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RESUMO

O impacto da pandemia causada pelo virus SARS-CoV-2 acometeu todas as nagdes
e provocou uma crise sanitaria global. A falta de infraestrutura - incluindo a caréncia
de métodos de diagnéstico rapidos e custo-efetivos - ficou muito evidente, e foi uma
importante limitacdo no controle da disseminacdo da COVID-19. Apesar da reducao
significativa no numero de mortes e hospitalizagdes, devido a vacinagédo, o SARS-
CoV-2 continua pandémico, fato evidenciado pelos frequentes aumentos no numero
de casos. Além disso, o desenvolvimento cientifico impulsionado pela pandemia é
aplicavel em diversas outras situagdes, fazendo com que ainda seja importante o
desenvolvimento de pesquisas acerca deste tema. As ciéncias “Omicas” apresentam
grande potencial para aplicagdo no diagndstico e monitoramento da COVID-19 e de
outras doengas, infecciosas ou nao. Por isso, este trabalho teve como objetivo
identificar marcadores da COVID-19 e do SARS-CoV-2 com base em abordagens de
protedmica e metagendmica visando o diagnostico rapido e diferencial, bem como a
relacédo do perfil funcional da comunidade microbiana com a doenga. Foram incluidas
neste estudo amostras de nasofaringe e orofaringe provenientes do Biobanco do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) e do Laboratério Exame. As amostras
foram selecionadas de acordo com o resultado positivo/negativo previamente obtido
no RT-gPCR para SARS-CoV-2. Para o desenvolvimento do método de diagndstico,
foi utilizada a tecnologia de MALDI-TOF MS para detecgédo de proteinas especificas
de SARS-CoV-2 e marcadores de resposta imune do hospedeiro. Apds um rapido pré-
processamento para extracao das proteinas virais da amostra, o lisado proteico foi
submetido a aquisicdo em MALDI-TOF MS. Os espectros foram tratados e analisados
utilizando ferramentas de bioinformatica, e posteriormente utilizados no treinamento e
validacao de algoritmos de aprendizado de maquina, que obteve a acuracia de 78%
na classificagdo das amostras entre positivas e negativas para SARS-CoV-2. Para as
analises de microbioma, foram realizadas extragdes de DNA das amostras e, apés,
amplificagdo da regidao V3V4 do gene 16S rRNA, os amplicons foram sequenciados
na plataforma lllumina MiSeq. Um pipeline adaptado de pré-processamento e analise
foi executado majoritariamente em R, na interface de desenvolvimento RStudio
(utilizando principalmente os pacotes DADA2, vegan, phyloseq, ANCOMBC2 e
ggplot2) e o software PICRUSt2, a fim de caracterizar as comunidades microbianas



em termos de diversidade, composi¢ao, abundancia diferencial, predicdo metabdlica
e associacdo com parametros laboratoriais. Nesta analise foi possivel evidenciar uma
menor alfa-diversidade e abundancia diferencial, principalmente de taxons eubidticos,
na COVID-19 severa. Além disso, uma série de rotas metabdlicas relacionadas a
modulagao de resposta imune também apresentaram abundancia diferencial reduzida
neste grupo. O método em MALDI-TOF MS, implementado na pratica diagndstica, tem
perspectiva de redugao de custos na ordem de 80% em comparagédo com o RT-gPCR.
A analise de microbioma tem o potencial de ampliar os conhecimentos sobre a
patogénese da doenga através da caracterizagdo de biomarcadores microbianos, que
podem ser utilizados como preditores diagndsticos ou para o desenvolvimento de

novos farmacos probidticos.

Palavras-chave: COVID-19; SARS-CoV-2; microbioma; NGS; 6micas



ABSTRACT

IDENTIFICATION OF SARS-COV-2 BIOMARKERS AND
CHARACTERIZATION OF THE MICROBIOME OF PATIENTS WITH COVID-19

The impact of the pandemic caused by the SARS-CoV-2 virus affected all nations and
caused a global health crisis. The lack of infrastructure - including the lack of rapid and
cost-effective diagnostic methods - was evident and an important limitation in
controlling the spread of COVID-19. Despite the significant reduction in the number of
deaths and hospitalizations due to vaccination, SARS-CoV-2 is still pandemic, a fact
evidenced by the frequent increases in the number of cases. Furthermore, the scientific
development driven by the pandemic is applicable in several other situations, making
the research development on this topic still important. “Omics” sciences have great
potential for application in the diagnosis and monitoring of COVID-19 and other
diseases, infectious or not. Therefore, this work aims to identify markers of COVID-19
and SARS-CoV-2 based on proteomics and metagenomics approaches aiming for
rapid and differential diagnosis and the relationship between the functional profile of
the microbial community and the disease. Nasal and oropharyngeal samples from the
Biobank of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) and Laboratério Exame
were included in this study. The samples were selected according to the
positive/negative result previously obtained in the RT-qPCR for SARS-CoV-2. MALDI-
TOF MS technology was used to develop the diagnostic method to detect SARS-CoV-
2 specific proteins and host immune response markers. After a quick pre-processing
to extract the viral proteins from the sample, the protein lysate was subjected to
acquisition in MALDI-TOF MS. The spectra were treated and analyzed using
bioinformatics tools and subsequently used in the training and validation of machine
learning algorithms, which achieved accuracy of 78% in classifying samples between
positive and negative for SARS-CoV-2. For microbiome analyses, DNA extractions
were performed from the samples, and after amplification of the V3V4 region of the
16S rRNA gene, the amplicons were sequenced on the Illlumina MiSeq platform. An
adapted pre-processing and analysis pipeline was run mainly in R, in the RStudio
development interface (mainly using the DADAZ2, vegan, phyloseq, ANCOMBC2, and
ggplot2 packages) and the PICRUSt2 software to characterize the microbial



communities in terms of diversity, composition, differential abundance, metabolic
prediction, and association with laboratory parameters. In this analysis, it was possible
to highlight a lower alpha-diversity and differential abundance, mainly of eubiotic taxa,
in severe COVID-19. Furthermore, a series of metabolic pathways related to immune
response modulation also showed reduced differential abundance in this group. The
MALDI-TOF MS method, if implemented in diagnostic practice, has the prospect of a
cost reduction of around 80% in comparison with RT-gPCR. Microbiome analysis can
expand knowledge about the pathogenesis of the disease through the characterization
of microbial biomarkers, which can be used as diagnostic predictors or for the

development of new probiotic drugs.

Keywords: COVID-19; SARS-CoV-2; microbiome; NGS; omics
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1 INTRODUGAO

O severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) é um virus
causador da coronavirus disease 2019 (COVID-19), uma doencga respiratoria com
potencial letal, ampla e rapida disseminagdo, que ja causou milhdes de infecgbes e
mortes ao redor do mundo e, apesar da desaceleracdo da pandemia, mesmo
individuos imunizados continuam suscetiveis a infecgao. Em funcédo das modificagdes
genéticas que o virus sofre ao longo do tempo, o consenso atual é de que o SARS-
CoV-2 continuara circulando por varios anos (BARREIRO; SAN ROMAN, 2022;
KISSLER et al., 2020; ROSSMAN et al., 2021). Conforme o painel oficial da
Organizagao Mundial da Saude (OMS), até o dia 12 de janeiro de 2024, somavam-se
773.819.856 casos confirmados, com 7.010.568 mortes, sendo admitida a
possibilidade de que esses numeros estejam subestimados (WHO, 2020a). No Brasil,
até a mesma data, a COVID-19 ja causou 37.519.960 infecgbes e 702.116 &bitos
(MINISTERIO DA SAUDE, 2020).

Atualmente existem diversas técnicas para o diagnostico de virus respiratorios,
sendo o padrdo-ouro a reacdo em cadeia da polimerase e transcriptase reversa em
tempo real (real-time reverse transcription polymerase chain reaction — RT-qPCR)
(SIVANESAN et al., 2022). Contudo, estas técnicas possuem importantes limitagbes
e, dessa forma, multiplos testes sao necessarios para o diagnostico dessas infecgdes,
principalmente nos casos de infecgbes mistas (BINNICKER et al., 2013;
MAJCHRZYKIEWICZ-KOEHORST et al., 2015; YANG et al., 2014).

Na pandemia, estes métodos foram rapidamente adaptados para o diagndstico
da COVID-19 (UDUGAMA et al., 2020). Mas a triagem em massa da populagéo requer
métodos altamente sensiveis, especificos, minimamente invasivos, rapidos e de baixo
custo. No caso de demanda global, a necessidade destes métodos se torna ainda
mais pronunciada, visto que, em momentos de elevada transmissibilidade, os métodos
atuais ndo permitem um controle adequado da pandemia em paises com menor
aporte financeiro (ILES et al., 2020). Mais importante, se faz necessario o
desenvolvimento de métodos que ndo possuam as limitagcdes dos utilizados
atualmente e que possam ser adaptados e ampliados para o diagndstico de outros

patégenos.



As tecnologias envolvendo espectrometria de massas (MS) sdo uma alternativa
confiavel em relacdo ao RT-qPCR e vem demonstrando potencial como recurso
diagnostico ou para investigagdo da patogénese de infecg¢des virais (SIVANESAN et
al., 2022). Dentre estas, a tecnologia de MALDI-TOF MS se destaca como método
rapido, de baixo custo, com menor necessidade de mao de obra especializada, e cada
vez mais disponivel nos laboratérios de microbiologia.

Em geral, houve uma falta de eficacia no enfrentamento da pandemia,
especialmente no aspecto da realizacdo de testes. Quando realizados de forma
precisa, os testes foram cruciais para conter a propagacao do virus. Em momentos
em que o0 mundo busca solugdes rapidas e acessiveis para a detecgao precoce de
doengas como a COVID-19, a tecnologia de MALDI-TOF MS pode ser desenvolvida
e empregada como o método de referéncia mais confiavel (SIVANESAN et al., 2022).

O microbioma desempenha funcdes essenciais tanto dentro quanto fora do
organismo, incluindo a quebra de carboidratos e proteinas que nao sao digeridas,
assim como a absorgdo de nutrientes, a sintese de vitaminas e o papel crucial na
regulacdo e funcionamento do sistema imunologico do hospedeiro (ROOKS;
GARRETT, 2016; ZHENG; LIWINSKI; ELINAV, 2020).

Certamente, ha evidéncias indicando que essa interagao desempenha um papel
crucial na determinacéo dos estados de saude e doenga no corpo humano, devido a
significativa influéncia dos microbiomas na regulagdo das fungdes imunologicas e
metabdlicas, podendo tanto melhora-las quanto piora-las (OGUNRINOLA et al., 2020).
Assim, compreender essas interagcbes pode ser valioso para o prognostico e
tratamento de diversas doencas.

Estudos anteriores revelaram que as bactérias comensais presentes no trato
respiratorio desempenham um papel na prevencao da colonizagao e disseminacao de
patdégenos nas superficies mucosas. Esse processo, denominado "resisténcia a
colonizagao", também parece ser eficaz contra virus respiratorios, sugerindo que a
microbiota respiratoria humana pode contribuir, em certa medida, para a resisténcia a
infecgao pelo SARS-CoV-2 (BOGAERT; DE GROOT; HERMANS, 2004; WANG et al.,
2022). Dado que a microbiota desempenha um papel crucial na manutencao da
homeostase e saude do seu ambiente, é razoavel esperar que haja uma relagéo entre
a microbiota e a infecgéo pelo SARS-CoV-2 (WANG et al., 2022).
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Deste modo, torna-se evidente a necessidade de estudos que possam melhorar
0 acesso ao diagndstico e ainda utilizar as informacgdes de perfil proteico e microbiano
para compreender melhor a patogénese da doencga. Para isso, este projeto se propde
a aplicar as abordagens protedbmicas, baseadas em MALDI-TOF MS, e
metagendmicas, baseada no sequenciamento do gene codificador do 16S rRNA, para
o desenvolvimento de métodos de diagnéstico e a construgdo do conhecimento
acerca da relagao microbioma x patégeno x hospedeiro para um melhor entendimento
do SARS-CoV-2 e da COVID19.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Identificar e caracterizar biomarcadores do virus SARS-CoV-2 e da doenca

COVID-19 com base em analises de prote6mica e metagenémica.

2.2 Objetivos especificos

1. Identificar biomarcadores especificos de SARS-CoV-2 em MALDI-TOF MS;

2. Caracterizar a diversidade, estrutura e composicdo do microbioma do trato
respiratorio superior de pacientes com COVID-19 moderada/severa;

3. Correlacionar os resultados obtidos da composicdo do microbioma com os
parametros clinicos associados a COVID-19 moderada/severa,;

4. Realizar a predigdo metabdlica do microbioma do trato respiratério superior de
pacientes com COVID-19 moderada/severa e identificar rotas metabdlicas

caracteristicas desses graus da doenca.






3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 SARS-CoV-2 e a COVID-19

O severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) é um novo
beta coronavirus de potencial pandémico, do género Coronavirus, familia
Coronaviridea, subfamilia Orthocoronavirinea (KIM et al., 2022). A coronavirus
disease 2019 (COVID-19), uma doenga respiratéria causada pelo SARS-CoV-2, ja
causou milhdes de infecgdes e mortes ao redor do mundo e, apesar da desaceleragao
da pandemia, mesmo individuos imunizados continuam suscetiveis a infecgdo. Em
funcao das modificagbes genéticas que o virus sofre ao longo do tempo, o consenso
atual é de que o SARS-CoV-2 continuara circulando por varios anos (BARREIRO;
SAN ROMAN, 2022; KISSLER et al., 2020; ROSSMAN et al., 2021). De acordo com
o painel oficial da Organizagdo Mundial da Saude (OMS), até o dia 12 de janeiro de
2024, somavam-se 773.819.856 casos confirmados, com 7.010.568 mortes, sendo
admitida a possibilidade de que esses numeros estejam subestimados (WHO, 2020a).
No Brasil, até a mesma data, a COVID-19 ja causou 37.519.960 infecgdes e 702.116
6bitos (MINISTERIO DA SAUDE, 2020).

Para causar infecgdo, os virus se ligam aos seus receptores celulares
especificos e induzem a estimulagao de receptores de reconhecimento padréao (RRPs)
nas células epiteliais, resultando na secrecdo de moléculas, enzimas, peptideos,
espécies reativas de oxigénio (EROs) e quimiocinas com atividade antimicrobiana.
Coletivamente, essas moléculas com efeito antimicrobiano atuam no recrutamento de
células de defesa, contribuindo com a resposta imune, essencial para o combate da
infecgado (INVERNIZZI; LLOYD; MOLYNEAUX, 2020).

O SARS-CoV-2 codifica proteinas estruturais de membrana (M), nucleocapsideo
(N), spike (S) e envelope (E), além de diversas outras proteinas n&o-estruturais (WU
et al., 2020). A proteina S é considerada o principal fator de viruléncia do virus, por
ser fundamental para a entrada do virus na célula do hospedeiro (LETKO; MARZI;
MUNSTER, 2020).

No virion, a proteina S € um homotrimero que compreende as subunidades S1
e S2. A subunidade S1 é a que se liga na enzima conversora de angiotensina 2 (ECA-
2), enquanto a S2 promove a fusdo da membrana celular do hospedeiro, capturando
proteases de superficie celular, como a protease serina transmembrana 2

(TMPRSS2), o que ativa a proteina S, cliva os receptores ECA-2 e facilita a adesao



do virus na membrana da célula hospedeira (SHANG et al., 2020). Além disso, o
SARS-CoV-2 ainda pode utilizar os processos de fagocitose e endocitose para invadir
certos tipos celulares, como macrofagos (WANG et al., 2020).

