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APRESENTACAO

Essa dissertacdo esta dividida em trés partes, contendo 0s seguintes itens:

Parte I: Resumo, Resumo em inglés (Abstract), Lista de abreviaturas, Introducéo e

Obijetivos;
Parte Il: Resultados, apresentados na forma de um manuscrito cientifico;

Parte I11: Discussdo e Referéncias Bibliogréaficas.
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RESUMO

COVID-19 é uma doenca viral aguda causada pelo novo coronavirus SARS-CoV-2. Com
milhGes de casos de COVID-19 em todo o mundo, op¢Ges terapéuticas sdo urgentemente
necessarias para mitigar a sua morbidade e mortalidade, mas atualmente permanecem
limitadas. Uma estratégia promissora para obter informacGes relevantes sobre sua
fisiopatologia que possam ter aplicacbes terapéuticas € investigar os mecanismos
regulatérios envolvidos na progressdo para COVID-19 severa. Este trabalho tem como
objetivo reconstruir a rede regulatoria de COVID-19 severa e encontrar seus Reguladores
Mestres (chamados de assinatura da doenca). Usamos series de conjuntos de dados de
expressdo génica, disponiveis publicamente, derivados de autdpsias pulmonares de
pacientes para inferir a rede regulatdria associada a COVID-19 severa. Identificamos um
conjunto de seis fatores de transcricdo (TALL1, TEAD4, EPAS1, ATOHS8, ERG e ARNTL2)
como potenciais Reguladores Mestres da doenca. Apds, pela abordagem de Mapa de
Conectividade para o reposicionamento de drogas, encontramos 52 drogas diferentes
(anti-inflamatérios, anti-infec¢des, psicotrdpicos, reguladores da pressao arterial e do
ritmo cardiaco) que potencialmente revertem a assinatura COVID-19 severa, e podem
representar novas alternativas terapéuticas para a doenca. Além disso, usando o indice de
Jaccard, avaliamos a sobreposic¢éo entre a assinatura clinica severa de COVID-19 inferida
e 0s medicamentos com os resultados obtidos da analise de amostras de esfregaco (swab)
nasofaringeo de pacientes infectados e células Vero, A549 e NHBE infectadas com
diferentes MOI (multiplicity of infection) de SARS-CoV-2, modelos pré-clinicos
celulares amplamente usados para pesquisar novas opgdes terapéuticas potenciais. Nossos
dados demonstram uma semelhanca significativa de células NHBE com assinatura
COVID-19 clinica severa, enquanto as células A549 e Vero foram mais semelhantes as
amostras de swabs nasofaringeos. Usando uma abordagem de transcritbmica integrada,
identificamos candidatos a reguladores mestres envolvidos com COVID-19 severa, bem
como varias drogas que potencialmente revertem esse padrdo de expressdo e também
fornecem novas perspectivas sobre alvos moleculares e reposicionamento de drogas para
futura investigacédo e validacdo na doenca. Ademais, nosso estudo demonstra a limitada
sobreposicao entre os dados clinicos e pré-clinicos na pesquisa COVID-19 e destaca ainda
a necessidade critica de escolher o melhor modelo pré-clinico disponivel para orientar a

pesquisa sobre a fisiopatologia e o reposicionamento de drogas em potencial.



