 e outras citocinas, com a finalidade de orquestrar uma resposta efetiva na
contencédo do virus (HUANG, K. J. et al., 2005; LEE, J. S.; SHIN, E.-C., 2020).

Contudo, para burlar a defesa do hospedeiro mediada por IFNs, diversas
familias de virus desenvolveram mecanismos de antagonizar seu reconhecimento por
PRRs, alterar a via de producéo de IFN e a funcéo de ISGs. Para tal, o SARS-CoV e
SARS-CoV-2 utilizam de suas proteinas supracitadas (HADJADJ et al., 2020).

A concentracdo do INF ao longo do curso da COVID-19 é um ponto
controverso. Dezenas de estudos relatam uma baixa resposta de interferons no
paciente durante a doenca, especialmente nos estagios iniciais, e que essa auséncia
de IFN seria entdo um fator de risco para o desenvolvimento de quadros mais
graves(HU, Z. J. et al., 2020). Essa falta de IFN é refletida na diminuicdo da
capacidade do hospedeiro de restringir o espalhamento do virus. Mais
especificamente, essa diminuicdo pode ser associada com a persisténcia da carga
viral e inflamacéo desregulada (HADJADJ et al., 2020).

Outros trabalhos fazem contrapontos a esses resultados, demonstrando o
aumento da concentracdo de IFN com o passar do tempo, e uma provavel correlacéao
com a melhora dos pacientes (CONTOLI et al., 2021). A investigacdo da expressao
génica para o entendimento do perfil de IFN de diferentes pacientes foi realizada
através de diferentes coortes. E possivel perceber uma associacéo entre a carga viral,
niveis de IFN-a e severidade, bem como uma assinatura expressiva de IFN-I, que
configura em um risco de vida para os pacientes COVID-19 (WElI, L. et al., 2020). Por

altimo, uma meta-analise conduzida com artigos que avaliaram os niveis de INF | em
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diferentes estagios da COVID-19 demonstrou que ndo ha diferenca estatistica quando
individuos com quadro leve, severo ou critico sdo confrontados (SILVA, R. P. DA et
al., 2021).

Estas diferencas podem ser explicadas por conta da fragilidade na definicdo da
severidade, divergéncias na metodologia e modificacdes no intervalo de tempo de

coleta da amostra.
2.5 INFLAMASSOMA

O papel central da inflamagc&o no agravamento dos casos da COVID-19 tem
sido extensivamente documentado através de diferentes perspectivas, e o
envolvimento do inflamassoma tem sido cautelosamente apresentado (LARA,
MACIAS-VERDE; BURGOS-BURGOS, 2020; SHAH, A., 2020). Evidéncias robustas
demonstram uma associacéo entre a super ativacdo do complexo do inflamassoma e
severidade dos sintomas clinicos. Pacientes em estado critico apresentam niveis
elevados de IL-13 e IL-18, relacionados com o inflamassoma (RODRIGUES, T. S. et
al., 2020; TOLDO et al., 2021).

Estruturalmente, o complexo do inflamassoma € um arcabouco de proteinas
formado por: uma porcao central composta por um NLR que possui um dominio pirina
em sua porc¢ao N-terminal (NRLP); um dominio rico em leucinas (LRRs) na porcao C-
terminal; e o dominio NATCH de interacdo proteina-proteina (Figura 4). Apés o
reconhecimento de PAMPs, toda essa estrutura sera oligomerizada a partir do
dominio NATCH, resultando no recrutamento da proteina ASC, que por sua vez ira
acoplar a pro-caspase-1 e permitir sua ativacdo. Uma vez ativada, a caspase-1
promove a clivagem proteolitica da pro-IL-138 e pro-IL-18 em sua forma maturada,
aléem de estimular a sua secrecAo(MARTINON; BURNS; TSCHOPP, 2002;
PINKERTON et al., 2017).

Figura 4 — Representacdo comparativa das estruturas de inflamassomas canénicos
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Fonte: Adaptada (PLATNICH; MURUVE, 2019)

A montagem desse complexo € rigorosamente regulada, visto que o
inflamassoma envolve mdaltiplas moléculas e é fundamental em diversos processos
biologicos. O primeiro sinal para a sua ativacao € a deteccao de um estimulo exégeno
através dos TLRs, levando a transcricdo de NF-kB e consequente aumento de
expressao de NLRP3, pro-caspase-1, pro-IL-18 e pro-IL-13. Em células néo ativadas,
todas essas moléculas ndo sdo expressas em niveis adequados para a resposta
inflamatoria. O segundo sinal envolve a deteccédo de estimulos endégenos (DAMPS)
como modificagbes do fluxo ibnico, aumento de ROS e dano lisossomal, onde cada
um desses eventos possui particularidades. No que se refere ao desbalanco ibénico,
efluxo de K*, mobilizacéo do Ca? e influxo de Na* implicam na ativagéo do NLRP3 (JO
et al., 2016; PLATNICH; MURUVE, 2019) (Figura 5).
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Figura 5 — Ativacdo do inflamassoma apdés o reconhecimento de PAMPs e DAMPs
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A proteina E, ORF3a e ORF8b, do SARS-CoV ativa o NLRP3 (o inflamassoma
mais expresso em tecido pulmonar) devido ao desbalanco ibnico. De forma sucinta, a
viroporina resultante da proteina E forma um canal ibnico que facilita o
extravasamento do Ca?* no citosol (NIETO-TORRES et al.,, 2015). Por sua vez,
ORF3a promove a ubiquitinacdo da ASC mediada por fator-3 associado ao receptor
de TNF (TRAF3) e subsequente ativacéo inflamassoma, além de induzir a expressao
génica da pro-IL-1p e secrecdo de IL-1B (SIU et al., 2019). Por ultimo, a ORF8b ativa
o inflamassoma NLRP3 através da interacao direta com LRR, funcionando como canal
ibnico (SHI, C. S. et al., 2019).

A ativacao excessiva do inflamassoma e posterior liberacdo de IL-1(3 e IL-18
pode desencadear cascatas imunoldgicas como a secrecdo de demais citocinas pro-
inflamatorias, quimiocinas, migracéo celular e dano pulmonar (GRAILER et al., 2014;
YAP; MORIYAMA; IWASAKI, 2020). Na COVID-19, ha uma relacdo complexa entre
estes componentes que precisa ser melhor caracterizada, e as evidéncias disponiveis
até o momento apontam para uma influéncia do inflamassoma sobre os sintomas

severos reportados pelos pacientes. Portanto, entender como fatores genéticos atuam
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nesta rede de interacdo pode ajudar a entender as discrepancias entre os individuos

afetados.