A ECA-2, usada como receptor para entrada do SARS-CoV-2 nas células, é
altamente expressa nas células alveolares tipo Il, e a sua ligagdo com o virus perturba
importantes funcdes dessas células, promovendo a desestabilizacido da barreira
epitelial, impedindo a regeneragéo do tecido apos lesdo e prejudicando a produgéo de
surfactante pulmonar. Estas células também desempenham um papel importante na
resposta imune, através da secrec¢ao de citocinas em resposta ao dano alveolar e a
presencga de patégenos, o que promove o recrutamento e ativacdo de macrofagos e
outras células de defesa no alvéolo (HALL et al., 2022).

Essa resposta imune tem a capacidade de conter a infecg¢ao inicial e restabelecer
a homeostase no trato respiratorio, e, por isso, os individuos assintomaticos ou com
sintomas leves sdo a maioria. Mas o SARS-CoV-2 possui a capacidade de escapar
dessa resposta primaria, inibindo as respostas dos Interferons | e Il (IFN-I e IFN-III) e
de citocinas e quimiocinas pro inflamatorias, o que permite que o virus replique sem
controle no trato respiratorio, alcangando uma maior carga viral e eventualmente
contribuindo para sua eficiente transmissao pré-sintomatica (WEI et al., 2020).

Paradoxalmente, essa supressao da resposta imune no tecido pulmonar esta
associada a niveis aumentados de citocinas circulantes em pacientes com pneumonia
associada a COVID-19. O dano pulmonar severo causado pela intensa replicagdo viral
pode levar a quebra da barreira epitelial, levando ao dano alveolar e aumento de
permeabilidade microvascular (CHEN et al., 2020). Entdo ocorre um extravasamento
de citocinas pro inflamatérias, como interleucina-6 (IL-6), IL-8 e IL-1B3, do tecido
pulmonar, em conjunto com um recrutamento de células de resposta imune para o
pulmdo. Uma resposta contra regulatéria € ativada simultaneamente, resultando em
um aumento local e sistémico de citocinas supressoras, como IL-10 e fator de
crescimento transformante-f3 (fransforming growth factor - TGF-) (HALL et al., 2022;
TISONCIK et al., 2012).

Essa elevacao sistémica concorrente de citocinas pré e anti-inflamatoérias é
frequentemente chamada de ‘tempestade de citocinas’, onde a agao pré inflamatoria
pode promover uma ma perfusdo, prejudicando o funcionamento do pulmao e de

outros orgaos, enquanto a agao anti-inflamatoria pode resultar na severa supresséo
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da fungao dos leucdcitos, ou “imunoparalisia”. Essa acao pré inflamatoéria no pulmao
pode sobrepujar as fungdes de reparo tecidual, levando a dano irreversivel e deplegao
dos macrofagos alveolares (WONG et al., 2019). Durante este processo, fibroblastos
ativos podem depositar excesso de colageno, prejudicando a troca gasosa. A morte
de células epiteliais expde a membrana basal a patdégenos microbianos secundarios,
promovendo seu acesso a circulagdo sanguinea. Esse conjunto de eventos pode
culminar em falha respiratoria refrataria, fenbmeno frequentemente encontrado nos
quadros severos da COVID-19 (HALL et al., 2022).

As manifestacdes clinicas sdo as mais diversas, sendo as mais comuns, febre,
fadiga, tosse seca, dor de garganta, diarreia e anosmia. A maior parte dos individuos
sdo assintomaticos ou desenvolvem apenas sintomas leves, mas alguns casos
evoluem para SARS e/ou pneumonia, necessitando intubacéo e podendo evoluir para
0 6bito (FERREIRA-SANTOS; MARANHAO; MONTEIRO-SOARES, 2020). Além do
comprometimento pulmonar, a infecgdo por SARS-CoV-2 pode causar dano renal
agudo, trombose, lesdo endotelial e choque (PIVA et al., 2020). E em fungdo desses
quadros graves que ocorre 0 aumento das taxas de mortalidade, prolongamento dos
tempos de internagao e sobrecarga dos sistemas de saude (QUAH; LI; PHUA, 2020).

A OMS classificou o grau de severidade da COVID-19 em 4 niveis: 1 — Leve
(sem evidéncia radiografica de pneumonia); 2 — Moderado (com evidéncia de
pneumonia, febre, e sintomas respiratorios); 3 — Severo (frequéncia respiratoria =
30/min., saturagcédo de oxigénio < 93% ao respirar ar ambiente, ou PaO2/FiO2 < 300
mmHg; 4 — Critico (quando existe faléncia respiratdéria que necessite ventilagao
mecanica, choque, ou faléncia de 6rgaos que requeira cuidado intensivo) (WHO,
2020b). Além disso, um substancial numero de individuos infectados vem
apresentando sintomas residuais (COVID longa), que se prolongam por muito tempo
além do quadro agudo, o que gerou um novo desafio para clinicos e pesquisadores
(DIRICAN; BAL, 2022).

A probabilidade do desenvolvimento de COVID-19 severa tem mudado ao longo
da pandemia, principalmente em funcao de 3 fatores: 1 — vacinagao; 2 — a seleg¢ao de
variantes menos letais (Omicron e suas subvariantes); e 3 — a menor severidade das
reinfecgdes. Dados recentes de um estudo realizado na Espanha demonstram que a

probabilidade do desenvolvimento de COVID-19 severa e morte na populagéo

23



vacinada sao estimadas em 0,015% e 0,003%, respectivamente (BARREIRO; SAN
ROMAN, 2022).

3.2 Proteémica aplicada a deteccao de SARS-CoV-2

Os tempos recentes tém testemunhado a viruléncia de uma ampla gama de virus
respiratorios, incluindo os subtipos atualmente circulantes de influenza A (H1N1 e
H3N2), influenza B, virus sincicial respiratorio (RSV), parainfluenza, adenovirus e
rinovirus. Além destes, outros virus importantes emergiram, como SARS, Middle East
Respiratory Syndrome (MERS), influenza A aviaria (H5N1), metapneumovirus
humano (hMPV), coronavirus NL63 e HKU1 e bocavirus humano (BINNICKER et al.,
2013; YANG et al., 2014). A rapida identificagdo de virus respiratorios € extremamente
importante na contengdo de surtos e epidemias, bem como para definicdo de
abordagem terapéutica e necessidade de profilaxia (SIVANESAN et al., 2022).

Atualmente, cultura celular, sorologia e reacdo em cadeia da polimerase e
transcriptase reversa em tempo real (real-time reverse transcription polymerase chain
reaction — RT-qPCR) sdo as técnicas utilizadas para o diagnostico de virus
respiratorios (SIVANESAN et al., 2022). Contudo, estas técnicas possuem
importantes limitacdes: 1 - sorologia e RT-qPCR sdo métodos direcionados e nao
detectam patdégenos ndo incluidos na técnica ou emergentes desconhecidos
(BINNICKER et al., 2013; YANG et al., 2014); 2 — métodos baseados em cultura sdo
laboriosos e demorados; 3 - métodos soroldgicos ndo sao aplicaveis em fase aguda e
possuem baixa sensibilidade (SIVANESAN et al., 2022). Dessa forma, multiplos testes
sd0 necessarios para o diagndstico dessas infecgdes, principalmente nos casos de
infecgdes mistas (BINNICKER et al., 2013; MAJCHRZYKIEWICZ-KOEHORST et al.,
2015; YANG et al., 2014).

No inicio da pandemia, houve a necessidade do desenvolvimento de diversas
abordagens para testagem da populagao, visto que boa parte dos sistemas de saude
do mundo nao estavam preparados para dar uma resposta adequada a crescente
disseminagao do SARS-CoV-2 (MARDIAN et al., 2021). Testagem em larga escala,
rastreamento de contatantes e medidas abrangentes de controle se mostraram
efetivas em conter o avango da COVID-19 na Coreia do Sul e Taiwan (FITZGERALD;
WONG, 2020; MACINTYRE, 2020; PETO, 2020). Contudo, a limitagao de recursos e
a fragil sistematica de validagado dos novos testes, desenvolvidos as pressas para



suprir a demanda mundial, imp&s desafios para contencao e mitigagcdo da pandemia
(CARTER et al., 2020).

De fato, no curso da pandemia, por diversos momentos os laboratorios —
principalmente em paises de baixa e média renda — enfrentaram a escassez de
insumos para diagnostico (ALCOBA-FLOREZ et al., 2020). Isso fez com que multiplos
métodos de diagndstico fossem implementados, para aumentar a capacidade de
processamento de amostras. Diferentes plataformas requerem diferentes técnicas e
expertise, o que geralmente requer a contratagdo adicional de colaboradores. Isso
resultou em uma maior aglomeragao das equipes nas areas técnicas dos laboratérios,
aumento nas taxas de erro laboratorial e aumento no tempo para liberagcao de
resultado (OBERMEIER et al., 2020).

Na era poés-vacina contra a COVID-19, a necessidade de ampla testagem
populacional diminuiu. Individuos sem sintomas ou com elevado grau de exposi¢ao
nao sao mais priorizados para testagem, apesar da eventual necessidade de
rastreamento por outros motivos, como monitoramento epidemioldgico, busca ativa
ou cumprimento de normas e legislagdes locais (MARDIAN et al., 2021).

A demanda por testes diagnosticos e a disponibilidade de diferentes tecnologias
permitiu que os pesquisadores adaptassem rapidamente estes métodos ao
diagndstico da COVID-19. Mas somente a disponibilidade destes testes ndao garante
o controle de uma pandemia (UDUGAMA et al., 2020). A triagem em massa da
populagdo no curso de uma pandemia requer métodos altamente sensiveis,
especificos, minimamente invasivos, rapidos e de baixo custo. Quando a demanda é
global, fica ainda mais evidente a necessidade destes métodos, visto que, em
momentos em que houve elevada transmissibilidade, os métodos atuais ndo permitem
um controle adequado da pandemia em paises com menor aporte financeiro (ILES et
al., 2020).

Ensaios imunocromatograficos de fluxo lateral sdo amplamente disponiveis e de
facil aplicagdo, mas a sua capacidade de detectar individuos assintomaticos ou
estagios iniciais da infecgado por SARS-CoV-2 ja foi demonstrada como sendo limitada,
e, consequentemente, ineficaz como medida de contencéo de surtos (DEEKS et al.,
2021; LAMB et al., 2021; LEBER et al., 2021).

Para SARS-CoV-2, da mesma forma que para outros virus respiratorios, as
técnicas consideradas padr&o-ouro, como o RT-gPCR e seus similares (e.g. LAMP)
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sao altamente sensiveis e especificos, mas ndao podem ser utilizados para detecg¢ao
de novos virus ou podem apresentar resultados falso-negativos contra novas
variantes, por exemplo, se uma mutacdo alterar a regido de reconhecimento de
primer, como ocorreu com 0s primers para a proteina Spike de SARS-CoV-2 nas
variantes Delta e Omicron (MARDIAN et al., 2021; WEISSLEDER et al., 2020). Para
minimizar a ocorréncia desses falso-negativos, ensaios multitarget foram
desenvolvidos (HARRINGTON et al., 2020; REIJNS et al., 2020).

Contudo, CDC (Centers for Disease Control and Prevention) e OMS
recomendaram a separacao das reacoes de RT-qPCR ao invés de multiplexa-las,
visto que as elevadas concentragcdes de RNAse P humana comparada com o RNA
viral de SARS-CoV-2 pode reduzir a sensibilidade da reagao para os genes alvo de
SARS-CoV-2 quando multiplexadas em uma unica reagao. Infelizmente, esta pratica
nao € comum nos paises de baixa e média renda (PREMRAJ et al., 2020).

Apesar disso, mesmo com mutagdes em regides de ligagdo de primer ainda é
possivel que a reagdo ocorra adequadamente, e ainda ndo esta claro com que
frequéncia sera necessario redesenhar os primers para cobrir as mutacdes ocorridas
nas novas variantes (MARDIAN et al., 2021).

As taxas de falso-negativos reportadas para RT-gPCR foram em torno de 30%
(10 - 40%) (WEISSLEDER et al., 2020). Dentre as principais causas, estdo as
importantes diferengas nas taxas de positividade dependendo do material biolégico
utilizado na analise (MARTINEZ, 2020), do momento de coleta da amostra (KUCIRKA
et al., 2020), técnica de coleta de amostra, inadequada preservacdo da amostra e
limitagdes inerentes a técnica de RT-qPCR (MARDIAN et al., 2021). Além disso, o
custo dessas técnicas € elevado, necessitam de mao de obra especializada, e
dependem de insumos importados para sua execugéo (ILES et al., 2022), o que ficou
evidenciado em diversos momentos de escassez de insumos no curso da pandemia.

As tecnologias envolvendo espectrometria de massas (MS) sdo uma alternativa
confiavel em relacdo ao RT-gPCR e vem sendo usadas como recurso diagnostico ou
para investigagdo da patogénese de infecgdes virais (SIVANESAN et al., 2022).
Abordagens protedmicas ja foram aplicadas com sucesso em diversas doengas como
dengue, chikungunya, zika, Ebola, gripe suina, HIN1 e outros influenza, MERS-CoV,
SARS, e SARS-CoV-2 (MAHMUD; GARRETT, 2020).
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Dentre estas, a tecnologia de MALDI-TOF MS se destaca como método rapido,
de baixo custo, com menor necessidade de mao de obra especializada, e cada vez
mais disponivel nos laboratorios de microbiologia, apesar do custo elevado do
equipamento. Esta tecnologia ja se provou revolucionaria ao ser aplicada na
identificacdo de microrganismos, e vem sendo empregada com sucesso em muitos
hospitais ha aproximadamente duas décadas (CROXATTO; PROD’HOM; GREUB,
2012; DO et al., 2022; HOLLAND et al., 1996; ILES et al., 2020; ORSBURN et al.,
2020).

As aplicagdes essenciais de MALDI-TOF MS em virologia constituem, além da
deteccao e identificagdo dos virus, a identificacdo de mutacdes e de cepas, o0 que
pode contribuir para um diagnéstico rapido e assertivo (PIAO et al., 2012; SIOHOLM;
DILLNER; CARLSON, 2008; Yl et al., 2011). Contudo, seu uso nessa area esta muito
atrasado em comparagao com a sua ampla gama de aplicagdes.

ROCCA et al. (2020) estdo entre os primeiros a reportar suas tentativas de
utilizar a tecnologia de MALDI-TOF MS diretamente em amostras de swab de naso e
orofaringe para discriminar pacientes COVID-19 positivos de negativos. A abordagem
utilizou estatistica multivariada e aprendizado de maquina (machine learning — ML)
nessas tentativas. Apesar da interessante proposta metodolégica, o desempenho do
método ndo foi adequado e o grupo trabalhava na tentativa de otimizar o método,
aumentando o numero de amostras, implementando protocolos de extracdo e
melhorias nos algoritmos de ML. Apesar disso, este estudo deu luz a ideia de utilizar
MALDI-TOF MS e ML como um ensaio revolucionario para o rastreamento de casos
suspeitos da COVID-19.

