ResearchGate

Vea las discusiones, estadisticas y perfiles de autores de esta publicacion en: https://www.researchgate.net/publication/344340669

La influencia del pH en la infeccién por SARS-CoV-2 y la gravedad de

covid-19

Preimpresion - Septiembre 2020
DOI: 10.1101/2020.09.10.20179135

CITAS
5
24 Autoresincluyendo:
6 Bacalao
i~ Universidad de Colarad
22PUBLICACIONIB7CITAS

VER E

Antonio Edson Rocha Olivéir
Universidad de S&odaul
20 PUBLICACIONIBOCITAS

VER E

Vanderson Sampai
Fundagao de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Doarad
184PUBLICACIONEB36CITAS

VER E

Gustavo Davamz
Universidad de Campina
23PUBLICACION98CITAS

VER E

Algunos de los autores de esta publicacion también estan trabajando en estos proyectos relacionados:

Froject Adyuvantes de vacunas Ver proyecto

Froject Sefializacién y metabolismo de células B en la diferenciacion celular secretora de anticuerpos in vitro y en pacientes con dengue Ver proyecto


https://www.researchgate.net/publication/344340669_The_influence_of_pH_on_SARS-CoV-2_infection_and_COVID-19_severity?enrichId=rgreq-a2aac808ae60d8f372df35fa9cfcb9dc-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzM0NDM0MDY2OTtBUzo5Mzg1ODI3MDU0NDI4MTZAMTYwMDc4Njk2MzYyMQ%3D%3D&el=1_x_2&_esc=publicationCoverPdf
https://www.researchgate.net/publication/344340669_The_influence_of_pH_on_SARS-CoV-2_infection_and_COVID-19_severity?enrichId=rgreq-a2aac808ae60d8f372df35fa9cfcb9dc-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzM0NDM0MDY2OTtBUzo5Mzg1ODI3MDU0NDI4MTZAMTYwMDc4Njk2MzYyMQ%3D%3D&el=1_x_3&_esc=publicationCoverPdf
https://www.researchgate.net/publication/344340669_The_influence_of_pH_on_SARS-CoV-2_infection_and_COVID-19_severity?enrichId=rgreq-a2aac808ae60d8f372df35fa9cfcb9dc-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzM0NDM0MDY2OTtBUzo5Mzg1ODI3MDU0NDI4MTZAMTYwMDc4Njk2MzYyMQ%3D%3D&el=1_x_3&_esc=publicationCoverPdf
https://www.researchgate.net/project/Vaccine-Adjuvants-2?enrichId=rgreq-a2aac808ae60d8f372df35fa9cfcb9dc-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzM0NDM0MDY2OTtBUzo5Mzg1ODI3MDU0NDI4MTZAMTYwMDc4Njk2MzYyMQ%3D%3D&el=1_x_9&_esc=publicationCoverPdf
https://www.researchgate.net/project/B-cell-signalling-and-metabolism-on-antibody-secreting-cell-differentiation-in-vitro-and-in-Dengue-patients?enrichId=rgreq-a2aac808ae60d8f372df35fa9cfcb9dc-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzM0NDM0MDY2OTtBUzo5Mzg1ODI3MDU0NDI4MTZAMTYwMDc4Njk2MzYyMQ%3D%3D&el=1_x_9&_esc=publicationCoverPdf
https://www.researchgate.net/profile/Ana-Codo?enrichId=rgreq-a2aac808ae60d8f372df35fa9cfcb9dc-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzM0NDM0MDY2OTtBUzo5Mzg1ODI3MDU0NDI4MTZAMTYwMDc4Njk2MzYyMQ%3D%3D&el=1_x_5&_esc=publicationCoverPdf
https://www.researchgate.net/institution/University_of_Colorado?enrichId=rgreq-a2aac808ae60d8f372df35fa9cfcb9dc-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzM0NDM0MDY2OTtBUzo5Mzg1ODI3MDU0NDI4MTZAMTYwMDc4Njk2MzYyMQ%3D%3D&el=1_x_6&_esc=publicationCoverPdf