2.5.1 Inflamassoma e sua interferéncia nos sintomas da COVID-19

A SDRA a forma mais severa da lesdo pulmonar aguda, é uma sindrome
respiratéria dramatica sem tratamentos especificos. Devido a auséncia de
biomarcadores exclusivos, o diagndstico é baseado em uma combinacdo de
manifestacdes clinicas (FAN, E.; BRODIE; SLUTSKY, 2018), como o tempo do
surgimento dos sintomas, mudancas na radiografia do pulmdo e existéncia de
opacidade bilateral, severidade da relacdo PaO2/FiO2 e presenca de edema
(RANIERI et al., 2012). Adicionalmente, observa-se um aumento consideravel na
permeabilidade vascular, aumento de peso do pulméo e perda de tecido aerado, que
resulta em hipoxia severa e choque séptico (GIBELIN et al., 2016; KIM, W. Y.; HONG,
S. B., 2016).

Apesar do novo coronavirus, a SDRA &, por si s0, um problema extremamente
complexo (REISS; SCHUPPERT; UHLIG, 2018). Conhecida por ser uma sindrome de
UTI com uma alta taxa de mortalidade e diagnostico dificultoso, essa sindrome se
torna cada vez mais severa devido as proporcdes globais do SARS-CoV-2. De fato,
entre os individuos sintomaticos, estima-se que 15% desenvolva o quadro critico e se
torne susceptivel ao desenvolvimento da SDRA (WU, Chaomin et al., 2020; YANG, X.
et al., 2020).

Apés a entrada do virus em células permissivas, a resposta imune inata &
rapida e agressivamente desencadeada para tentar eliminar o patégeno. Entretanto,
em resposta a infeccdo, ocorre a exacerbacdo da inflamacdo, que se torna
responsavel por danos teciduais mais expressivos que a proépria replicacéo viral. A
severidade da COVID-19 aparenta estar diretamente ligada a essa desregulacao
inflamatoria e liberacdo massiva de citocinas. Em alguns casos, isso pode levar a um
estado denominado hipercitocinemia, também referido como tempestade de citocinas,
capaz de desencadear a SDRA e levar a faléncia mdaltipla de 6rgaos (GIRIJA;
SHANKAR; LARSSON, 2020; MERAD; MARTIN, J. C., 2020).

Dentre as caracteristicas da SDRA, o mais significativo é a resposta
inflamatoria exacerbada e desregulada. Simultaneamente, diversos eventos ocorrem

para promover um feedback positivo de vias da inflamacéo e, consequentemente, ha
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um aumento de mediadores pro-inflamatorios - como citocinas e quimiocinas -
determinantes para o aumento da severidade da doenca e mortalidade (DOLINAY et
al., 2012; ROGERS, A. J. et al., 2019).

Estudos recentes sobre a fisiopatologia da SDRA correlaciona o inflamassoma
como um dos principais fatores responséaveis pela intensa inflamacéo que causa a
injuria tecidual nos pacientes acometidos (BORTOLOTTI; FAURE; KIPNIS, 2018;
CHEN, J. et al., 2018; WANG, Shuang et al., 2015) (Figura 6). O inflamassoma
também tem sido relacionado com outras doencas pulmonares, como a doenca
pulmonar obstrutiva crénica (DPOC), um problema gradual causado pela exposicao
das vias aéreas a agentes nocivos, como fumacga proveniente do cigarro, capaz de
ativar o NLRP3, resultando em inflamacéao, producéo de muco e dispneia. No escarro
de pacientes sofrendo desta condicdo, os niveis de IL-1b se apresentam
significativamente elevados (CHUNG, 2001). Um modelo murino para DPOC
utilizando animal knockout para o NLRP3 observou que a auséncia desse gene
preveniu o desenvolvimento da doenca nos animais expostos a fumaca de cigarro
durante um periodo longo de tempo (YANG, W. et al., 2015).

O inflamassoma € também considerado como um importante mediador da
fiborose pulmonar, caracterizada por uma de inflamacéo crbnica e cicatrizes que
comprometem o processo de respiracdo. Apesar de ndo haver uma causa Unica
formalmente estabelecida para essa doenca, diversos agentes indutores de fibrose
séo capazes de ativar o inflamassoma (GASSE et al., 2007). Além disso, a secrecéo
de IL-1B induz a producdo de TGF-B, uma citocina pro-fibrética que promove
guimioatracdo de neutrofilos e contribui para o dano epitelial (WILSON et al., 2010).
Curiosamente, os niveis de TGF-B estavam aumentados em pacientes SARS e
MERS, e a fibrose também esta relacionada com a COVID-19 (LECHOWICZ et al.,
2020). Apesar do envolvimento da IL-1B na SDRA estar descrito ha mais de duas
décadas, descrever as funcdes chave do complexo do inflamassoma nesse processo
permite o delineamento assertivo de novas estratégias de tratamento.

A partir do momento da infeccao viral, diversos eventos ocorrem em sinergia
levando a irregularidades sistémicas e perpetuando o desbalanco inflamatério
(NIETO-TORRES et al., 2014; TRIANTAFILOU, K.; TRIANTAFILOU, M., 2014). Em
paralelo, macrofagos alveolares secretam citocinas pro-inflamatérias como TNF-a e
IL-1B8 mantendo a cascata da inflamacdo que resulta na liberagdo de mais PAMPs e

DAMPs capazes de ativar o complexo do inflamassoma. Adicionalmente, a presenca
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da SDRA pode resultar na liberacdo de DAMPs mitocondriais que resultam no
aumento da permeabilidade vascular e ativacdo de células polimorfonucleares,
disseminando inflamacéo e permitindo o aumento da mortalidade dos pacientes
(BLANCO-MELO et al.,, 2020; CHANNAPPANAVAR et al., 2016; THACHIL et al.,
2020).

Quando analisado o sangue periférico de individuos diagnosticados com
SDRA, foi observado o aumento significativo dos niveis de mRNA de CASP-1, IL-1
e IL-18, bem como o aumento de IL-18 no plasma. Além disso, a severidade e
mortalidade foi maior em entre o grupo com maior indice de IL-18, que se relaciona
com os niveis de lactato, um biomarcador amplamente utilizado no progndéstico de
pacientes criticos (ROGERS, A. J. et al., 2019).

Em modelo murino de SDRA induzida por ventilagdo mecanica, os niveis de IL-
18 estdo aumentados no pulméo, soro e lavado broncoalveolar. Em animais knock-
out para CASP-1 ou IL-18, ha menos injurias em resposta ao estresse induzido por
ventilacdo mecanica. Estes achados demonstram a participacdo de moléculas
atreladas ao inflamassoma no desenvolvimento e severidade da SDRA (ROGERS, A.
J. etal., 2019).

