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SANTOS, Camila de Paula Duarte. Covid longa e esclerose multipla:
investigagao in silico de genes da degeneracao neuronal. 2022. 49. Trabalho
de Conclusdo de Curso (Graduacdo em Biomedicina) — Universidade
Federal de Pernambuco, Recife, 2022.

RESUMO

A medida que a pandemia de COVID-19 atenua-se e os casos diminuem na
maior parte do mundo, a atengao comecga a se voltar para as consequéncias
de uma infeccdo viral extremamente transmissivel e com grande poder
inflamatoério. A COVID longa, também chamada de sindrome pos-covid, tém
chamado a atencdo pelo potencial impacto em pacientes e,
consequentemente, nos sistemas de saude. Com sintomas variados, essa
manifestacao tardia da doenca apresenta-se com maisfrequéncia na forma de
sintomas neurolégicos e respiratérios. A tempestade de citocinas,
caracteristica da COVID-19, pode envolver mecanismos moleculares
inflamatérios como os que s&o ativados na fisiopatologia da esclerose
multipla, uma doenca inflamatdria autoimune que causa surtos com sintomas
neurolégicos como disturbios sensoriais e comprometimento motor do
paciente, podendo evoluir para neurodegeneragcdo e consequente piora das
manifestagdes clinicas. Diante disso, este trabalho objetivou analisar esses
mecanismos moleculares comuns a ambas as doencas, avaliando uma
possivel influéncia da infeccdo pelo SARS-CoV-2 no contexto etioldgico da
esclerose multipla. Essa avaliagdo computacional foi feita a partir da selegao
de genes-alvo através de uma revisdo de literatura, utilizando descritores
relacionados a COVID longa, esclerose multipla e expressao génica. Apds
essa etapa de selecdo, foram identificadas as redes de interacdo e a
ontologia génica, utilizando o banco de dados STRING. A quantidade de
vértices nos clusters foi o parametro para identificagadodas interagcdes mais
relevantes entre os genes, bem como suas vias metabdlicas e proteinas
associadas. Os resultados das redes de interacdo baseadas nos genes
apontaram redes associadas a mecanismos poés-transcricionais como
"splicing", em especial aqueles associados a metilagdo da arginina. O
complexo WDR77-PRMT?S, parte do metilossoma, chamou atengdo como um
possivel foco de estudos experimentais futuros. Espera-se que o presente
trabalho seja um "highlight" para um maior entendimento da interacdo entre
vias envolvidas na fisiopatologia da esclerose multipla e da COVID-19,
abrindo novos focos para trabalhos futuros.

Palavras-chave: Bioinformatica. Coronavirus. Redes. Neurodegeneracao.
Proteinas.



SANTOS, Camila de Paula Duarte dos. Long COVID and multiple sclerosis:
in silico investigation of neuronal degeneration genes. 2022. 49 Trabalho de
Concluséao de Curso (Graduagao em Biomedicina) — Universidade Federal
de Pernambuco, Recife, 2022.

ABSTRACT

As the COVID-19 pandemic attenuates and cases decline in most parts of the
world, attention is beginning to turn to the consequences of an extremely
transmissible viral infection with great inflammatory power. Long-term COVID,
also called post-covid syndrome, has attracted attention due to its potential
impact on patients and, consequently, on health systems. With varied
symptoms, this late manifestation of the disease most often presents itself in
the form of neurological and respiratory symptoms. The cytokine storm,
characteristic of COVID-19, may involve inflammatory molecular disorders
such as those activated by the pathophysiology of multiple sclerosis, an
autoimmune inflammatory disease that causes relapses with neurological
symptoms such as sensory disturbances and motor impairment, progressing
to neurodegeneration and consequent worsening of clinical manifestations.
Therefore, this study aimed to analyze these molecular mechanisms common
to both diseases, evaluating a possible influence of SARS-CoV-2 infection in
the etiological context of multiple sclerosis. This computational evaluation was
made from the selection of target genes through a literature review, using
descriptors related to long-term COVID, multiple sclerosis and gene
expression. After this selection stage, interaction networks and the gene
ontology were identified, using the STRING database. The number of vertices
in the clusters was the parameter for identifying the most relevant among the
genes, as well as their metabolic pathways and proteins. The results of the
gene based interaction networks pointed to networks associated with post-
transcriptional control such as "splicing", in particular those associated with
arginine methylation. The WDR77-PRMT5 complex, part of the methylosome,
drew attention as a possible focus of future studies It is expected that the
present work will be a highlight for a greater understanding of the interaction
between pathways involved in the pathophysiology of magnetic sclerosis and
COVID-19, opening new focuses forfuture works.

Key words: Bioinformatics. Novel Coronavirus. Networks. Neurodegeneration.
Proteins
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1 INTRODUCAO

A pandemia de COVID-19, que até o presente momento ja fez mais
de 6,5 milhdes de vitimas no mundo (ORGANIZACAO MUNDIAL DA
SAUDE, 2022), sendo mais de 685 mil destas apenas no Brasil
(MINISTERIO DA SAUDE, 2022), trouxe a boa parte dos infectados uma
gama de sequelas pés-agudas, chamada de COVID longa, que ndo se
limitam apenas aquelas relacionadas a capacidade respiratéria. Diversos
estudos vém relatando pacientes com manifestagées agudas e tardias da
infeccdo envolvendo alteragbes neuroldgicas, como dores de cabeca
(BOBKER e ROBBINS, 2021; PONCET-MEGEMONT et al., 2020);
disfungdes cognitivas (ALNEFEESI et al.,, 2020); ageusia e hipogeusia
(GURROLA et al.,2021); encefalopatia (AL-RAMADAN et al., 2020; UGINET
et al.,, 2021) e sindrome de Guillain-Barré (PALAIODIMOU et al., 2021;
SEDAGHAT e KARIMI, 2020). Tais manifestacdes podem ocorrer devido a
fatores como o elevado nivel de citocinas circulantes pelo organismo,
caracteristica do quadro inflamatério provocado pela doenca (NILE et al.,
2020), até a um possivel tropismo do SARS- CoV-2 pelo sistema nervoso
central (SNC) (HUANG et al., 2020; CARDONA et al., 2020), envolvendo
mecanismos que muitas vezes assemelham-se aos descritos em doencas
neurodegenerativas (ELBINI DHOUIB, 2021).

A esclerose multipla (EM) € wuma doenga inflamatoria
neurodegenerativa, onde ha desregulacdo do sistema imune e falha dos
mecanismos de reparo do SNC, caracterizada principalmente pela
presenca de placas de desmielinizacdo na substancia branca do cérebro
(NOSEWORTHY et al.,, 2000), embora também ocorram danos na
substancia cinzenta (KLAVER et al., 2013). Os sintomas da EM variam
desde a disturbios sensoriais, diplopia e neurite 6ptica unilateral na fase
remitente-recorrente até mielopatia crénica progressiva, sindrome motora
que afeta os membros inferiores, em tipos mais avancados da doencga
(NOSEWORTHY et al., 2000). O desenvolvimento da doenga esta
associado a predisposicdo genética combinada a fatores ambientais

diversos como estresse metabolico oxidativo e infec¢des virais
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(NOSEWORTHY et al., 2000), ainda que a patogénese correspondente a
todos esses aspectos nao seja bem descrita.