https://www.researchgate.net/profile/Ana-Codo?enrichId=rgreq-a2aac808ae60d8f372df35fa9cfcb9dc-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzM0NDM0MDY2OTtBUzo5Mzg1ODI3MDU0NDI4MTZAMTYwMDc4Njk2MzYyMQ%3D%3D&el=1_x_7&_esc=publicationCoverPdf
https://www.researchgate.net/profile/Vanderson-Sampaio?enrichId=rgreq-a2aac808ae60d8f372df35fa9cfcb9dc-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzM0NDM0MDY2OTtBUzo5Mzg1ODI3MDU0NDI4MTZAMTYwMDc4Njk2MzYyMQ%3D%3D&el=1_x_5&_esc=publicationCoverPdf
https://www.researchgate.net/institution/Fundacao_de_Medicina_Tropical_Doutor_Heitor_Vieira_Dourado?enrichId=rgreq-a2aac808ae60d8f372df35fa9cfcb9dc-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzM0NDM0MDY2OTtBUzo5Mzg1ODI3MDU0NDI4MTZAMTYwMDc4Njk2MzYyMQ%3D%3D&el=1_x_6&_esc=publicationCoverPdf
https://www.researchgate.net/profile/Vanderson-Sampaio?enrichId=rgreq-a2aac808ae60d8f372df35fa9cfcb9dc-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzM0NDM0MDY2OTtBUzo5Mzg1ODI3MDU0NDI4MTZAMTYwMDc4Njk2MzYyMQ%3D%3D&el=1_x_7&_esc=publicationCoverPdf
https://www.researchgate.net/profile/Antonio-Edson-Oliveira?enrichId=rgreq-a2aac808ae60d8f372df35fa9cfcb9dc-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzM0NDM0MDY2OTtBUzo5Mzg1ODI3MDU0NDI4MTZAMTYwMDc4Njk2MzYyMQ%3D%3D&el=1_x_5&_esc=publicationCoverPdf
https://www.researchgate.net/profile/Antonio-Edson-Oliveira?enrichId=rgreq-a2aac808ae60d8f372df35fa9cfcb9dc-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzM0NDM0MDY2OTtBUzo5Mzg1ODI3MDU0NDI4MTZAMTYwMDc4Njk2MzYyMQ%3D%3D&el=1_x_5&_esc=publicationCoverPdf
https://www.researchgate.net/profile/Antonio-Edson-Oliveira?enrichId=rgreq-a2aac808ae60d8f372df35fa9cfcb9dc-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzM0NDM0MDY2OTtBUzo5Mzg1ODI3MDU0NDI4MTZAMTYwMDc4Njk2MzYyMQ%3D%3D&el=1_x_5&_esc=publicationCoverPdf
https://www.researchgate.net/institution/University-of-Sao-Paulo?enrichId=rgreq-a2aac808ae60d8f372df35fa9cfcb9dc-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzM0NDM0MDY2OTtBUzo5Mzg1ODI3MDU0NDI4MTZAMTYwMDc4Njk2MzYyMQ%3D%3D&el=1_x_6&_esc=publicationCoverPdf
https://www.researchgate.net/profile/Antonio-Edson-Oliveira?enrichId=rgreq-a2aac808ae60d8f372df35fa9cfcb9dc-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzM0NDM0MDY2OTtBUzo5Mzg1ODI3MDU0NDI4MTZAMTYwMDc4Njk2MzYyMQ%3D%3D&el=1_x_7&_esc=publicationCoverPdf
https://www.researchgate.net/profile/Gustavo-Davanzo?enrichId=rgreq-a2aac808ae60d8f372df35fa9cfcb9dc-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzM0NDM0MDY2OTtBUzo5Mzg1ODI3MDU0NDI4MTZAMTYwMDc4Njk2MzYyMQ%3D%3D&el=1_x_5&_esc=publicationCoverPdf
https://www.researchgate.net/institution/University_of_Campinas?enrichId=rgreq-a2aac808ae60d8f372df35fa9cfcb9dc-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzM0NDM0MDY2OTtBUzo5Mzg1ODI3MDU0NDI4MTZAMTYwMDc4Njk2MzYyMQ%3D%3D&el=1_x_6&_esc=publicationCoverPdf
https://www.researchgate.net/profile/Gustavo-Davanzo?enrichId=rgreq-a2aac808ae60d8f372df35fa9cfcb9dc-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzM0NDM0MDY2OTtBUzo5Mzg1ODI3MDU0NDI4MTZAMTYwMDc4Njk2MzYyMQ%3D%3D&el=1_x_7&_esc=publicationCoverPdf