ABSTRACT

COVID-19 is an acute viral illness caused by the novel SARS-CoV-2 coronavirus. With
millions of COVID-19 cases worldwide, therapeutic options are urgently needed to
mitigate morbidity and mortality, but currently remain limited. A promising strategy to
gain relevant information regarding its pathophysiology that could have therapeutic
applications is to investigate the regulatory mechanisms involved in severe COVID-19
progression. This work aims to reconstruct the severe COVID-19 regulatory network and
find its transcriptional master regulators (so called disease signature). We use a series of
gene expression datasets, publicly available, from patient lung biopsies to infer the co-
expression network associated with severe COVID-19. We identified a set of six
transcription factors as potential master regulators (TAL1, TEAD4, EPAS1, ATOHS, ERG,
and ARNTL2). After, by Connectivity Map drug repositioning approach, we found 52
different drugs (anti-inflammatories, anti-infections, psychotropics, blood pressure, and
heart rhythm regulators) that potentially revert severe COVID-19 signature, and could be
a new therapeutic venue for the disease. In addition, using Jaccard index, we evaluated
the overlap between the inferred clinical severe COVID-19 signature and drugs with the
ones obtained from infected patients nasopharyngeal swab samples of, and Vero, A549
and NHBE cells infected with different MOI (multiplicity of infection) of SARS-CoV-2,
preclinical cell models widely used to research for new potential therapeutic options. Our
data demonstrate a significant similarity of NHBE cells with clinical severe COVID-19
signature, whereas A549 and Vero cells were more similar to nasopharyngeal swabs
samples. Using an integrated transcriptomics approach, we identified master regulators
candidates involved with severe COVID-19, as well as several drugs that potentially
reverse these expression patterns, and provides new perspectives on molecular targets and
drug repositioning for future investigation and validation in severe COVID-19
management. Moreover, our study demonstrates how limited is the overlap between
clinical and preclinical data in COVID-19 research and further highlights the critical need
to choose the best preclinical model available to guide research into the pathophysiology

and potential drugs repositioning.
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INTRODUCAO

COVID-19: biologia molecular e caracteristicas clinicas

Em dezembro de 2019, na provincia de Wuhan, China, tivemos a confirmacéo das
primeiras vitimas da doenga por coronavirus de 2019 (COVID-19). Inicialmente, parecia
que o mundo lidaria com uma situacdo semelhante ao surto de SARS de 2003, que foi
contido alguns meses ap0s seu anuncio, mas em marco de 2020 a Organizagdo Mundial
da Saude (OMS) decretou a situagdo de pandemia global (GHEBREYESUS, 2020). O
beta-coronavirus da Sindrome respiratoria aguda grave 2 (SARS-CoV-2), responsavel
pela COVID-19, é um virus envelopado de RNA fita simples envolvido por proteinas
estruturais (Figura 1) (WANG et al., 2020). O SARS-CoV-1, que causou o surto de SARS
de 2003, e 0 SARS-CoV-2 possuem como principal mecanismo de entrada nas células
hospedeiras a ligacdo da proteina viral Spike (PS) com a enzima ACE2, clivagem pela
TMPRSS2 do hospedeiro, que leva a exposicao de suas regides hidrofdbicas, e posterior
fusdo da membrana do virion a da célula hospedeira. Ambos beta-coronavirus tém uma

similaridade genética de 76% (HOFFMANN et al., 2020a).



SARS-CoV-2

N protein

E protein
Spike protein \:k <_—,3

M protein

e
~

S

RNA

1) Virus enters oral
+respiratory cells

2 virus enters ¥
epithelium / ACE2 receptor 4 Virus assembly
L L3%, N/
St 1 Viral RNA translated 12,
§ 5 Vesicle g “"v into proteins — *":{Q SAC‘] ,‘:‘
g % AT L AF
it S L v
3 Virus fuses with S Virus release
vesicle and its
RNA is released

Figura 1: Esquema estrutural e mecanismo de entrada no tecido pulmonr do SARS-CoV-2.
Fonte: modificado de Funk Colin D., Laferriere Craig, Ardakani Ali: "A Snapshot of the Global Race for Vaccines
Targeting SARS-CoV-2 and the COVID-19 Pandemic", Frontiers in Pharmacology, 11, 2020a.