Outro fator atrelado a SDRA e ao quadro critico da COVID-19 é o neutrofilo e
as armadilhas extracelulares dos neutréfilos (NETs) (MIDDLETON et al., 2020).
Apesar da sua importante funcdo na eliminacdo de patdégenos, as NETs tem sido
fortemente indicadas como um fator agravante em LPA, SDRA, coagulopatias e
faléncia maltipla de 6rgaos, além de ativar o inflamassoma. Pacientes com a COVID-
19 severa apresentaram aumento de neutréfilos no sangue, com a presenca marcante
de NETs e subsequénte dano tecidual (CHEN, K. W.; DEMARCO; BROZ, 2020)
(Figura 6).

Também foi reportado que a liberacdo de NETs por neutrofilos ativados em
individuos positivo para o SARS-CoV-2 promoveu a morte de células epiteliais.
Ademais, a analise post mortem do pulméo de pacientes indicou a presenca de NETs
neste tecido, justificando a necessidade de investigar as relacées e consequéncias da
liberagdo destas armadilhas extracelulares(SCHONRICH; RAFTERY; SAMSTAG,
2020).

Figura 6 — O quadro clinico dos pacientes COVID-19 é influenciado por diversos

eventos.
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Na prética clinica, complicacfes relacionadas a anormalidades na coagulacéo
sdo extensivamente observadas em pacientes com a COVID-19. A determinacéo de
marcadores de coagulacdo como dimero-D, fibrina, fibrinogénio, protrombina e
plaquetas se tornou rotineiro e fundamental para a determinacdo de coagulopatias.
Nesses pacientes, as anormalidades mais comuns sdo a trombocitopenia leve,
aumento de dimero-D, aumento do tempo de protrombina (TP) e coagulacéo
intravascular disseminada (CDI) (KLOK et al., 2020).

De acordo com as evidéncias disponiveis até entdo, desbalancos na
coagulacdo é uma das varidveis mais relevantes na determinacédo da severidade da
COVID-19. Apesar de eventos decorrentes da infeccdo por SARS-CoV-2 (como a
hipdxia) predispor o paciente a complicacfes trombdéticas, pesquisadores hipotetizam
gue o tromboembolismo pulmonar e outras alteragbes na coagulacdo ndo sao
diretamente provocadas pela entrada do virus, e sim pela intensa resposta
inflamatéria (CONNORS; LEVY, J. H., 2020; LIPPI; PLEBANI; HENRY, 2020).

O ponto de interacdo/correlacdo entre inflamacdo e coagulacdo é a ativacao
dos receptores ativados por protease (PARs) pelo fator tecidual (FT) e, ao final de

uma longa via de sinalizacdo, ocorre a ativagdo de plaquetas e deposito de fibrina
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(TIAN, S. et al., 2020). Citocinas pré-inflamatérias como IL-13, IL-6 e TNF podem
induzir a expressdo de FT em células mononucleares, criando um feedback de
ativacao da coagulacao (Figura 6). Em biépsia pdés mortem do pulméo de pacientes
criticos, foi observado elevada agregacdo plaquetaria, formacdo de coagulos e
depdsito de fibrina, confirmando a relevancia desta manifestacdo (CARSANA et al.,
2020; DENIS et al., 2005; MENTER et al., 2020; RAPKIEWICZ et al., 2020).

Plaquetas sdo uma ligacdo entre a resposta imune e a coagulacdo e
desempenham uma funcdo primordial na manutencdo da homeostasia, entretanto,
apresentam a funcéo atipica de maturar pro-IL-13 a partir de seu pre-mRNA (HOTTZ
et al., 2013). Portanto, esta € mais uma via possivel para a sintese dessa citocina
efetora para diferentes processos biologicos. Adicionalmente, plaquetas também
expressam NLRP3 e ASC, sendo capazes de desencadear a montagem do
inflamassoma e produzir IL-1B (WU, Congging et al., 2019).

Nas investigacbes para determinar a associacdo entre a ativacdo do
inflamassoma e coagulacdo do sangue, foi encontrado que o NLRP3 é capaz de
desencadear a inflamacao sistémica, trombose e levar a morte. De forma sucinta, a
piroptose promovida pela ativacao do inflamassoma induz macrofagos piroptéticos a
liberar FT. Consequentemente, essa proteina foi capaz de promover uma coagulacao
disseminada e desordens sistémicas (CHANCHAL et al., 2020; GUPTA et al., 2017).
Dado o aumento continuo de evidéncias descrevendo o papel abrangente do
inflamassoma, é indispensavel desenvolver estudos robustos que expliguem pontos
desconhecidos/obscuros na influéncia deste complexo proteico com outros processos

patolégicos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 AQUISICAO DOS DATASETS

Através do GEO dataset, um banco de dados com curadoria do NCBI e
especializado em datasets de expressao génica com curadoria, n0s obtivemos as
amostras analisadas no presente estudo. Visando a inclusédo de estudos capazes de
gerar resultados clinicamente confiaveis, optou-se pela ndo inclusdo de amostras com
as seguintes caracteristicas: experimentos em modelo in vitro, amostras ndo pertencentes
a Homo sapiens, estudos conduzidos com pacientes negativos para a COVID-19, dados ndo
disponibilizados publicamente, amostras ndo sequenciadas em plataforma Illumina ou
utilizando método diferente de bulk RNA-seq, (como o miRNA-seq ou single cell RNA-seq). A
pesquisa por datasets foi realizada em 07/01/2021 e o pipeline pode ser observado na figura
7.

3.2 CONTROLE DE QUALIDADE

Para averiguar a qualidade dos arquivos fastq.gz e identificar possiveis falhas
durante o sequenciamento, utilizou-se o FastQC. Esse software tem como objetivo
identificar erros tanto no sequenciamento como no material de preparacéo da library,
aumentando a confiabilidade das analises posteriores e reduzindo vieses.

Baseado em modelos estatisticos e em algoritmos especificos, é possivel
adquirir relatorios sobre as principais caracteristicas das reads, com as avaliacdes
“inteiramente normal”, “levemente anormal” ou “anormal”. Os pontos avaliados sao:
gualidade da sequéncia por base, score de qualidade por sequéncia, conteudo da
sequéncia por base, conteudo GC por base, conteudo N por base, distribuicdo do
comprimento da sequéncia, nivel de sequéncias duplicadas, sequéncias super
representativas e contetdo kmer.

Apés fazer a analise da qualidade das reads e verificacdo da existéncia de
adaptadores, a etapa subsequente envolve uma “limpeza” destes arquivos, de modo

gue as reads remanescentes estardo aptas ao processo de alinhamento.



Figura 7 — Pipeline da aquisicéo, processamento e analises dos dados de RNA-seq
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3.3 TRIMAGEM

O processo seguinte para a analise dos dados envolve a correcdo e/ou
remocao de sequéncias incorretas ou que possam conter vetores, rRNAs e cauda poli-
A. Nesse caso, 0 usuario pode optar por remové-las por completo, caso nédo
satisfacam um determinado critério de qualidade, ou mesmo descartar as por¢des de
baixa qualidade. O ultimo caso € denominado “trimagem”, que também pode ser
realizada a partir da remoc¢ao de um tamanho fixo de uma ou ambas as extremidades
da read. Para este processo, foi utilizado o software Trimmomatic.