Outros dois estudos também utilizaram a abordagem de MALDI-TOF MS e ML
para o diagnostico rapido da COVID-19, ambos obtendo acuracia, sensibilidade e
especificidade superiores a 90% (DEULOFEU et al., 2021; TRAN et al., 2021).

Atualmente, a deteccdo de SARS-CoV-2 tem o RT-gPCR como padrao ouro. Na
fase aguda da infecgdo, o0 RNA do SARS-CoV-2 é detectado no trato respiratério
superior (swabs) ou inferior (lavado broncoalveolar), sendo que resultados positivos
meramente indicam a presenca do RNA do virus, enquanto outros parametros clinicos
e soroldgicos, como d-dimeros, proteina C reativa, IL-6, dentre outros, séo
necessarios para determinar o grau de severidade da doenga e nivel de intervengao
terapéutica (SIVANESAN et al., 2022).
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Em um estudo recente, amostras de soro de 146 individuos com diagnéstico de
COVID-19 em diferentes graus de severidade foram comparadas com amostras de
152 individuos negativos para COVID-19, mas que estavam apresentando sintomas
semelhantes. Os espectros de massa foram gerados por MALDI-TOF MS e 25 picos
de massa foram estatisticamente significativos para diferenciar pacientes COVID-19
de nao-COVID-19. Utilizando diferentes algoritmos de ML, um modelo foi
estabelecido, demonstrando 99% de acuracia na identificacdo de pacientes COVID-
19 positivos, com uma sensibilidade de 98% e uma especificidade de 100% em uma
coorte de validacdao de 100 amostras. Este estudo demonstrou o potencial do uso de
protedmica shotgun, MALDI-TOF MS e ML em amostras de soro para o diagnéstico
diferencial da COVID-19 (YAN et al., 2021).

Visando o desenvolvimento de um método de diagndstico que fosse tao sensivel
quanto o RT-gPCR, mas nao tao especifico de modo a detectar novas variantes
emergentes, ou ainda, com potencial para detec¢ao simultadnea de outros virus; com
potencial para deteccdo de marcadores de resposta humoral; que tivesse um menor
custo e fosse menos dependente de reagentes e mao de obra especializada; que
fosse rapido e com a capacidade de detectar individuos assintomaticos, lles et al.
propuseram um racional metodolégico na tentativa de atender todas essas
necessidades (ILES et al., 2020, 2022).

De maneira geral, o combate a pandemia falhou e ainda vem falhando no quesito
testagem. Quando assertiva, a testagem foi a chave para cercear a disseminagéo do
virus. Em momentos em que o mundo estiver procurando por solugdes rapidas para
detecgéo precoce, sensivel, rapida e de baixo custo, para diagndstico de doengas
como a COVID-19, talvez a tecnologia de MALDI-TOF MS possa ser desenvolvida e
usada como o verdadeiro ‘padr&do-ouro’ (SIVANESAN et al., 2022).

3.3 Microbioma

O microbioma € uma comunidade microbiana, incluindo bactérias, virus, fungos
e protozoarios, que ocupam um habitat bem definido com caracteristicas fisico-
quimicas distintas (BERG et al., 2020). O termo ‘microbioma’ ndo se refere s6 aos
microrganismos, mas inclui todas as suas atividades e interagdes, sejam entre si, com
0 microambiente ou com o macro ecossistema, incluindo seus hospedeiros

eucaridticos, fundamentais para o seu funcionamento e manutencado de sua saude



(BERG et al.,, 2020). Nesta definicdo estdo incluidas as estruturas microbianas,
metabdlitos, elementos genéticos méveis e o DNA reliquia contido no ambiente
(BERG et al., 2020). As interagdes hospedeiro-microbioma moldam a saude, fenétipo,
metabolismo, sendo que a fisiologia do hospedeiro e do microbioma tem influéncia no
desfecho da interacdo. Assim, o estado de doenca é caracterizado pela disbiose
(patobioma), enquanto eubiose faz referéncia a um estado equilibrado da interagao
hospedeiro-microbioma e é caracterizada por um microbioma dito ‘saudavel’ (BOSCH,;
MCFALL-NGAI, 2011).

Estudos anteriores sugeriam que existem 10 vezes mais células e 100 vezes
mais genes bacterianos do que humanos no nosso corpo (THE HUMAN
MICROBIOME PROJECT CONSORTIUM, 2012), mas um estudo mais recente
estimou que o numero de células humanas e bacterianas sdo quase equivalentes
(SENDER; FUCHS; MILO, 2016). Essas bactérias habitam todas as superficies do
corpo humano, incluindo trato gastrointestinal e respiratério (THE HUMAN
MICROBIOME PROJECT CONSORTIUM, 2012). O microbioma executa importantes
funcdes dentro e fora do corpo, como a decomposi¢cdo de carboidratos e proteinas
nao digeriveis, digestao e absorgao de nutrientes, biossintese de vitaminas e inducgao,
instrucdo e funcionamento da imunidade do hospedeiro, incluindo a resisténcia a
colonizagao (ROOKS; GARRETT, 2016; ZHENG; LIWINSKI; ELINAV, 2020).

De fato, ja existem evidéncias de que esta interacdo desempenha um papel
decisivo ao determinar os estados de saude e doenga no corpo humano, dada a
importante contribuicdo do microbioma na melhora ou piora de fungdes imunolégicas
e metabdlicas (OGUNRINOLA et al., 2020). Portanto, entender essas interagdes pode
ser util para o diagnostico e tratamento de doengas.

3.4 Analise de microbioma

O sequenciamento de nova geragdao (NGS) vem sendo utilizado de maneira
crescente, especialmente para caracterizagdo taxondmica de comunidades
microbianas (CALLAHAN; MCMURDIE; HOLMES, 2017). Para tal, a metodologia
mais utilizada é o sequenciamento de genes marcadores, sendo as regides
hipervariaveis do gene 16S rRNA o principal alvo molecular desses estudos
(CALLAHAN et al., 2016b).



Tradicionalmente, esse tipo de analise usava por definigdo o agrupamento das
leituras em unidades taxondmicas operacionais (operational taxonomic units — OTUs):
clusters de reads agrupadas utilizando um ponto de corte fixo de similaridade de,
geralmente, 97% (SCHLOSS et al., 2009; WESTCOTT; SCHLOSS, 2015). Este
método ndo leva em conta os critérios de qualidade e as informacdes estatisticas
contidas nas reads, fazendo com que os algoritmos frequentemente errassem na
filtragem de erros, gerando um grande numero de OTUs espurias (CALLAHAN et al.,
2016a; EDGAR, 2018).

Recentemente, um novo método foi desenvolvido, utilizando um ponto de corte
de 100% de similaridade para o agrupamento das sequéncias. Essas sequéncias
foram chamadas por diversos nomes: ZOTUs (zero radious) (EDGAR, 2016), exacts
sequence variants (ESVs) (CALLAHAN; MCMURDIE; HOLMES, 2017), mas a
denominagao atualmente mais utilizada é a de amplicon sequence variants (ASVs)
(CALLAHAN et al., 2016a; EDGAR, 2018). Esse método é capaz de inferir sequéncias
bioldgicas incorporando os erros de amplificagdo e sequenciamento, além da
frequéncia das sequéncias, em um modelo probabilistico com robustez estatistica
para inferir uma sequéncia como verdadeira a partir de duas ocorréncias (ASVs nao
toleram singletons), distinguindo sequéncias variantes que diferem em apenas um
unico nucleotideo (CALLAHAN et al., 2016a; EDGAR, 2016).

Dentre as principais vantagens desta abordagem, estdo: uma maior
sensibilidade para anotacdo taxondémica, proporcionando um bom percentual de
identificacdo em nivel de espécie; substancial reducao de falso-positivos (a analise
por OTUs tende a gerar muitas sequéncias falsas); a possibilidade de comparar e
incorporar dados gerados separadamente (com OTUs, caso seja necessario adicionar
uma nova amostra a analise, a analise toda precisa ser refeita, e OTUs geradas em
analises separadas nao podem ser comparadas, ou seja, a analise de OTUs néao é
reprodutivel) (CALLAHAN et al., 2016a; CALLAHAN; MCMURDIE; HOLMES, 2017;
EDGAR, 2018).

Por isso, nos ultimos anos, vem sendo pautado que as analises utilizando ASVs
devem substituir as de OTUs em estudos de microbioma (CALLAHAN; MCMURDIE;
HOLMES, 2017; EDGAR, 2018), visto que os falso-positivos gerados nas analises de
OTUs tendem a causar falsas significancias estatisticas (CHIARELLO et al., 2022). A
tabela 1, extraida de Callahan et al (2016a) compara a acuracia dos principais
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meétodos de inferéncia de sequéncias em 3 diferentes datasets produzidos com cepas

de referéncia (mock community).

Tabela 1: Acuracia do DADA2, UPARSE, MED, Mothur e QIIME em 3 diferentes

datasets produzidos com cepas de referéncia

Output de sequéncias

Output de reads One Cep?s C,je
%) Total | Reference | Exacts . Other referéncia*

Balanced Fwd DADA2 99,2 93 59 33 1 0 57
UPARSE 99,1 81 48 29 2 2 53

MED 95,5 86 59 5 22 0 57

Mothur 96,3 249 44 25 15 165 49

QIIME 99,2 378 51 34 3 290 54

Merged | DADA2 96,2 87 57 29 1 55
UPARSE 94,2 76 45 27 2 50

MED 91,1 64 56 6 2 54

Mothur 94,1 108 42 27 11 28 47

QIIME 94,1 170 45 28 4 93 50

HMP Fwd DADA2 95,1 151 23 112 8 21
UPARSE 96,7 161 20 123 10 8 21

MED 80,9 83 23 2 58 0 21

Mothur 95,4 849 20 177 47 605 21

QIIME 97,4 1375 20 177 60 1118 21

Merged | DADA2 92,3 67 23 40 2 2 21
UPARSE 67,7 94 20 59 2 13 21

MED 64,8 32 23 3 6 0 21

Mothur 62,1 121 20 82 9 10 21

QIIME 67,6 290 20 71 8 191 21
Extreme Fwd DADA2 99,5 68 26 35 3 4 23
UPARSE 99,5 74 21 40 0 13 21

MED 96,4 95 16 0 79 0 13

Mothur - - - - - - -

QIIME 99,5 3237 20 44 73 3100 20

Merged | DADA2 97,6 25 24 1 0 0 21
UPARSE 69,9 23 18 4 0 1 18

MED 67,6 32 17 0 15 0 14

Mothur 94,3 44 23 14 0 7 23

QIIME 69,9 36 19 8 1 8 19

Sequéncias output foram classificadas entre ‘Reference’ ou ‘Exacts’ (verdadeiros positivos) e
‘One Off’ ou ‘Other’ (falsos positivos) pela comparagdo com as sequéncias conhecidas dessas
comunidades microbianas (cepas de referéncia) e a comparagdo com nucleotideos (BLAST)
para identificar contaminantes. Balanced: mock community que contém 57 bactérias e
arqueias em frequéncias nominalmente iguais. HMP (Human Microbiome Project): mock
community que contém 21 bactérias em frequéncias nominalmente iguais. Extreme: mock
community contém 27 cepas bacterianas em frequéncias abrangendo cinco ordens de
magnitude e diferindo na regido sequenciada em apenas 1 nucleotideo (nt). Mothur falhou ao
completar a inferéncia das ‘Extreme Forward Reads’. *“Cepas de Referéncia: A coluna cepas
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de referéncia demonstra quantas cepas de referéncia, dentre as que foram utilizadas para
confecgdo da mock community, foram corretamente identificadas pelo algoritmo. Adaptado de
Callahan et al, 2016a.

Diferentes objetivos podem ser propostos em estudos de microbioma, e nao
existe uma unica abordagem que possa atender a todos os objetivos e as diferentes
variabilidades inerentes a cada tipo de dado. Cabe ao pesquisador e ao bioinformata
ter em conta as peculiaridades de cada estudo, realizar as adaptacdes e adequacgoes
necessarias, e tragcar a melhor estratégia para o tratamento e analise dos dados, de
forma a minimizar as incertezas e vieses, maximizando a informacédo extraida e
diminuindo a probabilidade de gerar falsas significancias (CALLAHAN et al., 2016b;
CHIARELLO et al., 2022; HOLMES, 2019). Apesar disso, algumas etapas
fundamentais da analise devem ser obedecidas de forma que se obtenham resultados
acurados e reprodutiveis (CALLAHAN et al., 2016b; HOLMES, 2019).

A figura 1 demonstra um pipeline basico de pré-processamento de sequéncias
para analise de microbioma usando o DADAZ2. Esse pipeline pode e deve ser adaptado
conforme necessario.

A analise se inicia pela avaliagdo da qualidade das reads, que sera utilizada
como parametro para trimar e truncar as reads. Além disso, uma etapa de fundamental
importancia € a tolerancia de, no maximo, 2 erros esperados por read, filtrando reads
que excedam este parametro (EDGAR; FLYVBJERG, 2015). A trimagem e filtragem
€ executada de maneira pareada, de forma que ambas as reads, forward (fwd) e
reverse (rev), devem passar pelo filtro para permanecerem na analise (CALLAHAN et
al., 2016b).

Apds, as sequéncias devem ser deduplicadas para remocao de redundancias
(CALLAHAN et al., 2016b) e submetidas a avaliagdo por um modelo parametrizado
de erros de substituigdo, para distinguir erros de sequenciamento de variagéo
biolégica real. Os parametros do modelo sdo obtidos a partir do proprio dado
analisado, utilizando um algoritmo de ML nao supervisionado, que faz a estimativa
das taxas de erro que, posteriormente, € utilizada para realizar a inferéncia das
sequéncias (CALLAHAN et al., 2016a).

Em seguida, é realizada a inferéncia das ASVs, que pode ser realizada a partir
de um pool de todas as amostras ou a partir de cada amostra individualmente.
Utilizando o pool, ocorre uma maior demanda computacional, mas otimiza a deteccao

de ASVs raras — aquelas encontradas em baixa propor¢ao nas amostras individuais,
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mas amplamente distribuidas em um numero maior de amostras. Em casos em que o
dataset possui dezenas de milhdes de reads, a inferéncia em pool pode gerar um dado
intratavel (CALLAHAN; MCMURDIE; HOLMES, 2017).

O algoritmo de inferéncia de sequéncias do DADAZ2 remove quase todos os erros
de substituicao e indels do dado (CALLAHAN et al., 2016a). A partir dai, pode-se juntar
as sequéncias fwd e rev inferidas, removendo sequéncias pareadas que nio se
complementam perfeitamente, como uma ultima etapa de controle contra erros
residuais (CALLAHAN et al., 2016b). Apds a complementagao das sequéncias fwd e
rev, € gerada a tabela de ASVs, uma versao analoga, mas com maior poder de
resolucao, que a conhecida tabela de OTUs (CALLAHAN et al., 2016b).

Quimeras sao artefatos de sequenciamento que ocorrem quando o segmento
esquerdo e o segmento direito de duas sequéncias parentais mais abundantes se
unem para formar uma sequéncia falsa (CALLAHAN et al., 2016b). O algoritmo de
inferéncia de sequéncias ndo possui um componente para remocado de quimeras,
portanto, é esperado que a tabela de sequéncias possua um numero consideravel de
quimeras. Felizmente, a elevada acuracia do algoritmo de inferéncia do DADAZ2 faz
com que a identificacdo de quimeras seja executada muito facilmente, comparando
todas as sequéncias inferidas da tabela entre si (CALLAHAN et al., 2016b).