Durante os primeiros meses da pandemia, foi observada a maior letalidade (mas
ndo exclusiva) em pessoas acima de 60 anos e com comorbidades, tais como doencas
crbnicas renais, hepaticas, neuroldgicas, respiratorias, cardiovasculares, hematoldgicas,
diabetes mellitus, obesidade ou imunossupressdo (RANZANI et al., 2021). A doenca
apresenta trés estagios distintos (Figura 2): a fase inicial (viral), onde o paciente costuma
apresentar sintomas como tosse seca e febre; a fase pulmonar, onde o paciente apresenta
dificuldade para respirar (pneumonia), podendo evoluir para um quadro hipoxico; e a fase
hiper-inflamatoria, na qual o paciente apresenta sindrome de angustia respiratoria,
insuficiéncia cardiaca e/ou faléncia de multiplos 6rgaos (SIDDIQI; MEHRA, 2020). A
evolucdo de quadros leves para severos se mostrou um desafio de manejo em meio a
sobrecarga dos Sistemas Publicos e Privados de Saude (RANZANI et al., 2021). Ainda

ndo esta claro de que maneira isso ocorre, mas o tropismo do virus pode variar e causar



diferentes complicac¢Ges no pulméo e sistema circulatério, podendo afetar também 6rgéos
como coragdo e cérebro (DUARTE-NETO et al., 2021). Ap6s mais de um ano de
pandemia, protocolos de manejo dos pacientes com COVID-19 foram aprimorados, sendo
atualmente, segundo o Ministério da Saude, baseados em respostas adequadas ao quadro
clinico do paciente no momento do atendimento, sem terapia farmacol6gica contra

COVID-19 por falta de consenso cientifico (MINISTERIO DA SAUDE, 2020).
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Figura 2: Estagios da COVID-19 relacionando o tempo, as respostas, e a severidade.
Fonte: Siddigi HK, Mehra MR. COVID-19 illness in native and immunosuppressed states: A clinical-therapeutic
staging proposal. J Heart Lung Transplant. 2020;39(5):405-407. doi:10.10

Visto a dificuldade do tratamento da COVID-19 severa, a busca por potenciais
farmacos que pudessem evitar a evolugdo dos quadros leves torna-se de suma
importancia. Desta forma, uma &rea a ser destacada é a pesquisa por intervencdes

farmacoldgicas.

Pesquisa por farmacos e reposicionamento
Usualmente, quando acometido por uma infec¢édo, todo individuo procura por um
tratamento. Contudo n&o temos como dispor de tal recurso em uma doenga nova por

motivos claros: todo farmaco ou droga precisa de avaliacdo de seguranca e eficacia para



que seja possivel determinar da melhor forma possivel a relagéo risco-beneficio, o que
incluem niveis seguros de consumo, metabolizacdo, forma de administracdo, efeitos
adversos. Desta forma, ha diretrizes que uma farmacéutica tem que respeitar antes de
poder disponibilizar um novo medicamento (ANVISA, 2004). O processo de
desenvolvimento até a disponibilizacdo desse medicamento pode levar uma década de
trabalho, além de custar, em média, um bilhdo de dolares (WOUTERS; MCKEE;
LUYTEN, 2020). Dessa forma, uma alternativa para poder acelerar essa procura por
tratamentos estd em uma estratégia chamada de reposicionamento (Figura 3), que,
baseado em dados de larga escala, ensaios in silico, ou evidéncias empiricas e literarias,
propdem o uso de um farmaco conhecido e regulamentado em uma nova outra situacao

ao qual ele ainda ndo é aplicado (PUSHPAKOM et al., 2018).

Sendo a forma mais barata e rapida de se achar um tratamento, diversos cientistas
propuseram o reposicionamento de inimeras drogas em poucos meses para o tratamento
da COVID-19. Uma das abordagens sistematicas para propor esse reposicionamento de
farmacos é conhecida como CMap, onde a expressdo génica do fenotipo de interesse (por
exemplo, uma doenca) é comparada com dados de expressdo de células perturbadas com

uma miriade de drogas.

