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RESUMO

Pacientes infectados com SARS-CoV-2 apresentam alteragdes significantes na composigéo
e funcionalidade da microbiota, quadro esse chamado de disbiose associada a COVID-19.
Essas alteragbes tém sido associadas com menores concentragdes de acidos graxos de cadeia
curta (AGCCs), metabdlitos microbianos que atuam na comunicagao entre a microbiota e as
células do hospedeiro, incluindo os componentes do sistema imunolégico do hospedeiro. No
entanto, a relevancia da microbiota intestinal bem como de seus compostos imunomoduladores
frente a infecgdo pelo SARS-CoV-2 ainda nao esta bem estabelecida. Desta forma, a proposta
do trabalho foi investigar o efeito do tratamento com AGCCs e o impacto da reducéo da carga
microbiana intestinal durante a infecgdo por SARS-CoV-2. Para isso, utilizamos modelo in vitro
com bidpsias intestinais e linhagem de células epiteliais intestinais humanas para avaliar o
efeito dos AGCCs na infeccao por SARS-CoV-2. Em seguida, analisamos in vivo, com
camundongos K18-hACEZ2, a relevancia da deplecdo da microbiota apds o tratamento com
antimicrobianos em respostas clinicas e imunolégicas a infecgdo por SARS-CoV-2. Além disso,
comparamos os efeitos da infecgao pela variante gama (P.1) versus a infeccao por SARS-CoV-2
ancestral (B.1) nas alteracdes da microbiota intestinal. Nossos resultados indicaram que os
AGCCs, quando adicionados in vitro, apesar de reduzirem a expressdao de proteinas
importantes para a entrada e reconhecimento do virus na célula hospedeira como TMPRSS2 e
DDX58, respectivamente, ndo impactaram na carga viral em células epiteliais ou bidpsias
intestinais. No modelo animal de infecgdo por SARS-CoV-2 demonstramos que a deplegao da
microbiota intestinal por tratamento agudo com antimicrobianos orais de amplo espectro néo
alterou a sobrevida pés-infeccdo e teve apenas efeitos pontuais na resposta imune ao
SARS-CoV-2 indicando que, nestas condi¢des, a alteracdo da microbiota pelos antimicrobianos
nao interfere no desenvolvimento da doenca. Por fim, observamos que a infecgao pela variante
gama em K18-hACE2 induziu alteragcbes em componentes da barreira intestinal e na
composicdo da microbiota que sao mais evidentes do que no caso da infeccdo pela cepa
ancestral. Nos hipotetizamos que estas alteracbes tenham relagdo com a gravidade e infecgao
do sistema nervoso pelo virus. Em suma, neste trabalho mostramos que, nas condi¢des
testadas, alteracbes agudas da microbiota intestinal ou suplementacgao in vitro com metabdlitos
da microbiota, AGCCs, nao alteraram a resposta a infeccdo por SARS-CoV-2. Também
mostramos dados que indicam que as diferentes linhagens de SARS-CoV-2 impactam de modo
diferente a microbiota intestinal e aspectos relacionados a funcéo de barreira do intestino, o que
pode ser relevante para as diferengas clinicas entre as mesmas.

Palavras-chave: Microbiota intestinal; Acidos graxos de cadeia curta; SARS-CoV-2;
K18-hACE2; Variante Gama.



ABSTRACT

Patients infected with SARS-CoV-2 show significant changes in the composition and
functionality of the microbiota, a condition called COVID-19 associated dysbiosis. These
alterations have been associated with lower concentrations of short-chain fatty acids (SCFAs),
metabolites that are a link between the microbiota and host cells, including components of the
host's immune system. However, the relevance of the intestinal microbiota and its
immunomodulatory compounds against SARS-CoV-2 infection is not well established. Thus, the
aim of this work was to investigate the effect of treatment with SCFAs and the impact of reducing
the intestinal microbial load during SARS-CoV-2 infection. For this, we used an in vitro model
with intestinal biopsies and human intestinal epithelial cell lineage to evaluate the effect of
SCFAs on SARS-CoV-2 infection. We then analyzed in vivo, with K18-hACE2 mice, the impact
of microbiota depletion after antimicrobial treatment on clinical and immunological responses to
SARS-CoV-2 infection. Furthermore, we compared the effects of gamma variant infection (P.1)
versus ancestral SARS-CoV-2 infection (B.1) on gut microbiota composition. Our results
indicated that SCFAs, when added in vitro, despite reducing the expression of important proteins
for virus entry and recognition in the host cell, such as TMPRSS2 and DDX58, respectively, did
not impact the viral load in epithelial cells or intestinal biopsies. In the animal model of
SARS-CoV-2 infection, we demonstrated that depletion of the intestinal microbiota by acute
treatment with oral broad-spectrum antimicrobials does not alter post-infection survival and has
only punctual effects on the immune response to SARS-CoV-2 indicating that under these
conditions the alteration of the microbiota by antimicrobials does not interfere with the
development of the disease. Finally, we observed that infection by the gamma variant in
K18-hACE2 induced changes in components of the intestinal barrier and in the composition of
the microbiota that are more evident than in the case of infection by the ancestral strain. We
hypothesized that these changes are related to the severity and virus infection of the nervous
system. Briefly, in this work we show that, under the conditions tested, acute changes in the
intestinal microbiota or in vitro supplementation with microbial metabolites, SCFAs, did not alter
the response to SARS-CoV-2 infection. We also show data that indicate that different strains of
SARS-CoV-2 have a different impact on the gut microbiota and aspects related to the gut barrier
function, which may be relevant to the clinical differences between them.

Keywords: Gut microbiota; Short chain fatty acids; SARS-CoV-2; K18-hACE2; Gamma variant.
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CAPITULO 1 — INTRODUGAO

Resumo

Quando o assunto é intestino e COVID-19 uma das primeiras perguntas a ser feita é “o
virus pode alterar a composicdo da microbiota?” E a resposta é sim, a infecgdo pelo virus
SARS-CoV-2 pode alterar tanto a microbiota intestinal quanto a dos pulmbdes. Pacientes com
casos mais graves da COVID-19 podem ter alteragdes mais acentuadas na microbiota devido
ao uso de antimicrobianos, e isso tem sido investigado para melhorar as abordagens
terapéuticas nesses casos. O impacto da COVID-19 na microbiota intestinal pode ser avaliado
inclusive sob um olhar cultural e de mudancas de habitos. A presenca de disbiose,
caracterizada por um perfil potencialmente mais inflamatério e com alteracées na resposta
imunoldgica, € uma condigdo presente em individuos com obesidade, diabetes ou que estdo na
fase de envelhecimento. Antes do surgimento da pandemia do SARS-CoV-2 ja havia estudos
indicando que individuos com obesidade ou senis apresentavam maior gravidade e ocorréncia
de infecgdes bacterianas oportunistas durante infecgbes pelo virus da Influenza. Com a
COVID-19 parece que o desequilibrio da microbiota pode também trazer prejuizos adicionais.
Paises com maior prevaléncia de obesidade s&o os que apresentam também maior taxa de
mortalidade pela COVID-19. Durante os primeiros meses de pandemia, paises com maior
populagao idosa foram os que apresentaram maior taxa de mortalidade. Importante ressaltar
que esses individuos apresentam outras caracteristicas que também prejudicam o
funcionamento do sistema imunolégico e sua agédo na eliminagdo do virus, como doencgas
crbnicas e o préprio envelhecimento das células imunes. Entretanto, em estudos prévios
envolvendo idosos, o uso de probidticos (alimentos que contém bactérias vivas e benéficas para
saude) e prebidticos (alimentos que possuem nutrientes que sdo consumidos pelas bactérias
intestinais, como as fibras e ajudam a aumentar a quantidade ou a atividade de bactérias
benéficas) apresentou muitos beneficios para a resposta imunolégica e aumento da eficacia de
vacinas para diferentes tipos de virus da gripe. Portanto, apesar da existéncia de alteragdes na
microbiota que ocorrem naturalmente durante o processo de envelhecimento e dos desafios no
controle da obesidade, estudos envolvendo as abordagens terapéuticas para o melhoramento
da composigao e atividade da microbiota durante a COVID-19 podem contribuir na redugao da

mortalidade e melhora da qualidade de vida dessa populagéo.
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1.1. Caracteristicas da microbiota intestinal e sua relagao com o hospedeiro

A origem da palavra Microbiota é Grega e quer dizer “micro” pequeno e “biota” conjunto
de organismos que vivem em uma determinada area, formando um ecossistema. Desde o
desenvolvimento dos primeiros microscopios, os microrganismos que habitam o interior do trato
gastrointestinal comegaram a ser propostos como sendo importantes para a manutengdo da
saude ou surgimento de doengas no hospedeiro (Author & Leidy, 1914). Sdo mais de 66 mil
artigos cientificos encontrados na plataforma de busca Pubmed, publicados de 1977 a 2023, se
usado o termo em inglés “gut microbiota”. A explosao no numero de publicagbes envolvendo
microbiota ocorreu principalmente a partir dos anos 2000 com a difusdo da MetagenOmica.
Essa tecnologia de sequenciamento do DNA ¢é capaz de identificar milhares de microrganismos
em uma mesma amostra. Com as melhorias tecnolégicas foi possivel entdo, avancar nas
respostas a questdo “quem sao?”, e passar a responder “o0 que sdo capazes de produzir?”
através das “6micas”, como metagenémica, metabolémica, transcriptémica e protedmica (BERG
et al., 2020).