Para anotacao taxonémica, o DADAZ2 utiliza um método classificador de Naive
Bayesian. Esse método compara as ASVs com um banco de dados de treinamento
de sequéncias previamente classificadas (WANG et al., 2007).
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Figura 1: DADA2 Workflow: pré-processamento de sequéncias para analise de

microbioma

DADA2 Workflow

Trim Estimar Inferéncia
and taxa de das
filter erro sequéncias

Remocgao
de
quimeras
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de tabelas taxonomy
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dadosno
phyloseq
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visualizagdo

FASTq: formato de arquivo comumente utilizado para analises metagendémicas; Trim and
Filter: etapa de trimagem e filtragem do dado; Assign taxonomy: anotacao taxonémica das
sequéncias

Concluidas estas etapas iniciais, € recomendado que os dados gerados sejam
agrupados em um unico objeto de analise, contendo as informagbes das amostras,
sequéncias e suas respectivas abundancias, anotagdo taxonémica e metadados
(HOLMES, 2019). Para tal, o pacote recomendado € o phyloseq (MCMURDIE;
HOLMES, 2013). Este objeto geralmente € utilizado para todos os processos
subsequentes. Na presenga de variagbes residuais, efeito batch (e.g. multiplas
corridas de sequenciamento) e fatores de confusdo nédo controlaveis, € recomendado
realizar uma pré-normalizagdo do dado (LEEK; STOREY, 2007; OLBRICH,;
KUNSTNER; BUSCH, 2023).

Em situagdes em que o NGS é executado a partir de amostras com baixa
biomassa, talvez a execugdo de uma etapa adicional de descontaminacado do dado

seja necessaria. Isso € obtido através do uso de controles negativos e amostras
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obtidas a partir de swab do ambiente e/ou equipamentos utilizados (HOLMES, 2019).
O pacote decontam (DAVIS et al., 2018) realiza uma descontaminagao baseada em
um modelo probabilistico e foi recomendado recentemente em uma revisao
(KARSTENS et al., 2018).

Pode ser tentador remover caracteristicas desconhecidas ou dados né&o
anotados da analise. Contudo, os métodos estatisticos costumam ganhar poder
quando o dado é mantido integro, e a ‘manipulagdo prematura do dado € a raiz de
todos os males em estatistica’ (HOLMES, 2019). Deve-se tomar cuidado para nao
deixar tudo que for desconhecido cair no esquecimento. E recomendado que
sequéncias nao anotadas sejam nomeadas, seja utilizando a prépria ASV como nome,
ou por alguma outra forma de nomenclatura que permita que esse dado possa ser
utilizado em analises posteriores (CALLAHAN; MCMURDIE; HOLMES, 2017).

Uma profundidade desigual nas bibliotecas cria heterocedasticidade (variancias
desiguais para as prevaléncias em cada amostra), contudo, existem maneiras de
renormalizar o dado, remover o efeito da profundidade, mantendo a informacgao util
sobre tamanho de amostra, vieses e erros padrdo, para que sejam associados as
estimativas de parametro (HOLMES, 2019).

Recentemente foi publicado um pacote em R chamado de Microbiome Batch
Effect Correction Suite (MBECS) (OLBRICH; KUNSTNER; BUSCH, 2023). Este
pacote propde um workflow com uma etapa de avaliagao estatistica do impacto de
vieses nao controlaveis e efeito batch em dados de microbioma, seguido de 2 métodos
de normalizagao (centered log ratio — clr e Total-Sum Scaling — TSS, que serdao melhor
detalhados abaixo), 6 métodos de tratamento de vieses controlaveis (efeito batch) e 2
meétodos de tratamento de vieses ndo controlaveis, com subsequente renormalizacao
e avaliacido estatistica do método que proporcionou os melhores resultados
(OLBRICH; KUNSTNER; BUSCH, 2023). A andlise e tratamento de efeito batch néo
€ uma tarefa trivial e deve ser realizada apenas quando necessario e com extremo
cuidado.

Apds a renormalizagdo, geralmente se realiza uma etapa de filtragem
supervisionada no dado. A conducgao desse processo vai depender do tipo de dado,
dos objetivos do estudo, dentre outros fatores. E possivel dividir a analise em duas
abordagens diferentes: uma, mantendo o dado integro, inclusive sequéncias raras, e

tratando-o como uma matriz de presenga/auséncia (dado binario), utilizando a
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distdncia de Jaccard para estas analises; e outra, realizando etapas de
processamento no dado (HOLMES, 2019). Dentre as diversas possibilidades, as mais
utilizadas sdo a filtragem por prevaléncia (sdo removidas as ASVs de baixa
prevaléncia, sendo que o ponto de corte é arbitrario — geralmente se utiliza algo em
torno de 5% ou ocorréncia entre 3 a 10 amostras), a remogao de ASVs n&o anotadas
em nivel de filo (elevada probabilidade de que sejam artefatos no dado) e a
aglomeracéo filogenética e taxonémica (em fungao da elevada redundancia funcional
de taxons intimamente relacionados, a aglomeragao costuma prover ganho de poder
estatistico com minimas perdas do ponto de vista funcional) (CALLAHAN et al., 2016b;
HOLMES, 2019).

3.4.1 Caracteristicas dos dados de microbioma

Muitos métodos de analise amplamente utilizados assumem que o dado gerado
por NGS é equivalente a um dado ecoldgico, e acabam por utilizar abordagens
baseadas em contagens absolutas, como a dissimilaridade de Bray-Curtis, modelos
Gaussianos zero-inflados ou binomiais negativos (MCMURDIE; HOLMES, 2014;
WEISS et al., 2017). Em estudos ecologicos, as contagens das espécies costumam
ser normalizadas a uma determinada area, sendo que as espécies coexistem
livremente, e, de maneira geral, a abundancia de uma espécie nao interfere na
abundancia de outra (GLOOR et al., 2017).

Esta verdadeira independéncia ndo ocorre no dado gerado por NGS, onde o
numero de reads observadas é limitada a capacidade do instrumento. Por exemplo,
para termos uma sequéncia de E. coli incluida no espaco reservado para uma
determinada amostra, alguma sequéncia precisara deixar de ser sequenciada. Logo,
o dado gerado por NGS é uma amostragem aleatoria de abundancias relativas de
tamanho fixo e ndo deve ser tratado como abundéncias absolutas (GLOOR et al.,
2017).

O dado que naturalmente é descrito como proporgcdes ou probabilidades e sua
soma é constante ou irrelevante, € chamado de composicional. Este dado contém a
informacé&o da relagdo entre as partes que o compdem (AITCHISON, 1982). Amostras
com diferentes contagens podem demonstrar propor¢des iguais no dado de NGS, e
nao € possivel predizer os valores absolutos contidos em uma amostra a partir das
abundancias relativas obtidas por NGS (GLOOR et al., 2017).



Diversos problemas advém da utilizacdo de uma abordagem nao composicional
na analise de microbiomas. O numero total de leituras obtidas para uma mesma
amostra nao é reprodutivel, e este numero € um importante fator de confusao para as
métricas de distancia ou dissimilaridade utilizadas para ordenag¢des multivariadas
(GLOOR et al, 2017; MCMURDIE; HOLMES, 2014). O uso de
rarefagdo/subamostragem e diversas outras estratégias de normalizacdo nao
corrigem este problema, além de provocar a perda de informacgao e precisao (GLOOR
et al., 2017; MCMURDIE; HOLMES, 2014).

Neste contexto, € sabido que problemas graves ocorrem com o uso de
correlagdo em um dado composicional (PEARSON, 1896), fato redescoberto em
estudos de microbioma (KURTZ et al., 2015; MORTON et al., 2018). Admitir o
problema com a correlacdo é fundamental, visto que correlagédo e covariagdo sao
conceitos-chave para ordenacao, clusterizacdo, analise de redes e abundancia
diferencial. O dado composicional possui um viés de correlacdo e uma estrutura de
correlacao diferente de seu dado absoluto originario, e a situagao fica ainda pior ao se
utilizar praticas comuns de analise de microbioma como a subamostragem ou
agregacao (GLOOR et al., 2017).

A analise de dados composicional (CODA) inicia com a transformagao do dado
em razodes. As razdes capturam a relacio entre as variaveis que compdem o dado e
nao variam, independentemente de estar representado como contagens ou
proporgdes. Ao tirarmos o logaritmo dessas razdes (log-ratios), o dado se torna
simétrico e linearmente relacionado (PAWLOWSKY-GLAHN; EGOZCUE;
TOLOSANA-DELGADO, 2015). Assim, obtemos informagdes sobre as abundancias
log-ratio de um taxon relativa a outros taxons do conjunto de dados, e esta informagéo
se relaciona diretamente com a amostra (GLOOR et al., 2017). A transformacgao log-
ratio mais utilizada em estudos de microbioma € a centered log-ratio (clr) (AITCHISON,
1982; GLOOR et al., 2017).

A partir da transformacao clr, é possivel calcular a distdncia de Aitchison, que
nada mais € que a distancia Euclidiana entre amostras apds a transformacéao
(AITCHISON, 1982). Esta distancia é superior as tradicionalmente utilizadas Jensen-
Shannon e Bray-Curtis, sendo mais estavel, reprodutivel, informativa e
verdadeiramente linear (AITCHISON et al., 2000; BARS-CORTINA, 2022; GLOOR et
al.,, 2017). A analise de PCA a partir da distancia de Aitchison é a substituicdo
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adequada para a exploragdo da beta-diversidade por PCoA (AITCHISON;
GREENACRE, 2002).

Recentemente um pacote em R chamado codad4microbiome (CALLE;
PUJOLASSOS; SUSIN, 2023) foi publicado trazendo diversas analises utilizando a
abordagem CODA. O diferencial deste pacote € o foco na predi¢ao, ou seja, identificar
uma assinatura microbiana que contenha o menor numero de features com o0 maximo
de poder preditivo. Apesar das importantes diferengas metodoldgicas entre este
pacote e as demais abordagens para abundancia diferencial/assinatura microbiana, o
destaque fica para a metodologia proposta para a medida de associagdo entre
variaveis dependentes e log ratios. A importancia de um determinado taxon € inferida
a partir da acuracia de predi¢do agregada de todas as razdes envolvendo este taxon,
obtida por um modelo linear generalizado. Para variaveis continuas, € calculado o
coeficiente de correlagdo de Spearman entre a variavel e as predicdes do modelo.
Esta abordagem visa minimizar a ocorréncia de correlagdes espurias, muito comuns
em estudos de microbioma que néo utilizam abordagem CODA (BARS-CORTINA,
2022; CALLE, 2019; CALLE; PUJOLASSOS; SUSIN, 2023; GLOOR et al., 2017).

3.4.2 Analises de diversidade

E frequentemente necessario realizar transformagées nos dados de microbioma,
para minimizar o impacto de diferencas de tamanho de biblioteca, variancia, escala,
dentre outros vieses. As transformacdes mais utilizadas s&o log ratio e abundancia
relativa (conversao do dado em percentual), que transforma numeros absolutos em
proporcdes (GREENACRE; MARTINEZ-ALVARO; BLASCO, 2021). Através dessas
transformacdes é possivel avaliar diferengas em escala e comparar a distribuicdo das
abundancias absoluta e relativa, permitindo avaliar a melhor estratégia de
transformacéao para as analises subsequentes e a detecg¢ao de distribuicbes anormais
no dado, como a distribuicdo bimodal (CALLAHAN et al., 2016b).

Beta-diversidade
A clusterizacdo de amostras de microbioma baseada em sua composicao revela
a heterogeneidade da comunidade microbiana dentre os pacientes. A formacao de

subgrupos na clusterizacdo € o que chama a atengdo dos pesquisadores para



possiveis divergéncias, que podem ser exploradas para pautar diagnéstico,
tratamento, dentre outros (COSTEA et al., 2018).

Para classificar adequadamente as amostras em subgrupos de acordo com o
seu perfil composicional, é necessario medir a dissimilaridade entre estas, o que é
conhecido como beta-diversidade na comunidade microbiana (ANDERSON et al.,
2011).

Analises estatisticas multivariadas sao particularmente uteis para exploracédo da
beta-diversidade em microbioma. Projegdes multivariadas sao facilmente geradas ao
plotar as ordenacodes de dissimilaridade das amostras utilizando métodos de reducéao
dimensional de coordenadas principais (HOLMES, 2019). Existem mais de 50
métricas de distancia disponiveis no pacote phyloseq (MCMURDIE; HOLMES, 2013),
por isso, a escolha adequada das métricas utilizadas € fundamental para o sucesso e
adequacao da analise (HOLMES, 2019).

Os métodos de reducao dimensional mais utilizados para essas analises sao a
analise de componentes principais (PCA) (HOTELLING, 1933), analise de
coordenadas principais dupla (DPCoA) (PAVOINE; DUFOUR; CHESSEL, 2004),
escalonamento multidimensional (MDS), andlise de coordenadas principais (PCoA)
(GOWER, 1966) e escalonamento multidimensional nao-métrico (NMDS) (MINCHIN,
1987).

Dentre as métricas de distancia mais utilizadas estao Unifrac/Unifrac ponderada,
que utiliza informacéo filogenética para comparar as amostras (LOZUPONE et al.,
2011) e possui boa sensibilidade para outliers (CALLAHAN et al., 2016b), Bray-Curtis,
métrica de dissimilaridade que leva em conta presenca/auséncia e abundancia
(BRAY; CURTIS, 1957) e Jaccard, que mede a dissimilaridade entre atributos binarios
(presenca/auséncia) (JACCARD, 1912). Tanto Bray-Curtis quando Jaccard sao
métricas derivadas da dissimilaridade de Manhattan (CHEN et al., 2021).

A divergéncia de Kullback-Leibler (KL) reflete a diferengca entre duas medidas
probabilisticas (KULLBACK; LEIBLER, 1951). Das métricas derivadas de KL, a mais
utilizada é a divergéncia de Jensen-Shannon (JSD) e a sua raiz quadrada, rJSD, é a
mais utilizada dentre as métricas baseadas em KL para clusterizagao de subgrupos
de microbioma (ENDRES; SCHINDELIN, 2003).

Diferentes métricas podem levar a diferentes padrdes de clusterizacéo, e a
métrica adequada vai depender do tipo de dado e dos objetivos pretendidos. Autores
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que orientam a utilizagdo das métricas de diversidade, apontam que em geral os
estudos de microbioma utilizam as métricas de maneira empirica e arbitraria, e boa
parte destes obtém resultados inadequados (KOREN et al., 2013; SHI et al., 2022).
Recentemente foi demonstrado que divergéncias baseadas em Manhattan s&o mais
robustas para clusterizagado de subgrupos quando as diferengas composicionais sao
provocadas por elementos de maior abundancia, enquanto divergéncias baseadas em
KL favorecem a clusterizacdo quando estas diferencas sdo causadas por taxons de
menor abundancia (CHEN et al., 2021).