Usando técnicas anélogas a Geneset Enrichmet Analysis, o ranking da expressao
génica dos dois perfis € comparado e um escore de conectividade é determinado com base
no ordenamento desse ranking. O interessante, quando se quer reverter as perturbacdes
causadas por doencas, como a COVID-19, ¢ selecionar farmacos que apresentem uma

interferéncia oposta (LAMB, 2007; MA’AY AN et al., 2014; SMIRNOV et al., 2016).
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Figura 3: Possiveis estratégias usadas para o reposicionamento de farmaco.
Fonte: Pushpakom, S., lorio, F., Eyers, P. et al. Drug repurposing: progress, challenges and recommendations. Nat
Rev Drug Discov 18, 41-58 (2019). https://doi.org/10.1038/nrd.2018.168

Contudo, existe uma importante limitacdo nesse tipo de estratégia, que se torna
ainda mais significativa quando se trata de uma doenca nova. As taxas de sucesso de
reposicionamento de farmaco ainda sdo baixas (KHADKA et al., 2020), e dentre o0s
diversos motivos estdo a utilizacdo de modelos pré-clinicos para a prospecgédo/teste de
farmacos pouco fidedignos a fisiologia complexa e multi-sistémica do corpo humano,
concentracdo e timing da terapéutica para a nova doenca inadequados, especialmente

visando agir sobre 6rgédo(s) alvo(s) e janela de tempo 6tima e falta de conhecimento sobre

10



interacbes entre a patofisiologia causada pela doenca e a acdo do farmaco

(PARVATHANENI; GUPTA, 2020).

Biologia de sistemas e sistemas bioldgicos

Segundo o dicionario Michaelis, um sistema é “... conjunto de elementos distintos,
com caracteristicas e funcGes especificas, organizadas de forma natural ou por meios
artificiais”. Vendo por essa ética, a vida em qualquer uma de suas hierarquias, seja da
macro a micro, pode ser considerada como um sistema. Células, organelas, e/ou proteinas
trabalhando em um numero infindo de componentes dentro de outro componente. Dessa

nocao surgiu a frase de Francois Jacob, aqui apresentada em livre traducéo:

“Todo objeto que se estuda na biologia é um sistema de sistemas ”.

Os sistemas bioldgicos assim se apresentam extremamente complexos. E com esse
paradigma surge a Biologia de Sistemas, onde abordagens multidisciplinares ttm como
fim traduzir os dados em larga-escala a doses interpretaveis e aptas a geragdo de novo
conhecimento. Sendo um sistema, também se pode observar algumas propriedades das
entidades bioldgicas, que sdo sua estabilidade, resposta a perturbacdes e o controle de

suas respostas (Figura 4) (TREWAVAS, 2006).

Sendo assim, sistemas ndo se comportam aleatoriamente, e algum nivel de
coeréncia € esperado. Anteriormente, foi comentado que um dos problemas no
reposicionamento de farmacos € a utilizacdo de modelos muito diferentes do organismo
humano. No entanto, em teoria, ja que ambos sdo sistemas com naturezas definidas, é
possivel comparar a correspondéncia entre eles. Para isso, podemos empregar a Biologia
de Sistemas e usar métricas, como por exemplo, a similaridades entre genes e termos,

como genes, ontologias génicas (HENKEL et al., 2018).

11
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Figura 4: Representacdo esquematica de uma célula como um sistema e seus circuitos.
Fonte: T. Kitada, B. DiAndreth, B. Teague, R. Weiss, Programming gene and engineered-cell therapies with synthetic
biology. Science 359, eaad1067 (2018).
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OBJETIVOS

Objetivos gerais

O objetivo desse trabalho foi de obter a assinatura molecular da COVID-19 severa
em amostras clinicas de pulmdes de pacientes, usando ontologias génicas e Reguladores
Mestres, e prospectar por farmacos candidatos a reposicionamento, baseado nessa
assinatura. Adicionalmente, averiguamos o nivel de similaridade entre modelos clinicos
de estudo e modelos celulares pré-clinicos para determinar se e quais desses possuem

melhor aptiddo para simular previamente os tecidos alvo do corpo humano.