A microbiota esta presente em diferentes locais do corpo humano, como pele, boca e
orgaos genitais. Cada regido apresenta uma composi¢cao de microbiota caracteristica, como por
exemplo, maior proporgao de Lactobacillus na vagina, enquanto no intestino, quando analisado
via amostras de fezes, os filos Bacteroidota (antigo Bacteroidetes) e Bacillota (antigo
Firmicutes) sao os dominantes (GRICE; SEGRE, 2012) (Figura 1). A microbiota intestinal tem
sido considerada como o “segundo cérebro", devido as suas caracteristicas e sua relagdo com
varios sistemas e tecidos do corpo. Isso fica evidente quando vemos que a carga de genes
presentes na microbiota pode ser até 150 vezes maior do que a quantidade de genes humanos
do hospedeiro. Em sua composicdo a microbiota intestinal inclui bactérias, arqueas, virus e
protozoarios, que evoluiram com o hospedeiro (KODIO; MENU; RANQUE, 2020).

De maneira geral, dos 100 trilhdes de microrganismos presentes na microbiota intestinal,
além dos filos predominantes, Bacillota e Bacteroidota, ha também outros filos incluindo
Actinomycetota (antigo Actinobacteria), Pseudomonadota (antigo Proteobacteria) e
Verrucomicrobiota (Verrucomicrobia) (DONALDSON; LEE; MAZMANIAN, 2015; OREN;
GARRITY, 2021). No entanto, se olharmos mais a fundo dentro de cada filo, a composi¢ao de
géneros e espécies que os compdem pode variar de acordo com a por¢ao do intestino tanto
horizontal quanto verticalmente e por questdes interindividuais. No intestino delgado, a carga
bacteriana € menor comparada a do colon, o que decorre das condi¢cbes fisioldgicas

desafiadoras encontradas nesse tecido como pH acido, fluxo curto e rapido, além de maiores
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quantidades de peptideos antimicrobianos, oxigénio e acidos biliares. As familias
predominantes nesta regido sado Lactobacillaceae e Enterobacteriaceae (DONALDSON; LEE;
MAZMANIAN, 2015). No cdlon, o fluxo é mais lento, com pH neutro e menor quantidade de
oxigénio, o que garante a prevaléncia de espécies anaerdbicas. As cinco familias
predominantes nesta regido também assumem uma distribuicdo espacial caracteristica, sendo
que na regiao luminal ha maior presencga de Bacteroidaceae, Prevotellaceae e Rikenellaceae,
enquanto no espago entre as dobras do epitélio se localizam as Lachnospiraceae e
Ruminococcaceae (Figure 1)(DONALDSON; LEE; MAZMANIAN, 2015; RINNINELLA et al.,
2019).

Narinas

Pele:

sulco retroauricular
Filo predominante no intestina:

Familia predominants no

¢ —
T - 3 Intestino delgadeo célon
/ Lactobacillaceae. Bacteroidaceae, Prevatellaceae.
/ Enterobacteriaceae Rikenellaceae, Lachnospiraceae, —
e s Regifo entre a5 dobras
4 - Lachnospiraceae,

Pele: £/ b Ducto ) Ruminococcaceae
i i biliar i \ |
fossa antecubital N

Ascendente

Vagina
Actinobacteria = Actinomycetota
W Corynebacterium . ﬁ_
W Propionibacterium . Apéndice
. Oytros Ceco Bacteroidaceae,
" = = Prevotellaceae,
= Bacteroidetes = Bacteroidota Reto Rikenellaceae
Firmicutes = Bacillota " 1
W Lactobaclilus 10 cfug 10" cfug
. Staphylococcus Carga bacterans ——
71 Streptococcus [
- Oytros P = |
== Fusobacteria = Fusobacteriota Peptideos ntimicroblanos| —
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Proximal DTs;l

Figura 1. Composicao da microbiota em diferentes regides do corpo e ao longo do intestino.

A esquerda, representacdo da composicdo da microbiota presente na boca (saliva, gengiva,
lingua e tonsilas), narinas, pele (fossa ante cubital e sulco retroauricular), vagina e intestino. A
direita, representacao grafica da composi¢do da microbiota intestinal de acordo com a regido do
intestino (intestino delgado ou célon) e as condic¢des fisioldgicas que influenciam na carga e no
tipo de comunidade bacteriana da microbiota. Imagem modificada de DONALDSON; LEE;
MAZMANIAN, 2015; GRICE; SEGRE, 2012.
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A variabilidade interpessoal da microbiota intestinal esta relacionada aos fatores
intrinsecos e extrinsecos do hospedeiro, como por exemplo, genética, sistema imunolégico
(intrinsecos), ingestao alimentar, habitos de vida e geografia (extrinsecos) (HOU et al., 2022;
RINNINELLA et al., 2019). As fases da vida como infancia, adolescéncia, vida adulta e velhice
também sao determinantes para o perfil da composicdo da microbiota e seu funcionamento
(SALAZAR et al., 2019; THRIENE; MICHELS, 2023). O estado nutricional e a gravidez também
podem alterar a microbiota intestinal (YANG et al., 2023). Todos esses fatores tornam a relagao
microbiota-hospedeiro complexa. Vale ressaltar que as interagdes entre a microbiota e o
hospedeiro sdo bidirecionais, ou seja, tanto fatores do hospedeiro modulam a composicéo e
funcionamento da microbiota, quanto a microbiota é capaz de regular o desenvolvimento e
funcionamento das células do hospedeiro (Figura 2). A integragcdo entre as comunidades
microbianas e seu hospedeiro eucarionte, e a influéncia que os fatores externos exercem sobre
ela tem sido descrita como a teoria do “Holobionte” (do grego “holo” todo, e “bio” vida)
(SCHNEIDER, 2021). Evidéncias cientificas suportam a idéia de que o holobiome deve ser
levado em consideragcdo em estudos sobre a fisiologia do hospedeiro para que haja uma melhor
compreensdo do funcionamento dos mecanismos (BYNDLOSS; BAUMLER, 2018; LOW et al.,
2021; SIMON et al., 2019). Sendo assim, se a microbiota apresenta equilibrio em sua estrutura
e funcionamento, estado intitulado “eubiose”, ou se esta em desequilibrio “disbiose”, isso
podera corroborar para manutencdo da homeostase ou o surgimento de doengas,
respectivamente. Em eubiose, a microbiota gera compostos, como por exemplo os acidos
graxos de cadeia curta (AGCC), que auxiliam na regulagdo do metabolismo, do sistema nervoso
central e sistema imunolégico do hospedeiro (CAMPBELL et al., 2023)

No contexto metabdlico, sabe-se que doengas como diabetes, obesidade ou mesmo a
sindrome metabdlica (surgimento de varias desordens metabdlicas em conjunto, por exemplo,
obesidade centralizada, hipertensdo arterial e dislipidemias, todas relacionadas com a
resisténcia a insulina) estao associadas com um perfil disbiético da microbiota (EVERARD;
CANI, 2013; PINART et al., 2022). Individuos com obesidade apresentam uma maior relagao de
Bacillota/Bacteroidota, com aumento principalmente de Fusobacteria, Proteobacteria e
Lactobacillus (reuteri), além de redugcdo em Verrucomicrobiota (Akkermansia muciniphila),
Faecalibacterium (prausnitzii) e Lactobacillus plantarum e L. paracasei (EVERARD; CANI, 2013;
LIU et al., 2021). Intervengdes terapéuticas usadas no tratamento da obesidade que buscam

restabelecer o equilibrio da microbiota, como o consumo de prebidticos (substrato metabolizado
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unicamente por microrganismos, gerando metabdlitos que conferem beneficios ao hospedeiro),
probidticos tradicionais (cepas de microrganismos vivos, normalmente utilizados na
fermentacao de alimentos, e quando ingeridos em quantidade adequada conferem beneficios a
saude) ou de ultima geragado (espécies de microrganismos recém isolados, por exemplo da
prépria microbiota intestinal, e que possuem propriedades funcionais) tém sido amplamente
testadas em estudos pré-clinicos e clinicos (CANI; DE VOS, 2017; SWANSON et al., 2020;
YANG et al.,, 2021). Em geral, os efeitos positivos desses tratamentos na redug¢do do peso
corporal tém sido associados a promog¢ao de melhor controle de barreira da intestinal, o que por
sua vez, reflete no controle da inflamagao sistémica de baixo grau e, consequentemente, na
melhora da sinalizacao da insulina (CANI; DE VOS, 2017; SALMAN; MAURIELLO, 2023).
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Fatores interindividuais como forma de nascimento, geografia, habitos alimentares e de vida, podem
determinar a atividade genémica e transcricional da microbiota, promovendo efeitos no hospedeiro
humano. Imagem modificada de HOU et al., 2022; LOW et al., 2021, com partes da figura desenhadas
usando imagens da Servier Medical Art., licenciada sob “Creative Commons Attribution 3.0 Unported

(https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).

A conexdo existente entre microbiota e a imunidade da mucosa apresenta extensdes
que vao além do tecido em que esta localizada, promovendo interagdes bidirecionais entre
orgaos localizados em diferentes regiées anatdémicas do corpo humano, como o intestino e o
pulmdo (ANAND; MANDE, 2018; BUDDEN et al., 2017; DANG; MARSLAND, 2019;
MARSLAND; TROMPETTE; GOLLWITZER, 2015). Alteragdes na composi¢ao da microbiota
intestinal tém sido identificadas em diferentes tipos de infeccbes respiratérias virais, nas quais
podem contribuir para a resposta imunolégica do hospedeiro (ANTUNES et al., 2019;
ICHINOHE et al., 2011). Ichinohe e colegas utilizando abordagem de deple¢cdo da microbiota
intestinal através do uso de antimicrobianos em camundongos, verificaram que as alteragdes
provocadas na composi¢ao da microbiota intestinal prejudicaram a resposta de linfécitos T CD4*
e T CD8" e células B no pulméo durante infecgdo pelo virus da influenza A (ICHINOHE et al.,
2011).