Outro aspecto relevante estd relacionado a remocdo de sequéncias de
adaptadores, cuja permanéncia pode afetar consideravelmente as analises
subsequentes. Utilizando os parametros padrao do Trimmomatic, foi feita a remocéo

dos adaptadores, remocéao de reads curtos e de baixa qualidade.

3.4 INDEXACAO DO GENOMA DE REFERENCIA

Para determinar a origem/posicdo das nossas reads em relacdo genoma
humnano, foi utilizado o software STAR aligner. Seu algoritmo envolve dois passos
para o alinhamento de sequencias ndo-continuas diretamente ao genoma de
referéncia (neste caso, o Hg38). O primeiro, denominado seed searching, consiste na
busca por Maximal Mappable Prefix (MMP), que pode ser definida como a sequéncia
mais longa que combina exatamente com uma ou mais regides do genoma de
referéncia. A segunda fase consiste em Clustering, stitching, and scoring, onde,
baseado no melhor alinhamento das reads, as seeds invidudais serdo “unidas”.
Através dessa abordagem € possivel garantir a acuracia do processo e o alinhamento
adequado das reads.

Neste trabalho foram aplicados os parametros padrdao do software para
alinhamentos pair-ended. O arquivo resultante, em formato BAM (Binary Sequence
Alignment/Map), gerado a partir das sequencias aceitadas pelo alinhador foi utilizado

na etapa posterior de contagem das reads.
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3.5 ANALISE DE EXPRESSAO GENICA DIFERENCIAL

Para entender os mecanismos genéticos que influenciam em um determinado
fendtipo é necessario determinar se a diferenca entre a média nos niveis de expressao
génica de diferentes grupos € estatisticamente significante. Sendo assim, foi utilizado
0 pacote DeSeqg2, em linguagem R, que permite analisar os dados de RNA-seq de
uma forma mais quantitativa e acurada em comparacao a outros softwares.

Em linhas gerais, a abordagem do método se baseia no modelo de distribuicdo
Binominal Negativa, e assim o DeSeq?2 é capaz de fazer a quantificacéo e inferéncia
estatistica das modificaces entre as duas condi¢cdes estudadas. Nesse programa, é
possivel fazer dois testes de hipotese: o da razdo de verossimilhanca (Likelihood ratio
test) e o Teste de Wald.

A partir do arquivo, em formato BAM, gerado com as reads corretamente
mapeadas, este pacote calcula o nivel de expresséo e realiza os testes estatisticos
para definir o que efetivamente esta diferencialmente expresso. O critério de definicao
do DEG como upregulated ou downregulated considerou o log2foldchange >1 ou <-1,
respectivamente. Foi definida como significancia estatistica o valor de p ajustado <

0.05 (ajustado pela correcédo por false Discovery rate [FDRY]).

3.6 ANALISE DE ENRIQUECIMENTO DOS TERMOS

A fim de unificar a representacdo dos genes diferencialmente expressos,
utilizamos o Gene Ontology (GO), uma ferramenta da bioinformatica capaz de
clusterizar os genes de acordo com seu papel biolégico. Para tal, a listagem dos DEGs
foi submetida ao dataset referente a processo bioldgico e parametros padrdo de

analise estatistica (Teste Exato de Fischer e FDR) para gerar os resultados.

3.7 REACTOMA

Para categorizar as vias de sinalizac&o referente aos nossos DEGs, utilizamos
o reactome. Organizar as informagfes sobre as vias bioldégicas de um determinado

experimento. Utilizando a op¢éo ferramenta de analise, seguido da especificacdo para
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Homo sapiens, aplicou-se os parametros padréo da ferramenta para aquisicdo dos

resultados.

3.8 META-ANALISE

Para integrar e validar os achados dos estudos individuais, foi conduzida uma
meta-analise utilizando o s datasets com metodologia similar, considerando o tipo de
amostra analisada. Foi utilizado os arquivos de contagem bruta dos genes para
resultar na identificagdo de novos DEGs, utilizando no pacote RankProd para
ranquear os resultados de acordo com o log2 fold change (log2 FC) através de uma
abordagem néo-paramétrica. Consequentemente, € possivel identificar os DEGs
entre as amostras de experimentos independentes.

Apo6s a identificacdo dos DEGS, foi conduzida a analise de enriquecimento dos
termos utlizando o pacote GOExpress, disponivel para o R software. Através do
pacote ReactomePA, foi conduzida a andlise para identificar as vias associadas com
os DEGs adquiridos na meta-analise. Foi considerado como significativo o valor de p

< 0.05 apos a correcao pela FDR.
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4 RESULTADOS

4.1 INCLUSAO DOS DATASETS

A busca pelo termo SARS-CoV-2 no GEO dataset retornou 1.302 resultados.

ApOs aplicar os critérios de inclusdo e excluséo, trés estudos permaneceram para
analise, e seus aspectos mais relevantes estdo sumarizados na tabela 3.
Primeiro, o trabalho de Desai e colaboradores (DESAI, N. et al., 2020) (Estudo 1,
GSE150316) buscou investigar a heterogeneidade do curso clinico da COVID-19.
Através da andlise de tecido post-mortem, pacientes COVID-19 com sintomas leves
ou severos foram comparados ao grupo controle (negativo para SARS-CoV-2). Os
autores reportaram a presenca de 338 DEGs no grupo no grupo severo e 5.710 DEGs
referente aos casos leves. Alta expresséao de ISGs (IRF1, IFI44L e IFIT3) e genes
antivirais (ADAR, OAS3) foi observada.

Além disso, Overmyer e colaboradores (OVERMYER et al., 2021) (Estudo 2,
GSE157103) utilizaram amostras de sangue periféerico de pacientes com
complicacbes respiratorias que testaram positivo (n=102) e negativo (n=26) para
COVID-19. Os autores descreveram a presenca de 470 genes altamente expressos
em pacientes severos, incluindo genes reguladores de kinases, reguladores de
funcdes moleculares e genes da via NF-kB. Adicionalmente, os autores apresentaram
uma variedade de biomoléculas associadas com a severidade da doenca.

Por ultimo, Gill e colaboradores (GILL et al., 2020) (Estudo 3, GSE154998)
demonstraram a singularidade dos transcritos dos leucdcitos de pacientes severos
(n=7) apds um dia de admissdo na UTI, em comparacdo a individuos também
mantidos na UTI, mas negativos para o SARS-CoV-2 (n=7). Os autores constataram
a presenca de 1.311 DEGs, sendo 254 upregulated e 1.057 downregulated. Genes
das vias de interferon, sinalizacdo do sistema complemento, apoptose e coagulacéo

foram apontados como superexpressos.