Objetivos especificos

e Avaliar a qualidade de dados disponibilizados no repositorio publico Gene
Expression Omnibus de expressdo génica, contendo amostras de células NHBE,
A549 e Vero experimentalmente infectadas com SARS-CoV2, e amostras de
swab nasofaringeo e autdpsias de tecido pulmonar de pacientes com COVID-19
severa;

e Realizar analises de expressdo diferencial, ontologias génicas, reguladores
mestres e mapa de conectividade, para obter a assinatura da COVID-19 severa nas
autopsias de pulmao;

e Comparar dados de modelos in vitro com dados de amostras clinicas, usando
coeficiente de Jaccard e teste exato de Fisher, para estabelecer graus de

similaridade e inferir a adequacgéo entre as comparacdes.

13
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RESULTADOS

Os resultados dessa dissertacdo estdo apresentados na forma de um manuscrito
cientifico, para futura submissdo ao Jornal Cellular and Molecular Life Sciences

(https://www.springer.com/journal/18).

15
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DISCUSSAO

Interferéncia da heterogeneidade das amostras de autépsia de pulmédo de

pacientes com COVID-19 nas analises

A COVID-19 é uma doenca particularmente mortal por afetar o trato respiratorio
inferior em casos moderados e severos, causando pneumonia e danos alveolares difusos,
e podendo culminar no desenvolvimento de uma sindrome respiratoria aguda grave
(SRAG; CARSANA et al., 2020). Assim, os dados moleculares de amostras clinicas
como biodpsias pulmonares de pacientes com COVID-19, sdo de grande valor para a
elucidacéo da resposta induzida pela infeccao viral nos casos mais graves. Infelizmente,

até o momento das nossas analises, dados desta natureza sdo muito limitados.

Os conjuntos de dados mais apropriados para estabelecer a assinatura da doenca,
selecionados apds uma extensa pesquisa na base de dados GEO, foram autdpsias clinicas
de tecido pulmonar de pacientes que vieram a ébito em decorréncia da COVID-19. Esses
dados pertencem as séries GSE150316 (54 amostras) e GSE155241 (6 amostras), e foram
denominadas, em nosso estudo, de DGA (Dataset grande de autopsias) e DPA (Dataset

pequeno de autépsias), respectivamente.

Apds analisar os dados, no entanto, tornaram-se claras varias limitacfes dos dois
conjuntos de dados. Presumimos que a dificil deteccdo dos genes diferencialmente
expressos (GDE) em amostras de tecido pode ser devido a diferencas de composicao
celular entre amostras, que podem enviesar a quantidade de mRNA, a variabilidade
genotipica entre os pacientes e a heterogeneidade da propagacdo da SRA-CoV-2 no
pulmdo (DESAI et al.,, 2020; ESTEVE-CODINA, 2018). Os autores do DGA
confirmaram o tropismo do virus em diferentes regides e tecidos através do método de
PCR, e observaram que os doentes infectados tém resultados indetectaveis em algumas
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regides pulmonares (DESAI et al., 2020). Portanto, como selecionamos as amostras
clinicas apenas de acordo com o diagnostico do paciente, esta difusdo desigual do virus

nas amostras clinicas pode ter afetado o poder estatistico das analises.

Assinatura molecular da COVID-19 severa: processos e reguladores

Uma observacdo importante sobre o nosso trabalho € que a assinatura molecular da
COVID-19 inferida e os farmacos reposicionados com potencial terapéutico sdo
relacionados a forma grave da doenca, uma vez que os dados utilizados nas analises foram
provenientes do conjunto de dados DPA gerados a partir de amostras de autopsia de
pacientes que faleceram devido a COVID-19. A este respeito, podemos presumir que 0s

reguladores mestres (RM) em DPA sdo importantes para o estadiamento da doenga.