Outras estratégias experimentais permitem verificar o papel da microbiota na regulagéo
do sistema imunolégico durante doengas respiratorias, como a terapia com probidticos
(GARCIA-CASTILLO et al.,, 2020; HU et al.,, 2021a; SAGAR et al.,, 2014), transplante de
microbiota intestinal (JANG et al., 2020), uso de prebidticos (JANG et al., 2021; TROMPETTE et
al., 2018) ou através da suplementagcdo com compostos do metabolismo de bactérias, como os
acidos graxos de cadeia curta (AGCC) (ANTUNES et al, 2019; JANG et al.,, 2020;
TROMPETTE et al., 2018).

Os AGCC sdo acidos carboxilicos com cauda alifatica curta de até 6 carbonos, os
principais sdo acetato (C2), propionato (C3) e butirato (C4). A producido dos AGCC ocorre pelo
metabolismo de fibras alimentares por bactérias, principalmente pelos filos Bacteroidota
(gram-negativas) e Bacillota (gram-positivas) (PARADA VENEGAS et al.,, 2019). As fibras
alimentares s&o carboidratos que ndo sdo digeridos pelas enzimas digestivas humanas, isso
porque ao contrario do genoma de bactérias, em mamiferos ha um limitado niumero de genes
que codificam enzimas responsaveis pela quebra dessas moléculas, garantindo a chegada das
fibras praticamente intactas no coélon, onde s&o utilizadas pela microbiota (FLINT et al., 2012).
Atualmente sdo consideradas fibras alimentares tanto as encontradas naturalmente em

alimentos fontes, como graos inteiros, leguminosas, frutas e vegetais, como também as fibras
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que sdo isoladas de alimentos ou sintetizadas (JONES, 2014). A classificagdo mais utilizada
para as fibras é segundo sua caracteristica de solubilidade em agua, em soluvel e nao soluvel.
As fibras sollveis sdo as que apresentam maior capacidade de gerar AGCCs por serem
altamente fermentaveis (VAN DER HEE; WELLS, 2021). Cada tipo de fibra pode gerar um tipo
de AGCC, e estes também apresentam diversos efeitos benéficos a fisiologia do hospedeiro
dependendo do tipo celular envolvido.

As concentragbes de AGCC totais em humanos sao mais elevadas no coélon, entre 70 e
140 mM na regido proximal e em geral apresentam a proporgdo de acetato, butirato e
propionato de 60:20:20 (CORREA-OLIVEIRA et al., 2016; VENEGAS et al., 2019). No figado e
no sangue periférico as concentragoes sado de 0,148 mM e 0,079 mM, no entanto os efeitos
metabdlicos e de modulacdo do sistema imunoldgico sistemicamente s&o apontados em
inimeros trabalhos (CORREA-OLIVEIRA et al., 2016; VAN DER HEE; WELLS, 2021;
VENEGAS et al., 2019).

Apesar das evidéncias sobre o papel do eixo microbiota intestinal-pulmao durante a
resposta imunoldgica contra infecgdes do sistema respiratério (Figura 3) (CORREA et al., 2022;
MARSLAND; TROMPETTE; GOLLWITZER, 2015; SENCIO; MACHADO; TROTTEIN, 2021;
TROMPETTE et al.,, 2018), ainda ha lacunas a serem preenchidas, principalmente no que
concerne aos mecanismos envolvidos. Portanto, sdo necessarios mais estudos envolvendo a
microbiota e seus metabdlitos que caracterizem nao apenas o efeito do microbioma sobre o
hospedeiro, mas também, em tempos pdés pandémicos de COVID-19, se tornou extremamente

importante entender qual o impacto da infecgao por SARS-CoV-2 sobre a microbiota intestinal.



20

Gatilhos ambientais 'ﬁ-

Alérgenos, ar poluido e infeccbes

: & 4
_ Danos
4 il U e
| 1| Epitélio 1 ‘ | | | \ ] |
I\ pulmonar
/\\ T Produgéo de citocinas
; K A Kf—'\ 1 Inflamagéo cronica

\_/

Eixo
Microbiota intestinal-pulmdo

Regulagdo do _ . &
sistema imunologico - o

microbianos

Lamina
propria
= °® Lamen
NPV W i .. '... intestinal
> .y ¥V e @ ®
A > PN e 0% °©
5 ez . ; Metabdlitos
iPrebioticos Microbiota

Figura 3. Eixo microbiota intestinal-pulmao na regulagdao da resposta imunolégica no pulmao
durante infec¢bes ou alergias.

A comunicacdo entre a microbiota intestinal e os pulmdes pode ocorrer via moléculas produzidas pelo
metabolismo microbiano, de modo que o consumo de prebidticos pode regular a resposta imunolégica

das vias aéreas e promover controle da inflamacéo cronica. Figura adaptada de (CORREA et al., 2022)

1.2, COVID-19 e 0 SARS-CoV-2

A doenga causada pelo coronavirus de 2019 (COVID-19) surge em decorréncia da
infecgao pelo virus SARS-CoV-2, em inglés Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2.
Os primeiros relatos da COVID-19 surgiram em dezembro de 2019 em Wuhan (China) e os
casos dessa doencga posteriormente se espalharam pelo mundo gerando uma crise global na
saude publica e na economia (WHOa, 2021). Doengas infecciosas causadas por coronavirus
em humanos, como a SARS-CoV e a MERS-CoV, sigla para o termo inglés “Middle East
respiratory syndrome coronavirus”, anteriormente ja haviam impactado milhares de pessoas,

apresentando taxa de mortalidade em torno de 9,5% e 35%, respectivamente (ARABI et al.,
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2017; PEIRIS; GUAN; YUEN, 2004). Diferentemente de outros 6 tipos de coronavirus cuja
infeccdo apresenta sintomas mais leves, a infeccdo pelo SARS-CoV-2 pode apresentar
sintomas leves, moderados, graves e até fatais. Mundialmente, foram reportados a Organizacao
Mundial da Saude, até o dia 10 de maio de 2023, mais de 765 milhdes de casos confirmados de
COVID-19, incluindo a morte de quase 7 milhdes de pessoas (WHODb, 2021).

Inicialmente, em janeiro de 2020, o virus causador da COVID-19 foi nomeado como
“novo coronavirus” pela Organizagcdo Mundial da Saude (OMS), e foi postulada a hipétese de
que seu surgimento poderia ter ocorrido por zoonose com transmissdo de morcegos para
humanos. Apesar de especulagdes de que o virus tenha sido criado em laboratério, estudos
genéticos e de evolugdo do virus apontam como improvavel a hipétese de manipulagao
humana, e direcionam para duas possiveis vias associadas ao surgimento do SARS-CoV-2: 1)
selecdo natural em um hospedeiro animal intermediario, antes da zoonose, ou 2) selecao
natural diretamente em humanos apds a transmissao pelo agente zoondtico (ALWINE et al.,
2023)

Nos primeiros meses de pandemia, o que se observou nos dados epidemiolégicos,
ainda na China, foi que 81% dos casos apresentavam sintomas leves, enquanto 14% eram
graves e 5% eram casos criticos, além de mortalidade de 2,3%. Paises com maior propor¢ao de
populacéo idosa, como a ltalia, neste mesmo periodo, apresentaram mortalidade superior a 7%
nos casos de COVID-19 (DHAR CHOWDHURY; OOMMEN, 2020). No Brasil, ja no inicio da
pandemia em fevereiro de 2020, decretou-se estado de emergéncia. Contudo, o virus se
espalhou rapidamente e de modo muito amplo no pais, sendo que em julho deste ano a
epidemia de COVID-19 no Brasil tinha mais de 1,8 milhdes de casos confirmados, ou seja mais
da metade dos casos na América Latina, além de 72.100 casos de mortes (DE SOUZA et al.,
2020). Em comunicado feito pela CDC (“Center for Diseases Control and Prevention”) em maio
de 2021 sobre as principais formas de transmissdo do SARS-CoV-2 cientificamente
comprovadas foram destacadas trés rotas de transmissao: (1) inalagdo de goticulas ou
aerossois contaminados com o virus, em que a carga viral exposta, esta relacionada a fatores
como: maior proximidade ao vetor e condicdo do ambiente, como calor e umidade; (2)
Deposicédo do virus em goticulas, através de tosse ou espirros, nas mucosas expostas como
boca, nariz e olhos; (3) Toque em mucosas por maos contaminadas por fluidos contendo o virus
(por exemplo, por goticulas expelidas por uma pessoa com COVID-19) ou por tocar
anteriormente em superficie contendo secre¢des contaminadas. O CDC orienta que as medidas

de boas praticas de higiene das mé&os, uso de mascara e o distanciamento social sigam sendo
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aplicadas por apresentarem eficacia na prevencdo do contagio independente da rota de
transmisséo (CDC, 2021).

Apds um ano de pandemia de COVID-19, mesmo depois de iniciada a vacinagdo em
larga escala em diversas partes do mundo, o numero de mortes ainda crescia em regides em
que havia novas variantes do SARS-CoV-2, como no caso do continente africano, onde o
aumento do numero de casos € mortes pode ser explicado pela baixa cobertura vacinal (WHOc,
2021).

O cenario de pandemia promoveu revolugdes cientificas e politicas em todo mundo, por
exemplo ao romper barreiras no processo de elaboragdo de vacinas em um tempo recorde,
além de estreitar a distancia entre a comunidade e a academia cientifica, tornando publico o
interesse por assuntos técnicos, como metodologias para desenvolvimento de vacinas, bem
como seus mecanismos de acdo no corpo (EURIDES; MARQUES, 2020; KIM; DEMA,;
REYES-SANDOVAL, 2020; NEVES et al., 2021). No entanto, caracteristicas do SARS-CoV-2
como facil transmissdo e desenvolvimento de mutagdes, fizeram com que outros assuntos
ademais aos relacionados a tecnologia cientifica de combate ao virus, se tornassem também
primordiais para o controle da doenca. Questdes como a distribuicdo desigual das vacinas para
paises pobres ou em desenvolvimento, desigualdade no acesso a educacgéo, e fendmenos
como a polarizacao politica, teorias da conspiracédo e desinformacao sobre a COVID-19, além
do crescimento de anti-intelectualismo, prejudicaram o debate publico, a compreensao e a
adocgao de politicas protetoras no contexto da pandemia (BERGEN et al., 2023; FARHART et
al., 2022). Portanto, se fazem necessarios tanto o continuo avango em pesquisas cientificas de
base, relacionadas ao virus propriamente dito, como também avangco e maior
interdisciplinaridade em pesquisas politicas e sociais (ALBRECHT, 2022).