Tabela 3 — Descricao dos estudos selecionados a partir dos critérios de inclusédo

39

Identificacdo  Autor Acesso N° de indice de Tipo de Alinhamento  Genoma Andlise FDR Objetivo do estudo Principais resultados
GSE pacientes severidade amostra de DEG
referéncia
Estudo 1 Desai et GSE150316 COVID-19 Baseado em Amostras STAR HG38 DeSeg2 <0.01 Caracterizar a 338 e 5710 genes upregulated
al. negativo (n=5) RNA in situ de aligner heterogeneidade do em pacientes severo e leve,
COVID-19 leve  hybridization, os autopsia SARS-CoV-2 em respectivamente. O trabalho
(n=12) casos foram do pulmao, diferentes 6rgéos de destaca a disparidade da
COVID-19 definidos como tecido pacientes que resposta imunolégica entre 0s
severa (n=11) alta carga viral cardiaco e faleceram em pacientes e demonstra a
(area do pulméo tecido decorréncia da presenca de genes da via
infectada > 2%) renal COVID-19. interferbnica em casos severos.
ou baixa carga A relagcdo entre a carga viral e
viral diferentes respostas do
hospedeiro foi apresentada.
Estudo 2 Overmyer  GSE157103 COVID-19 Pacientes néo- Sangue Bowtie 2 HG38 GSEA <0.01 Reconhecer Este estudo multi-omicas
etal. negativo UTI: indice de periférico diferentes classes de  apresentou 146 proteinas
(n=26) comorbidade de moléculas que plasmaticas, 168 lipideos
Charlson podem ser utilizadas plasmaticos, 13 metabdlitos
COVID-19 como preditor de plasmaticos e 2537 transcritos de
positivo Pacientes em prognéstico para os leucécitos significativamente
(n=102) UTI: indice de pacientes. associados com o status da
comorbidade COVID-19. Os autores também
Charlson, apresentaram degranulacdo de
APACHEII, neutrdfilo, desregulagao
SOFA, SAPSII plaguetaria e danos nos vasos
como processos  hiolégicos
relevantes alterados em
pacientes positivo.
Estudo 3 Gill et al. GSE154998 COVID-19 SOFA score Sangue STAR hgl19 Partek <0.1 Descrever o perfil Ap6s comparar 0s pacientes
negativo (n=7) periférico aligner Flow/ transcricional de COVID-19 com o grupo controle,
COVID-19 GSEA pacientes COVID-19  foi encontrado 254 upregulated e

positivo(n=7)

um dia apés a
admissao em UTI
para entender a
dindmica da resposta
do hospedeiro.

1057 genes downregulated. Os
autores relatam o aumento da
expressdo de genes estimulados
por interferon (ISGs), genes
envolvidos na via do TNF e
sinalizacdo da IL-1, sistema
complemento, apoptose e
coagulagdo. Em contrapartida,
genes envolvidos na sintese
proteica, fosforilagdo oxidativa e
reparo do DNA estdo
downregulated.
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4.2 REVISAO SISTEMATICA

Para a identificacdo e comparacdo das alteragcbes moleculares no hospedeiro
em resposta ao SARS-CoV-2, foi feita a analise de DEGs para cada um dos datasets,
usando o mesmo protocolo.

Primeiro, foi analisado o estudo 1 com o objetivo de avaliar as alteracdes na
expressao génica entre diferentes tecidos e utilizando grupos distintos de pacientes.
Amostras de autopsia do pulmao de pacientes leves e severo foram comparadas com
0 grupo controle, enquanto os tecidos cardiaco e renal foram confrontadas entre os
grupos leve e severo. Ao comparar o tecido pulmonar do grupo COVID-19,
independente do grau da doenca, com o grupo controle, foi identificado 15 DEGs,
todos upregulated. Os genes apresentam atividades diversas, incluindo funcéo similar
ao fibrinogénio (FGL1), inducao da diferenciacéo neuronal (NEUROD?2) e participacao
no metabolismo de drogas (SULT2A1). Resultados similares foram obtidos apds a
comparacao do pulméo entre pacientes com sintomas leves e o grupo controle, e
pacientes com o quadro severo e o grupo controle. Em ambos os casos, identificamos
14 DEGs upregulated, relativos a enzima hepéatica (BAAT), proteinas associadas a
tumores (MAGEA2 e MAGEAZ2B), proteina homologa ao fibrinogénio (FGL1) e uma
glicoproteina plasmatica multifuncional (AMBP) que exerce funcdo regulatoria no
sistema imunolégico. Nao foi identificado DEGs apds a comparacao entre casos leves
€ Casos Sseveros.

Em relacéo ao tecido cardiaco, foram encontrados 20 DEGs de pacientes com
sintomas leves e severos, em comparacdo ao grupo controle. Dentre os 16 genes
upregulated, nés detectamos a expressdao de FGF23 (fator de crescimento de
fibroblasto, um importante mitdgeno e fundamental para a sobrevivéncia celular) e
ORML1 (responsavel por codificar uma proteina plasmatica presente na inflamacéao
aguda). Por outro lado, os genes downregulated foram AICDA (que codifica a enzima
Citidina Desaminase Ativada por Inducdo, importante para a troca de classe das
imunoglobulinas) e FOXD4L1 (fator de transcricdo). Considerando o tecido renal,
houve 118 genes upregulated e 214 genes downregulated. Devido ao baixo numero
de DEGs obtidos em cada uma das andlises, néo foi possivel realizar a anotagéo no
GO ou REACTOME.

A partir das amostras do estudo 2, foram identificados 216 DEGs (191

upregulated e 25 downregulated) majoritariamente atrelados ao ciclo celular. Através
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da anotagcédo do GO, os principais termos que descrevem estes DEGs sao processo
metabdlico, regulagdo e reparo do DNA, manutencéo da fase G2 e controle da mitose
e meiose. Adicionalmente, ndés observamos alteracdo na sinalizacdo da via do
interferon. Para identificar e categorizar as vias relacioandas a estes DEGs, foi
utilizado o REACTOME. Atravées dessa base de dados, foram obtidas 523 vias de
sinalizacdo, sendo destas 111 estatisticamente significantes (FDR < 0.05). Entre as
vias mais representativas, estéo a do ciclo celular, da regulacao transcricional através
da TP53, do reparo do DNA e de checkpoints do ciclo celular, com entities ratio entre
4% e 0.1%.

Tendo como base o dataset do estudo 3, foram definidos 3 DEGs upregulated.
Os genes OTOF (majoritariamente relacionado a surdez, OR2B6 (receptor olfatério) e
ANKRDS5 (sem grandes atribui¢cdes). Devido ao baixo numero de DEGs, também né&o
foi possivel realizar a anotacédo no GO ou REACTOME.