Dessa forma, para melhor compreender a possivel influéncia clinica
da COVID longa na esclerose multipla e também para identificar
mecanismos similares entre as duas doengas, foi objetivado a
identificacdo de genes superexpressos que possam atuar no dano neural
continuo das duas condi¢des, levando aos sinais e sintomas neurolégicos

descritos na literatura.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 COVID-19 e 0 SARS-CoV-2

Em 7 de janeiro de 2020, apds varios casos de pneumonia de causa
desconhecida relatados em pacientes na cidade de Wuhan na China durante
o més de dezembro de 2019, autoridades chinesas confirmaram a
identificacdo de um novo tipo de coronavirus, o SARS-CoV-2 (do inglés,
severe acute respiratory syndrome coronavirus 2) (ZHU et al., 2020). Trés
semanas depois, no dia 30 de janeiro de 2022, a Organizacdao Mundial da
Saude (OMS) declarou o surto como uma emergéncia de saude publica
internacional (ESPII) (OMS, 2020). Sendo o nivel mais alto de alerta da OMS,
a ESPII representa uma situagdo que pode constituir um risco para a saude
publica internacionalmente por conta de sua disseminagdo, podendo exigir
uma resposta internacional coordenada. Tempos depois, em 11 de margo do
mesmo ano, a OMS caracterizou a COVID-19 (do inglés, coronavirus disease
2019) como uma pandemia (OPAS/OMS, 2022). Desde entdo, mais de 620
milhées de casos foram confirmados no mundo inteiro, com mais de 6,5
milhdes de vitimas (OMS, 2022).

O SARS-CoV-2, agente etiologico da COVID-19, é parte da familia
Coronaviridae, que divide-se em duas subfamilias: Coronavirinae e
Torovirinae, esta ultima raramente isolada em seres humanos. Os virus
dessa familia sdao virus de RNA de fita simples e positiva (+ssRNA),
envelopados, com genomas que variam entre 25 e 32 quilobases (Kb)
envoltos em nucleocapsideo, e espiculas proteicas proeminentes (Figura 1).
(PAYNE, 2017).

Os coronavirus da sub-familia Coronavirinae dividem-se em quatro
géneros: Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Deltacoronavirus e
Gammacoronavirus. O SARS-CoV-2, o SARS-CoV e o MERS-CoV fazem
parte do género betacoronavirus, cujo principal reservatorio sdo os morcegos
(PAYNE, 2017). Além disso, o SARS- CoV-2 esta incluso no subgénero
Sarbecovirus (HUO et al., 2021).

16



Figura 1 - Estrutura do SARS CoV-2 e detalhamento do genoma
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Fonte: Rastogi et al., 2020

A principal diferenca entre o SARS-CoV-2 e outros sarbecovirus reside
na glicoproteina S, que possui 1.273 aminoacidos e é diferente das
proteinas S da maior parte dos sarbecovirus; especialmente no dominio de
ligacdo ao receptor (RBD) e na jungcdo das subunidades S1 e S2 da
proteina, onde ha insercdo de quatro residuos de aminoacidos (RRAR,
subunidade rica em residuos de arginina) que possibilitam a geracao de um
sitio de clivagem polibasica: o sitio de clivagem da furina (HUO et al., 2021).
Tais diferengas podem ser a chave para os mecanismos virais que fazem do
SARS-CoV-2 um virus mais infectante que outros do género, especialmente o
SARS-CoV (ALMEIDA et al., 2020).

O novo coronavirus possui genoma com cerca de 30 kilobases (kb) e
codifica 29 proteinas que auxiliam na transcricdo, replicacédo e
empacotamento do virusdentro das células infectadas (CAO et al., 2021). O
genoma do SARS-CoV-2 é composto pelas estruturas cap na posicao 5’ e
cauda poli-A na posicao 3’, genes que codificam proteinas nao-estruturais
(nsps) e dois genes de fase de leitura aberta (ORF) (do inglés, Open Read
Frame) (Figura 1) (KIM et al., 2020). Além disso, possui genes que codificam
as proteinas estruturais: S (codifica a proteina spike), E (codifica a proteina
do envelope viral), M (codifica a proteina de membrana) e o N (codifica a
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proteina do nucleocapsideo), que irdo favorecer a sua transmissao e
infectividade (KIM et al., 2020).

Ao longo de toda a pandemia, o SARS-CoV-2 sofreu diversas
mutacdes em seu genoma, e, felizmente, a maioria teve pouco impacto nas
propriedades virais (OMS, 2022). No entanto, mutacbes especificas,
principalmente localizadas no gene S, promovem maior impacto tanto no
aumento da transmissibilidade e viruléncia quanto na reducao da efetividade
terapéutica. Dentre as variantes, as variantes de preocupacao (VOC) (do
inglés, Variant of Concern), definido pela OMS, s&o as da linhagens Alfa
(B.1.1.7), Beta (B.1.351), Gama (P.1), Delta (B.1.617.2) e, atualmente, a
Omicron (B.1.1.529), a qual possui as seguintes mutagées monitoradas:
+S:R346K, +S:L452X e +S:F486V.

Ademais, o Grupo de Adverténcias Técnicas em Evolucdo do Virus
SARS- CoV-2 da OMS reporta que as duas novas sublinhagens da Omicron,
BQ.1 e XBB, ndo sao consideradas divergentes geneticamente de outras
sublinhagens Omicron, de modo que haja aumento do risco epidemiolégico
comparado as outras sublinhagens (OMS, 2022). No entanto, ainda é

necessario o monitoramento e vigilancia acerca do aumento da transmissao.

2.1.1 Ciclo da Infeccao

A transmissao do virus se da principalmente pela exposicao a fluidos
respiratorios, através do ar, via inalacdo do virus suspenso em aerossois
expelidos quando uma pessoa infectada expira, fala, tosse ou espirra (CDC,
2022). Sao relatadas também evidéncias de infecgdes via contato do virus
com as mucosas, inclusive oculares (QU et al, 2021). Uma vez no
organismo, ha ativagao da rota endocitica por meio de proteases que clivam a
proteina S do virus, permitindo sua ligacdo ao receptor da enzima conversora
da angiotensina 2 (ECA2, em inglés ACE2) da célula hospedeira. Uma
dessas proteases € a TMPRSS2, que estudos ja demonstraram ser
altamente expressa junto com a ECA2 em células do trato respiratorio:
epitélio nasal, pulmonar e brénquico (HUO et al., 2021). Essa ligacao, entéo,
permite a entrada do virus nas células e o estabelecimento da infeccdo apos
a liberacdo do RNA viral (Figura 2). A proteina S do SARS-CoV-2 possui mais

18



afinidade pela ECA2 humana se comparada a proteina S do primeiro SARS-
CoV (KUBA et al., 2021).

Com a liberacdao do material genético do virus no citoplasma da célula
hospedeira e das proteases presentes no nucleocapsideo, bem como das
proteinas que participam do processo de replicagdo viral nsp12 (RNA
polimerase), nsp13 (helicase) e nsp9 (RNA replicase); inicia-se a sintese de
proteinas virais precursoras codificadas pelo genoma viral (ORFla e
ORF1ab), proteinas essas que, posteriormente, se tornardo as proteinas
estruturais e nao-estruturais necessarias para a replicacdo do genoma e
formacdo de novos virions. A organizacdo do chamado complexo de
replicagdo-transcricdo (RTC) em vesiculas de membrana dupla (DMVs)
advindas da reorganizacdo das membranas do reticulo endoplasmatico e o
brotamento do nucleocapsideo dentro do complexo de Golgi (Figura 2) fazem
parte da fase final da formacao dos virions: DMVs fundem-se a vesiculas
(VPs - vesicle packets) e dessa fusdao surgem as novas particulas virais
(ALMEIDA et al., 2020). Essas novas particulas séo liberadas no organismo

via exocitose (Figura 2).