O SARS-CoV-2 é um virus de RNA de fita simples com polaridade positiva, o que o
diferencia de outros virus de RNA de fita simples pela especificidade de sua RNA-polimerase, o
que impacta no desenvolvimento, especificidade e mecanismos de agdo de antivirais que
bloqueiam essa enzima. Por serem virus com genoma de RNA de fita simples, os coronavirus
sdo classificados como ordem Nidovirales, depois familia Coronaviridae, subfamilia
Orthocoronavirinae ou Coronavirinae e entao, dentro desta subfamilia sdo divididos em géneros
alfa, beta, delta e gama (Figura 4a). O SARS-CoV-2 foi classificado como beta-coronavirus,
assim como outras duas linhagens associadas a uma origem zoondtica e causadoras de
doengas fatais, o coronavirus da sindrome respiratéria aguda grave (SARS-CoV) e o

Coronavirus da sindrome respiratéria do Oriente Médio (MERS-CoV) (REHMAN et al., 2020).
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O virus apresenta quatro proteinas estruturais importantes para suas fun¢des de ligagéo
e invasao de células do hospedeiro: Spike (S), proteinas de envelope (E), de membrana (M) e
do nucleocapsideo (N). As proteinas S, E e M estao localizadas na parte externa e juntamente
com a bicamada fosfolipidica formam o envelope viral. Enquanto a proteina N apresenta
formato helicoidal e esta localizada na parte interna, ligada ao RNA viral (Figura 4b). A proteina
S distribuida ao longo de todo envelope viral, confere um aspecto de pequenas coroas a
superficie do virus pois apresenta uma estrutura composta por uma cabega com trés partes S1
e uma porgao trimérica composta pela S2 que forma o “talo”, ou regido transmembrana da
glicoproteina S (Figura 4c) (AKRAM; MANNAN, 2020; MARIANO et al., 2020).

Existem outras 16 proteinas nao estruturais, em inglés non-structural proteins (Nsp), que
compdem o SARS-CoV-2, e apresentam funcgdes relacionadas ao ciclo de replicagao viral, além
de 9 proteinas acessoérias (Orf3a, Orf3b, Orf6, Orf7a, Orf7b, Orf8, Orf9b, Orf9c e Orf10) (LAN et
al., 2022; PRATES et al.,, 2020). Algumas dessas proteinas podem atuar também como
bloqueadores do sistema imunolégico, por exemplo Nsp1, Nsp3, Orf3b e Orf6, bloqueiam a
sinalizagdo intracelular que promove o reconhecimento do virus pelos sensores citosolicos
RIG-I e MDA-5 relacionados a produgé&o dos IFN tipo | e lll (PARK e IWASAKI, 2020).
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Figura 4.

Filogenia e esquema grafico da estrutura completa (Virion) do SARS CoV-2.

Virion do SARS CoV-2 que possui cerca de 120 nandmetros de didmetro e detalhes da glicoproteina

Spike. a) Filogenia dos CoV, mostrando a classificagdo taxonémica do SARS-CoV-2 no género dos

Beta-coronavirus. Adaptada de Rehman, Saif Ur et al.(Pathogens., 2020). b) Representagao composta

pela estrutura molecular da proteina Spike (S) (PDBID: 6VXX), disposta ao redor da parte externa da

bicamada lipidica, juntamente com as representag¢des coloridas da proteina de Membrana (M) (em azul) e

a proteina Envelope (E) (em amarelo). No interior da bicamada lipidica, a estrutura molecular da porgéo

n-terminal da proteina do Nucleocapsideo (N) (PDBID: 6M3M) e sua porgéo c-terminal representada por

circulos (em verde). Seu tamanho relativamente grande e a composicao fosfolipidica do envelope tornam
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possivel a aplicagdo de diferentes estratégias de inativagdo por rompimento desse envelope, como por
exemplo, uso de agentes quimicos solventes detergentes, aplicagdo de calor ou incubagdo em solugéo
de pH baixo. Adaptado de Mariano, G. et al. (Front. Mol. Biosci., 2020). ¢) Desenho tridimensional da
proteina Spike com detalhes de suas subunidades e respectivos dominios. A subunidade S1, forma o que
seria a “cabega” da proteina S e contém os dominios C-terminal, nos quais esta localizada a regido RBD
que apresenta forte atracédo de ligagdo ao receptor ACE2, e o dominio N-terminal, onde esta localizada a
regido NTD possivelmente associada a gama de hospedeiros. A subunidade S2 forma o “talo”, que de
maneira geral apresenta importante papel para a fusdo da vesicula viral com a membrana da célula
hospedeira. Os dominios HR1 e HR2 (do inglés “heptad-repeat domain”) formam a regido do nucleo de
fusdo, pois quando interagem entre si formam uma nova estrutura facilitando a interagdo entre a regido
hidrofébica do envelope dentro da membrana plasmatica da célula hospedeira, promovendo a fusdo entre
as membranas viral e do hospedeiro e entdo ocorre a liberagdo do RNA viral no citoplasma da célula.
Adaptado de Zhu, C. et al. (J. Med Virol, 2021).

O mecanismo de entrada na célula do hospedeiro humano ocorre pela ligagao do virus
ao receptor ACE2 (em inglés “Angiotensin Converting Enzyme 2”) presente na superficie da
célula alvo. Em seguida ocorre clivagem da proteina S por meio da atividade de proteases de
membrana, como a TMPRSS2 (em inglés “Transmembrane Protease Serine 2’) ou outras
enzimas, como a TMPRSS4 e a HAT (do inglés “Human Airway Trypsin-like’), que torna
possivel a fusdo entre a membrana do envelope viral e a membrana da célula, e
consequentemente, a liberacdo do material genético viral no interior da célula hospedeira
(MURGOLO et al.,, 2021) (Figura 5). Além disso, foi visto que muitos tecidos infectados
apresentam pouca expressdo de ACE2 e/ou nenhuma expressao de TMPRSS2 (ZHOU et al.,
2020). Nesse caso a infeccdo ocorre, sendo essa a via classica e ancestral de entrada do
SARS-CoV-2 nas células do hospedeiro. A entrada via TMPRSS2, foi um ganho de funcéo viral
evidenciando a adaptabilidade desse virus nos mamiferos, em especial, em humanos. A via
classica de entrada do virus ocorre por via endocitica, envolvendo compartimento endossomal e
lisossomal, além da protease lisossomal catepsina, sendo a catepsina L especificas em
humanos, como enzima para processamento e ativagao da proteina S (MURGOLO et al., 2021).
No entanto, ainda ha muitas lacunas para o entendimento de como ocorre a ativagdo da
proteina Spike dentro da vesicula endossomal, visto que a posi¢ao de clivagem pela catepsina
€ em uma regiao diferente da de clivagem por TMPRSS2 (MURGOLO et al., 2021).

Apds a entrada do virus na célula hospedeira, independente se por fusdo com a

membrana ou endocitose, 0 RNA viral atinge o citoplasma e inicia-se o processo de replicacéo
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viral que envolve as etapas de transcrigdo, traducdo, montagem e liberacdo de novos virions
(Figura 5).
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Figura 5. Esquema grafico do processo de entrada, replicagdo e liberagio do SARS-CoV-2 na

célula hospedeira. 1) O virus tem acesso ao citoplasma da célula por fusdo entre seu envelope e a
membrana plasmatica, via ligagdo ao receptor ACE2 seguida da ativagao da proteina viral Spike pela
proteina TMPRSS2 ou outras proteases que clivam em regides especificas da subunidade S2,
promovendo assim a ligacdo entre as bicamadas fosfolipidicas do virus e da célula. 2) A entrada do
SARS-CoV-2 também pode ocorrer via endocitose, pela ligagdo com receptor ACE2 seguida da formacao

do endossoma que sofre fusdo com vesicula de lisossoma e possibilita ativagdo da proteina S2 via
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clivagem pela catepsina, promovendo a abertura do envelope viral e liberagdo do RNA no citoplasma. 3)
O processo de replicagao viral inicia-se pela tradugéo das poliproteinas pp1a e pp1ab. 4) Essas proteinas
sao processadas autocataliticamente nas proteinas nao estruturais nsp1-16, que estabelecem a formagao
de um complexo de transcrigdo e replicagdo (RTCs) e remodelam as membranas celulares para formar
organelas de replicagdo. Essas organelas sdo continuas com o reticulo endoplasmatico (ER) e fornecem
um ambiente ideal para a replicagdo do RNA viral, que ocorre principalmente dentro de vesiculas de
membrana dupla (DMVs). 5) A replicagdo do genoma comega com a sintese de uma copia de fita
negativa (-) que funciona como modelo para a sintese de novos genomas de RNA de fita positiva, que
podem entrar em mais rodadas de tradugdo ou serem incorporados em novos virions. A transcrigdo
descontinua do RNA gendmico de fita positiva produz RNAs subgendmicos de fita negativa, que
funcionam como modelos para a sintese de RNAs subgendmicos de fita positiva que codificam proteinas
estruturais e acessorias. 6) RNAs virais nascentes saem das DMVs através de um poro transmembrana
para alcangar locais de tradugdo ou montagem de virions. 7) O RNA gendmico de fita positiva,
encapsulado por proteinas N, bem como as proteinas estruturais S, M e E, relinem-se no compartimento
intermediario do reticulo endoplasmatico rugoso (ERGIC), no qual novos virions se formam. 8) Ent&o os
virions sdo liberados por exocitose das células hospedeiras. Adaptado de Baggen, Jim et al. (Nature

microbiology, 2021).