Todo el contenido que sigue a esta pagina fue subido por Pedro Moraes-Vieira el 22 de septiembre de 2020.

El usuario ha solicitado la mejora del archivo descargado.



https://www.researchgate.net/profile/Pedro-Moraes-Vieira?enrichId=rgreq-a2aac808ae60d8f372df35fa9cfcb9dc-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzM0NDM0MDY2OTtBUzo5Mzg1ODI3MDU0NDI4MTZAMTYwMDc4Njk2MzYyMQ%3D%3D&el=1_x_10&_esc=publicationCoverPdf

medRxiv preprint doi: https://doi.org/10.1101/2020.09.10.20179135.esta version publicada el 11 de septiembre de 2020. El titular de los
derechos de autor de esta preimpresion (que no fue certificado por revision por pares) es el autor/financiador, que ha concedido
medRxiv una licencia para mostrar la preimpresion a perpetuidad.
Se pone a disposicién bajo un CC-BY-NC-ND 4.0 Internacional licencia .

Lainfluencia del pH en lainfeccion por SARS-CoV-2 y la gravedad de covid-19

Autores:

Leandro’menez 1.2 Ana Campos Codo®, Vanderson de Souza Sampaio*>%7, Antonio E.R.
Oliveiral, Lucas Kaoru Kobo Ferreiral, Gustavo Gastdo Davanzo?®, Lauar de Brito Monteiro?,
Jodo Victor Virgilio-da-Silva®, Mayla Gabriela Silva Borba*, Gabriela Fabiano de Souza?,
Nathalia Zini®, Flora de Andrade Gandolfi®, Stéfanie Primon Murano®, José Luiz
ProencaModena®, Fernando Almeida Val*57, Gisely Cardoso Melo*®, Wuelton Marcelo
Monteiro*®,

Mauricio Lacerda Nogueira®, Marcus Vinicius Guimardes Lacerda*®®, Pedro M.

MoraesVieira®1%11 Helder | Nakaya®2"

Afiliaciones:

1 Departamento de Andlisis Clinicos y Toxicolégicos, Facultad de Ciencias Farmacéuticas,
Universidad de S&o Paulo, S&o Paulo, Brasil.

2 Plataforma Cientifica Pasteur-Universidad de Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil.

3 Departamento de Genética, Evolucién, Microbiologia e Inmunologia, Instituto de Biologia,
Universidad de Campinas, SP, Brasil.

4 Fundag&o de Medicina Tropical Dr Heitor Vieira Dourado, Manaos, Brasil

5 Universidade do Estado do Amazonas, Manaos, Brasil

6 Fundacgéo de Vigilancia em Saude do Amazonas, Manaos, Brasil

7 Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Amazonas, Manaos, Brasil, UFAM

Amazonas, Manaos, Brasil

8 Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto, Sdo Paulo, Brasil

® Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Amazonas, Manaos, Brasil, UFAM

Amazonas, Manaos, Brasil

10 Centro de Investigacion de Obesidad y Comorbilidades (OCRC), Universidad de
Campinas, SP, Brasil.

11 Cluster de Investigacion en Medicina Experimental (EMRC), Universidad de Campinas,
SP, Brasil.

*Correspondencia a: hnakaya@usp.br



medRxiv preprint doi: https://doi.org/10.1101/2020.09.10.20179135.esta version publicada el 11 de septiembre de 2020. El titular de los
derechos de autor de esta preimpresién (que no fue certificado por revisién por pares) es el autor/financiador, que ha concedido
medRxiv una licencia para mostrar la preimpresion a perpetuidad.
Se pone a disposicién bajo un CC-BY-NC-ND 4.0 Internacional licencia .

Abstracto

El coronavirus 2 del sindrome respiratorio agudo grave (SARS-CoV-2) puede infectar una
amplia gama de tejidos humanos mediante el uso de laenzima convertidora de angiotensina
del receptor del huésped 2 (ACE2). Los individuos con comorbilidades asociadas con
COVID-19 grave muestran niveles mas altos de ACE2 en los pulmones en comparacion con
aquellos sin comorbilidades, y afecciones como el estrés celular, los niveles elevados de
glucosa y la hipoxia también pueden aumentar la expresion de ACE2. Aqui mostramos que
los pacientes con eso6fago de Barrett (BE) tienen una mayor expresion de ACE2 en los tejidos
de BE en comparacion con el eséfago escamoso normal, y que el pH mas bajo asociado con
BE puede impulsar este aumento en la expresion. Los monocitos primarios humanos
cultivados en pH reducido mostraron un aumento de la expresién de ACE2 y la carga viral
tras la infeccién por SARS-CoV-2. También mostramos en dos cohortes independientes de
pacientes con COVID-19 que el uso previo de inhibidores de la bomba de protones se asocia
con un riesgo de muerte de 2 a 3 veces mayor en comparacion con aquellos que no usan
los medicamentos. Nuestro trabajo sugiere que el pH tiene una gran influencia en la infeccién
por SARS-CoV-2 y la gravedad de COVID-19.

Palabras clave
COVID-19; pH; SARS-CoV-2; inhibidores de la bomba de protones; Eséfago de Barrett.

Introduccion

A partir de agosto de 2020, el coronavirus 2 del sindrome respiratorio agudo severo (SARS-
CoV2) infect6 a méas de 20 millones de personas en todo el mundo (Organizacién Mundial
de la Salud). La nueva enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19) causada por el SARS-
CoV-2 se caracteriza por una amplia gama de sintomas, desde respiratorios hasta problemas
neuroldgicos y digestivos (1, 2). Si bien una pequefia fraccién de los pacientes desarrollan
neumonia altamente letal, al menos el 20% de los pacientes con COVID-19 pueden mostrar
uno o mas sintomas gastrointestinales (Gl) (1), como diarrea, vomitos y dolor abdominal (2,
3).

El tropismo tisular del SARS-CoV-2 puede estar directamente relacionado con las
diversas manifestaciones clinicas de COVID-19. El receptor utilizado por el virus para entrar
en las células es la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2), que se encuentra en
varios tejidos, incluidas las células epiteliales gastrointestinales y las células hepaticas (4, 5).