Figura 2: Ciclo viral da infec¢do a exocitose.
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2.2 FISIOPATOLOGIA DA COVID-19

Pode-se considerar a existéncia de quatro estagios na fisiopatologia da
COVID-19: a) infeccao e replicacao viral, quadro geralmente assintomatico; b)
disseminagao viral, quando os primeiros sintomas leves a moderados
costumam aparecer; c) inflamagado multissistémica, caracterizada por uma
apresentacao mais agressiva dos sintomas; d) dano endotelial e trombose,
estagio mais critico, com alto indice de mortalidade. Os individuos que
desenvolvem a forma leve da COVID-19 podem apresentar febre, tosse,
dispneia, fadiga, dor no corpo e de cabecga, ageusia, anosmia, congestao
nasal, coriza, nausea e vomitos, diarreia; e a infeccdo tende ase autolimitar
(CORDON-CARDO et AL., 2020).

Caso haja evolugdo, chega-se no estagio da inflamacéo
multissistémica: sua caracteristica mais marcante é a piora da dispneia e
consequente hipéxia apds uma ou duas semanas do inicio dos sintomas, mas
quadros de desregulacao na cascata de coagulacao podem ocorrer, bem
como elevacao de marcadores subclinicos de dano aos 6rgaos; tudo isso
associado a um estado hiperinflamatoério causado por altos niveis circulantes
de citocinas inflamatérias. No estagio critico ha lesdo endotelial difusa e
estados hiperinflamatério e hipercoagulatério severo, havendo chances de
formacao de trombos gracas a disfuncdo microvascular sistémica. Também
sdao comuns as lesdes renais e cardiovasculares, sintomas neurolégicos e
desequilibrio metabdlico. Pode ocorrer insuficiéncia respiratoria e faléncia
multipla dos 6rgaos (CORDON-CARDO et AL., 2020).

No campo neuroldgico, os sintomas presentes na fase aguda podem
estar relacionados a expressdao da ACE2 em varias regides do encéfalo,
incluindo coértex motor, coértex cingulado posterior, substancia negra,
ventriculos, giro temporal médio, bulbo olfatério, nervo vago, nucleo do trato
solitario e medula ventrolateral. Além disso, células do SNC tais quais
neurdnios, microglia, astrocitos e oligodendrécitos possuem expressao da
ACE2, corroborando uma hipo6tese neuroinvasiva para a manifestacao desses
sintomas (GENEROSO et al.,, 2021). Na hipdétese neuroinvasiva, sao
descritas varias rotas possiveis para que haja invasao viral, incluindo

transferéncia transsinaptica entre neurénios infectados, entrada pelo nervo
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olfatdrio, infecgdo do endotélio vascular ou migracao leucocitaria através da
barreira hematoencefalica (ZUBAIR et al., 2020). Acidentes vasculares
cerebrais também tém sido descritos em pacientes infectados com a COVID-
19, provavelmente fruto da seara multifatorial da resposta inflamatoria
gerada pela infeccdo mais os disturbios coagulatérios resultantes dela
(STEIN et al., 2021).

2.3 COVID-19 LONGA

A COVID-19 longa (também chamada de sindrome p6s-COVID, PASC
— doinglés, Post-acute sequelae of COVID-19 — ou condi¢ao p6s-COVID-
19), é a condi¢cdo que ocorre em individuos infectados pelo SARS-CoV-2, no
qual possuem sintomas que duram pelo menos 2 meses e nao pode ser
explicado por diagnostico alternativo (CDC, 2021; OMS, 2022). Os individuos
com esse quadro podem apresentar disfungées funcionais e estruturais em
varios 6rgaos (CROOK et al., 2021), muitos deles com expressdo do ECA2
(Figura 3), sugerindo lesao tecidual direta como um dos mecanismos
primarios da infeccao pelo SARS-CoV-2 (DESAI et al., 2022).

Véarios sintomas foram reportados no quadro da COVID longa,
podendo ser de ordem neuropsiquiatrica (dificuldades cognitivas, insénia,
dores de cabecga, anosmia persistente, confusdo mental e depressio);
cardiorrespiratoria (fadiga, tosse, dispneia, dor no peito); gastrointestinal
(desconforto abdominal, diarréia, constipagdo, nausea e vOmitos);
musculoesquelética (mialgia, fraqueza, artralgia), dentre outros sintomas
inespecificos como rash cutéaneo (Figura 3) (RAVEENDRAN et al., 2021). Um
estudo aponta que a prevaléncia da PASC é estimada em 0,43 (95% CI:
0,39, 0,46) e que pode ser influenciada conforme o tempo desde a infeccéo,
severidade da fase aguda, localizacdao geografica, assim como idade e sexo
(LOPEZ-LEON et al., 2021).

Alguns fatores para a compreensdao dos mecanismos moleculares
envolvidos na COVID longa sdo a persisténcia viral sistémica, dados os
crescentes relatos acerca da presenca do RNA viral em diferentes sitios do
corpo humano a longo prazo; bem como a inflamacgao crénica relacionada a

essa persisténcia e a associacdo desses pontos a fatores de risco como
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disturbios metabdlicos como a Diabetes tipo Il (SCHERER et al., 2022, SU et
al.,, 2022). Também sao levantadas as hipoteses da autoimunidade pés
infeccao viral (MASSEY et al.,, 2021) e da disbiose tanto do microbioma
quanto do viroma (ZUO et al., 2021).

Figura 3: Expressdo do ACE2 no organismo e sintomas da COVID-19 associados
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Fonte: Crook et al., 2022
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Necropsias de pacientes vitimas da COVID-19 revelaram achados
neurolégicos que envolveram ativagao imunolégica no tronco encefalico,
incluindo presenca de astrocitos ativados, micréglia e infiltracdo de células T
citotoxicas (SOLOMON, 2021). A desregulagcao imunoldgica causada pelo
novo coronavirus pode vir a promover a ativacao de patégenos neurotropicos
ja adquiridos como os herpesvirus, de forma a promover sintomas
persistentes. Além disso, inflamacdes que ativam a sinalizagcdo neuroimune
do nervo vago podem ativar uma resposta espelho no tronco encefalico, com
ativacdo glial e sintomas associados a essa resposta (PROAL e

VANELZAKKER, 2021). Também é interessante salientar as consequéncias



neurolégicas advindas do dano causado a barreira hematoencefalica (BHE),
considerando que a permeabilidade dela permite que células imunes
periféricas e moléculas efetoras alcancem o SNC e, consequentemente,
tenha um papel importante na patogénese de transtornos autoimunes
neurologicos (GUSEV et al., 2022).

2.4 ASPECTOS IMUNOLOGICOS

A patogénese da COVID-19 pode ser descrita por meio de trés
processos patologicos associados a inflamagédo: manifestagcdes locais da
inflamacéo, inflamacdo sistémica aguda e inflamacao sistémica cronica de
baixa intensidade. As estratégias patogénicas utilizadas pelo virus podem ser
divididas em trés aspectos: reconhecimento dos receptores pelos virus,
supressao da resposta antiviral tanto das células alvo infectadas, quanto do
sistema imune do hospedeiro e habilidade do virus de desencadear um

processo autoimune/autoinflamatorio (GUSEYV et al., 2022).