1.3. Manifestacdes clinicas e resposta inflamatéria na infecgdo por SARS-CoV-2

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude, o periodo de incubagcao (tempo que leva
para surgirem os sintomas apods infeccdo) do SARS-CoV-2 é em média 5 dias, podendo se
estender em até 14 dias. Os sintomas mais comuns sao febre, tosse seca e fadiga. No entanto,
os sintomas podem variar muito podendo incluir perda do paladar, dor de cabeca, dor de
garganta, conjuntivite, nausea ou vémito, diarreia, calafrios ou tonturas. Durante a COVID-19
grave, os sintomas mais comuns podem incluir perda do apetite, dor persistente ou pressédo no
peito, febre alta (>38°C), déficit respiratorio e baixa na saturacao de oxigénio (WHOe, 2020).

A classificagdo do nivel da COVID-19 observados sob os aspectos clinicos, segundo as
Diretrizes de tratamento da doencga por coronavirus 2019 (COVID-19), criado pelo Instituto
Nacional de Saude dos Estados Unidos (NIH), pode ser: Leve (febre, tosse, dor de garganta,
mal-estar, dor de cabeca, dor muscular, nausea, vémito, diarreia, perda de paladar e olfato),
mas sem dificuldade em respirar ou imagens toracicas anormais; moderada (problemas
respiratorios inferiores observados em avaliagdo clinica ou imagem, e uma saturagdo de

oxigénio de 94% ou superior no ar ambiente ao nivel do mar); grave (saturacado de oxigénio
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abaixo de 94% no ar ambiente ao nivel do mar, baixa propor¢ao de oxigénio no sangue em
relacdo ao oxigénio inalado, frequéncia respiratdria elevada ou infiltrados pulmonares
significativos); critica (insuficiéncia respiratéria, choque séptico e/ou disfungdo de multiplos
orgaos) (NIH, 2023).

As caracteristicas clinicas associadas a resposta imunologica e carga viral de pacientes
hospitalizados por COVID-19 podem variar ao longo do tempo e influenciar o desenvolvimento
da doenca e evolugdo dos pacientes (LUCAS et al., 2020). Durante a COVID-19 também
podem ocorrer manifestacdes extrapulmonares, como lesdao em tecido renal, cardiaco e
nervoso, além de complicacdes dermatoldgicas, hepaticas e gastrointestinais (GUPTA et al.,
2020). As alteracbes laboratoriais mais comuns verificadas em sangue periférico durante a
COVID-19 incluem elevagao de proteina C reativa e da enzima lactato desidrogenase, além de
reducdo no numero de plaquetas (trombocitopenia) e linfécitos (linfopenia) (FUZIO et al., 2023).

Sao varios os mecanismos propostos para explicar como a infecgdo por SARS-CoV-2
pode causar tantas complicagbes, mas em resumo destacam-se quatro: (1) dano celular
causado diretamente pelo virus; (2) desregulagdo do sistema renina angiotensina com reducao
da angiotensina | e I, em decorréncia da reducédo da enzima conversora de angiotensina 2
(ECAZ2 ou ACEZ2 sigla em inglés) relacionada a entrada do virus; (3) lesdo endotelial e trombo-
inflamacao e (4) desregulacao da resposta imune e hiper-inflamagao (GUPTA et al., 2020).

Quando células do epitélio pulmonar sao infectadas, liberam citocinas inflamatdrias que
ativam células imunes residentes do tecido, como as células linféides inatas (ILC), macréfagos
intersticiais, linfocitos, fibroblastos, células dendriticas, além de pericitos localizados em vasos
sanguineos proximos (ALON et al., 2021). Essas citocinas podem atingir a medula éssea pela
circulagdo sanguinea e aumentar a produgado de leucdcitos importantes para resposta imune
inata e remocgao de células infectadas, como neutréfilos, mondcitos e células Natural killers
(ALON et al., 2021).

A primeira etapa envolvida na ativacdo do sistema imune inato na infecgdo por
SARS-CoV-2 é o reconhecimento do RNA viral por receptores citosélicos de reconhecimento de
padrées moleculares associados a patégenos (PRR), como os “Toll-Like Receptors”. Os
receptores TLRs quando ativados podem induzir a producdo de citocinas inflamatérias, via
ativacado de fatores de transcricdo como NF-kB, IRF (/IFN regulatory factors) e AP-1 (Activator
protein 1) (OECKINGHAUS, A., Hayden, M. & Ghosh, S., 2011). Estudos tém demonstrado
que os receptores MAVs, da sigla em inglés “mitochondrial antiviral-signaling protein”, os TLR2,
3, 4 e 7 apresentam papel importante na produgdo de citocinas durante infeccdo pelo

SARS-CoV-2 (PARK e IWASAKI, 2020; YAMADA, T., Takaoka, A., 2023). De maneira geral,
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durante a COVID-19 ha o aumento exacerbado da producdo de citocinas inflamatérias como
interleucina (IL)-1, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, interferon (IFN)-y, CXCL10 e CCL2, processo chamado
de “tempestade de citocinas” (SCHIRMER et al., 2016). Em relagdo a produg¢ao pulmonar de
IL-18 e IL-6 durante a COVID-19 as principais células envolvidas sdo macréfagos e células
epiteliais, respectivamente, enquanto a expressao de IFN do tipo | € abundante em diferentes
tipos celulares incluindo células epiteliais alveolares do tipo Il (AT2), mondcitos e macréfagos
(MELMS, 2021). Outro importante PRR ativado durante infecgbes por virus de RNA é o RIG-1,
sigla do inglés “Retinoic Acid-Inducible Gene 1”. Apds o reconhecimento, este receptor ativa a
via de sinalizacdo do fator de transcricdo IRF3/7 (do inglés “Interferon regulatory factors”)
responsavel pela ativagao de transcricao de IFN do tipo I, que induzira a resposta antiviral via
células Th1 e outros tipos celulares (YAMADA et al., 2021). Apesar de haver estudos
relacionando possivel bloqueio da resposta antiviral pelo SARS-CoV-2 por interferéncia na
sinalizacdo de RIG-1 e, consequentemente, repercutindo em menores concentragoes de IFN-[3,
0os mecanismos ainda nao foram elucidados (CHEN et al., 2021; YAP; MORIYAMA; IWASAKI,
2020).

O recrutamento de células imunes para o pulmé&o durante a COVID-19 esta associado
com a progressao da infecgdo: diferentes perfis de producdo de quimiocinas sdo observados
dependendo do grau da doenca, se leve, moderado ou grave (KHALIL; ELEMAM,;
MAGHAZACHI, 2021). As principais quimiocinas induzidas durante a infecgdo com
SARS-CoV-2 atuam na atracdo de mondécitos, CCL8 e CXCL10; macrofago, CCL2; neutréfilos,
CXCL8 e CXCL2; células NK, CXCL9 e linfocitos T como a CXCL16, sendo que em pacientes
com quadro grave ha um aumento expressivo de CCL2, CXCL8 e CXCL10 (KHALIL; ELEMAM,;
MAGHAZACHI, 2021).

A resposta imune adaptativa é essencial durante infecgdes virais, pois abrange aspectos
essenciais no combate ao patégeno, como por exemplo a eliminagao de células infectadas para
conter a replicagédo do virus, além da neutralizagdo de virus ja liberados por meio da atividade
humoral (TAVARES, 2020). A eliminacao de células infectadas é feita por linfécitos T CD8*
através da indugdo de apoptose via agao de granzimas e perforinas. A producao efetiva de
anticorpos pelas células B depende da cooperagao com linfocitos T CD4", pois é através dessa
interacdo que ocorrem sinais de indugao para que a célula B se torne de vida longa (célula B de
memoria) e produza anticorpos com maior avidez (AZKUR et al., 2020).

Pacientes com COVID-19 apresentam linfopenia com redugdes de populagbes de LT
CD8" e T CD4", sendo que os casos que necessitam de cuidado em terapia intensiva (UTI)

possuem maiores redugbes comparados aos moderados (DIAO et al., 2020). Além disso, a
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exaustado funcional de células citotéxicas tem sido associada a infeccdo por SARS-CoV-2
(ALON et al., 2021; AZKUR et al., 2020; DIAO et al., 2020; TAVARES, 2020).

Ainda sdo necessarios mais estudos para aprofundar o conhecimento a respeito dos
mecanismos implicados na patogenicidade da COVID-19, visto que além da variedade de
fatores inerentes ao individuo, como por exemplo comorbidades que podem modificar a forma
como o sistema imunoldgico ira responder ao SARS-CoV-2, também ha a variedade do préprio
virus que sofre mutagdes e pode apresentar diferengcas na capacidade de infectar ou de

escapar dos mecanismos de defesa do hospedeiro.

1.4. Variantes, classificagoes e definigcdes apoés trés anos do surgimento do SARS
CoV-2

O descontrole na circulagédo de um virus de facil transmissao favorece o surgimento de
novas variantes. As variantes sdo originadas de alteragdes no material genético (mutag¢des) que
propiciam ao virus algum tipo de vantagem para sua sobrevivéncia em mecanismos
relacionados a sua replicagdo, transmissdo ou escape do sistema imunoldgico, tornando-se
dominante em relagdo as outras linhagens (GOMEZ; PERDIGUERO; ESTEBAN, 2021). O
compartilhamento de mutagdes entre variantes originarias de diferentes regides do planeta
pode ser um sinal de alerta ao descontrole nos niveis de transmissao. Termos como mutacéo,
linhagem, sublinhagem, variantes (e suas classificacées), e recombinagdo sao chaves para
acompanhar a literatura epidemiolégica relacionada ao SARS-CoV-2. O conceito desses termos

€ apresentado na tabela 1.
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Tabela 1. Termos chaves no contexto de variantes do SARS-CoV-2

Termo Definigao

Mutagao Uma mutagéo refere-se a uma unica alteragdo no genoma de um virus (cédigo
genético). As mutacdes ocorrem com frequéncia, mas apenas algumas vezes
alteram as caracteristicas do virus.