4.3 META-ANALISE

4.3.1 Genes diferencialmente expressos

Apoés o processo de andlise, foi possivel identificar as principais alteracfes
transcricionais entre os pacientes com COVID-19. O resultado das analises consiste
em 1.022 DEGs, sendo 646 genes upregulated e 376 downregulated. A diversidade
em relacdo a funcionalidade desses genes é esperada para dados de transcriptoma,
especialmente em processos patologicos. Foi possivel identificar 146 transcritos de
imunoglobulina (como IGHG3, IGHV2-70, IGLV3-25) superexpressos, responsaveis
majoritariamente por codificar as cadeias leves ou pesadas e promover a ligacdo ao
antigeno. O gene IGHAl é responsavel por ligar e captar ligantes através de
receptores scavenger e ja foi descrito em outros trabalhos como estando uregulated
em pacientes covid-19.

Além disso, constatou-se uma elevada presenca de genes envolvidos na
sinalizacao de interferon como IFI127, IF144, IF144L, IFITL, IFIT3, IFIT5, IFI6, ISG15 e
IFIH1. De forma geral, tais genes exercem diferentes papéis na resposta imune inata

orquestrada mediante ativacao da via de interferons.
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Alguns outros genes induzidos por interferon também participam ativamente da
resposta antiviral desencadeada pelo hospedeiro, como o OAS1, OAS2, OASS3,
RSAD2, MX1, GBP1, GBP4, GBP6, TRIM6.

Complementarmente, observou-se a expressao aumentada de outros genes
importantes para a expressividade da resposta imunolégica, como o LTF, que possui
um amplo espectro de propriedades, incluindo a defesa do hospedeiro contra
infeccdes microbianas e acdo anti-inflamatoria. Por sua vez, o gene XAF1 participa
das vias de resposta ao IFN e impede a apoptose através da inibicdo das caspases.
Quimiocinas e moléculas de adesdo desempenham um papel primordial para resposta
imune. Dentre as quimiocinas upregulated, encontramos CCL2, CCL8, CXCL10,
CXCL3, CXCL11, enquanto CEACAM6 e CEACAMS representam as moléculas de
adesao super expressas.

A partir das nossas analises nao foi possivel identificar genes diretamente
envolvidos na via da sinalizacdo do inflamassoma, seus produtos ou as moléculas

responsaveis por sua regulacao.

4.3.2 Gene ontology

A partir da obtencdo dos DEGs, € vantajoso uma posterior unificacdo e
agrupamento a partir da funcéo de cada um desses genes, a fim de visualizar de forma
geral os principais termos que descrevem o dataset. Para tal, utilizamos o GO.

Conseguimos 796 termos no total, e 20 termos principais da rede de ontologia
estao listados na tabela 4 e refletem a processos mais generalistas que ocorrem no
hospedeiro. O termo “processo bioldgico” (GO:0008150) refere-se aos objetivos para
0S guais 0s organismos sao geneticamente programados, como por exemplo a divisao
celular, que requerem maquinaria molecular e sao finamente regulados. Em
contrapartida, “processo celular’ (GO:0009987) faz alusdo a eventos que n&o
necessariamente ocorrem a nivel de uma Unica célula, mas ocorrem a nivel celular,
como por exemplo a comunicacado celular, que pode envolver mais de uma célula.
“‘Resposta a estimulos” (GO:0050896) caracteriza as modificacdes subsequente a
deteccdo/percepcao de determinado estimulo, como por exemplo ativagdo, mudancgas
na expressao génica ou secrecdo de algum produto). Por sua vez, o termo “processos
do sistema imune” (GO:0002376) refere-se a qualquer modificacédo do sistema imune,

especialmente em resposta a modificagdes internas e potenciais invasores.
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Tabela 4 — 20 termos mais representativos demonstram a presenca marcante de
processos atrelados ao ciclo celular

IDs GO Termo p-valor
G0:0008150 Processo biologico 1,38115E-20
G0:0009987 Processo celular 8,8996E-14
G0:0065007 Regulacéo bioldgica 6,47329E-15

Regulacéo de processos 3,66146E-15
G0:0050789 biolégicos
Regulacéo de processos 4,10405E-19
G0:0050794 celulares
G0:0050896 Resposta a estimulos 1,2261E-38
GO0:0051716 Resposta celular a estimulos  1,74072E-26
G0:0051179 Localizacdo 5,9842E-20
G0:0007154 Comunicaco celular 9,17141E-21
G0:0023052 Sinalizacéo 5,49222E-21
Regulacao positiva de 5,3214E-23
G0:0048518 processos biolégicos
Biogénese ou organizagdo de 2,27902E-16
G0:0071840 componente celular
Organizacao de componente  3,99268E-18
G0:0016043 celular
2,02198E-19
G0:0007165 Transducao de sinal
Processo multicelular do 7,83345E-05
G0:0032501 organismo
Estabelecimento da 6,77274E-20
G0:0051234 localizacao
2,85385E-55
G0:002376 Processos do sistema imune
Regulacéo positiva de 3,07746E-12
G0:0048522 processo celular
G0:0006810 Transporte 1,25007E-15
G0:0032502 Processo de desenvolvimento 0,003009535

Apesar disso, os demais resultados apontam a importante presenca do sistema
imunolégico no dataset. Especificando os resultados relacionados ao interferon,
temos: resposta ao interferon gamma (G0O:0034341); resposta celular ao interferon
gamma (G0O:0071346); resposta ao interferon tipo 1 (GO: 0034340); via de sinalizacéao
do interferon tipo 1 (GO: 0060337); resposta celular ao interferon tipo 1 (GO:0071357);
via de sinalizacdo mediada por interferon-gamma (GO:0060333); resposta ao
interfeon-alfa (0035455).
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4.3.3 Reactoma

Adicionalmente a ontologia dos DEGS, a investigagdo de como 0s genes estao
enriquecidos para determinada via biolégica € fundamental para aumentar a
compreensao dos fenbmenos que acontecem no hospedeiro. Portanto, a partir dos
DEGs obtidos de pacientes COVID-19 em comparacgéo ao grupo controle, realizamos
o Reactoma.

A partir desta andlise, foram encontradas 117 vias de sinalizacdo
estatisticamente significativas, majoritariamente atreladas ao ciclo celular. Dentre as
10 vias mais representativas (tabela 5), estdo a de checkpoint do ciclo celular (R-HSA-
69620, Gene Ratio 44/445), de sinalizagao de interferons (R-HSA-913531, Gene Ratio
29/445) e de reparo do DNA (R-HSA-73894, Gene Ratio 25/445). Dentre as vias
menos representativas, foi possivel constatar a presenca de fatores envolvidos no
desenvolvimento de megacariécitos e producao de plaquetas (R-HSA-983231, Gene
Ratio 16/445), Sinalizacao do interferon gamma (R-HSA-877300, Gene Ratio 15/445),
e Formacéao da beta-catenina: transativacdo do complexo TCF (R-HSA-201772, Gene

Ratio 13/445).