2.4.1 Imunidade Inata

Sendo o SARS-CoV-2 um virus de RNA, ha duas estratégias utilizadas
para a sua deteccao pela imunidade inata: via células imunes especializadas
e via reconhecimento viral nas células infectadas. A primeira ocorre por meio
da deteccdo do RNA viral nos endossomos através do Toll-like receptor 7
(TLR7) encontrado em pDCs (do inglés, plasmacytoid dendritic cells); Outros
tipos celulares expressam TLR3 e TLR8 em seus endossomos que também
sdo capazes de reconhecer RNAs de fita simples ou dupla. A segunda
estratégia utiliza sensores citosolicos de RNAtais quais RIG-I, MDAS e RLRs
para reconhecer RNAs de fita dupla intermediarios durante o processo de
replicacdo (MERAD et al., 2022). Ao desencadear a resposta imune apos o
reconhecimento da infeccdo, células da imunidade inatas tais como
granulécitos, mondcitos, macrofagos, células dendriticas e NK séao
recrutadas; O sistema complemento também ¢é ativado por meio da
interacdo do nucleocapsideo do SARS-CoV-2 com a MASP-2 (SHEN et al.,
2022).
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2.4.2 Imunidade Adaptativa

Na resposta adaptativa, o controle da infeccdo é feito através das
células TCD4+ e TCD8+, essas ultimas responsaveis por eliminar células
infectadas. Células TCD4+ diferenciam-se em auxiliares e efetoras em
resposta ao virus, recrutando células da imunidade inata para, em conjunto
com células B e TCD8+, direcionar a resposta ao SARS-CoV-2 e facilitar o
reparo tecidual. Anticorpos também atuam nessa resposta, visando

principalmente a proteina S. (SHEN et al.,2022)

2.5 ESCLEROSE MULTIPLA

A esclerose multipla (EM) (Online Mendelian Inheritance in Man, OMIM
#126200) é wuma doenga autoimune crénica e neurodegenerativa
caracterizada por varios niveis de danos a bainha de mielina, comprometendo
o impulso nervoso no SNC (GOLDENBERG, 2012). De mecanismos
etiologicos ainda ndo completamente esclarecidos, a doenca usualmente se
inicia entre 20 e 40 anos de idade, embora possa ser diagnosticada em
qualquer momento da vida (NHS, 2022), € mais frequente em mulheres e
reduz a expectativa de vida em cerca de 10-15 anos (BOMPREZZI et al.,
2003). Os sinais e sintomas, altamente heterogéneos, envolvem
manifestagcdes como a fadiga, astenia, altera¢des visuais, baixa coordenacao
motora e dificuldades cognitivas (NHS, 2022). Estima-se que a incidéncia e
prevaléncia da EM no Brasil seja de 8,69 novos casos a cada 100.000
habitantes (DA GAMA PEREIRA et al., 2015).

As placas de desmielinizagdo caracterizam a doenga, sendo mais
comum sua ocorréncia na substancia branca do cérebro (Figura 4), embora
possam haver lesbes em outras areas como cortex e nucleos da base, bem
como danos mais difusos em substancia branca aparentemente normal
(LASSMAN et al., 2007).

A EM ¢é subdividida em quatro tipos principais, conforme o
desenvolvimentoda doenca no organismo: a) Remitente-recorrente
(EMRR), forma mais comum especialmente na fase inicial, ha a ocorréncia
de fases de surtos onde os sintomas aparecem e de fases onde o individuo

esta clinicamente bem; b) Primariaprogressiva (EMPP), tipo um pouco mais
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raro, com piora gradual e lenta dos sintomas desde o inicio, sem surtos; c)
Secundaria progressiva (EMSP), normalmente ocorre como uma evolugao
do tipo remitente-recorrente ao longo do tempo, com piora constante nos
sintomas e com possibilidade de surtos; d) Progressiva recorrente (EMPR),
forma mais rara e com evolugédo rapida dos sintomas da doenca desde o
inicio, podendo haver surtos ou nédo (LOMA e HEYMAN, 2011). As lesbes
sao descritas como placas de esclerose, e, quando ativas, aparecem na
imagem de ressonancia magnética nuclear como placas brancas que
realcam o contraste (Figura 4) (TRIP e MILLER, 2005).

Figura 4: Ressonancia magnética nuclear evidenciando lesdes periventriculares em paciente
comesclerose multipla (setas vermelhas)

Fonte: Trip e Miller, 2005

2.5.1 Imunidade na Esclerose Multipla

A resposta inflamatoria € a principal causa do dano tecidual encontrado
na EM, e a compartimentalizagdo dessa resposta inflamatoria pode ser a
causa tanto da cronicidade quanto da caracteristica progressiva da doencga

(LASSMAN et al., 2007). Dentre os mecanismos envolvidos na resposta
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imune da EM, pode-se destacar o papel dubio do fator nuclear kappa-beta
possui que promove a inflamagao por meio de sua ativagdo em células como
astrocitos, microglia e macréfagos; e protecdo no caso da ativacdo em
oligodendrocitos e neurbnios (YUE et al.,, 2018). Também destacam-se as
linhas acerca do envolvimento das células B nesse processo, que além de
infiltrarem-se nas meninges, contribuem com a quantidade elevada de
citocinas e quimiocinas associadas a patogénese da EM no sangue periférico
e no liquor de pacientes (CENCIONI et al., 2021).
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OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar, utilizando bancos de dados e ferramentas computacionais, as
vias metabdlicas e genes-alvo relacionados a Esclerose Multipla que podem

ser afetados no contexto da COVID-19 longa.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Selecionar genes diferencialmente expressos envolvidos nas
fisiopatologiasda COVID longa;

e Selecionar genes diferencialmente expressos envolvidos nas
fisiopatologiasda Esclerose multipla;

e Analisar redes de interacdo de proteinas baseadas nos genes

selecionados;

e Realizar analise funcional das redes de interacdo, relacionando

ambas as fisiopatologias.



4 METODOLOGIA
4.1 SELECAO DOS GENES
4.1.1 MSAtlas

Foram utilizados genes diferencialmente expressos obtidos por meio

do banco de dados MSAtlas (http:/msatlas.compbio.sdu.dk/), que

compreende dadosde expressao génica obtidos a partir do sequenciamento
de fragmentos post-mortemdo cérebro de individuos com esclerose multipla.
Para obter os genes utilizados, foram escolhidos os parametros ‘up’ e ‘active
lesion’; ‘down’ e ‘active lesion'. Apds pesquisa de ontologia, foram filtrados
genes nao codificantes de proteinas seguida por busca de duplicatas visando
eliminar genes diferencialmente expressos tanto para mais quanto para

menos ha mesma lesao ativa, sem resultados.

4.1.2 Busca Bibliografica

Para selecionar os genes diferencialmente expressos da COVID-19 foi
feita uma busca nos repositérios PubMed e Scielo, utilizando os descritores
‘GWAS and long covid”; “WES and long covid” e “transcriptome and long
covid”. Os critérios de inclusdo foram: artigos com menos de 5 anos,
metodologia experimental, estudos com amostras humanas. No Pubmed
foram achados 5 artigos potencialmente uteis dentre 17 resultados e no
Scielo nenhum. Foram excluidos artigos com conflito de interesse e
metodologia ndo condizente com os critérios, restando apenas um artigo para
estudo. Da triagem, obtivemos uma tabela com a expressao diferencial dos
genes a partir de amostras de sangue colhidas em trés periodos (timepoints)
distintos da coorte acerca de COVID longa (12, 16 e 24 semanas apos a
infeccao), totalizando 1980 genes (RYAN et al., 2022).

Apos a filtragem inicial, realizada para manter apenas 0s genes
codificantes de proteina, foram selecionados apenas genes presentes nos
trés periodos da coorte com o propoésito de uniformizar genes que podem
influenciar na COVID longa. Foram removidos ainda todos os genes

codificantes de proteinas ribossomais, visto que a expressao desbalanceada
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dessas proteinas pode ser resultado do aumentoda expressao de proteinas

gue serao analisadas.