Linhagem Uma linhagem é um grupo de virus intimamente relacionados com um ancestral
comum. O SARS-CoV-2 tem muitas linhagens; todos causam COVID-19.

Sublinhagem Um termo usado para definir uma linhagem no que se refere a ser um descendente
direto de uma linhagem parental. Por exemplo, BA.2.75 é uma sublinhagem de
BA.2.

Variantes Uma variante € um genoma viral (codigo genético) que pode conter uma ou mais

mutac¢des. Em alguns casos, uma linhagem ou grupo de linhagens com alteracdes
genéticas semelhantes pode ser designada pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) ou pelo Grupo Interagéncia SARS-CoV-2 dos EUA (SIG) como Variante de
Interesse (VOI), Variante de Preocupagédo (VOC), Variante de Alta Consequéncia
(VOHC) ou Variante Sendo Monitorada (VBM) devido a atributos e caracteristicas
compartilhadas que podem exigir agdo de saude publica.

Recombinagao

Um processo no qual os genomas de duas variantes do SARS-CoV-2 se combinam
durante o processo de replicagao viral para formar uma nova variante diferente de
ambas as linhagens parentais. Isso pode ocorrer quando uma pessoa esta infectada
com duas variantes ao mesmo tempo. A linhagem que resulta da recombinagao é
chamada de “recombinante”.

CDC. Center for Disease Control and Prevention — CDC 24/7: Saving Lives, Protecting People.

SARS-CoV-2

Variant Classification and Definitions. Disponivel em; <

https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov/variants/variant-classifications.html#>. Acesso em: 29 de

maio de 2023.


https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov/variants/variant-classifications.html
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Para ser considerada uma VOC, a linhagem mutada deve apresentar algum impacto em
parametros clinicos e de saude publica o que pode decorrer de alteracbes em sua
transmissibilidade, viruléncia, na efetividade das vacinas e/ou dos testes usados no diagnostico.
Na classificagdo de uma VOI, a variante pode apresentar semelhancas em sua estrutura
molecular com alguma VOC, porém, devido a necessidade de mais estudos de avaliagao até o
momento de sua classificagdo, esta ndo é considerada uma VOC (PHO, 2021). Séao
consideradas VOHC, variantes que impactam nas medidas médicas de contengao, como por
exemplo, falha nos testes de diagnéstico, reducgéao significativa na eficacia da vacina, aumento
desproporcional no numero de casos, além de doencga clinica grave e aumento das
hospitalizacées (CDC, 2023). As variantes classificadas como VBM sao linhagens cujos dados
indicam que ha um impacto potencial ou claro nas medidas médicas de contengado, e que
causam doenca grave, porém que nao estdo mais em circulacdo. Outra caracteristica que
permite classificar variantes anteriormente VOI, VOC ou VOHC como uma VBM, é estarem
circulando em niveis muito baixos nos Estados Unidos e nao representarem um risco
significativo e iminente para a saude publica (CDC, 2023). S&o apresentadas na tabela 2 a
atualizacdo de maio de 2023 para a classificacdo das variantes.

O time de Bedford e Neher propuseram em 2022 uma maneira simplificada para nomear
as linhagens e sublinhagens do SARS-CoV-2 para facilitar o rastreamento e permitir uma
designacdo mais flexivel e rapida de clados a medida que novas variantes aparecem e se
espalham (Nextstrain, 2022). A nomenclatura consiste no uso do ano de surgimento e letra para
ordenar a sequéncia desses surgimentos, tornando os nomes curtos, claros e faceis para
pronunciar e representar nos clados filogenéticos (Figura 6) (Tabela 3). Com a nomenclatura
simplificada permitiu-se representar as diferencas na biologia ou na circulagéo, e entdo receber

uma classificagcao pela OMS.
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Nome da Classificagao Histérico de classificagoes
variante Linhagem (Pango) atual
Alfa
B.1.1.7 e linhagem Q VBM VOC: Dezembro 29, 2020
VBM: Setembro 21, 2021
Beta
B.1.351 e linhagens descendentes VBM VOC: Dezembro 29, 2020
VBM: Setembro 21, 2021
Gama
P.1 e linhagens descendentes VBM VOC: Dezembro 29, 2020
VBM: Setembro 21, 2021
Delta
B.1.617.2 e linhagens descendentes VBM VOC: Junho 15, 2021
VBM: Abril 14, 2022
Epsilon
B.1.427 eB.1.429 VBM VOC: Margo 19, 2021
VOI: Fevereiro 26, 2021
VOI: Junho 29, 2021
VBM: Setembro 21, 2021
Eta
B.1.525 VBM VOI: Fevereiro 26, 2021
VBM: Setembro 21, 2021
lota
B.1.526 VBM VOI: Fevereiro 26, 2021
VBM: Setembro 21, 2021
Kappa
B.1.617.1 VBM VOI: Maio 7, 2021
VBM: Setembro 21, 2021
N/A
B.1.617.3 VBM VOI: Maio 7, 2021
VBM: Setembro 21, 2021
Omicron
B.1.1.529 e descendente VOC VOC: Novembro 26, 2021

CDC. Center for Disease Control and Prevention — CDC 24/7: Saving Lives, Protecting People.

SARS-CoV-2 Variant Classification and

Definitions.

Disponivel em: <

https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov/variants/variant-classifications.html#>. Acesso em: 29 de

maio de 2023.


https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov/variants/variant-classifications.html

34

@ 21G (Lambda, C.37)

@ 20r D.2)

- @ 201 (AIpha, v1,B.1.1.7)
208 (B.1.1){H
- @ 20) (Gamma, v3, P.1)

@ 21E (Theta, P3)
@ 21K (Omicron, @ 22A (Omicron, BA.4)

21M (Omicron, B.1.1.529) @)
21L (Omicron, ~BA:2

@ 228 (omicron, BA5)

@ 22c (Omicron, BA.2.12.1)
@ 206G (B.1.2)

198 (A) @ 204 (Beta, v2, B.1.351)

19A (B) 206

20A (B @ 21¢ (Epsilon, B.1.427/429)

21F (lota, B.1.526)
@ 20k (EU1, B.1.1

@ 211 (Deita)

@ 210 (Detta)
@ 218 (Kappa, B.1.617.1)

21A (Delta, B.1.617.2) @)

@ 21D (Eta, B.1.525)

W 21H (Mu, B.1.621)

Figura 6. Relagdes filogenéticas dos clados de SARS-CoV-2 proposto pelo time Nextstrain.

Figura de Nextstrain Disponivel em: < https://ncov-clades-schema.vercel.app/>. Acesso em: 29 de
maio de 2023.


https://ncov-clades-schema.vercel.app/
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Tabela 3. Identificagdo das linhagens de SARS-CoV-2 segundo Nextstrain, Pango e OMS.

Clado (Nextstrain)

BBl(Alpha, V1)
BBl (Beta, Vv2)
Bl(Gamma, V3)
BiA(Delta)
Bli(Delta)
B(Delta)
21B(Kappa)
21C(Epsilon)
21D(Eta)
21F(lota)
21G(Lambda)
21H(Mu)
21K(Omicron)
21L(Omicron)
22A(Omicron)
22B(Omicron)
22C(Omicron)
22D(Omicron)
22E(Omicron)
B2F(Omicron)
B8A(Omicron)
BBB(Omicron)
BOE (Eu1)
BEIS:732A
BBlS: 126A
BB EU2
BOIS:4 39K

BBlIS:osF
Blls:soy
BEBISi626S
BEEIS: 11221

Linhagem (Pango )

B.1.1.7.
B.1.351_
PA1_
B.1.617.2

B.1.617.1_
B.1.427, B.1.429
B.1.525_
B.1.526
C.37
B.1.621
BA.1_
BA.2_
BA4_
BA.5_
BA.2.12.1_
BA.2.75.
BQ.1.
XBB_
XBB.1.5_
XBB.1.16_
B.1.177
B.1.1.519
B.1.620
B.1.160
B.1.258
B.1.221
B.1.367
B.1.1.277
B.1.1.302

Nome (OMS)