El SARS-CoV-2 se detectd en biopsias de varios tejidos, incluyendo esofago, estbmago,
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duodeno y recto, y la endoscopia de pacientes hospitalizados revelé sangrado esofagico con
erosiones y Ulceras (2, 6).

ILos niveles mas altos de ACE2 en los tejidos pueden explicar en parte algunas de las
comorbilidades asociadas con COVID-19 grave. Recientemente, demostramos que ACE2
estaba altamente expresado en los pulmones de personas con hipertension arterial pulmonar
y enfermedades obstructivas crénicas (7). Dado que la expresion de ACE2 cambia en
condiciones de estrés celular, niveles elevados de glucosa e hipoxia (8, 9), otras
comorbilidades relacionadas con el tracto gastrointestinal pueden asociarse con diferentes
formas de COVID-19.

Aqui sugerimos que la enfermedad por reflujo gastroesofagico (ERGE) y el eséfago
de Barrett (BE) pueden representar nuevas comorbilidades asociadas con COVID-19. En los
Estados Unidos, se ha estimado que el 5,6% de los adultos tienen BE, una enfermedad en

la que la ERGE dafia la mucosa escamosa esofagica (10). Aqui demostramos gue ACE2

esta altamente expresado en el eséfago de pacientes con BE y que el pH acido

asociado _con_esta condicién _es un_inductor clave de la expresion de ACE2. Los

monocitos primarios _humanos cultivados en pH reducido muestran _una_mayor

expresion de ACE2 y un aumento de la carga viral tras la infeccién por SARS-CoV2.

También mostramos que los pacientes que usan inhibidores de labomba de protones,

que _se recomiendan para el tratamiento de la ERGE, tienen un _mayor riesqo de

desarrollar COVID-19 grave, observado por un mayor riesgo de ingreso en la UCIl y

muerte.

Métodos Acidosis y meta-analisis del es6fago de Barrett

Seleccionamos manualmente el repositorio Gene Expression Omnibus
(GEO)

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) encontrar conjuntos de datos de transcriptoma de
eso6fago relacionados con "es6fago de Barrett" y conjuntos de datos de transcriptoma de
linea celular relacionados con "acidosis" y "reduccion de pH". Los valores de expresion y los
metadatos normalizados por el autor de estos conjuntos de datos se descargaron utilizando
el paquete GEOquery (11). Se realizaron andlisis de expresion diferencial utilizando el
paquete limma (12). El ID del estudio GEO y los grupos de ejemplos comparados se
enumeran en la Tabla suplementaria 1. El paquete MetaVolcanoR (13) se utiliz6 para
combinar los valores de P utilizando el método de Fisher. Para ajustar las comparaciones

multiples, se calculé la tasa de descubrimiento falso (FDR) utilizando el procedimiento de

3

Comentado [MI1]: Los niveles altos de ace2 isotipos
largo (que tienen mas de 700 amino&cidos) y el
péptido sefial, que favorece la entrada del virus a la
célula huésped por medio de la fusién. Resumen de la
expresion de la proteina ACE2 - The Human Protein
Atlas
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Benjamini-Hochberg. Para los andlisis de enriquecimiento, se utilizaron la herramienta
EnrichR (14) y el paquete fgsea R (15) con conjuntos de genes de la base de datos Gene
Ontology Biological Process . A continuacion, seleccionamos vias con un valor de P ajustado

para comparaciones multiples inferiores a 0,10.

Anélisis transcriptomico unicelular del es6fago de Barrett

Los datos de ARN-seq unicelular (scRNA-seq) del esoéfago, el eséfago de Barrett, las células
gastricas y duodeno de pacientes con EB se adquirieron de Owen et al. 2018 (16). Las
células con menos de 1.000 genes fueron excluidas del andlisis utilizando Seurat v3 (17).
Los recuentos de UMI en bruto se transformaron en registro y los genes variables se llamaron
a cada conjunto de datos de forma independienteen el método VST. La funcion
AddModuleScore se utiliz6 para eliminar los efectos por lotes entre muestras y se baso en
los genes Clorf43, CHMP2A, EMC7, GPI, PSMB2, PSMB4, RAB7A, REEP5, SNRPD3,
VCP, VPS29. Asignamos puntuaciones para las fases del ciclo celular S y G2/M basadas en
conjuntos de genes previamente definidos utilizando la funcién CellCycleScoring. Las
puntuaciones z escaladas para cada gen se calcularon utilizando la funciéon ScaleData y
retrocedieron contra el numero de UMI por célula, el contenido de ARN mitocondrial, la
puntuacién de fase S, la puntuacion de fase G2 / My la puntuacién de limpieza. Los datos a
escala se utilizaron como entrada en la PCA basada en genes variables. Estos componentes
de PCA se utilizaron para generar la visualizacion de reduccion de UMAP. Para identificar el
namero de clisteres, se utilizaron recuentos de registros de UMI como entrada a SC3 (18).
La variacion técnica se probd utilizando BEARscc (19), que modela el ruido técnico a partir
de mediciones de picos ercc. Los grupos se anotaron en funciéon de genes previamente
caracterizados.