4.2 FORMAGCAO DAS REDES

Para formar as redes de interacdo, foi utilizada a plataforma

STRING (https://string-db.org/), que permite utilizar um input de genes ou

proteinas para obter redes de interagao funcional entre eles. A associagao
funcional ocorre quando duasproteinas contribuem para 0 mesmo processo
celular, mesmo em casos de pares de proteinas antagonistas no mesmo
processo, e é representada como arestas entre os vértices, que sao as
proteinas do input. O STRING utiliza um intervalo de valores entre zero e
um como medida da significancia da interagdo funcional entre duasproteinas
em uma determinada via. Essa confiabilidade € baseada nas evidénciasde
interacdo existentes computadas pela database por meio de métodos como
associacao com outras databases e mineracao de texto (SZKLARCZYK et al.,
2021).

Foram formadas redes de interacdo para os genes superexpressos de
lesdo ativa da EM e para os genes associados a COVID longa,
separadamente. O scorede confiancga utilizado foi de 0.700 (alto) em todas as
redes e o organismo especificado para Homo sapiens. A rede da EM foi

enriquecida 3 vezes para ampliar as possibilidades de associacao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na etapa de busca dos genes envolvidos na lesdo ativa da Esclerose
Multipla a serem estudados, foi gerada uma tabela com 57 genes
superexpressos e 56 genes subexpressos. Apos pesquisa de ontologia,
foram selecionados 40 genes superexpressos e 42 subexpressos (Figura 5;
Anexo A).

Figura 5: Triagem de genes da Esclerose Multipla, lesao ativa.

MSAtlas Filtro: apenas genes

genes - lesao ativa codificantes de proteina

57 genes superexpressos 40 genes superexpressos
56 genes subexpressos 42 subexpressos

Fonte: a autora, 2022

Ja para COVID-19, a filtragem inicial foi apresentou 1480 genes, mas
apos serem selecionados apenas genes presentes nos trés periodos da
coorte na COVID longa, restaram apenas 138 genes. A partir da remocao de
genes codificantes de proteinas ribossomais, visto que a expressao
desbalanceada dessas proteinas pode ser resultado do aumento da
expressdo de proteinas que serao analisadas, obteve- se 87 genes
selecionados, sendo 84 superexpressos, enquanto apenas 3 foram
subexpressos nos trés timepoints. O baixo numero de genes subexpressos
identificados principalmente na COVID longa, comprometeria a analise, sendo

assim optou-se por estudar apenas os genes superexpressos (Figura 6).

Figura 6: Triagem dos genes da COVID longa

Filtro 1: apenas Filtro 2: apenas genes Filtro 3: remogao de
Genes PASC - artigo genes codificantes presentes nos trés genes codificantes de
de proteina periodos de analise proteinas ribossomais

1980 genes no total, 1480 genes restantes 138 genes restantes 87 genes
somados os trés
periodos de analise

Fonte: a autora, 2022




5.1 FORMAGCAO DAS REDES DA ESCLEROSE MULTIPLA

A partir dos genes da lesdo ativa foram formadas quatro redes de
proteinas a partir do input no STRING, sendo uma primaria e uma
enriquecida (Figuras 7 e 8). A rede primaria, com 40 vértices, resultou em
onze arestas de interagcdo (Figura 7). Essas arestas relacionam-se
especialmente ao metabolismo de lipideos, como no cluster principal formado
pelas proteinas ALDH9A1, EHHADH, ACOX1, ACSS1 e EPHX2. Nessa rede
aparecem também duas interacbées: DDB1-DDB2 e SNRPB- WDR77.

Figura 7: Rede de interagéo proteina-proteina a partir de genes superexpressos na lesao
ativa da EM

PIRT

P

Fonte: a autora, 2022

Apds o enriquecimento, totalizam-se 60 vértices e 111 arestas (Figura
8), ampliando os clusters formados a partir da interagao entre DDB1 e DDB2
com CRBN e RBX1 e a partir da interagdo WDR77-SNRPB com SNRPD3,

SNRPA e SF3A2, clusters relacionados ao mecanismo de reparo por
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excisdo de nucleotideos e ao metilossoma, respectivamente. O
enriquecimento mostra ainda interagdo entre os clusters relacionados ao
metilossoma e ao mecanismo de reparo, por meio da associagdo entre o
PRPF19 com a RBX1 e a DDB1. Ha ainda a presenca de uma relagao de
coexpressao entre a NEDDS (parte do cluster de reparo) com PHF5A e LSM8

(parte do cluster do metilossoma).

Figura 8: Rede de interacdo proteina-proteina a partir de genes superexpressos na lesdo
ativa da EM,ap6s enriquecimento.

—_—

Fonte: a autora, 2022
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5.1.2 Clusters e Suas Vias Associadas

A anadlise de ontologia génica das redes de proteinas teve como
principais processos bioldégicos aquelas relacionadas a processamento de
RNA mensageiro (Figura 9). Destacando o spliceossomo, composto de cinco
ribonucleoproteinas que junta éxons para formar o mRNA funcional
(MATERA e WANG, 2014).

Figura 9: Analise de ontologia da rede da esclerose multipla

R Biolagical Process (Gene Ontology)

Gi-darm gescriplicn count in nefwork slrergth false discovery rale
GO 1903241 U2-type presplicecsorme assembly 2of3 2.34 0.0255
GO:0060183 Apelin receptor signaling pathway 2of3 2.34 0.0255
GO0:1903553 Positive regulation of extracellular exosome assembly 2of4 2.21 0.0325
GO:0035518 Histane h2a monaoubiguitination Jaf 18 1.74 0013
GO:-0006293 Nucleotide-excision repair, preincision comples stabilization Jof 21 1.67 0.0178
GO:0006295 Mucleotide-excision repair, dna incision, 3-to lesion Faf22 1.65 0.07194
GO:0000717 Nucleotide-excision repair, dna duplex unwinding Jof22 1.65 0.0194
GO:0000715 Nucleotide-excision repair, dna damage recognition Jof 23 1.63 0.0206
GO:0000387 Spliceosomal snrmp assembly 5of 30 1.62 0.00041
GO0070911 Global genorme nucleotide-excision repair Jof 26 1.58 0.0255
GO:0006294 Mucleotide-excision repair, preincision complex assermbly Jof 29 1.53 0.0313
GO:0006376 mRMNA splice site selection Jof 34 1.46 0.0434
GO:0000245 Spliceosomal complex assembly 4 of 60 1.24 0.0156
GO:0006513 Protein monoubiguitination 4 of 65 1.3 0.0794
GO:0006283 Transcription-coupled nucleotide-excision repair dof 75 1.24 0.0257
GO:0000398 mRMA splicing, via splicecsarmse 14 of 294 1.19 4. 77e-09
GO-0006289 Nucleotide-excision repair Sof 111 1.17 0.0112
GO:0022618 Ribonucleoprotein complex assembly Fof 186 1.09 0.0016
GO-:00104%8 Proteasoemal protein catabolic process 7 of 345 0.82 0.0255
GO:-0043687 Post-translational protein modification 7 of 360 0.8 0.0313
GO:0022613 Ribonucleoprotein cornplex biogenesis Zof 423 0.79 0.0166
GO:0044257 Cellular protein catabolic process 11 0f 633 0.75 0.0020
GO:0051603 Proteolysis imalved in cellular protein catabolic process 10 of 600 0.74 0.0072
GO:0016567 Protein ubiguitination 10 of 729 0.65 0.0211
GO:0034622 Cellular protein-containing complex assembly 110f 816 0.64 0.0132
GO:0044265 Cellular macromalecule catabolic process 12a0f 917 0.63 0.0034
GO-:000%057 Macrormolecule catabolic process 13 of 1058 0.& 0.0074
GO0:1901565 Organonitrogen compound catabolic process 13 0f 1070 0.6 0.0080
GO:1901575 Organic substance catabolic process 1B 0f 1750 0.53 0.0020
GO:0065003 Protein-containing complex assembly 13 0f 1293 0.52 0.0313
GO:0090304 Mucleic acid metabolic process 21af 2178 0.5 0.0015
GO:0044248 Cellular catabolic process 17 of 1758 0.5 0.0072
GO:0018070 RMA metabolic process 15af 1584 0.49 0.0206
GO:-:000%056 Catabolic process 19 of 2042 0.448 0.0038
GO:0010467 Gene exprassion 1B of 2056 0.46 0.0116
GO:0006139 Muclesbase-comaining compound metabolic process 23 af 2659 0.45 0.0016
GO:0046483 Heterooycle metabolic process 24 of 2840 0.44 0.0016
GO:0006725 Cellular aromatic compound metabolic process 24 of 2B82 0.43 0.0016
GO:1901360 Organic cyclic compound metabolic process 250f 3118 0.42 0.0016
GO:0034641 Cellular nitrogen compound metabolic process 26 of 3282 0.41 0.0016
GO:0006B07 Nitregen compound metabalic process 39 of GB52 027 0.0016
GO0:0043170 Macramalecule metabaolic process 35 of 6137 027 0.0072
GO.0044238 Prirmary metabolic process 41 of 73232 0.26 0.0016
GO-0071704 Organic substance metabolic process 42 of 7755 0.25 0.0016
GO0-:0008152 Metabolic process 44 of 3298 0.24 0.0016
GO:0044237 Cellular metabolic process 40 of 7513 0.24 0.0046
GO-:000%987 Cellular process 57 of 15024 0.09 0.0344