BAlpha
BBeta
fiGamma
BDelta
BDelta
BDelta
RKappa
EEpsilon
fEta

llota
BLambda
Mu
BOmicron
BOmicron
BOmicron
BOmicron
BOmicron
BOmicron
BOmicron
BOmicron
BOmicron
BOmicron


https://www.who.int/en/activities/tracking-SARS-CoV-2-variants/
https://covariants.org/variants/20I.Alpha.V1
https://cov-lineages.org/global_report_B.1.1.7.html
https://covariants.org/variants/20H.Beta.V2
https://cov-lineages.org/global_report_B.1.351.html
https://covariants.org/variants/20J.Gamma.V3
https://cov-lineages.org/global_report_P.1.html
https://covariants.org/variants/21A.Delta
https://cov-lineages.org/lineages/lineage_B.1.617.2.html
https://covariants.org/variants/21I.Delta
https://covariants.org/variants/21J.Delta
https://covariants.org/variants/21B.Kappa
https://cov-lineages.org/lineages/lineage_B.1.617.1.html
https://covariants.org/variants/21C.Epsilon
https://covariants.org/variants/21D.Eta
https://cov-lineages.org/global_report_B.1.525.html
https://covariants.org/variants/21F.Iota
https://covariants.org/variants/21G.Lambda
https://covariants.org/variants/21H.Mu
https://covariants.org/variants/21K.Omicron
https://cov-lineages.org/lineages/lineage_BA.1.html
https://covariants.org/variants/21L.Omicron
https://cov-lineages.org/lineages/lineage_BA.2.html
https://covariants.org/variants/22A.Omicron
https://cov-lineages.org/lineages/lineage_BA.4.html
https://covariants.org/variants/22B.Omicron
https://cov-lineages.org/lineages/lineage_BA.5.html
https://covariants.org/variants/22C.Omicron
https://cov-lineages.org/lineages/lineage_BA.2.12.1.html
https://covariants.org/variants/22D.Omicron
https://cov-lineages.org/lineages/lineage_BA.2.75.html
https://covariants.org/variants/22E.Omicron
https://cov-lineages.org/lineages/lineage_BQ.1.html
https://covariants.org/variants/22F.Omicron
https://cov-lineages.org/lineages/lineage_XBB.html
https://covariants.org/variants/23A.Omicron
https://cov-lineages.org/lineages/lineage_XBB.1.5.html
https://covariants.org/variants/23B.Omicron
https://cov-lineages.org/lineages/lineage_XBB.1.16.html
https://covariants.org/variants/20A.EU1
https://covariants.org/variants/20B.S.732A
https://covariants.org/variants/20A.S.126A
https://covariants.org/variants/20A.EU2
https://covariants.org/variants/S.N439K
https://covariants.org/variants/S.S98F
https://covariants.org/variants/S.D80Y
https://covariants.org/variants/S.A626S
https://covariants.org/variants/S.V1122L
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1.5. Surgimento da variante gama (P.1) e epidemiologia

A primeira identificagdo da variante P.1 foi em dezembro de 2020, na qual mutagdes de
importancia biolégica foram observadas em amostras de pacientes da regido amazdnica. Neste
estudo, a prevaléncia da nova cepa foi de 42% nas amostras utilizadas, contudo, algumas
semanas ap6s a identificagao, a frequéncia da variante atingiu 91% dos casos de COVID-19 em
Manaus (FARIA et al., 2021a; FARIA et al., 2021b). Em janeiro de 2021, durante protocolos de
controle da COVID-19 em aeroportos do Japao, que incluiam quarentena e testagem com
vigildncia genética do virus, a nova cepa foi encontrada em amostras de passageiros vindos de
Manaus (FUJINO et al., 2021).

Dados epidemiolégicos apontam que a P.1 foi responsavel pela segunda onda de casos
em Manaus, com mudanga no perfil de pacientes hospitalizados por COVID-19, com maior
incidéncia de casos em jovens (20 - 59 anos), além de maior necessidade de internacao em
Unidade de Terapia Intensiva (UTI) e do niumero de mortes, comparada a primeira onda de
casos (BANHO et al., 2022; FARIA et al., 2021b). Estudos com analise de predicdo e uso de
ferramentas de bioinformatica apontam maior taxa de transmissao e maior risco de mortalidade
pela infecgdo com a variante P.1 (HAHN et al.,, 2021; RENATO et al., 2021). Com relacéo a
epidemiologia dos casos positivos para variante P.1 no estado do Amazonas, durante o més de
janeiro nao foram verificadas diferengas quanto a faixa etaria e sexo (NAVECA, et al., 2021).
Em comparagéo epidemioldgica posterior, confirmou-se a maior taxa de mortalidade entre
pacientes hospitalizados por COVID-19 no estado do Amazonas durante a segunda onda de
casos, comparado aos casos da primeira onda (RICARDO et al., 2021).

Em fevereiro de 2021, os casos de infecgao por P.1 também foram responsaveis pelo
aumento expressivo de internagcdes por COVID-19 na cidade de Araraquara no interior de Sao
Paulo (ROMANO et al., 2021). A ocorréncia de infecgdo pela P.1 foi identificada em 62 paises,
sendo a América do Sul o continente com maior média diaria de casos positivos para essa
variante durante periodo de alta ocorréncia de COVID-19 em 2021 (Figura 7) (O'TOOLE et al.,
2021). Estudo desenvolvido com dados de sete paises europeus, mostrou que, apesar da
prevaléncia de P.1 ser menor quando comparada as de outras variantes (alfa, B.1.1.7 e beta
B.1.351), foi observada alta prevaléncia de hospitalizagao nas infec¢des por P.1 (FUNK et al.,
2021). Os autores do trabalho ressaltam a importancia da vacinagao para reducao da gravidade
da doenga em casos de infecgdo pelas variantes para evitar a sobrecarga nos servigos de
saude (FUNK et al., 2021).
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Figura 7. Mapeamento mundial dos registros de identificagao da P.1 por pais e frequéncia média
diaria de P.1 por continente.

a) Mapa mostrando o numero registrado de sequéncias da variante em cada pais. Paises com mais
sequéncias sdo mostrados em cores mais escuras. b) Média mével de sete dias de frequéncia de
sequéncias da linhagem de interesse por continente. A frequéncia é calculada dividindo o nimero de
sequéncias da linhagem de interesse pelo total de sequéncias para cada continente para cada dia.
Adaptado de “PANGO Lineages: Latest epidemiological lineages of SARS CoV-2". Disponivel online em:

https://cov-lineages.org/global_report P.1.html.


https://cov-lineages.org/global_report_P.1.html
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1.6. Principais mutag6es presentes na variante P.1

Virus que estdo em alta circulagcdo na populagdo tendem a modificar seu material
genético (mutagdes) em decorréncia dos diferentes desafios encontrados entre um hospedeiro
e outro. Contudo, a maioria das mutagdes por troca de aminoacidos na estrutura de proteinas
virais sdo neutras, ou seja, com pouco ou henhum efeito na patogenicidade, transmissibilidade,
infectividade e na capacidade de ser reconhecido pelo sistema imunolégico, chamada de
antigenicidade (HARVEY et al., 2021).

As glicoproteinas que recobrem o envelope viral sdo estruturas fungdes importantes
para atividade viral (ligacdo e invasdo da célula hospedeira) e, portanto, estruturas que
permanecem nas linhagens, independente do quanto a linhagem se modifica ao longo das
mutacdes. Estas sdo comumente alvos dos anticorpos. Diferentes estratégias de alteragdes
estruturais dessas glicoproteinas podem ocorrer durante as mutagdes, como por exemplo,
troca, delecdo ou adicao de aminoacidos, que podem alterar o epitopo ou aumentar a afinidade
pelo receptor da célula alvo. Além disso, pode ocorrer troca na posi¢cao de glicosilagdo ou de
ligacoes de dissulfeto, que atrapalham o reconhecimento ou ligagdo pelo anticorpo (HARVEY et
al., 2021).

A variante de preocupacao P.1 descende da linhagem B.1.1.28 e comparada a cepa de
origem, apresenta 21 mutagbes compostas por 15 ndo sindénimas (quando a alteragao do
nucleotideo reflete em alteragéo no tipo de aminoacido da proteina traduzida daquele gene, e
pode apresentar alguma vantagem para selegdo natural do virus), 4 mutagbes sinénimas
(quando a alteracdo do nucleotideo nao reflete alteragdes na estrutura da proteina, e pode ser
considerada uma modificacdo neutra, pois nao altera funcdo. Entretanto, esta pode estar
relacionada a velocidade de tradugdo do RNA mensageiro), 1 insercdo e 1 delecdo de
aminoacido (CHU; WEI, 2019; FARIA et al., 2021a). O gene com maior nimero de mutagéo €
da proteina Spike, totalizando 10 alteracbes, sendo 3 destas K417T, E484K e N501Y,
implicadas em aumento da transmissibilidade e redug¢ao da capacidade neutralizante de alguns
anticorpos (SABINO, et al., 2021).

As demais alteragdes presentes na cepa P.1 estdo presentes no maior gene, o ORF1ab,
responsavel pela codificagdo das poliproteinas pp1lab e ppla que apds clivagem origina
proteinas ndo estruturais do virus importantes para o processo de replicagdo viral, com 3
delecdes de nucleotideos (del11288-11296 (3675-3677 SGF), 3 mutagdes nao sinbnimas
(S1188L, K1795Q e E5665D) e 4 mutagdes sindnimas (T733C, C2749T, C12778T e C13860T).

No gene da proteina acessoéria ORF8 também ha uma mutagdo nao sinénima (E92K) e adicao
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de 4 nucleotideos na posicao 28269-28273. Por fim, a ultima mutacdo nao sinbnima esta
presente no gene da proteina N (P80R) (FARIA, et al., 2021a; (VELAZQUEZ-SALINAS et al.,
2020). A esquematizagdo das posi¢cdes das mutagcdes nos genes da P.1 e a posigao das

alteragdes de aminoacidos na proteina S estao representados na figura 8.

A) ORF 1a ORF 1b Spike protein ORF 3a E M ORF7a7b ORF 38 N
Wty T g 0
cLQ T X< DTT FNSYSTKY Y |1 Kins R

C)
Symbol |Abbreviation | Amino acid name
A Ala Alanine
R Arg Arginine
B ) P1 ] NG Asn Asparagine
. E484K D Asp Aspartic acld
N501Y. C Cus Cuysteine
Q Gin Glutamine
E@ Glu Glutamic acid
D138Y G Gly Glycine
L18F 3 His Histidine
it TZON | e Isoleucine
) | L Leu Leucine
&4 P26N K@@ |[us Lysine
& . R190S M Met Methionine
- F Phe Phenylalanine
8 H655Y 3 Pro Proline
> T1027| (s} Pyl Pyrrolysine
s Ser Serine
u Sec Selenocysteine
@ Thr Threonine
w Trp Tryptophan
Y_. Tyr Tyrosine
v val Valine

Figura 8. Mutagoes presentes da variante P.1.
A) Representacdo esquematica das posigbes das mutagbes no gene da P.1. Os aminoacidos em

vermelho destacam as principais mutagdes presentes na proteina S que apresentam efeitos
preocupantes relacionados a capacidade de transmisséo e de antigenicidade. B) Estrutura molecular da
proteina S em heterotrimero (subunidades representadas nas cores cinza, azul e marrom claro) com
destaque em vermelho nas posigdes com alteragbes de aminoacidos. Por convengao, as alteragdes séo
apresentadas com a letra do aminoacido que foi substituido, seguido da numeragdo de posi¢ao na
sequéncia de aminoacidos e por fim a sigla do aminoacido substituto (K417T; K = Lisina, posi¢cdo 417 na

cadeia de aminoacidos e T = treonina). Os circulos vermelhos apontam as muta¢des de preocupagéo. C)
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Tabela com a nomenclatura dos aminoacidos. Circulos em vermelho apontam os aminoacidos removidos
e em azul os aminodacidos substitutos. Adaptado de Wang e Zhou (Signal Transduct. Target. Ther., 2021)
e Harvey et al. (Nat .Rev. Microbiol., 2021).