Alfa-diversidade

Outra caracteristica frequentemente avaliada em estudos de microbioma é o
numero de taxons presentes em determinada amostra e a sua respectiva abundancia.
Essa andlise de diversidade bacteriana em um determinado nicho é conhecida como
alfa-diversidade (KIM et al., 2017). De maneira geral, a diversidade € constituida de
duas métricas: riqueza (richness) — numero de taxons realmente observados na
amostra; e uniformidade (evenness) — avalia a uniformidade com que cada taxon
presente na amostra se apresenta em termos de abundéancia relativa (KIM et al.,
2017).

Quando a riqueza e uniformidade aumentam, também aumenta a alfa-
diversidade. Dentre os indices mais utilizados para este calculo estdo ACE
(Abundance-based Coverage Estimator), Shannon e Simpson, sendo o primeiro mais
utilizado como métrica de estimativa de riqueza, e os dois ultimos os mais
recomendados como indice de diversidade microbiana (CHAO et al., 2006;
HAEGEMAN et al., 2013).

A alfa-diversidade por si s6 nao é informativa. Se faz necessario avaliar o quanto
esta métrica, individualmente, reflete 0 ambiente que a comunidade microbiana habita,
e 0 quanto se relaciona com as caracteristicas que estdo sendo estudadas
(CALLAHAN et al., 2016b). Nao existe consenso sobre qual o melhor indice de
diversidade para estudos de microbioma. Sendo estes indices derivados da ecologia,
e nao especificamente desenvolvidos para estudos de microbioma, todos sao fontes
de viés em maior ou menor grau. Mesmo assim, comparagdes ainda podem ser feitas.
Multiplas abordagens podem ser utilizadas, na tentativa de aumentar a robustez das
analises (KOREN et al., 2013; KOWALCHUK, 2004; SHI et al., 2022).



3.4.3 Abundancia diferencial

Definimos um taxon como ‘diferencialmente abundante’ entre 2 ecossistemas
quando a média das suas abundancias absolutas € diferente entre estes
ecossistemas. Na pratica, utiizamos a analise de abundéancia diferencial para
identificar taxons nos quais a média das abundéncias absolutas é significativamente
diferente com relacédo as variaveis de interesse, como, por exemplo, entre grupos
amostrais (LIN; PEDDADA, 2020b).

Uma etapa fundamental ao avaliar abundancia diferencial € a normalizagdo do
dado. Isso ocorre em fungao de vieses como tamanho da amostra e numero de leituras
da biblioteca. Falhar na normalizacdo do dado pode aumentar a taxa de descobertas
falsas (False Discovery Rate — FDR) e diminuir o poder estatistico da analise (LIN;
PEDDADA, 2020b).

Uma das estratégias mais utilizadas para normalizagdo de dados ¢é a rarefacao.
Entretanto, alguns autores consideram isso inadmissivel (BARS-CORTINA, 2022; LIN;
PEDDADA, 2020b; MCMURDIE; HOLMES, 2014), pois essa estratégia induz a
omissao de dados validos disponiveis, a introdugao de incerteza na subamostragem,
a escolha arbitraria do numero de leituras minimo de cada biblioteca e desafios na
estimativa da sobredispersdo. Além da rarefagdo, outra estratégia bastante utilizada
para normalizacdo destes dados é a de scaling. A ideia é dividir a abundancia
observada por um fator de normalizacdo para eliminar os vieses resultantes de
amostragem desigual (LIN; PEDDADA, 2020b).

Dentre os métodos de scaling propostos estdao o Cumulative-Sum Scaling (CSS)
implementado no pacote metagenome-Seq (PAULSON et al., 2013), quartil superior
(Upper Quatrtile - UQ) (BULLARD et al., 2010), Trimmed Mean of M-values (TMM) no
pacote edgeR (ROBINSON; MCCARTHY; SMYTH, 2010) e a mediana (MED) no
pacote DESeq2 (LOVE; HUBER; ANDERS, 2014). Estes métodos sao derivados da
analise de expressao diferencial e estao sujeitos a viés. Por exemplo, o método do
DESeqg2 (LOVE; HUBER; ANDERS, 2014) parte do pressuposto de que taxons de
meédia abundancia n&o serao diferentemente abundantes. Isso pode ser verdade para
expressao génica, mas nem sempre sera verdade em estudos de microbioma. Além
disso, estes métodos ndo levam em conta a composicionalidade do dado gerado por
NGS (LIN; PEDDADA, 2020b).



Recentemente, um novo método chamado Analysis of Compositions of
Microbiome with Bias Correction (ANCOM-BC), que como o préprio nome diz, foi
desenvolvido especificamente para abundancia diferencial em microbioma, foi
proposto para resolver os vieses resultantes da amostragem desigual (LIN;
PEDDADA, 2020a). ANCOM-BC parte do pressuposto de que a abundancia
observada e a abundancia ndo observada de um taxon sio proporcionais. Essa
proporcao € definida como uma fragcdo da amostra, e pode variar entre as amostras.
Entdo ANCOM-BC leva em conta essa fragdo ao introduzir um fator de compensacao
especifico para cada amostra em um modelo de regressao linear que é estimado a
partir da abundancia observada. Esse fator é que atua na corregao do viés (LIN;
PEDDADA, 2020a).

Para analise estatistica da abundancia diferencial, diversos métodos ja foram
propostos. Alguns comumente encontrados utilizam testes nao-paramétricos
classicos, como Mann-Whitney/Wilcoxon rank-sum test e Kruskal-Wallis. Estes
meétodos ndo levam em conta a natureza composicional do dado de microbioma e néo
devem ser utilizados (LIN; PEDDADA, 2020b).

Dentre os métodos baseados em RNA-seq, os mais populares sao os métodos
propostos pelos pacotes DESeqg2 (LOVE; HUBER; ANDERS, 2014) e edgeR
(ROBINSON; MCCARTHY; SMYTH, 2010). Esses métodos modelam a abundancia
observada utilizando um modelo binomial negativo ap6s a normalizagdo do dado
utilizando scaling (LOVE; HUBER; ANDERS, 2014; ROBINSON; MCCARTHY;
SMYTH, 2010).

Ja a analise de ANCOM-BC (LIN; PEDDADA, 2020a) modela as abundéancias
observadas utilizando uma compensacédo baseada em um modelo log-linear. Essa
abordagem testa a abundancia diferencial de cada taxon individualmente enquanto
estima e corrige o viés causado pela amostragem desigual. ANCOM-BC, além de
controlar para FDR de maneira satisfatoria, fornece intervalos de confianca e valor de
“p” para a abundancia diferencial de cada taxon entre dois grupos amostrais (LIN;
PEDDADA, 2020b). Além disso, por ser baseado em regressdo linear, permite
multiplos delineamentos, correcdo para fatores de confusdo e avaliacdo da
abundancia diferencial em estudos longitudinais e de dose-resposta (LIN; PEDDADA,
2020a). Muito semelhante em termos metodoldgicos, o algoritmo LinDA (/linear models

for differential abundance analysis of microbiome compositional data) juntamente com
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a nova versao do algoritmo ANCOM-BC2 sao consideradas as melhores abordagens

em termos de controle de FDR e poder estatistico (ZHOU et al., 2022).

3.4.4 Predicao metabdlica/funcional

Uma das limitagdes dos estudos de metagenOmica direcionada € que esta
abordagem n&o fornece informagbes a respeito do perfil funcional daquela
comunidade microbiana (DOUGLAS et al., 2020). Para contornar tal limitagéo,
diversos métodos ja foram propostos (ASSHAUER et al., 2015; IWAI et al., 2016; JUN
et al., 2015; LANGILLE et al., 2013; WEMHEUER et al., 2018).

Dentre as ferramentas mais robustas e atualizadas, esta o software PICRUSt2
(DOUGLAS et al., 2020). Este software, que € um upgrade do ja conhecido
Phylogenetic Investigation of Communities by Reconstruction of Unobserved States
PICRUSt (LANGILLE et al., 2013), possui um banco de dados de genes e genomas
de referéncia maior e mais atualizado, o que permite uma predi¢ao fenotipica mais
acurada de uma comunidade microbiana (DOUGLAS et al., 2020). O algoritmo do
PICRUSt2 possui etapas que otimizam a predicdo dos genomas; posicionando as
sequéncias em uma filogenia de referéncia, ao invés de contar somente com a
predicdo por taxonomia; utilizando um banco de dados muito maior de genes e
genomas de referéncia; utilizando critérios de abundancia na predicdo das rotas
metabdlicas; realizando a predicao funcional de fendtipos complexos; e permitindo a
integracédo de bancos de dados customizados (DOUGLAS et al., 2020).

O PICRUSt2 integra ferramentas ja existentes de codigo aberto para realizar a
predicdo de genomas a partir de sequéncias do gene 16S rRNA. As ASVs séao
posicionadas em uma arvore filogenética de referéncia, que serve como base para as
predi¢cdes funcionais, e que contém mais de 20 mil sequéncias do 16S rRNA completo
obtidas do banco Integrated Microbial Genomes (IMG) (DOUGLAS et al., 2020;
MARKOWITZ et al., 2012).

O posicionamento filogenético no PICRUSt2 é baseado no output de 3
ferramentas: HMMER (http://www.hmmer.org) (FINN; CLEMENTS; EDDY, 2011) para
alinhar as ASVs, EPA-NG (BARBERA et al., 2018) para determinar a posi¢ao 6tima
das ASVs em uma filogenia de referéncia e GAPPA (CZECH; STAMATAKIS, 2019)

para exportar a nova arvore com o posicionamento das ASVs incorporado. Isso resulta

em uma arvore filogenética contendo os genomas de referéncia e os microrganismos



obtidos a partir das amostras, o que é utilizado para predizer o niumero de copias de
cada familia de genes individualmente para cada ASV (DOUGLAS et al., 2020).

No PICRUSt2, a inferéncia do conteudo genémico das sequéncias das amostras
ocorre em estado oculto (conhecido como hidden-state em programacéo) (DOUGLAS
et al., 2020). O pacote Castor para R (LOUCA; DOEBELI, 2018) é utilizado para essas
funcdes de predigdo. Nessa abordagem, as ASVs sdo corrigidas pelo seu numero de
copias do gene 16S rRNA e entdo multiplicadas pelas suas predi¢cdes funcionais para
produzir um metagenoma. O PICRUSt2 também fornece a contribuicdo de cada ASV
para cada funcao predita, permitindo uma analise estatistica baseada em taxonomia.

Por fim, a abundancia das rotas metabdlicas ¢é inferida a partir de mapeamentos
estruturais (structured pathway mappings) (DOUGLAS et al., 2020). Para isso, o
PICRUSt2 aceita a utilizagdo de diversos bancos de dados de familia de genes, sendo
o0 Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) (KANEHISA et al., 2012)
orthologs (KOs) um dos mais utilizados.

Atualmente, o MetaCyc (CASPI et al., 2016) € o principal banco de dados para
predicao da abundancia de rotas metabdlicas no PICRUSt2. Esse banco de dados é
uma alternativa ao KEGG, e atualmente é o principal foco do amplamente utilizado
perfilador funcional de metagenémica, o HUMANNZ2 (FRANZOSA et al., 2018).

A predicao de fendtipos microbianos também é uma funcdo do PICRUSHt2.
Baseada nos genomas do IMG (MARKOWITZ et al., 2012), o PICRUSt2 pode predizer
41 fendtipos, que representam atividades metabdlicas de alto nivel, como utilizagao
de glicose ou utilizagao de nitrogénio, que estdo anotadas nos genomas de referéncia
(DOUGLAS et al., 2020).

Existem duas principais criticas a predicado metabdlica baseada em amplicon
(e.g. 16S rRNA). A primeira, é que as predicbes sao enviesadas pela
presencga/auséncia de genomas de referéncia. Essa limitagdo vem decrescendo
conforme o numero de genomas de alta qualidade vem aumentando nos bancos de
dados (DOUGLAS et al., 2020). A segunda, é que as predi¢cdes baseadas em amplicon
nao possuem resolugao suficiente para distinguir a funcionalidade especifica em nivel
de cepa. Essa € uma limitagao importante que se relaciona diretamente com o poder
de resolugao taxonémica do amplicon utilizado (DOUGLAS et al., 2020), visto que

mesmo dentro de uma mesma espécie, cepas diferentes podem ter perfis
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funcionais/metabdlicos diferentes, e isso ndao pode ser evidenciado através da

predicao baseada em amplicon.

3.5 O microbioma do trato respiratorio e a COVID-19

A troca de gases (oxigénio/gas carbOnico) € a principal fungdo do trato
respiratorio. Para isso, as vias aéreas do ser humano possuem uma area
aproximadamente 40 vezes superior a area da pele (WEIBEL, 1979). Toda essa area
de superficie tecidual proporciona numerosos habitats para os microrganismos.

No trato respiratério superior, que compreende a cavidade nasal, nasofaringe e
orofaringe, sdo encontradas elevadas densidades bacterianas (103-10% U™),
enquanto no pulmao, que pertence ao trato respiratdrio inferior, as densidades
bacterianas sdo mais modestas (~102 U™"). Quando em estado de eubiose, esses
microrganismos atuam como ‘guardibes da saude respiratéria’ (MAN; DE
STEENHUIJSEN PITERS; BOGAERT, 2017; WYPYCH; WICKRAMASINGHE;
MARSLAND, 2019). Os géneros considerados tipicos de um trato respiratério superior
saudavel sdo  Staphylococcus, Propionibacterium,  Leptotrichia,  Rothia,
Dolosigranulum, Haemophilus, Moraxella, Veillonella e Corynebacterium, enquanto
Veillonella, Fusobacterium e Haemophilus sao tipicos habitantes de um pulmao
saudavel. Ja Prevotella e Streptococcus ocorrem tanto no trato superior quanto inferior
(MAN; DE STEENHUIJSEN PITERS; BOGAERT, 2017; WYPYCH,;
WICKRAMASINGHE; MARSLAND, 2019).

Evidéncias anteriores ja demonstraram que as bactérias comensais do trato
respiratorio ajudam a prevenir patdégenos de estabelecer infeccéo e se espalhar pelas
superficies mucosas. Esse fenbmeno, conhecido como “resisténcia a colonizagao”,
também é evidenciado contra virus respiratérios, o que leva a crer que a microbiota
respiratéria humana pode contribuir em certo grau com a resisténcia a infecgéo por
SARS-CoV-2 (BOGAERT; DE GROOT; HERMANS, 2004; WANG et al., 2022).

Sendo a microbiota responsavel pela manutencdo da homeostase e saude do
seu habitat, é esperado que exista uma conexao entre a microbiota e a infecgcao por
SARS-CoV-2 (WANG et al.,, 2022). Estudos recentes evidenciaram que tanto o
microbioma intestinal quanto o respiratério sofrem importante disbiose na COVID-19,
e que a composicdo do microbioma se correlaciona com o grau de gravidade da
doenca e desfecho (FERREIRA; VIANA; REIS, 2020; LLORENS-RICO et al., 2021).



Ja foi demonstrado que o microbioma intestinal pode nao ter se restabelecido, mesmo
3 meses apos a infecgao por SARS-CoV-2 (TIAN et al., 2021). Além disso, a infecgao
por SARS-CoV-2 predispde os pacientes a infec¢gdes por patdégenos secundarios,
sendo estes responsaveis por boa parte da morbimortalidade associada a COVID-19
(COX et al., 2020; YEOH et al., 2021).