(16).

Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica (PBMC)

Los abrigos Buffy proporcionados por el Centro de Hematologia y Hemoterapia de la
Universidad de Campinas (SP-Campinas, Brasil) fueron utilizados para el aislamiento de
PBMC como se describe (9). El estudio fue aprobado por el Comité Brasilefiode Etica en
Estudios Humanos (CAAE: 31622420.0.0000.5404). Brevemente, las capas de buffy se
mezclaron y luego se diluyeron en solucion salina tampon de fosfato (PBS) (1: 1) y

cuidadosamente a un tubo de 50 ml que contenia Ficoll (Sigma-Aldrich) y centrifugado. Los

4
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PBMC se cultivaron en RPMI 1640 durante 2-3h para permitir la adhesién celular. A
continuacién, las células se lavaron dos veces con PBS y las células adherentes,
enriguecidas en monocitos, se incubaron ain méas hasta la infeccion en RPMI 1640 que
contenia un 10% de suero fetal bovino (FBS) y un 1% de penicilina-estreptomicina (Pen-
Strep) a 37°C con un 5% de CO2. Los monocitos se mantuvieron en diferentes niveles de
pH (6, 6,5y 7,4) durante 24 horas y posteriormente se infectaron con SARS-CoV-2, como se

describe a continuacion.

Virus e infeccion

HIAE-02 SARS-CoV-2/SP02/human/2020/BRA (GenBank MT126808.1) virus fue aislado
como se describe (9). Las existencias de Sars-CoV-2 se prepararon en la linea celular Vero.
El sobrenadante se cosech6 a 2-3 dpi. Los titulos virales se obtuvieron mediante ensayos de
placa en células Vero. Los monocitos se infectaron con SARS-CoV-2 en MOI 0.1
bajoagitacion continua a 15 rpm durante 1 h. A continuacion, los monocitos se lavaron dos
veces y se incubaron en RPMI con 10% de FBS y 1% de Pen-Strep durante 24h a 37 ° C
con 5% de CO2 durante 24 horas.

Anélisis de carga viral y expresién génica

La extraccion total de ARN se realiz6 utilizando el agente TRIzol Re(Sigma-Aldrich). La
concentracion de ARN se midi6 con el espectrofotdmetro NanoDrop 2000 (Thermo
Scientific).

El ARN se transcribié inversamente utilizando el kit de sintesis de ADNc de transcriptasa
inversa de GoScript™ siguiendo las instrucciones del fabricante. El anuncio viral del SARS-
CoV-2se determiné con cebadores dirigidos a la region N1 y se gener6 una curva estandar
como se describe (20). La carga viral y la expresién génica se realizaron utilizando SYBR
Green Supermix en bio-RAD CFX394 Touch Real-Time PCR Detection System. EI cambio
de pliegue se calcul6 como 2*-AACt. Secuencias de imprimacion utilizadas: 18S (Adelante:
5'-CCCAACTTCTTAGAGGGACAAG-3'; Reverso: 5'CATCTAAGGGCATCACAGACC-3Y);
ACE2 (Delantero: 5'-GGACCCAGGAAATGTTCAGA-3;

Reverso:  5-GGCTGCAGAAAGTGACATGA-3");  SARS-CoV-2_IBS_N1  (Adelante:
5'CAATGCTGCAATCGTGCTAC-3'; Reverso: 5-GTTGCGACTACGTGATGAGG-3)).
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Analisis de datos clinicos

Se recuperaron datos clinicos de dos cohortes independientes de 551 y 806 pacientes con
COVID-19 confirmados con RT-gPCR de 18 afios o mas que fueron a hospitales de
referencia para COVID-19 en Manaos, Amazonas, Brasil (cohorte regién Norte) y en la
ciudad de Sdo José do Rio Preto, Sdo Paulo, Brasil (cohorte de la regién sureste),
respectivamente. Fueron seguidos durante al menos 28 dias (cohorte de la regién norte) o
120 dias (cohorte de la regién sureste) después del reclutamiento. Se recopilaron
informacién sobre los antecedentes de uso de inhibidores de la bomba de protones (por
ejemplo, omeprazol y pantoprazol), una evidencia sustituta de enfermedades relacionadas
con el pH gastrico bajo, el tiempo de hospitalizacion, el ingreso en la UCI y el tiempo hasta
la muerte, asi como la demografia, el uso previo de otros medicamentos, las variables
clinicas, de laboratorio y de resultado. El protocolo fue aprobado por el Comité Brasilefio de
Etica en Investigacion Humana (CAAE: 30152620.1.0000.0005 y 30615920.2.0000.0005
para la cohorte region Norte, y 31588920.0.0000.5415 para la cohorte regiéon Sudeste). Los
datos fueron recolectados y gestionados utilizando las herramientas electrénicas de captura
de datos REDCap (v. 10.2.1) alojadas en la Fundacéo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira
Dourado.