Uma caracteristica marcante na COVID-19 ¢ a resposta hiper-inflamatéria (ANKA
etal., 2021). Neste sentido, os fatores de transcricdo TALL, ERG, e ARNTL2 identificados
como RM da doenca, estdo envolvidos na regulacdo da inflamacao. Foi visto que o gene
codificador de TAL1 tem um elemento regulatorio NFkB/CREB no seu promotor e sua
expressao induz a producdo de citocinas em macrofagos (TERME et al., 2008), e
associada a histona acetil-transferase p300 pode promover a expressdo IL-6 (HUANG et
al., 1999; NTRANOS; CASACCIA, 2016). Em contraponto, a ERG reprime a atividade
transcricional de NFkB e a inflamacdo dependente de TNF-a em células endoteliais
(SPERONE et al., 2011). Outro mediador importante conhecido da resposta imunoldgica
é o ritmo circadiano. O fator de transcrigdo ARNTL2 é um componente central da
maquinaria desse ciclo, e durante infec¢bes, mudangas na expresséo de seus genes-alvos

propiciam a aquisi¢cdo de um estado pré-inflamatorio nas células (HASPEL et al., 2020).

Quando observamos a interacdo com a célula-hospedeira, a SARS-CoV-2 sequestra

organelas celulares e citoesqueleto, criando profundas mudancas morfoldgicas, como a
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formag&o de sincicio (WEN et al., 2020). EPAS1 e ATOH8 sdo ambos RM relacionadas
com morfogénese celular, migracéo e proliferacdo, e tais processos estdo profundamente
relacionados com a dindmica do citoesqueleto (FANG et al., 2014; ISLAM et al., 2020;
PROVENZANO; KEELY, 2011). De fato, EPAS1 e o receptor de glicocorticoide
ativados por dexametasona, nuclear receptor subfamily 3 group ¢ member 1, promovem
a expressao protein tyrosine kinase 6, uma tirosina cinase que regula a via Rho/Ras,
indissociavelmente importante para a organizacao do citoesqueleto. O TEADA4, o Unico
RM partilhado com NHBE, pode estar envolvida na modulagdo imune, como sugerem
estudos pan-cancer, onde a superexpressao de TEAD4 é correlacionada com um infiltrado
de leucocitos em tumores além de maior expressao de genes imunomodulatérios (WANG
et al., 2021). Hipoteticamente, TEAD4 também pode regular mecanismos celulares que
impedem a formacdo de sincicio, devido ao seu papel demonstrado na manutencdo do
estado tronco de trofoblastos (GOARDON et al., 2006). Talvez mais importante, EPAS1
(também conhecido como HIF2A), TAL1, ATOH8, EGR e ARNTL2 interagem com
HIF1A e elementos de resposta a hipdxia, destacando-se uma adaptagéo celular a hipoxia
grave encontrada nas celulas pulmonares infectadas pela SARS-COV-2 (GOARDON et
al., 2006; ISLAM et al., 2020; KUMAR et al.,, 2020; LOONEY et al., 2017;
MORIKAWA et al., 2019; POLOZNIKOQV et al., 2021). Mesmo os inibidores de prolil
hidroxilase HIF foram propostos como abordagem terapéutica para a COVID-19, com a
intencdo de melhorar a resposta hipoxica e aliviar o agravamento da COVID-19,
diminuindo a expressao de ACE2 e da ferritina, uma proteina de armazenamento de ferro
que promove anemia inflamatoria cronica e pior progndstico para pacientes internados