No pulmado, ao provocar disbiose, a infeccdo diminui a propor¢cao de
microrganismos probidticos e aumenta a proporgdo de patdogenos oportunistas,
danifica as camadas celulares nas mucosas (AMORIM DOS SANTOS et al., 2020) e
destréi as jungdes (Tight Junction) entre as células epiteliais (TIAN et al., 2021). Essas
barreiras fisicas atuam na prevencgao da invasao por patégenos (OTANI; FURUSE,
2020). O transportador dependente de sodio B°AT1 ou SLC6A19 também podem
estar relacionados com a ruptura das barreiras fisicas e quebra da homeostase na
infecgdo por SARS-CoV-2 (PENNINGER; GRANT; SUNG, 2021). B°AT1 também é
uma chaperona da ECA-2 (KOWALCZUK et al., 2008). Dessa forma, tanto ECA-2
quanto B°AT1 podem ser internalizadas no curso da infecgéo, fazendo com que a
quantidade de B°AT1 na superficie das membranas celulares diminua. Microscopia
crioeletronica foi utilizada para avaliar as ultraestruturas do complexo ECA-2-B°AT1.
A analise evidenciou que este complexo existe como um heterodimero, e que a
proteina Spike (S1) pode interagir com este complexo (YAN et al., 2020). A sub
regulagdo de BPAT1 induzida por SARS-CoV-2 na superficie das células epiteliais
pode contribuir para a disbiose, o que, em contrapartida, possibilita a invasao de
patégenos, facilita a “tempestade de citocinas” e promove a exacerbagdo da COVID-
19 (VIANA; NUNES; REIS, 2020).

As células T associadas a mucosa (Mucosal associated T cells - MAIT)
constituem um conjunto evolucionario conservado de células T com fung¢des inatas
semelhantes as das natural killer T cells (iNKT) (GODFREY et al., 2019). Estas células
estdo localizadas principalmente no baco, linfonodos e figado, mas também habitam
tecidos de barreira como pele, intestino e pulmdes (MEIEROVICS; YANKELEVICH;
COWLEY, 2013). Estas células reagem aos patdgenos via complexo maior de
histocompatibilidade (MHC) mediado pela proteina 1 (MR1) que atua no
reconhecimento de derivativos da riboflavina produzidos por microrganismos da
microbiota intestinal, tais como Bifidobacterium animalis,  Bacteroides

thetaiotaomicron, Lactobacillus casei e Enterobacter cloacae (CORBETT et al., 2014).
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Essa sinalizagdo proveniente da microbiota afeta a biologia das células MAIT em
todos os niveis, incluindo o desenvolvimento intra timico, expansao periférica e
funcionamento nos 6rgéos (LEGOUX; SALOU; LANTZ, 2020).

Nos tecidos, as células MAIT integram multiplos sinais e fungbes efetoras
associadas a defesa contra patdgenos, estando altamente envolvidas na resposta
imune do hospedeiro contra a COVID-19. Estas células atuam tanto de maneira local
quanto sistémica, nas fases iniciais da infeccédo. Elas sao recrutadas por sinais pro-
inflamatorios e migram do sangue para o trato respiratério, promovendo rapida
resposta imune inata contra o SARS-CoV-2 (PARROT et al., 2020).

Recentemente, foi demonstrado que deaminotirosina (DAT - metabdlito
bacteriano derivado dos flavonoides) protege o hospedeiro do Influenza através da
iniciacdo de um Jloop de amplificagdo de sinalizagdo de interferon tipo | (IFN). Os
camundongos em que DAT foi administrado exibiram menor mortalidade, menor
expressao de genes virais e uma menor propor¢ao de células apoptéticas no trato
respiratorio (STEED et al., 2017).

Outro estudo demonstrou que a sinalizacdo de IFN nas células estromais do
pulméo protege o hospedeiro contra a infeccéo por Influenza (BRADLEY et al., 2019).
SARS-CoV-2 e Influenza sdo parecidos em muitos quesitos, portanto, estes
metabdlitos derivados da microbiota podem ter um importante papel na inibicdo da
infecgao por SARS-CoV-2 (FLERLAGE et al., 2021).

Outros componentes derivados da microbiota, como os lipopolissacarideos
(LPS), também ajudam na protegédo dos pulmdes contra infecgdes virais (STEFAN et
al., 2020). Evidéncias recentes apontam que estes componentes atuam na
programacgao das células dendriticas, deixando estas células em um estado de
prontidao, favorecendo uma resposta mais rapida contra patégenos, incluindo virus
respiratorios (SCHAUPP et al., 2020), como o0 SARS-CoV-2.

A “tempestade de citocinas” pré-inflamatérias da COVID-19 esta associada a
doenca severa e maior mortalidade. Diversos metabdlitos e componentes derivados
da microbiota, como vitaminas, carboidratos, aminoacidos e glicolipideos tém o
potencial para modular diferentes tipos de células imunolégicas, através de diferentes
mecanismos. Esses efeitos imunomodulatérios sdo alvos em potencial para o
desenvolvimento de medidas terapéuticas ou profilaticas contra SARS-CoV-2 (WANG
et al., 2022).

47



Numerosos estudos ja demonstraram que metabdlitos microbianos possuem
acao anti-inflamatdria, tais como os acidos graxos de cadeia curta (short chain fat
acids - SCFA) que s&o produzidos por diversos grupos bacterianos. Entre esses,
podemos citar acetato (50-70% - produzidos por diversos taxons), propionato (10-20%
- sintetizados por Bacteroidetes e alguns Firmicutes) e butirato (10-40% - gerados por
alguns Clostridia) (DALILE et al., 2019). Esses SCFAs influenciam a resposta imune,
tanto em nivel local quanto sistémico (FUKUDA et al., 2011; SMITH et al., 2013). Um
estudo recente demonstrou que os SCFAs produzidos pela microbiota otimizam o
metabolismo de células B e a expressao de genes associados a diferenciacao de
células do plasma (incluindo Aicda, Xbp1, Irf4, Prdm1 e Sdc1), aumentando a
expressao de imunoglobulinas do tipo 1IgG3, IgG1, IgG2b, IgG2a e IgA, dando suporte
a homeostase e resposta especifica de anticorpo a patégenos (KIM et al., 2016). E
possivel que os SCFAs promovam a producdo de anticorpos anti-SARS-CoV-2,
inibindo o desenvolvimento da COVID-19. Pacientes recuperados da COVID-19
apresentam o metabolismo dos SCFAs pela microbiota prejudicado, o que pode
indicar uma relagao direta entre a gravidade da COVID-19 e o prejuizo persistente
dessas importantes rotas metabdlicas (VENZON; CADWELL, 2022).

O eixo intestino-pulméao (gut-lung axis) € uma relagao ja bem estabelecida em
estudos de microbioma (BUDDEN et al., 2017). Por isso, apesar de majoritariamente
produzidos pela microbiota intestinal, existem evidéncias robustas de que os SCFAs
podem afetar a homeostase imunoldgica pulmonar ao atuar de maneira sistémica,
influenciando no desenvolvimento de diversas doencas, dentre elas, a COVID-19,
indicando um possivel potencial terapéutico para estes componentes (ASHIQUE et
al., 2022). SCFAs também inibem a inflamag&o através da modulagdo de diversas
células do sistema imune. O butirato promove a polarizagdo de macrofagos M2-like,
e, por consequéncia, atividade anti-inflamatéria pela supra regulagéo da arginase 1
(ARG1) e sub regulacao de TNF, IL-6, IL-12b e outras citocinas (SCOTT et al., 2018).

Neste contexto, as células T regulatdrias (Treg) possuem importante efeito
imunossupressor. Uma variedade de citocinas anti-inflamatorias secretadas pelas
células Treg podem inibir respostas autoinflamatérias, atuando na prevencgao do dano
causado pela resposta inflamatéria exacerbada (ESENSTEN et al.,, 2018). O mau
funcionamento ou auséncia das células Treg podem resultar em doenga inflamatoéria

(CARE et al., 2018). O butirato pode promover a diferenciacdo de células T imaturas

48



em Treg, inibindo a histona desacetilase ou aumentando a transcrigdo do promotor
Foxp3 em células T imaturas (ARPAIA et al., 2013). O propionato ativa o receptor
GPR43 nas células Treg, promovendo sua proliferacdo (MASLOWSKI et al., 2009).

Outros componentes e metabdlitos da microbiota também modulam as células
Treg. O acido retindico (AR) (vitamina A) derivado de Bifidobacterium infantis regula a
Aldh1a2 que codifica a desidrogenase 2 retinal nas células dendriticas (CDs) (ZENG
et al.,, 2016). CDs que expressam Aldh71a2 produzem altos niveis de AR e essa
substéncia colabora com o fator de crescimento transformante-3 (transforming growth
factor-B - TGF-B) para promover a diferenciacao de células T imaturas em células Treg
FOXP3+ (YOKOTA et al., 2009). O polissacarideo A (PSA), componente capsular de
Bacteroides fragilis, pode ser capturado no lumen intestinal por proteinas relacionadas
a autofagia (CHU et al., 2016) e reconhecido pelo receptor Toll-like 2 (TLR2) nas
células Treg FOXP3*, o que induz a proliferagdo destas células, produgao de IL-10 e
promove um estado anti-inflamatério (ROUND; MAZMANIAN, 2010). O polissacarideo
de superficie beta glucana/galactana produzido por Bifidobacterium bifidum promove
a regeneracéo das células Treg FOXP3* (WANG et al., 2022).

Além disso, o receptor do AR relacionado ao receptor 6rfao gamma t (RORvt,
um receptor hormonal nuclear) pode induzir a diferenciagao das células T helper 17
(Th17) (ZHOU et al., 2008). Estudos recentes demonstraram que certos comensais
intestinais como Helicobacter spp. e Clostridium ramosum podem induzir a expressao
de RORyt nas células Treg Foxp3+. Células Treg RORyt+ Foxp3+ sub regulam Tw1-,
TH2- e respostas imunes produzidas por células Tw17 (XU et al., 2018).

Devido a essas caracteristicas, terapias baseadas em microbioma vem sendo
utilizadas no tratamento de diversas doencas como diabetes, obesidade, cancer, colite
ulcerativa, doenca de Crohn e certas infecgbes virais (SORBARA; PAMER, 2022).
Alguns desses estudos atuaram na manipulagado do microbioma para tratar a COVID-
19 e suas complicagdes (CONTE; TORALDO, 2020; INFUSINO et al., 2020; MAK;
CHAN; NG, 2020).

Recentemente, um ensaio clinico (ClinicalTrials.gov Identifier No.
NCT04824222) propbs validar a eficacia do transplante de microbiota fecal (FMT —
fecal microbiota transplantation) como imunomodulador para reduzir o risco de
agravamento da COVID-19 (TANG et al., 2021). O estagio do estudo € desconhecido
e os resultados ainda ndo foram publicados, mas € possivel que o FMT seja uma
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abordagem terapéutica viavel na supressao da tempestade de citocinas e inflamacgéao
induzidas pela COVID-19 (WANG et al., 2022).

A suplementagdo com prebioticos e probioticos, mais seguros e faceis de
administrar que o FMT, também vem sendo considerada uma abordagem terapéutica
promissora contra a COVID-19 (GIANNONI et al., 2020; MAK; CHAN; NG, 2020). A
Comissao Nacional de Saude da China recomenda a administracdo de probidticos
para pacientes com COVID-19 severa com o propdsito de restabelecer e manter a
homeostase da microbiota e prevenir infecgdes secundarias. De fato, diversos ensaios
clinicos estao investigando a eficacia dos probiéticos e/ou prebidticos na redugao dos
sintomas e do tempo de curso da COVID-19. Apesar de ainda nao publicados, ja foi
empiricamente demonstrado que certas cepas probidticas possuem atividade antiviral
contra outros coronavirus, demonstrando o potencial desse tipo de terapia na
prevencgao ou como adjuvante no tratamento da COVID-19 (WANG et al., 2022).

Os avangos na biologia sintética e manipulagdo genética vem facilitando e
permitindo o design de microrganismos especificamente para tratamento da COVID-
19. Ja é possivel produzir microrganismos com as fungdes que desejamos, como a
capacidade de produzir certos metabdlitos, ou de atingir determinado alvo terapéutico
(WANG et al., 2022). Uma cepa de Lactococcus lactis foi desenhada para expressar
e secretar a citocina anti-inflamatéria IL-10 para o tratamento de colite. A
biosseguranga dessa cepa foi garantida ao fazer com que essa cepa necessite de
timidina exégena para sobrevivéncia e producdo da IL-10 (BRAAT et al., 2006). Como
a severidade e mortalidade da COVID-19 possui relagao direta com a tempestade de
citocinas, é possivel utilizar abordagens semelhantes para criar cepas que produzam
metabdlitos anti-inflamatorios na intencdo de desenvolver uma nova abordagem
terapéutica para esta doencga. Enquanto muito ainda se faz necessario para garantir a
seguranga e eficacia dessa abordagem, a suplementagcdo direta de metabdlitos
derivados da microbiota, como SCFAs, constitui uma abordagem terapéutica mais
proxima e factivel (WANG et al., 2022).

Alguns estudos também demonstram que a microbiota possui um papel
importante na resposta de anticorpo a vacinagao (HAGAN et al., 2019; HARRIS et al.,
2018; SANTANA-MEDERQOS et al., 2022). Ou seja, além da possibilidade de uso das

terapias baseadas em microbioma para prevencéao e tratamento da COVID-19, deve
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ser considerada a possibilidade desse tipo de terapia na modulacido da resposta
imune no intuito de otimizar a efetividade das vacinas (WANG et al., 2022).

Dado o robusto corpo de evidéncias, € bem possivel que o microbioma, tanto
respiratorio quanto intestinal, possuam um papel fundamental na infecgao por SARS-
CoV-2, seja na protegao contra a infecgao inicial, desenvolvimento, agravamento da
doenca ou na modulagao da resposta as medidas terapéuticas, podendo servir como
biomarcadores progndsticos, de resposta imune e tratamento para a COVID-19 (ZHU
et al., 2022).
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4  MATERIAIS E METODOS

4.1 Delineamento do estudo e tamanho amostral

O projeto contemplou duas abordagens distintas: um estudo observacional
analitico de microbioma e um estudo de desenvolvimento de método de diagnostico
(abordagem protedmica), conforme apresentado na figura 2. As amostras usadas
neste estudo foram obtidas a partir de swab combinado de nasofaringe e orofaringe
cujo resultado do RT-gPCR para SARS-CoV-2 estava disponivel (CDC, 2020). Estas
amostras foram fornecidas pelo Biobanco do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(Biobanco/HCPA) e pelo Laboratério Exame.
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Figura 2: Fluxograma representativo do delineamento do estudo e tamanho amostral. A figura
apresenta os grupos amostrais e os fluxos de trabalho que foram adotados nas analises
Protedmica (A) e Metagenémica (B; Microbioma).

A metodologia detalhada de cada estudo esta apresentada nos encartes das
publicagbes a seguir.






5 RESULTADOS

Manuscrito 1 (Objetivo Especifico 1)
Titulo: Validation of a MALDI-TOF MS method for SARS-CoV-2 detection on the

Bruker Biotyper and nasopharyngeal swabs. A Brazil - UK collaborative study.