Los cocientes de riesgos instantaneos ajustados y los cocientes de riesgos con los
respectivos intervalos de confianza (IC) del 95% se estimaron para el tiempo hasta la muerte
y el ingreso en la UCI, respectivamente mediante regresion de Cox y modelos de modelo
lineal generalizado logaritmico-binomial. Para ajustar los factores de confusion, las edades
superiores a 60 afios y la obesidad, definida tanto por el IMC como por la porcentaje grasa,
se utilizaron como covariables en los andlisis multivariables. Se utilizé el anélisis De Wilcoxon
Rank-Sum para probar las diferencias en los dias de hospitalizacion. Un P de 2 colas < 0,05
se considerd significativo. Los analisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando Statav. 13.0
(StataCorp LP, College Station, TX).

Resultados
Para evaluar si los pacientes con EB pueden tener mayores probabilidades de
infectarse con SARS-CoV-2 en comparacion con los pacientes sin la enfermedad, se realizé
un metanalisis de 8 estudios transcriptémicos de BE (Figura 1A, Tabla S1). Un total de 304
y 256 genes mostraron, respectivamente, una expresion mas alta y mas baja de BE en
comparacion con el tejido normal del es6fago en al menos 7 de estos estudios (Figura 1B).
ACE2 fue uno de los genes consistentemente requlados al alza en el BE en comparacion
6
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con el eséfago normal (Figura 1C). Si bien las vias relacionadas con la diferenciacion de

queratinocitos y el desarrollo de la epidermis se enriquecieron con genes regulados a la baja,
encontramos que el transporte de bicarbonato y la regulacion de las vias de pH intracelular
se enriquecieron con genes regulados al alza (Figura 1D), lo que sugiere que el pH puede
influir en la expresién de ACE2. De hecho, cuando las células endoteliales de la arteria
coronaria humana fueron tratadas con inhibidores de bomba de protones— omeprazol o
lansoprazol — la expresion de ACE2 disminuy6 en comparacion con las células no tratadas
(Figura 1E). El andlisis de enriquecimiento de conjuntos de genes (GSEA) confirmé que los
tejidos del eséfago de Barrett tienen una mayor expresion de genes relacionados con las

alteraciones del pH (Figura 1F).
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Figura 1. Meta-analisis de transcriptomas de la unién gastroesoféagica de pacientes
con Es6fago de Barrett. A. Meta-analisis de 8 estudios de transcriptomas del es6fago
de Barrett.

B. Numero de genes expresados diferencialmente en el eséfago de Barrett en comparacion
con los no expresados.

Eséfago de Barrett. Las lineas muestran el nimero de genes (eje y) considerados regulados

al alza (lineas rojas) o down-regulados (lineas azules) en el es6fago de Barrett (valor P <
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0,05; log2 foldchange > 1; FDR combinado < 0,01) en uno o0 mas conjuntos de datos (eje Xx).
Se indica el nimero de genes regulados al alza y regulados a la baja en al menos 7 estudios.
C. ACEZ2 esta regulado al alza en pacientes con eso6fago de Barrett. Cada barra representa
el cambio de pliegue de la expresion log2 entre los pacientes y los individuos de control. Las
barras de error indican el intervalo de confianza del 95%. Las barras en rojo representan un
valor de P < 0,05 y en gris un valor de P no significativo. D. Andlisis de enriquecimiento de
vias utilizando los genes regulados hacia arriba y hacia abajo en al menos 7 estudios. Las
barras representan la puntuacién combinada (eje x) calculada por la herramienta Enrichr
para conjuntos de genes seleccionados de Gene Ontology (eje y). Expresién de E. ACE2
en células tratadas con inhibidores de la bomba de protones. Cada diagrama de caja
representa la expresion log2 de células no tratadas (CTRL) y células tratadas con omeprazol
(OPZ) o lansoprazol (LPZ). F. Andlisis de enriquecimiento de conjuntos de genes (GSEA) de
los 8 estudios de transcriptomas del eséfago de Barrett utilizando conjuntos de genes
relacionados con el pH. El tamafio y el color de los circulos son proporcionales a la
puntuacién de enriquecimiento normalizado (NES) de los conjuntos de genes (columnas) en

cada estudio (filas). Los ID de Ontologia Génica estan indicados en la parte superior.