F - ¥

Fonte: a autora, 2022
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A analise de vias metabdlicas, por sua vez, apontou o spliceossomo e
mecanismos de regulacdo pos-transcricional relacionados, como o NER
(Figura 10).

Figura 10: Analise de vias metabdlicas da rede da EM

v KEGG Pathways
pathway iption count in network  strength false discovery rate

hsa00640 Propanoate metabolism 4 of 34 1.58 0.00060

hsa00410 beta-Alanine metabolism 3 of 29 1.53 0.0085

hsa03040 Spliceosome 13 of 132 1.51 1.46e-13

hsa04710 Circadian rhythm 3of 30 1.51 0.0085

hsa03420 Nucleotide excision repair 4 of 46 1.45 0.0014

hsa00071 Fatty acid degradation 3 of 42 1.37 0.0169

hsa00280 Valine, leucine and isoleucine degradation 3of46 1.33 0.0190

hsa04120 Ubiquitin mediated proteolysis 80f 135 1.29 2.04e-06

hsa00310 Lysine degradation 3 of 60 1.21 0.0353
(less...)

v Reactome Pathways

pathway description count in network  stren iscovery rate

HSA-2644607 Loss of Function of FBXW?7 in Cancer and NOTCH1 Signaling 20f5 212

HSA-5696394 DNA Damage Recognition in GG-NER 30f 38 1.4

HSA-6781823 Formation of TC-NER Pre-Incision Complex 4 of 53 1.39 g

HSA-72163 mRNA Splicing - Major Pathway 13 0f 178 1.38 3.50e-11

HSA-6782210 Gap-filling DNA repair synthesis and ligation in TC-NER 4 of 64 1.31 0.0151

HSA-6782135 Dual incision in TC-NER 4 0f 65 1.3 0.015

HSA-5696398 Nucleotide Excision Repair 50f 109 1.17 0.0093

HSA-8951664 Neddylation 7 of 229 1.0 0.0032

HSA-8953854 Metabolism of RNA 14 of 659 0.84 5.95e-06
(less...)

Fonte: a autora, 2022
O cluster do reparo por excisdo de nucleotideos (NER, do inglés

nucleotide excision repair) possui 9 vértices e é associado ao mecanismo que
reconhece e remove uma gama abrangente de lesées no DNA que afetam a
hélice, como por exemplo lesbes associadas a radiacdo UV, ligacdes
cruzadas intrafita, dentre outras. Esse mecanismo possui dois meios de
reconhecer as lesdes: GG-NER (global genome nucleotide excision repair) &
mais abrangente, procurando por lesbes em qualquer parte do genoma por
todo o ciclo celular e TC-NER (transcription-coupled nucleotide excision
repair) o reparo é feito apenas na fita molde do DNA (KRASIKOVA et al.,
2021). Do ponto de vista neurolégico, a falha na fungcdo da NER e
consequente dano ao DNA causam bloqueio transcricional, fenotipo
comumente associado a neurodegeneracao (KAJITANI et al., 2021).

O maior cluster da rede, o do metilossoma, possui 14 vértices
envolvidos. O metilossoma €& definido como um complexo de proteinas
grande (20S) com funcdo de arginina metiltransferase, modificagdo pos-

transcricional que age adicionando grupos metil as argininas
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(dimetilargininas) nos dominios ricos em glicina de proteinas spliceossomais.
Essas proteinas spliceossomais sao direcionadas para o complexo SMN (do
inglés, survival of motor neurons) de modo a participarem da composicao das
particulas da ribonucleoproteina nuclear pequena (snRNP, do inglés small
nuclear ribonucleoprotein) (QuickGO, 2022). Algumas proteinas que integram
o metilossoma sao a JBP1 ou PRMT5, CLNS1A e WDR77 (QuickGO, 2022 e
FRIESEN et al., 2001).

5.2 FORMAGAO DA REDE DA COVID LONGA

A rede da COVID longa resultou em 157 vértices partindo de 83 nodos
(Figura 11) e nao foi enriquecida pois o input de genes original ja permitiu uma

clusterizacdo adequada para analise.

Figura 11: Rede de interagao proteina-proteina da COVID longa
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Fonte: a autora, 2022



Embora integrados, € possivel identificar trés clusters principais na rede: um
partindoda interacdo EEF1A1-EEF1A2, mais a esquerda; um na parte inferior,
partindo da interagdo SNRPD2-SBRPE-ERH e o ultimo (e maior) no canto
direito superior, partindo da associacdo ATPSE-ATP5J-ATP51. Todos eles

apresentam associacoes entre si por meio de 3 genes ou mais.