Intervalo de paginas suprimido: 55 - 65

Referéncia

Lovison, O.A.; Grigaite, R.; Volpato, F.C.Z,; lles, J.K.; Lacey, J.; Barreto, F.; Pandiri,
S.R.; Balzan, L.d.L.R.; Cantarelli, V.V.; Barth, A.L.; lles, R.K.; Martins, A.F. Validation
of a MALDI-TOF MS Method for SARS-CoV-2 Detection on the Bruker Biotyper and
Nasopharyngeal Swabs: A Brazil - UK Collaborative Study. Diagnostics 2023, 13,
1470. https:// doi.org/10.3390/diagnostics13081470



Manuscrito 2 (Objetivos Especificos 2 a 4).
Artigo submetido para revista Nature Microbiology (IF 30.964)
Titulo: Upper Respiratory Tract Microbiome Association to Covid-19 Severity

Intervalo de paginas suprimido: 67 - 98

O microbioma humano influencia significativamente as fungbes imunes e metabdlicas
do hospedeiro. Estudos anteriores sugerem que as bactérias comensais no trato
respiratorio superior podem proteger contra a colonizagao e infecgao por patégenos,
incluindo virus respiratorios. Dada a modulacdo imune mediada pelo microbioma,
espera-se uma ligacdo entre o microbioma do trato respiratério superior e a
susceptibilidade e gravidade da COVID-19. Este estudo transversal avaliou a
composicao do microbioma do trato respiratério superior, a predicdo metabdlica e a
associagdo com biomarcadores laboratoriais em pneumonia nao-COVID-19 (NO-
CoV), COVID-19 moderada (M-CoV), COVID-19 grave (S-CoV) e individuos altamente
expostos assintomaticos e negativos para COVID-19 (NC). Os pacientes com S-CoV
apresentam reducdo na diversidade do microbioma, principalmente devido a
diminuicdo na abundancia de taxons eubidticos. Alguns desses taxons também
estavam associados a biomarcadores inflamatérios. Multiplas vias metabdlicas ligadas
a resposta imune, atividade antiviral e susceptibilidade do hospedeiro mostraram
diminuicdo na abundancia em S-CoV. Essas vias podem sugerir potenciais

alternativas para o arsenal terapéutico contra a COVID-19.



6 DISCUSSAO GERAL

De 11 de margo de 2020 a 5 de maio de 2023. Trés anos e 3 meses. Foi 0
tempo que durou a maior emergéncia de saude publica mundial do nosso tempo. Ao
contrario do que muitos pensam, a pandemia da COVID-19 ndo acabou, apenas o seu
status de emergéncia global (HARRIS, 2023). O SARS-CoV-2 continuara circulando
de maneira endémica, e a vigilancia epidemioldgica permanente se faz necessaria,
para que possamos monitorar 0 numero de casos, surgimento de novas variantes, e
antecipar eventuais tomadas de decisdo (BARREIRO; SAN ROMAN, 2022). Para
além da epidemiologia, a busca por novos métodos de diagnodstico e novos alvos
terapéuticos nao deve ser interrompida, tanto pela possibilidade da ocorréncia de
novas emergéncias globais, quanto pelo desenvolvimento em si, visto que o
desenvolvimento gerado pela forga da pandemia sera aproveitado para inUmeras
outras situacoes.

No curso da pandemia, houve diversos momentos de escassez de insumos,
impactando principalmente paises de baixa e média renda, que, em funcdo da sua
menor infraestrutura tecnolégica, sdo altamente dependentes de importagao
(VOLPATO et al., 2021). E aqui que entra a necessidade do desenvolvimento de
alternativas diagnosticas aplicaveis ao SUS.

A tecnologia de MALDI-TOF MS se enquadra perfeitamente a este cenério. E
uma tecnologia de facil operagéo, baixo custo, rapida e seus insumos sao de facil
aquisicao (SIVANESAN et al., 2022). Neste trabalho, demonstramos ser possivel a
detecgdo de um virus, o SARS-CoV-2, utilizando esta tecnologia. Além disso, foi
possivel detectar a presenca de marcadores de resposta imune, o que abre a
possibilidade para o desenvolvimento de métodos que utilizem essa capacidade para
realizar inferéncias diversas. Ao aliarmos o poder do MALDI-TOF MS com
aprendizagem de maquina, foi possivel evidenciar os ganhos de sensibilidade e
especificidade proporcionados por essa estratégia. Sem duvidas o uso da inteligéncia
artificial (I1A) sera cada vez mais presente na nossa rotina, e muito provavelmente em
breve teremos amplos modelos de |IA realizando diagndsticos automatizados a partir
dos mais variados tipos de dados.

Outro ponto fundamental do nosso trabalho foi a colaboracgé&o internacional. Ao
aliarmos a propriedade intelectual e a expertise de diversos pesquisadores de alto

nivel, foi possivel, mesmo a distancia, obter sucesso em uma demanda que, caso



essa colaboragdo nao existisse, com certeza seria muito mais dificil de atingir. O
resultado foi um método de detecgcdao de SARS-CoV-2 em MALDI-TOF MS com
potencial para ser amplamente utilizado em rotinas laboratoriais, e ainda com a
possibilidade de ser otimizado, ndo s6 em performance, mas para detecc¢ao de alvos
adicionais. Além disso, a mesma estratégia pode vir a ser utilizada no
desenvolvimento de métodos de diagndstico para outros virus endémicos no Brasil,
seja na clinica humana, veterinaria ou no setor produtivo agropecuario.

A relac&o entre o microbioma e a saude do hospedeiro esta bem estabelecida,
apesar de pouco explorada. As evidéncias apontam para a possibilidade do uso da
modulagdao do microbioma para a prevencao e/ou tratamento de diversas doencas
(OGUNRINOLA et al., 2020; ROOKS; GARRETT, 2016; ZHENG; LIWINSKI; ELINAV,
2020). Além disso, os estudos de microbioma tem o potencial para apontar rotas
metabdlicas ou seus produtos como terapias a serem exploradas, gerando um corpo
de evidéncias de proporgdo quase inigualavel visto o investimento necessario para
execucao deste tipo de estudo.

Evidéncias anteriores apontam que tanto o microbioma intestinal quanto o
respiratorio sofrem importante disbiose na COVID-19, e que a composicdo do
microbioma se correlaciona com a gravidade da doencga e desfecho (FERREIRA;
VIANA; REIS, 2020; LLORENS-RICO et al., 2021).

Neste estudo, foi avaliada a composi¢gdao do microbioma do trato respiratorio
superior e a predicdo metabdlica para pacientes com COVID-19 e ndo-COVID-19
usando uma abordagem CODA para levar em conta a natureza composicional
intrinseca dos dados de sequenciamento (GLOOR et al., 2017). A abordagem CODA
foi relatada como o padrdo ouro para analisar dados de microbiomas (e quaisquer
outros dados gerados a partir de plataformas de sequenciamento de proxima geragéo
(NGS)) (GREENACRE; MARTINEZ-ALVARO; BLASCO, 2021; SWARTE et al., 2023),
uma vez que apresenta coeréncia estatistica (os métodos estatisticos tradicionais
podem nao levar em conta a natureza composicional, levando a resultados
tendenciosos e correlagdes espurias (AITCHISON, 1982; AITCHISON et al., 2000;
PEARSON, 1896), evita o problema da inferéncia composicional (mudangas na
abundancia de um taxon podem afetar artificialmente a abundancia aparente de
outros), melhor interpretabilidade (em vez de lidar com valores de abundéncia
absoluta, os pesquisadores podem interpretar as mudangas nas razdes logaritmicas
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entre taxons microbianos, proporcionando uma compreensdo mais clara das
mudangas de composicao), lida com a dispersao (grande numero de taxons de baixa
prevaléncia) e dados zero-inflados, caracteristicas inerentes aos conjuntos de dados
de microbiomas (BARS-CORTINA, 2022; CALLE, 2019; GLOOR et al.,, 2017,
GREENACRE; MARTINEZ-ALVARO; BLASCO, 2021).

Dentre os nossos achados, conseguimos evidenciar taxons, rotas metabdlicas
e componentes derivados da microbiota com sugestivo potencial protetor do trato
respiratorio superior, atividade antiviral, atividade imunomoduladora, dentre outros,
que apesar de relacionados com a suscetibilidade do hospedeiro ou com a severidade
da doencga, sdo ainda pouco conhecidos e com mecanismos de agcdo a serem
esclarecidos. Ainda foi possivel relacionar, de maneira exploratoria, a associagao de
alguns destes taxons com biomarcadores laboratoriais previamente correlacionados
com a severidade da COVID-19.

O desenho do nosso estudo nos permitiu observar que as principais alteragdes
na composicdo e predicdo metabdlica do microbioma se relacionam mais com a
severidade do quadro do que com o patdogeno em si. Faz sentido, se pensarmos na
natureza inata do microbioma. Se isso de fato se replicar ao longo de outros estudos
com diferentes patdgenos, os achados ganharao robustez significativa, identificando
potenciais marcadores e novas abordagens terapéuticas. Infelizmente ainda sao
poucos os estudos que realizam o adequado pareamento entre caso e controle,
principalmente nas ciéncias dmicas.

Ao corroborar nossos achados com o extenso corpo de evidéncias da literatura,
apesar da falta de padronizagao tecnolégica e metodoldgica, existem achados que
sao reprodutiveis, o que torna a analise de microbioma uma importante ferramenta na
busca por alternativas terapéuticas. Ainda ndo esta claro quais alteracbes séao
caracteristicas de um estado prévio de doenca/disbiose, e quais alteragdes ocorrem
em resposta a doenca, podendo de fato serem benéficas ao hospedeiro, apesar de
relacionadas a maior severidade. Um melhor entendimento acerca da relacéo
microbioma - hospedeiro - doenga se faz necessario para um melhor direcionamento

de novas abordagens terapéuticas e estabelecimento de biomarcadores.
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7 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A tecnologia de MALDI-TOF MS é uma revolugdo no campo da medicina
laboratorial e pesquisa. Apesar de ainda ser encontrada somente em grandes centros
urbanos no Brasil, aos poucos vem se popularizando, e tem seu potencial ainda pouco
explorado. O fato de ter sido possivel identificar biomarcadores virais (e.g. fragmentos
da proteina Spike) e de resposta imune (e.g. cadeias de imunoglobulinas) em um
unico espectro, abre um leque imenso de possibilidades para o uso desta tecnologia.
Por ser uma tecnologia rapida, de baixo custo, de facil operagdo, e que utiliza
reagentes genéricos, se apresenta como uma alternativa aos métodos moleculares
em momentos de elevada demanda e escassez de recursos. Além disso, em fungao
da caracteristica shotgun de MALDI-TOF MS, o método pode ser multiplexado com
certa facilidade, e pode se apresentar particularmente valioso para alvos em que a
elevada taxa de mutagao possa vir a provocar perda de sensibilidade nos métodos
moleculares.

A relagao entre microbioma, resposta imune e desfecho ja esta bem estabelecida
para uma série de patologias. No que tange a COVID-19, foi possivel evidenciar uma
relacdo da severidade da doenca com a diversidade alfa, sendo que taxons
considerados eubidticos apresentaram abundancia diferencial reduzida na COVID-19
severa. Alguns desses taxons, como Corynebacteriales e Peptostreptococcaceae,
aparentam estar mais relacionados com a suscetibilidade do hospedeiro, atuando
como uma primeira linha de defesa contra infec¢des do trato respiratério. Este achado
encontra respaldo em importantes rotas metabdlicas potencialmente expressas por
estes taxons, relacionadas com a produg¢ao de mucinas e acidos graxos, que atuam
na resisténcia a colonizagao no trato respiratorio superior.

Outros taxons, como Lachnospiraceae, Neisseria sp. € Propionibacteriaceae
aparentam estar mais relacionados com a modulacdo da resposta imune do
hospedeiro. Seja atuando na producdo de acidos graxos de cadeia curta, de
anticorpos anti-SARS-CoV-2, ou na biossintese de vitaminas com conhecida atividade
antiviral e imunomoduladora, as evidéncias apontam para relacdo destes taxons com
0 grau de severidade da doenga. Estes achados abrem caminho para que um
potencial uso destes taxons como probidticos seja explorado.

Além disso, uma ampla gama de componentes e rotas metabdlicas, como

aminoacidos, metabolismo de purinas, ou o proprio lipopolissacarideo, conhecido



antigeno bacteriano, se apresentaram como alvos terapéuticos em potencial para o
tratamento ou prevencdo da COVID-19, sendo que muitos deles ja vém sendo
testados, inclusive em ensaios clinicos randomizados.

O corpo de evidéncias gerado a partir destes estudos € amplo e diverso, e a
tarefa mais dificil € traduzir estes achados para a pratica clinica. A geracao de
evidéncias reprodutiveis e aplicaveis em larga escala é fundamental para a
manutencdo do mundo académico e da fé da sociedade na ciéncia, mas isto vem
sendo dificultado por uma academia produtivista, onde quantidade tem mais valor que
qualidade. Esperamos que, em breve, alguns dos nossos achados possam, de fato,
ser alternativas viaveis no diagndstico, prevencdo ou tratamento de doencgas

infecciosas.
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8 OUTROS ARTIGOS PUBLICADOS

Em 18 de margo de 2020 a pandemia da COVID-19 chegou até nés. Todas as
atividades foram suspensas, sem previsao de retorno. Em meados de maio de 2020,
6 meses apos 0 meu ingresso como doutorando, surgiu a proposta de mudanga de
projeto. Ao longo do ano de 2020 e boa parte de 2021 (totalizando mais de 1 ano de
paralisacdo de projeto), em fungdo do cancelamento de atividades por causa da
pandemia; e mesmo apos, em fungdo das medidas de contingéncia, que
determinavam um numero maximo de pessoas por laboratério; e da orientagao
recebida de que a prioridade deveria ser dos alunos que possuiam 0s prazos mais
proximos para suas defesas (e ndo dos projetos relacionados a COVID-19); as
atividades relacionadas ao meu projeto ficaram bastante limitadas.

Felizmente, em outubro de 2020 a professora Dra. Andreza Francisco Martins
passa a integrar o Nucleo de Bioinformatica do HCPA, como lider do time de
metagendmica. Junto com ela, dois de seus alunos, Otavio von Ameln Lovison, autor
desta tese, e Rafaela Ramalho Guerra, passaram a atender demandas de
metagendmica internas e externas ao HCPA.

Este fato permitiu que eu me envolvesse em diversos projetos, me
aprofundando em bioinformatica, aprendendo as ferramentas e desenvolvendo
pipelines que viriam a ser utilizados nas analises deste projeto. Abaixo estdo citados
os artigos publicados nao relacionados com a tese, em que participei ativamente
desde as etapas laboratoriais, de bancada, quanto nas etapas de analise. Os encartes

das publicacdes estao disponiveis em anexos.

Titulo: Genomic Surveillance of SARS-CoV-2 Lineages Indicates Early Circulation of
P.1 (Gamma) Variant of Concern in Southern Brazil. (Anexo 1)

Estudo ja publicado no periédico Microbiology Spectrum (IF 9.043). O destaque
para esta demanda fica no intenso trabalho de bioinformatica envolvido. A analise
genbmica e a modelagem do relogio molecular sdo processos extremamente
complexos que exigem bastante tempo, raciocinio e dedicagdo do pesquisador.
Através dessas analises foi possivel inferir que a evolugdo da variante Gamma de
SARS-CoV-2 foi um processo gradual e continuo, em acompanhamento a

disseminagao comunitaria do virus.