También investigamos la expresion de ACE2 en el eséfago de Barrett a nivel unicelular.
Nuestro andlisis mostr6 que las células individuales de los pacientes con eséfago de Barrett
son distintas de las células normales del eséfago, asi como las células del duodeno y los
tejidos gastricos (Figura 2A). Mientras que una gran accion fr de las células duodeno expresa
ACE2 (21), s6lo el 11% de las células individuales de las muestras de Barrett tienen una
expresion ace2 superior a 0 (Figura 2B). Sin embargo, entre las células que expresan ACE2,
se encontraron niveles mas altos del gen en las células géstricas, de Barrett y duodeno en
comparacion con las células del eséfago (Figura 2C). Usando GSEA, encontramos que los
genes asociados con la regulacion del pH celular se enriquecieron entre los genes regulados
al alza en las células géstricas, de Barrett y duodeno en comparacion con las células del

esofago (Figura 2D).
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Figura 2. Transcriptomica unicelular del es6fago de Barrett. Un. Reduccion de
dimensiones de celdas individuales mediante Aproximacion y Proyeccion de Variedad
Uniforme (UMAP). Se muestran células de 4 pacientes con eso6fago de Barrett (n = 1.168).
Los colores represent los tipos de tejido. B. Expresién de ACE2 por tipo de tejido. Los
graficos circulares muestran el nimero de celdas individuales con (negro) o sin (gris)

expresion ACE2 (valores de expresién > 0). Se indican las fracciones de células que
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expresan ACE2. C. Distribucién de la expansion de ACE2por células de diferentes tipos de
tejidos. Los colores de los histogramas representan los tipos de tejido. La linea vertical
discontinua muestra los valores medios de cada tipo de tejido. Esta indicado el valor P de la
prueba t del estudiante entre los tipos de tejido versus el eso6fago. D. Andlisis de
enriquecimiento de conjuntos de genes (GSEA) de los 3 tipos de tejido en comparacién con
el eséfago utilizando la regulacién del conjunto de genes de pH celular. La puntuacién de
enriquecimiento normalizado (NES) se muestra en el eje X para cada uno de los tipos de
tejido.

El valor P ajustado del enriquecimiento se muestra justo al lado de la barra correspondiente.

Para evaluar mas a fondo si el pH puede influir en la expresion de ACE2, analizamos
estudios transcriptomicos disponibles publicamente de células bajo acidosis inducida
experimentalmente. Las células cultivadas a pH mas bajo mostraron niveles de expresién
mas altos de ACE2 en comparacion con las cultivadas a pH mas alto (Figura 3A y B).
Validamos este hallazgo conmonocitos p rimarios humanos cultivados a pH 7,4, 6,5y 6,0
bajo normoxia. La expresion de ACE2 aument6 significativamente a pH 6.5 y 6.0 en
comparacién con pH 7.4 (Figura 3C). La reduccién del pH por si sola también aumenté
significativamente la infeccion por SARS-CoV-2 de monocitos humanos (Figure 3D), lo que

indica que el pH desempefia un papel en la infeccién por SARS-CoV-2 mediada por ACE2.
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Figura 3. La acidosis aumenta la expresion de ACE2 y la infeccion por SARS-CoV-2. A.
Células humanas expuestas a acidosis. Cada boxplot representa la expresiéon log2 de
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muestras untreadas(gris) o tratadas con acidosis lactica (marrén) para dos estudios de
microarrays (GSE9649 y GSE70051). Se indican los valores P de la prueba t del estudiante.
B. Las células MCF7 expuestas a la reduccion del pH aumentan la expresion de ACE2. Las
lineas grises y marrones representan, respectivamente, cells tratados con medios de control
0 con acido lactico de 25mM durante 1, 4 y 12 horas (eje x). Cada punto representa la
expresion media log2 y las barras de error la desviacion estandar de las réplicas bioldgicas.
C. El pH acido aumenta la expresion de ACE2 en los monocitos. Los monocitos de sangre
periférica humana se incubaron en medio a 3 pH diferentes (6, 6,5, 7,4) durante 24 horas.
Cada diagrama de caja representa la expresion ACE2 de cambio de pliegue. D. El pH acido
aumenta la carga viral del SARS-CoV-2. Los monocitos de sangre germinal humana se
incubaron en medio a 3 pH diferentes (6, 6.5, 7.4) durante 24h. Las células se infectaron con
CoV-2 (MOI 0.1) durante 1h bajo agitacién continua. La carga viral de ARN se midié mediante
qPCR.

Los inhibidores de la bomba de protones (IBP) disminuyen la cantidad de acido
producido en el estbmago y a menudo se utilizan para tratar a sujetos con sintomas de ERGE
0 con ciertos problemas estomacales y de eséfago (22). El uso de IBP antes de COVID-19
puede servir como un proxy para identificar sujetos con irritacion tisular e inflamacion
causada por el acido estomacal. En dos cohortes independientes de 551 y 806 pacientes
con COVID-19 confirmados por RT-gPCR de las regiones norte y sudeste de Brasil,
respectivamente, investigamos los efectos del malestar gastrointestinal y la gravedad de
COVID-19y. El andlisis de la curva de supervivencia mostré que las personas que usaban
IBP tenian un riesgo de muerte de 2 a 3 veces mayor en comparacion con aquellos que no
usaban el medicamento (Figura 4A). Al controlar los posibles factores de confusion (es decir,
la edad mayor de 60 afios, la diabetes y la hipertension), el cociente de riesgos instantaneos
ajustado fue de 2,183 (95CI: 1,635 - 2,914; P<0,0001) para la cohorte de la regién Norte y
2.332 (95CI: 1,661 - 3,274; P<0,0001) para la cohorte Sureste (Figura 4B). Estos hallazgos
clinicos indican que la reduccién del pH fisiolégico (causada por el acido) puede