5.2.1 Clusters e Suas Vias Associadas
A analise de ontologia génica da rede da COVID (Figura 12)

destacaprocessos mitocondriais, mecanismos poés-transcricionais e respostas

imunoldgicas.
Figura 12: Analise de ontologia da rede da covid longa
v Biological Process (Gene Ontology)

GO-terrm description count in network o strength false discovery rate
GO0:004277 Mitochondrial atp synthesis coupled proton transport dof 21 1.65 0.0015
G0:0006123 Mitochondrial electron transport, cytochrome c to oxygen 3 of 20 1.55 0.0216
GO0:0042407 Cristae formation 4 of 31 1.48 0.0042
GO:0006119 Oxidative phosphorylation 140f 118 1.45 4.32e12
GO:0002227 Innate immune response in mucosa 3of 26 1.43 0.0389
GO:0042775 Mitochondrial atp synthesis coupled electron transport 9 of 87 1.39 9.5%e.07
G0O:0019731 Antibacterial humoral response 5of 59 1.3 0.0025
G0:0050832 Defense response to fungus 4 of 43 1.29 0.0147
G0:0006120 Mitochondrial electron transport, nadh to ubiquinone 4 of 49 1.28 0.0149
G0:0032981 Mitochondrial respiratory chain complex i assembly 5of 66 1.25 0.0039
G0:0043388 Positive regulation of dna binding 4 of 59 1.2 0.0253
G0:0009060 Agerobic respiration 5of 79 1.17 0.0073
GO:0033108 Mitochondrial respiratory chain complex assembly 6of 102 1.4 0.0024
G0:0022900 Electron hain 100f174 113 8.78e-06
G0:1990542 Mitochondrial transmembrane transport 5of 95 1.09 0.0143
G0:0050830 Defense response to gramepositive bacterium 60f 119 1.08 0.0042
G0:0050829 Defense response to gram-negative bacterium 5of 98 1.08 0.0149
G0O:0007006 Mitochondrial membrane organization 6 of 137 1.01 0.0080
GO0:0019730 Antimicrobial humoral response 6of 160 0.95 0.0149
G0O:0055076 Transition metal ion homeostasis 5of 131 0.95 0.0430
GO:0006091 Generation of precursor metabolites and energy 15 of 405 0.94 9.59%e-07
G0O:0006839 Mitochondrial transport 8 of 225 0.92 0.0024
G0O:0051099 Positive regulation of binding 60of 175 0.91 0.0216
G0:0007005 Mitochondrion organization 15 of 452 0.89 2.07e06
G0:0043312 Neutrophil degranulation 40f484 0.83 2.58e05
GO0:0002274 Myeloid leukocyte activation 15 of 585 0.78 2.67e05
GO:0042742 Defense response to bacterium 7 of 277 0.78 0.0324
G0-0000398 mRNA splicing, via splicecsome 7 of 294 0.75 0.0434
GO:0002443 Leukocyte mediated immunity 15 of 641 0.74 5.52e-05
GO:0034622 Cellular protein-containing complex assembly 1B of 816 0.72 1.32e:05
GO:0045055 Regulated exocylosis 15 of 697 0.71 0.00015
GO:0045321 Leukocyte activation 16 of 929 0.61 0.00077
GO:0055114 Oxidation-reduction process 14 of 939 0.55 0.0104
G0:0065003 Protein-containing complex assembly 19 0f 1293 0.54 0.00076
GO:0006812 Cation transport 13 of 881 0.54 0.0176
G0:0016310 Phosphorylation 17 0ol 1275 0.5 0.0062
G0:0043933 Protein-containing complex subunit organization 20 011539 0.49 0.0022
G0:0051649 Establishment of localization in cell 28 of 2375 0.44 0.00015
GO:0006955 Imimune response 18 of 1588 0.43 0.0197
G0:0016192 Vesiclemediated transport 20 of 1805 0.42 0.0128
G0:0051641 Cellular localization 31 of 2967 0.39 0.00033
G0:0022607 Cellular component assembly 23 of 2359 0.36 0.0180
GO0:0006996 Organelle organization 30 of 3450 0.31 0.0115
G0:0006810 Transport 37 0ol 4353 0.3 0.0022
GO:0051179 Localization 41 of 5591 0.24 0.0123
GO:0016043 Cellular component organization 39 of 5447 0.23 0.0231
G0:0008152 Metabolic process 53 of 8298 0.18 0.0147

Fonte: a autora, 2022
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Ja na andlise de vias metabdlicas (Figura 13), também pode-se observar

mecanismos de regulagdo da transcricdo e, assim como na rede da EM, o

spliceossomo aparece como um dos mecanismos associados.

Figura 13: Analise de vias metabdlicas da rede da COVID longa

v KEGG Pathways
pathway description count in network  strength false discovery rate
hsa00190 Oxidative phospharylation 15 of 130 1.43 1.33e-14
hsa04260 Cardiac muscle contraction 6 of 87 1.21 0.00010
hsa04932 Non-alcoholic fatty liver disease 10 of 148 1.2 6.99e-08
hsa04714 Thermogenesis 14 of 229 1.16 2.80e-10
hsa05012 Parkinson disease 14 of 240 1.14 3.47e10
hsa05020 Prion disease 13 of 265 1.06 1.26e-08
hsa03040 Spliceosome 6 of 132 1.03 0.00088
hsa05016 Huntington disease 13 of 298 1.01 4.07e-08
hsa05014 Amyotrophic lateral sclerosis 13 of 352 0.94 1.99e-07
hsa05010 Alzheimer disease 13 of 355 0.94 1.99e-07
hsa01100 Metabolic pathways 17 of 1447 0.44 0.0034
(fess ...)
v Reactome Pathways
pathway description count in network o strength false discovery rate
HSA-163210 Formation of ATP by chemiosmotic coupling 40f18 1.72 0.00089
HSA-8949613 Cristae formation 4 of 31 1.48 0.0044
HSA-163200 Respiratory electron transport, ATP synthesis by chemiosm. 13 of 125 1.39 4.30e11
HSA-611105 Respiratory electron transport 9 of 101 1.32 6.53e-07
HSA-6799198 Complex | biogenesis 4 of 55 1.23 0.0272
HSA-5628897 TP53 Regulates Metabolic Genes 5o0f 87 1.13 0.0119
HSA-6798695 Neutrophil degranulation 14 of 473 0.84 8.24e-06
HSA-168249 Innate Immune System 16 of 1025 0.57 0.0022
(less ...)

Fonte: a autora, 2022

’

O menor cluster, que parte da associagdo EEF1A1-EEF1B2, é
associado principalmente ao eukaryotic translation elongation factor 1 (eEF1)
complex, proteinacelular abundante que age no transporte de aa-tRNAs para
o sitio A ribossomal. O eEF1 também participa da propagacéao viral gragas a
interacdo com virus RNAsense por meio da associagao a regiao terminal 3’
C do RNA viral (SASIKUMAR, et al., 2012). O maior cluster & associado ao
mitochondrial proton-transporting ATP synthase complex, componente celular
encontrado na membrana mitocondrial (QuickGO, 2022).

Ja o cluster que inclui as proteinas SNRPDE-ERH-SNRPE é associado
ao metilossoma, complexo que apareceu associado também a rede da EM.
No contexto da COVID, o metilossoma aparece em estudos que associam
essa molécula ao ciclo infeccioso principalmente com as PRMTs (protein

arginine methyltransferase), que catalisam a formacao de trés tipos de



compostos de metilarginina: ADMA, SDMA e MMA; como ocorre nos
estudos feitos por Li, Cai e colaboradores (LI et al., 2022;CAl et al., 2021).

5.3 MODIFCACOES POS-TRANSCRICIONAIS

Os snRNPs, parte do processo de splicing do pré mRNA, sao
compostos por sete proteinas Sm que unem-se no citoplasma em uma
estrutura de anel nos pequenos RNAs nucleares (snRNAs) (FRIESEN et al.,
2001). Esses snRNAs e todo o complexo molecular envolvendo-os sao
responsaveis pelas alteragbes pos- transcricionais envolvendo precursores do
mRNA: introns sdo removidos deles e éxons sao unificados para que as
versoes funcionalmente maduras do mRNA possam dar curso ao processo de
codificacao de proteinas (MORAIS et al., 2021), como estabelecido no dogma
central da biologia molecular. E durante essa regulacdo pds-transcricional
qgue pode ocorrer através de mecanismos como splicing, Cap 5’ e adicéo da
cauda poli-A (ref), envolvendo moléculas como RBPs (RNA binding proteins),
proteinas ribossomais (RPs), micro-RNAs (miRNAs) e long non-coding RNAs
(IncRNAs) (Popovitchenko e RASIN, 2017); que o metilossoma aparece.
Embora ainda pouco descrito, ja se sabe através de estudos que o
metilossoma aparece em varios mecanismos fisiopatoldgicos, como é o caso
da atrofia muscular espinhal (FRIESEN et al., 2001), doenca de Huntington
(BASAVARAJAPPA e SUBBANNA, 2021) e cancer (WElI et al., 2014).