Tabela 5 — Vias de sinalizacdo mais representativas de acordo com o Reactome.

ID Descricao GeneRatio p-valor p-adjustado
R-HSA- Checkpoints do ciclo 9,1259E-14 7,8483E-11
69620 celular 44/445
R-HSA- Signalizacao por Rho 3,8081E-07 2,0518E-05
194315 GTPases 43/445
R-HSA- 2,6862E-07  1,777E-05
68886 Fase M 41/445
R-HSA- 8,7549E-08 7,4933E-06
195258 Efetores RHO GTPase 36/445
R-HSA- 2,6644E-09  7,638E-07
913531  Sinalizacao de interferons 29/445
R-HSA- 0,00335229 0.02745689
73894 DNA Repair 25/445
R-HSA- 1,1525E-07 8,2596E-06
69481 Checkpoints G2/M 24/445
R-HSA- 4,1449E-06 0,00011823
68877 Prometafase mitética 24/445
R-HSA- 4,8347E-05 0,00092946
68882 Anafase mitética 24/445
R-HSA- Mitotic Metaphase and 5,1753E-05 0,00094698
2555396 Anaphase 24/445
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5 DISCUSSAO

As divergéncias entre os progndsticos dos pacientes com COVID-19 é um fator
central para o entendimento da fisiopatologia da doenca. Especificar/detalhar os
mecanismos responsaveis pela variagdo de sintomas (que vai desde o quadro
assintoméatico até a sindrome respiratoria severa e faléncia multipla de 6rgéo) é
fundamental ndo apenas para o combate da crise atual, mas para expandir nosso
conhecimento sobre infec¢des virais e nos estruturar para outras possiveis epidemias
futuras. Portanto, visando elucidar pontos importantes sobre a interagdo virus-
hospedeiro compreender a variabilidade clinica dos pacientes, foi conduzida uma
meta-analise com dados publicos de RNA-seq para identificar os genes
diferencialmente expressos e as vias de sinalizacdo em individuos positivo para a
COVID-19.

Surpreendentemente, dentre as modificacdes na expressao génica causadas
pelo SARS-CoV-2, ha proporcionalmente poucos genes diretamente relacionados a
inflamacé&o. Entretanto, € fundamental ressaltar que a cinética da doenca € altamente
dindmica, capaz de interferir em diversos aspectos bioldgicos, e os resultados da
maioria dos estudos tendem a refletir o intervalo de tempo em que as amostras foram
coletadas. Além disso, quando se fala em transcriptoma, € interessante averiguar 0s
genes que sdo induzidos em resposta as citocinas, e ndo 0s genes das citocinas em
si (LEE, J. S. et al., 2020).

Dentre os DEGs que participam do processo inflamatério, as quimiocinas CCL2
e CXCL10 foram fortemente relacionadas ao perfil transcriptémico hiper inflamatorio
dos pacientes COVID-19 (XIONG, Y. et al., 2020). Além dessas, as quimiocinas CCLS8,
CXCL3 e CXCL11 também foram descritas em outros estudos ndo apenas como
superexpressas, mas como responsavel por diferenciar os quadros criticos dos casos
moderados (CHUA et al., 2020).

Este aumento na expressao de quimicionas € um processo sistematizado em
resposta a infeccdo, como uma tentativa local de minimizar os danos causados pelo
SARS-CoV-2. Contudo, a resposta inflamatéria passa a escalonar e torna-se
sistémica, resultando no aumento de transcritos. Nossos resultados estdo de acordo
com o consenso da comunidade cientifica, que estabeleceu a inflamagdo como
marcador da COVID-19.



46

O amplo espectro da resposta imunoldgica requer diversos componentes, e
caracteriza-los no contexto na COVID-19 pode ampliar estratégias de
desenvolvimento de medicamentos ou adjuvantes terapéuticos. Dentre os DEGs
obtidos em nossas analises, detectamos o aumento da expresséo do gene LTF,
responsavel por codificar a lactoferrina. Essa proteina desempenha diversos papéis
no organismo e foi descrita como um dos biomarcadores sollveis atrelados a
mortalidade em uma coorte de 175 pacientes positivos para COVID-19 (ABERS et al.,
2021). Embora nossos resultados sejam correspondentes aos achados de outros
estudos, é fundamental realizar investigacdes adicionais, com uma maior diversidade
de pacientes, para elucidar o vinculo entre o gene LTF e o maior risco do
desenvolvimento de quadros severos.

Pensando ainda sobre o processo inflamatorio durante a COVID-19, a ativacéo
do inflamassoma tem sido apontado como um dos indutores da tempestade de
citocinas, levando aos quadros mais graves que acomete aproximadamente 15% dos
pacientes (ELHABYAN, Abdelazeem et al., 2020). Foi previamente demonstrado a
ativacdo de NLRP3 enquanto influenciador do desfecho clinico e correlacionado com
0s principais marcadores de severidade da doenca (RODRIGUES, T. S. et al., 2020).
Aqui, 0s nossos resultados ndo apontam para uma participacdo significativa do
inflamassoma na evolugéo e/ou prognostico da COVID-19, mas tal complexo proteico
requer atencdo e sdo necessario estudos mais robustos para correlacionar o
inflamassoma a severidade da infeccdo por SARS-CoV-2.

De acordo com 0s nossos resultados, tem-se 0 aumento da expresséo do gene
XAF1 em individuos COVID-19 quando comparados com o grupo controle. Esse
resultado é capaz de apresentar outros fatores que séo relevantes para a composicao
do perfil transcricional dos pacientes. Até o momento, a literatura descreve o ISG
XAF1 como significativamente aumentado em pacientes severos em comparacao a
pacientes leves ou ao grupo controle, e que se acredita na participacao deste gene no
processo apoptotico de células T, resultando em linfopenia, uma caracteristica
marcante da doenca (ZIEGLER et al., 2020).

A inducdo de apoptose e modificacdo das vias de sinalizacdo da p53
promovidas pelo SARS-CoV-2 é um ponto alarmante. O aumento da expressao dos
genes CCNB1, CCNB2, GTSE1, CDK1l, RRM2 e BIRC5 observado em nossos

resultados é discutido por outros autores como sendo um dos fatores responsaveis
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pela linfopenia em pacientes COVID-19 (ALLEGRA et al., 2020; XIONG, Y. et al.,
2020).