desemperiiar un papel importante en la infeccién por SARS-CoV-2 vy la gravedad de
COVID-19.
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Figura 4. Aumentar el riesgo de muerte en individuos con COVID-19 usando
inhibidores de la bomba de protones antes de la infeccion. A. Tiempo hasta la muerte.
Las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier muestran un mayor riesgo de muerte para el
grupo de pacientes que usaron IBP (marrén) antes del ingreso en comparacion con aquellos
gue no los usaron (gris). El resultado de la cohorte de la regién Norte se muestra en la parte
superior y el resultado de la cohorte de la region Sureste se muestra en la parte inferior. B.
Riesgo de muerte. La parcela forestal presenta los cocientes de riesgo y los respectivos 95CI
para la variable explicativa principal (marrén), asi como los posibles factores de confusion
(negro) utilizados en el modelo multivariante. El resultado de la cohorte de la regién Norte se
muestra en la parte superior y el resultado de la cohorte de la regién Sureste se muestra en

la parte inferior.

Discusion

Nuestros hallazgos sugieren que el pH acido aumenta la infeccion por SARS-CoV-2
al regular al alza el receptor ACE2, y esto puede tener implicaciones clinicas para los
pacientes con ERGE o eséfago de Barrett. No existe un mecanismo claro que vincule las
alteraciones en la expresion de pH y ACE2 . Aunque la evidencia indica que las condiciones
hipéxicas pueden aumentar la expresion de ACE2 (8, 9), la expresion de SIRT1 ni HIF1A
parece estar asociada con el eséfago de Barrett (Tabla S2). Encontramos que los
reguladores conocidos de ACE2 — HNF1B (23) y FOXA2
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(24) - fueron regulados al alza en 6 de cada 8 estudios transcriptémicas del esofago de
Barrett (Tabla S2), lo que sugiere que pueden estar involucrados con la expresion de ACE2
inducida por pH en el es6fago de Barrett.

El dafio pulmonar, una de las principales caracteristicas de la COVID-19 grave, puede
provocar hipoxia aguda y acidosis respiratoria adicional. Es posible que la acidosis en sangre
de pacientes con COVID-19 grave (25) empeore la enfermedad al aumentar los niveles de
ACE?2 y facilitar la entrada del SARS-CoV-2 en las células humanas. La hipoxia en si misma
puede contribuir a la regulacion de ACE2 (9, 26). Ademas, los niveles elevados de la la
enzima lactato deshidrogenasa (que convierte el lactato de piruvato) se han asociado con
peores resultados en pacientes con COVID-19 (27). El exceso de lactato puede alterar
directamente el pH extracelular e intracelular, lo que a su vez puede afectar la expresion de
ACE2. La medida en que la acidosis sistémica aguda contribuye a la gravedad de la COVID-
19 es poco conocida y merece mas investigacion.

El medicamento famotidina suprime la produccién de &cido géastrico al bloquear el
receptor de histamina 2 en el estbmago. Recientemente, Freedberg et al (28) han
demostrado que el tratamiento temprano de pacientes que dieron positivo para SARS-CoV-
2 mejord significativamente los resultados clinicos entre los pacientes hospitalizados.
Aunque los autores plantearon la hipé6tesis de que la famotidina puede tener efectos
antivirales, es posible que el pH en si mismo pueda desempefiar un papel importante en la
regulacion de la expresion de ACE2 y la limitacion de la infeccién por SARS-CoV-2 en los
pacientes.

Mostramos aqui que el uso previo de IBP se asocia con resultados
desfavorables, como el momento de la hospitalizacion, el ingreso en laUCly la muerte.
Hasta donde sabemos, ninguna de estas asociaciones fue reportada previamente. Almario
et al. (29) describieron recientemente que las personas que usaban IBP tenian mayores
probabilidades de dar positivo para COVID-19 en comparacion con aquellos que no usaban
IBP. La hipdtesis es que los IBP podrian aumentar el riesgo de COVID-19 al socavar la
barrera gastrica contra el SARS-CoV-2 y reducir la diversidad microbiana en el intestino (29).
Mas bien, creemos que los IBP son marcadores importantes de comorbilidades ocultas que
involucran el dafio causado por el exceso de acido estomacal en los tejidos
gastrointestinales.

A pesar de la enfermedad (eséfago de Barrett) a la molécula (ACE2) en las
células (experimentos in vitro) y de vuelta a los hallazgos clinicos (pacientes con
COVID-19), demostramos que el pH puede tener una gran influencia en la infeccién por
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SARS-CoV-2 vy la gravedad de COVID-19. Se deben realizar estudios adicionales no

solo para confirmar los hallazgos clinicos a mayor escala, sino también para evaluar

el mecanismo molecular relacionado con la expresion de ACE2 inducida por pH.
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