No presente estudo, as redes de interacao formadas para ambas as
doengas apresentaram clusters de genes associados ao metilossoma e a
modificagées pds transcricionais e epigenéticas, sendo os principais genes
SNRPD2, SNRPE, ERH (no caso da COVID longa) e SNRPB, SNRPD3 e
WDR77 (no caso da EM).

5.3.1 Genes da COVID Longa

Apesar da associagao experimental no estudo de expressao diferencial
na COVID longa, SNRPD2 (small nuclear ribonucleoprotein D2 polypeptide),
SNRPE (small nuclear ribonucleoprotein polypeptide E) e ERH (enhancer of
rudimentary homolog) ainda n&o estdo descritos experimentalmente enquanto

elementos da fisiopatologia dela, sendo necessarios mais estudos de
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caracterizacado epigenética dos efeitos da COVID longa a nivel molecular.
Notavelmente, porém, ha outros estudos com associacdes do SNRPE com
possiveis alvos terapéuticos para a COVID-19 (HASANKHANI et al., 2021) e
com associagbes com estudos de expressao génica diferencial na esclerose
multipla (RIVEROS et al., 2010 e GHORBANI et al., 2020). E interessante
salientar também que o ERH aparece associado a EM no GeneCards

(https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=ERH).

5.3.2 Genes da Esclerose Multipla

Na EM, embora exista na literatura validacao experimental para a
associacao com os genes discutidos nesse trabalho, ainda sdo necessarios
estudos que melhor caracterizem as vias em que eles estao envolvidos para
uma associacdo mais adequada com a etiologia da doenga e seus sintomas.
O gene SNRPB (small nuclear ribonucleoprotein polypeptidase B) é
subexpresso em células do sangue periférico de pacientes com EMRR
(ZHELEZNYAKOVA et al., 2021); SNRPD3 (small nuclear ribonucleoprotein
D3 popypeptidase) e WDR77 (WD repeat domain 77), também conhecido
como MET50 (Methylosome protein 50) nao aparecem diretamente
associados a fisiopatologia da EM em nenhum estudo, contudo, WDR77
chama a atencéao por estar associado ao gene PRMT5. Defeitos no complexo
WDR77-PRMT5 sdo associados a disturbios neurodegenerativos (ZHAO et
al., 2016).

5.4 GENES ALVO E NEURODEGENERAGAO

O WDR77, especialmente quando se leva em consideracdo o
complexo formado com a PRMT5, é frequentemente associado a
mecanismos  neurodegenerativos. As PRMTs, proteina arginina
metiltransferases, sdo uma familia de enzimas que catalisam a transferéncia
de um grupo metil para uma variedade de substratos como histonas e fatores
de transcricao (RENGASAMY et al., 2017). A PRMTS5, além de ser altamente
expressa no cérebro humano e associada a neurodegeneracdo (MOTOLANI

et al., 2021), é também associada a inflamacao, agindo como reguladora na
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via do fator nuclear kappa-beta (NF-kB) (SROUR, 2022), sendo a ativagao
dessa via inflamatéria parte consolidada da patogénese da EM (YUE et al.,
2018). Ao mesmo tempo, a PRMT5 também tem aparecido em estudos
relacionados a possiveis alvos terapéuticos para a COVID-19, visto que
possui tanto fungdo de metilagdo da arginina em residuos da ECA2 quanto
promove a ligacdoentre o RBD do SARS-CoV-2 e a ECAZ (LI et al., 2022).

Pode-se destacar ainda os estudos que afirmam que a SIRT7, proteina
que age desacetilando histonas e que é parte de uma familia de proteinas
expressas no SNC e no sistema nervoso entérico
(CHANDRAMOWLISHWARAN, 2020), regulando suas atividades; interage
com a WDR77 (Ql, 2018). Sao necessarios, porém, mais estudos envolvendo
o complexo WDR77-PRMT5 como um fator regulador no papel do
metilossoma. Por enquanto, SNRPD2 e SNRPD3 possuem associagcao
neurodegenerativa descrita apenas no contexto do Alzheimer (GUO et al.,
2021; DU et al., 2021 e HSIEH et al., 2019); e ndo ha dados relevantes na
literatura descrevendo mecanismos da neurodegeneracao associados aos
genes ERH, SNRPB e SNRPE.

Dessa forma, esse trabalho demonstra que é possivel que haja
influéncia dainfecgéo viral pelo SARS-CoV-2 num quadro de EM, tanto como
fator etiologico quanto na progressdo da doenga, embora esclarecimentos
sejam necessarios acerca da fungcdo de certas proteinas no processo, bem
como dos mecanismos de regulagdo pos transcricional envolvidos nessas

funcoes.
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6 CONCLUSAO

Utilizando a analise de redes de interacdo proteina-proteina para
avaliar genes experimentalmente validados como superexpressos em ambas
as fisiopatologias, foi possivel observar a possivel interacdo das vias
envolvidas em duas doencas de carater inflamatorio: COVID longa e
esclerose multipla. No contexto das redes, destacaram-se o papel de
proteinas como o complexo WDR77- PRMTS5 e as pequenas proteinas
ribonucleares, envolvidas em papéis regulatérios do periodo pos
transcricional, especificamente no processo de splicing. Destaca-se também
o papel da metilagdo da arginina e seu envolvimento tanto na regulagcédo pos-
transcricional quanto seu possivel papel no mecanismo de invasao celular
utilizado pelo SARS-CoV-2 mediante atuacdo das metiltransferases na
ligacado entre o RBD viral e a ECA2.

Estudos experimentais para caracterizar o papel destas proteinas em
pacientes com EM, agrupados de acordo com o histérico de COVID-19,
podem confirmar se ha concomiténcia das vias, que poderia significar a
consolidacdo da COVID longa como um fator de risco futuro para o
desenvolvimento do quadro de surto inflamatério caracteristico de fases

iniciais da EM.
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APENDICE A

Lista final de genes da Esclerose Multipla

superexpressao subexpressao
ACOX1 MARK1
ACSS1 FBXO16
ALDH9A1 SYT4
APLN ANKMY2
APLNR KCNH1
ATP13A4 FAM153B
BCKDHB NEURODS6
CAPN2 RAPGEF4
CHST6 POUGF2
CXorf38 DBF4
DDB1 POLN
DDB2 FGF9
DUSP22 PRMT8
EHHADH UBE2QL1
EPHX2 PTPRR
F3 CACNA1A
HSDL2 GABRG3
KCNN3 ELMOD1
LIPA KCNH7
MRVI1 CACNG2
NAALADL2 C20rf80
NEK9 RIMBP2
PIRT UTP4
PLPP3 KIF15
PPCDC GRIP1
PRDM6 KCNV1
PRKAB1 CACNA2D2
PSAP SYT5
RAD51B RPH3A
SCN11A ABHD12B
SDC4 MPP7
SEC22C ATP2B2
SMDT1 Cux2
SNRPB ELAVL4
SPATA20 ZFPM2
SRPX2 PID1
URB2 OR2L13
WARS2 CACNG8
WDR77 PDZRN4
DOK6
GAP43
VWA5B2
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