Titulo: Identification of pesticides in water samples by solid-phase extraction and liquid

chromatography—electrospray ionization mass spectrometry. (Anexo 2)

Artigo publicado como primeiro autor na revista Water Environment Research
(IF 3.3) que tem como destaque a modelagem estatistica utilizada, que realizou a
inferéncia de um coeficiente de risco e delineou um worst case scenario para a

presencga de pesticidas em agua para consumo humano.

Titulo: NBioinfo: Establishing a Bioinformatics Core in a University-based General

Hospital in South Brazil. (Anexo 3)

Artigo escrito em conjunto com outros times do Nbioinfo a convite da Journal of
Information and Data Management para uma special issue abordando servigos de

bioinformatica implementados no Brasil. Aceito para publicagao.

Titulo: Can the data of microbiome be used to predict the presence of Burkholderia

spp. in pulmonary microbiota of Cystic Fibrosis patients? (Anexo 4)

Artigo publicado no Brazilian Journal of Infectious Diseases (IF 3.4) que levanta
a possibilidade do uso do NGS como ferramenta de diagndstico precoce para
infeccdes do trato respiratério, geralmente polimicrobiana, de pacientes com fibrose

cistica.

Titulo: Gut microbiota transfer evidence from mother to newborn. (Anexo 5)

Artigo publicado na European Journal of Pediatrics (IF 3.6) que tem como
destaque uma modelagem estatistica baseada em permutagdo, em que foram
computadas as probabilidades de transferéncia dos componentes da microbiota da
mae para o bebé, a probabilidade de transferéncia relacionada com a abundancia do
microrganismo, e a probabilidade de transferéncia ponderada, correlacionando com a

via de parto.
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doenca ao nivel molecular, como as ciéncias “0micas”, que apresentam grande potencial para aplicagcdo no
diagnéstico e monitoramento da COVID-19. Por isso, este estudo tem como objetivo identificar marcadores
da COVID-19 e do SARS-CoV-2 com base em abordagens de protedmica e metagendmica visando o
diagnostico rapido e diferencial. Serdo incluidas neste estudo amostras de naso e orofaringe provenientes
do Biobanco do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) e do Laboratério Exame. As amostras serao
selecionadas de acordo com o resultado positivo/negativo previamente obtido no RT-PCR para SARS-CoV-
2. Também utilizaremos um grupo de amostras provenientes de pacientes com suspeita de reinfecgéo.
Seréo utilizadas duas abordagens proteémicas em MALDI-TOF MS para o
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desenvolvimento dos métodos de diagnéstico diretamente da amostra clinica, sendo uma baseada na
deteccdo de marcadores virais especificos, tais como proteina S e seus derivados e a outra baseada no
perfil proteico caracteristico da COVID-19. Os espectros serdo adquiridos, pré-processados e analisados
utilizando o pacote R MaldiQuant, para posterior desenvolvimento dos algoritmos de deteccdo. Para as
andlises de microbioma, sera realizada extracdo do DNA das amostras e, apds, amplificacdo da regiao
V3V4 do gene 16S rRNA com os primers 336F-806R. O sequenciamento do microbioma sera realizado na
plataforma lllumina MiSeq. Um pipeline customizado em Mothur sera usado para analise das sequéncias. As
analises subsequentes serao realizadas em R (usando pacotes vegan, phyloseq e ggplot2) a fim de se
caracterizar as comunidades microbianas em termos de diversidade e composicéo, predicdo metabdlica,
analise de coocorréncia, e correlagdo com parametros clinicos e moleculares. Os resultados obtidos
permitirdo a ampla utilizacdo do método em MALDI-TOF na pratica diagnostica, com perspectiva de redugéo
de custos na ordem de 80%, além de ampliar os conhecimentos sobre a patogénese da doenca através da
caracterizacdo de biomarcadores microbianos.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Geral

Identificar marcadores microbioldgicos e proteicos da COVID-19 e do SARS-CoV-2 com base em
abordagens de prote6mica e metagendmica visando o diagndstico rapido e diferencial bem como uma
compreensao mais ampla da patogénese da doenca.

Objetivos Especificos

1. Desenvolver um método diagnéstico em MALDI-TOF MS baseado em biomarcadores especificos de
SARS-CoV-2;

2. Desenvolver um algoritmo em MALDI-TOF MS para o diagnéstico diferencial da COVID-19 através da
identificacdo do perfil proteico caracteristico da doenca;

3. Caracterizar a diversidade, estrutura e composicao do microbioma de pacientes com COVID-19
moderada, severa e suspeitos de reinfecc¢éo;

4. |dentificar géneros bacterianos (abundancia diferencial) caracteristicos de pacientes com COVID-19
moderada, severa e suspeitos de reinfeccao;

5. Caracterizar as rotas metabdlicas bacterianas nas amostras de pacientes com COVID-19 (moderada,
severa e suspeitos de reinfeccdo) e identificar rotas metabdlicas caracteristicas desses
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estagios da doenca;

6. Caracterizar as redes de interacdo microbiana (redes de coocorréncia) de amostras de pacientes com
COVID-19 (moderada, severa e suspeitos de reinfeccao) e identificar as espécies-chave (biomarcadores
ecologicos) caracteristicas desses estagios da doenga;

7. Correlacionar os resultados obtidos do microbioma e proteoma com 0s parametros clinicos e moleculares
associados a COVID-19 moderada, severa e na suspeita de reinfec¢éao.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

O trabalho sera desenvolvido no Laboratdrio de pesquisa em Resisténcia Bacteriana — LABRESIS - (Centro
de Pesquisa Experimental - HCPA), sendo que as amostras passarao por etapa prévia de inativagao no
Laboratério de Diagndstico Molecular para COVID-19. Serao utilizados procedimentos padronizados de
biosseguran¢a em todas as etapas experimentais, incluindo o uso de luvas, avental, mascara, face shield e
capela de fluxo laminar. Materiais contaminados e/ou potencialmente toxicos serdo descartados conforme
as regras de biosseguranca recomendadas para cada caso, garantindo a seguranca dos pesquisadores
envolvidos e do meio-ambiente. Por se tratar de estudo com amostras do BioBanco, ndo ha risco de
contagio referente a COVID-19.Um dos principais riscos, o qual € inerente a projetos inovadores, é a
avaliacdo de técnicas e marcadores moleculares frente a novas condi¢des clinicas ou doengas (como é o
caso da COVID-19), as quais, por serem inovadoras em termos conceituais e operacionais, estdo sujeitas a
ndo apresentarem resultados (ou avaliagbes) que garantam sua recomendacédo para uso no diagnéstico da
condicdo em estudo. Em nosso projeto, este risco € minimizado pois as tecnologias 6micas aqui propostas
vém apresentando resultados promissores para a identificacdo de alvos moleculares envolvidos no
Desenvolvimento da COVID-19.Além disso, por se tratar de um estudo baseado em tecnologias sofisticadas,
necessitando equipamentos de Ultima geragéo, ter a disposic¢ao infraestrutura moderna se torna um desafio,
0 que sera superado através de colaboragdes com laboratdrios da prépria instituicdo e colaboragdes com
outras instituicGes de pesquisa ja estabelecida pelo proponente, como o Laboratério de Pesquisa em
Resisténcia Bacteriana - LABRESIS/HCPA (que possui o sequenciador Miseq e MALDI-TOF MS Microflex
LT) e o Laboratério Federal de Defesa Agropecuaria (que possui o sistema de cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas em Tandem - LC-MS/MS e MALDI-TOF Autoflex Speed).
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Outro grande desafio para o desenvolvimento deste projeto se refere a aplicacdo de bioinformatica, uma vez
gue esta é uma area recente e envolve a integracdo de conhecimento analitico em diversas areas do
conhecimento. Esse conjunto de desafios que envolve a aplicacdo de bioinformatica sera superado pela
ampla expertise da equipe interdisciplinar e interinstitucional (com sélida formagao em microbiologia,
biologia molecular, bioinformatica, biologia de sistemas e estatistica avancada, bem como atuacdo em
diversos projetos envolvendo microbioma e proteémica), o que incentiva o intercambio de estudantes e
pesquisadores entre as Instituicbes que compdem esta proposta e a formacdo de recursos humanos com
expertise na area através da orientacao integrada e capacitacao de alunos de mestrado e doutorado de
modo a promover a transferéncia de conhecimentos entre os diferentes grupos de pesquisa envolvidos.

Beneficios:

Os resultados obtidos neste projeto permitirdo o avan¢co do conhecimento sobre os mecanismos
moleculares envolvidos na patogénese da COVID- 19, com especial atencdo aos estagios moderado e
severo (de maior impacto ao SUS) e na suspeita de reinfec¢do (um novo quadro clinico recentemente
notificado em relacéo a doenga), com a consequente identificacdo de biomarcadores associados a doenga,
potenciais alvos terapéuticos e, principalmente, um método de diagnéstico rapido, custo-efetivo e de ampla
aplicabilidade no SUS. Apesar das analises de protedmica e microbioma serem sofisticadas, necessitando
equipamentos de Ultima geracao, os resultados refinados obtidos por estas tecnologias sdo de direta
translacionalidade ao diagndstico e monitoramento da COVID-19 e facil aplicabilidade na rotina laboratorial,
fornecendo novos marcadores moleculares envolvidos no desenvolvimento da doenca, baratos e de facil
acesso ao sistema publico de saude. Como resultados diretos, pretendemos contribuir com:1. Identificacéo
de biomarcadores especificos de SARS-CoV-2 em MALDI-TOF MS diretamente da amostra clinica de
pacientes com COVID-19.2. Desenvolvimento de algoritmos de machine learning com a capacidade de
diagnosticar a COVID-19 no espectro de proteinas obtido diretamente da amostra clinica, através da
tecnologia de MALDI-TOF MS. 3. Identificagdo de biomarcadores microbianos (taxondmicos, metabdlicos e
ecologicos) caracteristicos de pacientes com COVID-19 moderada, severa e na suspeita de reinfecgéao.
Como resultados indiretos do projeto, pretendemos contribuir para:1. Ampliacdo da capacidade de screening
dos servigcos de diagndéstico, ao implementarem os métodos desenvolvidos em MALDI-TOF MS.2.

Estratégias mais eficazes para o combate da doenca,
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com 0 manejo e tratamento dos pacientes conduzidos de forma mais precisa e confidvel e com custos
reduzidos.3. Desenvolvimento de vacinas: Com a caracterizacdo dos mecanismos moleculares e
marcadores envolvidos na resposta do hospedeiro as vacinas contra COVID-19.4. Desenvolvimento de
medicamentos: Com a identificacdo de novos alvos moleculares para drogas contra a COVID-19,
contribuindo, inclusive, com os esfor¢cos de reaproveitamento de medicamentos ja desenvolvidos contra
esses novos alvos (caracterizados em outras doencas).5. Formagao de recursos humanos com expertise na
area através da orientagéo integrada e capacitacdo de alunos de mestrado e doutorado de modo a
promover a transferéncia de conhecimentos entre os diferentes pesquisadores envolvidos. Os resultados do
projeto serdo divulgados através de:1. Apresentacao de palestras e seminarios sobre o tema e projeto em
instituicdes da area da saude (e.g. universidades, hospitais, etc).2. Apresenta¢cdo de 5 resumos em
Congressos.3. Publicacao de 5 artigos cientificos em revista Qualis A1/A2.4. Elaboragdo de material
acessivel as instituicbes e profissionais de saude.5. Elaboracdo de Relatério Final.

Comentérios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Metas

1. Desenvolver um método diagndstico de baixo custo, que possa ser amplamente utilizado de modo a
permitir um controle mais efetivo da propagacdo do SARS-CoV-2.

2. ldentificar biomarcadores associados a COVID-19 moderada, severa e na suspeita de reinfeccdo que
auxiliem na escolha de intervencdes precoces e mais eficazes para os pacientes acometidos pela doenca e
reduzam o tempo ou previnam a internacao.

3. Disponibilizar os resultados de forma compreensiva e acessivel (Webinar, Lives, Videos) a diferentes
instituicdes e profissionais de saude, principalmente as/aos que integram a rede publica de saude, SUS.
4. Capacitar recursos humanos para as analises de protedmica e microbioma.

5. Publicar pelo menos 4 artigos cientificos.

4. Metodologia e Estratégia de Acdo

4.1 Delineamento do estudo

Este projeto desenvolvera duas abordagens: um estudo observacional analitico de caso-controle
(abordagem metagenémica/microbioma) e um estudo de desenvolvimento de métodos de diagnéstico
(abordagem protedmica), conforme apresentado no fluxograma da Figura 1. As
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amostras a serem usadas nesse estudo serdo obtidas a partir de swab combinado de nasofaringe e
orofaringe cujo resultado do RT-PCR para SARS-CoV-2 esta disponivel. Estas amostras serao provenientes
do Biobanco do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (Biobanco/HCPA) bem como do Laboratério Exame
(LE). Até o momento, o HCPA ja analisou mais de 10.000 amostras com uma taxa de positividade de 18,9%.
O Laboratério Exame j& analisou 100.000 amostras com uma taxa de positividade de 20%.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoéria:
Apresentados. Solicita dispensa de TCLE.

Conclus8es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
N&o apresenta pendéncias.

Considerac¢des Finais a critério do CEP:

Lembramos que a presente aprovacédo (projeto versdo 07/10/2020 e demais documentos que atendem as
solicitag6es do CEP) refere-se apenas aos aspectos éticos e metodoldgicos do projeto.

Os pesquisadores devem atentar ao cumprimento dos seguintes itens:

a) Este projeto esta aprovado para inclusdo e revisdo de registros de 520 participantes no Centro HCPA, de
acordo com as informac¢des do projeto. Qualquer alteragdo deste niumero deverd ser comunicada ao CEP e
ao Servico de Gestdo em Pesquisa para autorizagfes e atualizacdes cabiveis.

b) O projeto esta cadastrado no sistema AGHUse () Pesquisa para fins de avaliacéo logistica e financeira e
somente poderd ser iniciado apds aprovacao final do Grupo de Pesquisa e Pds-Graduacéo.

¢) Qualquer alteracé@o nestes documentos devera ser encaminhada para avaliagdo do CEP.

d) Deverao ser adicionados relatérios semestrais e um relatério final do projeto no cadastro do mesmo, no
Sistema AGHUse Pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informagées Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS _DO_P | 07/10/2020 Aceito
do Projeto ROJETO 1602184.pdf 13:37:02
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Projeto Detalhado / | ProjetoOtaviovonAmelnLovisonPPSUS2| 07/10/2020 [OTAVIO VON Aceito
Brochura 020_071020Submetido.docx 11:50:31 |AMELN LOVISON
Investigador
Outros Figura_PPSUS_2020.pptx 05/10/2020 | Andreza Francisco Aceito
20:48:08 [ Martins
Folha de Rosto Folha_Rosto_PPSUS2020.pdf 05/10/2020 | Andreza Francisco Aceito
20:45:50 [ Martins
Declaracao de LabExame_termo.pdf 05/10/2020 | Andreza Francisco Aceito
concordancia 20:11:37 [ Martins

Situacéo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

PORTO ALEGRE, 22 de Outubro de 2020

Assinado por:
Témis Maria Félix
(Coordenador(a))
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