Em individuos com quadro leve, a anosmia € bastante prevalente. O
mecanismo do desenvolvimento desse sintoma e suas consequéncias a longo prazo
ainda ndo estao totalmente descritos. Entretanto, acredita-se que a perda do olfato é
resultante de um processo inflamatério que ocorre no epitélio nasal, promovendo dano
no sistema olfatério (HAN, A. Y. et al., 2020). Até 0 momento, a expressao de genes
diretamente relacionados a esse fenbmeno permanece desconhecido, entretanto, a
super expressao do gene OR2B6 que codifica um receptor olfatorio responsavel pela
percepcao de cheiros pode estar envolvida nesse processo.

Um ponto de convergéncia entre os resultados individuais dos datasets
analisados e a nossa meta-analise € a super expressdo do gene OTOF,
convencionalmente relacionado a surdez. Analises computacionais identificaram esse
gene como um marcador da infec¢cdo por Rhinovirus, um dos agentes etiologicos da
gripe comum, portanto, ha a possibilidade de um mecanismo similar ocorrer com o
SARS-CoV-2, mas sao necessarios outros estudos para validar esta hipotese (XU, Y.
et al., 2020).

Por meio da analise de enriquecimento, observamos que 0s principais termos
gue caracterizam os DEGs refletem a variabilidade das respostas que sdo geradas a
partir da interacdo patdégeno-hospedeiro e podem auxiliar a elucidar os eventos
subsequentes a entrada do SARS-CoV-2 na célula, e influéncia no desenvolvimento
da COVID-19. Dentre dez as vias mais representativas obtidas no Reactome, sete
referem-se a processos do ciclo celular, destacando um ponto importante a ser
explorado. Os coronavirus sao descritos como altamente capazes de promover
alteracdes no microambiente celular do hospedeiro para obter um ambiente adequado
para sua replicacdo, o que justifica tais alteracbes (ENJUANES et al., 2006).

Apesar de haver algumas contradicbes sobre o status da resposta aos
interferons nos pacientes, nosso trabalho identificou a presenca robusta de ISGs,
resultando na via “sinalizagao do interferon” como uma das mais representativas entre
0s pacientes. O sequenciamento do exoma de 659 pacientes COVID-19 e 534
individuos assintomaticos demonstrou uma resposta de interferons defeituosa,
associada com erros inatos nos receptores TLR7 e IRF7, e que esse enfraquecimento
da resposta leva a piores desfechos da doencga e aumento no risco de vida. (ZHANG,
Qian et al., 2020).
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O numero de DEGs estimulados por interferon e os envolvidos diretamente na
via de interferons somam-se a outras evidéncias cientificas que descrevem a robusta
interferéncia da superativacdo de IFNs na heterogeneidade de pacientes positivos
para a COVID-19. H4 uma provavel correlagcdo entre a carga viral do individuo e o
aumento de expresséo de IFNa e IFNg, onde o organismo utiliza a maquinaria celular
e molecular para retardar a replicacao viral, entretanto, esse processo € ineficiente e,
somado ao fenotipo inflamatorio, acarreta em diversos danos ao hospedeiro (LUCAS
et al., 2020). Niveis elevados de IFN ja foram discutidos como estando conectado a
mortalidade de pacientes, visto que estes apresentavam mais citocina circulando
desde as fases iniciais da doenca.

Os genes da defesa antiviral inata, como os genes OAS, desempenham uma
importante fungdo, especialmente nas fases iniciais da doenca, por codificarem
enzimas que ativam mediadores contra o virus (RNAse L) para degradagdo do RNA
viral e impedir a traducdo de proteinas virais. Analises single-cell do lavado bronco
alveolar de pacientes criticos - quando comparado com pacientes leves - apresentou
um fendtipo de neutrofilo que expressa a proteina N do virus, e tais neutrofilos super
expressam genes antivirais (WAUTERS, E. et al., 2021).

Outro fator capaz de ajudar no entendimento da correlacdo entre a
exacerbacdo da resposta aos interferons e o quadro clinico dos individuos envolve a
ativacao de ISGs ndo-canodnicos, também envolvidos na contencédo do espalhamento
e replicacdo viral. Surpreendentemente, estudos recentes apontaram a IL-6 e 0
receptor ACE-2 como sendo ISG n&o-candnico, o que deixa aberta a possibilidade da
sua ativagcdo em um estagio mais tardio da doenca, sustentando a expressao da via
de interferons e seguido de danos ao hospedeiro em decorréncia da super expressao
desses ISGs, que sabidamente influenciam negativamente o curso clinico/progndéstico
(BUSNADIEGO et al., 2020; ZIEGLER et al., 2020).

Estes achados demonstram a complexidade da interacdo patégeno-hospedeiro
e a sua repercussao para o desfecho clinico dos pacientes. Entretanto, nosso estudo
possui limitacdes por conta do baixo nimero de estudos incluidos ap0s os critérios de
inclusdo, e a meta-analise contém apenas amostras de sangue periférico.

Considerando todos os resultados discutidos até entdo, é possivel tracar
elementos centrais da resposta do hospedeiro a infeccdo por SARS-CoV-2 que
interferem no desenvolvimento do quadro clinico da COVID-19. As defesas antivirais

do organismo que envolvem a super expressao de IFNs e ISGs promovem um fenétipo
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mais severo da COVID-19 através da exacerbacao da inflamacéo e sobreposicdo com
outras vias do sistema imunoldgico, evidenciando um possivel papel patolégico das
defesas do hospedeiro — que ocorre em outras doencas —, desencadeada nos
estagios mais iniciais da infeccao (GILL et al., 2020; LUCAS et al., 2020; SHAATH et
al., 2020).
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6 CONCLUSOES

O presente trabalho demonstra a complexidade da interacdo patégeno-
hospedeiro e sua implicacdo no quadro clinico de individuos positivos para o0 SARS-
CoV-2.

Foi possivel observar que o perfil dos pacientes graves envolve uma intensa
resposta a interferons (ISG15, IFl44L, IFIT1, IFIT3) bem como o aumento na
expressdo de genes antivirais (OAS3, RSAD2, MX1, GBP4) que se relacionam com
outras cascatas imunoldgicas e ampliam a resposta pro-inflamatoria. A partir das
nossas analises, ndo foi possivel identificar evidéncias robustas que apontem a
participacdo do inflamassoma no progndstico dos pacientes. Além disso, observou-se
a notavel presenca de vias relacionadas ao ciclo celular, evidenciando um importante
mecanismo de interacdo patdgeno-hospedeiro.

Os achados apresentam processos bioldgicos heterogéneos que coexistem
nos pacientes e podem interferir na diversidade de sintomas apresentados na COVID-
19. Acreditamos que os resultados podem contribuir para o esclarecimento da
complexidade de respostas sistémicas determinantes para o prognostico do individuo,

bem como auxiliar o desenvolvimento de terapias mais eficientes.
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