com COVID-19 (POLOZNIKQV et al., 2021).
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Farmacos reposicionados para a COVID-19 grave: classes e possiveis mecanismos
Utilizando as anotagbes ATC, fornecidas pela OMS, podemos verificar a
classificacdo de drogas segundo suas propriedades farmacoldgicas e terapéuticas.
Baseado nesta classificacdo, as drogas com potencial terapéutico identificadas pela
abordagem de CMap para o conjunto de dados DPA estdo associadas principalmente ao
controle da inflamacdo e interferéncia na interacdo virus-hospedeiro. Isso ndo é
particularmente surpreendente, visto a natureza dos primeiros medicamentos utilizado
para aumentar a sobrevida de pacientes COVID-19, que foram a dexametasona (HORBY
et al., 2021), e os inibidores de citocinas, tais como o tocilizumabe, usados para diminuir
as chances de necessidade de ventilagdo mecanica (AZIZ et al., 2021). Porém, nos nossos
resultados vemos outros farmacos, como por exemplo, a betametasona, um dos Unicos
corticoides sugeridos pela nossa abordagem, que foi clinicamente testado, no entanto, ele
é indicado para a recuperacdo da anosmia, logo ndo se enquadra na fase da doenca aqui
estudada (RASHID; ZGAIR; AL-ANI, 2021). Dentre os propostos anti-inflamatorios,
podemos sugerir também o potencial dos antidepressivos. Hashioka propds que o0s
antidepressivos também podem ter propriedades anti-inflamatdrias, uma vez que aliviam
a neuro-inflamacao regulando os niveis de adenosina monofosfato ciclicos (HASHIOKA,
2011). Até agora, apenas foram publicados ensaios clinicos randomizados em pequena
escala sugeriu a menor probabilidade de piora com o uso de fluvoxamina (ndo presente
em nossos dados), e um estudo de associacdo abordou o papel terapéutico de
antidepressivos em doentes com COVID-19 leve (HOERTEL et al., 2021; LENZE et al.,
2020) sendo necessario mais estudos para elucidar o mecanismo e a efetividade dessa

hipdtese.

As interferéncias nos medicamentos de interacdo celular sdo agrupadas como anti-

infecciosos, e sdo provenientes de uma série de diferentes classes farmacologicas.
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Embora ainda ndo compreendidos mecanismos, diferentes autores exploram 0s
mecanismos plausiveis, tais como a propriedade anti-inflamatoria ou a interferéncia na
replicacdo de virus por competi¢cdo com a ACE2 ou inibicao de formagdo de endossomos
(KIM et al., 2020; PODDIGHE; ALJOFAN, 2020). Curiosamente, o remdesivir ndo
apareceu como resultado, mas isto corrobora que a inibi¢ao da atividade viral em COVID-
19 severa pode ndo ser tdo benéfica como nas fases iniciais (BEIGEL et al., 2020;

GOLDMAN et al., 2020).

Curiosamente, o verapamil e o bisoprolol, farmacos cardiovasculares, teoricamente
parecem cair em ambas as categorias. O verapamil é um blogueador de canais Ca?*
dependentes de voltagem, e alguns autores sugerem que o bloqueio dos canais i6nicos
pode dificultar a entrada do virus (NAVARESE et al., 2020). Além disso, foram
demonstradas propriedades anti-inflamatorias do verapamil, presumivelmente impedindo
a despolarizacdo de leucdcitos e secrecdo de citocinas (DAS et al., 2009; ETERAF-
OSKOUEI; MIRAK; NAJAFI, 2017). Atualmente, o potencial terapéutico do verapamil
estd sendo investigado no ensaio clinico NCT04351763. O bisoprolol é um farmaco para
tratamento de hipertensao, e possivelmente atua contraa COVID-19 por dois meios: deve
diminuir a expressdao da ACE2 no pulmdo, interferindo no ramo simpatico do sistema
renina-angiotensina-aldosterona, bem como diminuir as citocinas circulatdrias

(HERIANSYAH et al., 2020). E claro que estas teorias precisam de mais investigacao.

Modelos celulares preé-clinicos: representacdo limitada de pulméo, mas ndo de
epitélio respiratdrio superior

Numa tentativa de procurar dados moleculares alternativos que potencialmente
também refletem a assinatura da COVID-19 grave, mas que sdo obtidos a partir de
material bioldgico mais acessivel, analisdmos também um conjunto de dados das vias

respiratdrias superiores, especificamente de amostras de swabs nasofaringeos de
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pacientes COVID (GSE152075 com 484 amostras de pacientes). Compreensivelmente, a
semelhanca entre o DPA e o esfregaco nasofaringeo foi muito pequena, potencialmente
um reflexo das diferentes populagbes celulares que compdem as vias respiratorias
superior e inferior, uma vez que € sabido que os esfregacos tém sobretudo células
epiteliais ciliadas (MATELSKI et al., 2020). Esse resultado pode indicar que este tipo de
amostra pode ter um valor limitado para a elucidacéo da assinatura da doenca ou para a

busca in silico de farmacos terapéuticos.

Surpreendentemente, a maioria dos modelos celulares neste trabalho, com excecédo
da NHBE, sdo mais semelhantes as amostras de esfregaco nasofaringeo do que as
amostras clinicas derivadas de autopsias pulmonares graves de COVID-19. Células A549
sdo derivadas de adenocarcinoma pulmonar humano e aparentemente as alteracdes na
citogenética, bem como a insercao do vector ACE2, podem ter feito com que as células
se comportem mais como células epiteliais. As células Vero, isoladas de néfrons de
macacos verdes, sdo amplamente utilizadas para manter culturas de virus e prospeccao de
drogas reposicionadas, inclusive durante a pandemia COVID-19, apesar da discrepancia
ontogenética entre rim e pulmao, e acrescentando as diferencas moleculares filogenéticas
interespecificas (HARCOURT et al.,, 2020; KHOSHDEL RAD; AGHDAMI,
MOGHADASALI, 2020; SOMESWARA RAO; VISWANADHA RAJU, 2016;
WARBURTON et al., 2010). Os nossos resultados mostram que a Vero tem um grau de

semelhanga menor entre experiéncias clinicas do que A549 e NHBE.

Além disso, os resultados de RM e CMap sdo provavelmente demasiados
optimistas. Utilizamos uma rede regulatoria inferida por amostras de pulmdo humano
para fazer as analises porque queriamos testar a capacidade translacional dos modelos, e
devido a falta de dados de expresséo renal de macaco verde para inverter corretamente a

regulacdo transcricional. Dito isto, ha ainda limita¢Ges que este trabalho ndo conseguiu

61



demonstrar para compreender melhor a capacidade translacional das células Vero. Uma
dessas limitagBes € a composi¢do protedmica, que foi apontada pelo estudo de Hoffmann
e colegas, onde mostram que células Vero com expressdao estdvel de TMPRSS2 séo
infectadas por SARS-CoV-2 mesmo com o uso de 100 uM de cloroquina (HOFFMANN
et al., 2020b). Isto sugere que a investigacdo com células NHBE é mais apta a extrapolar
resultados para o pulmdo humano do que as outras, mas ndo para o trato respiratdrio

superior.

Conclusoes

O nosso estudo mostra o papel central de fatores de transcricdo relacionados com a
regulacdo do sistema imune, morfologia celular e resposta a hipoxia, assim como também
a relevancia de medicamentos imunomoduladores para contrapor as alteragdes causadas
pela COVID-19 grave, de uma perspectiva holistica, com consideracdes de acordo com a
sua classe farmacologica e acdo plausivel. Além disso, demostramos que cada modelo
celular aqui estudado tem suas vantagens e desvantagens quando usados para pesquisa
em COVID-19. Aqui temos provas de que as células NHBE sdo mais fiaveis para estipular
mecanismos ou simular o contexto da expressdo génica do tecido pulmonar, enquanto
A549, tanto no MOI 2 como no 0,2, estdo mais de acordo com a natureza do epitélio do
trato respiratorio superior. Contudo, é necessario dizer que para o reposicionamento de
drogas, nenhum modelo celular foi estabelecido como uma fonte estatisticamente fiavel
para a extrapolacdo pulmonar. Como consideracdo final, salientamos que o raciocinio
desse trabalho poderia ser aplicado em qualquer outra doenga, ou situacdo que se deseja
investigar a sobreposicdo de mecanismos entre diferentes modelos. A comparacéo de
modelos in vitro e clinicos deveria ser mais estudada para otimizar a medicina

translacional.
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Perspectivas
Para ter maior robustez, pretendemos reagrupar os dados em DGA para poder

maximizar o poder estatistico e realizar novamente as anélises.
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