1.7  Atualizagao sobre aspectos patogénicos da infecgcao pela variante gama (P.1)

Em ensaios in vitro, a P.1 apresentou maior resisténcia a neutralizagdo por anticorpos
monoclonais e soro tanto de paciente recuperado da COVID-19, quanto de individuo vacinado,
demonstrando assim a importancia das mutagbes apresentadas pela P.1 em relagdo a
capacidade de escapar do reconhecimento humoral (WANG et al., 2021). E proposto que a P.1
apresente caracteristica antigénica diferenciada frente as demais VOCs, visto que em modelo in
vivo ao realizar transferéncia passiva de anticorpos de animais infectados com P.1 para animais
infectados com outra cepa de SARS-CoV-2, houve uma resposta atenuada quanto a redugao da
carga viral (neutralizagédo) comparado aos animais infectados com P.1 (IMAI et al., 2021).

A continua transmissdo da variante gama na regido amazénica contribuiu para que a
VOC sofresse ainda mais alteragbes genéticas, surgindo uma segunda geragéo da variante que
apresenta mais duas alteragdes na proteina S, uma delecdo no dominio N-terminal ou trocas de
aminoacidos (N679K ou P681H) na regido de juncdo entre as subunidades S1/S2 (GOMES
NAVECA et al.,, 2022). Também foram identificados casos com novas variacdes na P.1 em
outras regides do Brasil, e apesar de nao ter ocorrido uma terceira onda epidémica até o
periodo em que foi realizado o estudo, € necessario manter a rastreabilidade genética do virus,
além de estimular as politicas de prevengdo ao contagio pois é possivel que as novas

alteragbes contribuam para uma maior transmissibilidade e escape do sistema imunoldgico.
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1.8 Sintomas gastrointestinais associados a COVID-19

Os sintomas gastrointestinais estdo presentes entre 12 e 61% dos pacientes com
COVID-19 e o tipo de sintoma pode variar muito entre os pacientes. Por exemplo, em estudo
majoritariamente realizado com individuos chineses foi observado anorexia em 21%, nausea
e/ou vémito em 7% e dor abdominal em 3% dos pacientes avaliados, enquanto nos Estados
Unidos anorexia, diarréia e nausea foram os sintomas mais prevalentes, com 34,8, 33,7 e
26,4%, respectivamente (GUPTA et al.,, 2020). Em relagdo aos pacientes mais graves que
necessitam de cuidado em UTI, o sintoma de dor abdominal é mais frequente do que em
pacientes com infec¢cao mais leve (JAIN; YUAN, 2020). A regiao abdominal em que o paciente
com COVID-19 apresenta dor também parece ser um fator importante na associagdo com maior
gravidade da doenca. Pacientes com dor abdominal superior e dispneia apresentaram
resultados bioquimicos alterados e maior risco de pior evolugdo da COVID-19 quando
comparados aos pacientes que tiveram dor abdominal inferior (BALAPHAS et al., 2022).

A causa dos sintomas gastrointestinais € multifatorial € na maioria das vezes
hipotetizada, havendo necessidade de mais estudos para determinar a fisiopatologia da
infeccdo por SARS-CoV-2 no sistema gastrointestinal. Quatro hipéteses sao levantadas na
literatura atual, (1) dano ao epitélio do trato gastrointestinal (TGI) causado diretamente pela
infeccdo com SARS-CoV-2 neste tecido (LAMERS et al., 2020; LIN et al., 2020; XIAO et al.,
2020); (2) processo inflamatorio intestinal gerado por infiltragdo de células do sistema
imunologico, contribuindo para o aumento de citocinas inflamatodrias causando danos teciduais
e edema de submucosa (VARGA et al.,, 2020); (3) disbiose intestinal que pode interferir na
regulacdo de mecanismos de controle de resposta imunolégica tanto local e sistémica
(AHLAWAT; ASHA; SHARMA, 2020; ALBERCA et al., 2021; DE OLIVEIRA et al., 2021) e (4)
desregulacdo do sistema renina-angiotensina pela redugdo de disponibilidade do receptor
ACE2, causada durante a entrada do virus nas células do hospedeiro, o que poderia alterar
diferentes mecanismos do TGl como absorgédo e secrecdo de moléculas, fluxo sanguineo,
motilidade e inflamacao (VIANA; NUNES; REIS, 2020).

O aumento da permeabilidade intestinal € uma alteragdo que pode estar presente nos
quatro processos fisiopatoldgicos sugeridos como responsaveis por causarem sintomas
gastrointestinais durante a COVID-19. A permeabilidade intestinal alterada pode corroborar com
a ativacao inflamatéria sistémica, chamada de endotoxemia metabdlica, condicao ja observada
em diferentes doencgas associadas a disbiose intestinal e alteragdes no perfil de citocinas

inflamatérias, como a obesidade e a diabetes (CANI et al., 2012). A disbiose intestinal também



42

tem sido relacionada com o surgimento de infecgbes secundarias por bactérias durante
infeccdes respiratdrias virais (SENCIO; MACHADO; TROTTEIN, 2021). Em criangas com
sindrome inflamatéria multissistémica que tiveram COVID-19, o aumento da permeabilidade
intestinal pode ser a principal causa da antigenemia prolongada do SARS-COV-2 (YONKER et
al., 2021). Pesquisadores observaram que pacientes que desenvolveram a forma grave da
COVID-19 apresentaram aumento de marcadores associados a perda de permeabilidade
intestinal no inicio da doenca (OLIVA et al., 2021). Com isso, 0s autores sugerem o uso desses
marcadores para predi¢ao de risco (OLIVA et al., 2021).

Com o surgimento das variantes do SARS-CoV-2, que podem apresentar perfis de maior
transmissibilidade e gravidade, é importante a investigacao também das diferentes linhagens,
principalmente as que estdo em dominancia, quanto aos aspectos gastrointestinais, como a
disbiose e controle de barreira intestinal para possibilitar descobertas que permitam o
aperfeicoamento do progndstico e abordagens terapéuticas. Nesse sentido, o uso de modelos
animais que apresentem semelhancas clinicas e imunolégicas durante infeccdo com
SARS-Cov-2 comparada a COVID-19 em humanos, é muito util para investigacdo da
patogénese da doencga envolvendo sistemas complexos como o eixo intestino-pulmao, visto as
dificuldades em se coletar amostras mais invasivas em humanos, além das questdes de
variabilidade individual em humanos que dificultam a compreensao dos resultados (SEIBERT et
al., 2021).
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1.9 Modelos experimentais para infecgdo por SARS-CoV-2 e o papel da microbiota

intestinal

Diferentes modelos animais ja foram descritos para investigagdo do SARS-CoV-2, como
hamsters, camundongos transfectados com adenovirus para expressar a proteina ACE2
humana, ou virus geneticamente modificados de modo a possibilitar o desenvolvimento de
infeccdo em camundongos nao transgénicos (HASSAN et al., 2020; LUTZ et al., 2020).

Desde 2003, com as primeiras epidemias de SARS causadas por coronavirus,
pesquisadores buscaram por modelos que replicassem as caracteristicas clinicas da infeccao
em humanos. No entantom a auséncia do receptor ACE2 humano impedia a reprodutibilidade
da gravidade da doenca em animais nao primatas (SILVAS et al., 2021). Em 2006, McCray e
colaboradores desenvolveram um camundongo transgénico capaz de expressar o receptor
humano ACE2 em tecido epitelial, e verificaram que a infeccéo intranasal com SARS-CoV
causava doencga similar a de humanos, com aspectos clinicos e inflamatérios mais intensos
comparados ao das outras linhagens de camundongos (MCCRAY et al., 2007). As publicagbes
com o camundongo K18-hACE2 passaram de 11 no ano de 2020 para 40 até agosto de 2021
na base de dados Pubmed, inicialmente com abordagens de caracterizacdo da infecgado por
SARS-CoV-2 ou terapias de imunizagdo, e mais recentemente, com assuntos especificos
envolvendo mecanismos do hospedeiro ou analise do papel de moléculas do virus (IMAI et al.,
2021; MAO et al., 2021; MOREAU et al., 2020; SEIBERT et al., 2021; SILVAS et al., 2021;
WINKLER et al., 2020; YINDA et al., 2021).

A construcdo genética do camundongo K18-hACE2 foi realizada para garantir
especificidade de expressao do receptor em células epiteliais, o que foi alcangado através do
uso do promotor da queratina humana 18 (K18) e expressdo intensa do gene, através da
inser¢do de uma sequéncia intensificadora de tradugédo (TE) do virus do mosaico da alfafa
localizada logo apds o promotor (CHOW et al., 1997; MCCRAY et al., 2007). Em seguida, na
sequéncia gendmica mutante foi adicionado o gene de ACE2, os éxons 6 e 7 e a cauda poli A
do promotor K18 (MCCRAY, et al., 2007) A linhagem também recebe o nome B6.Cg-Tg(K18-
ACE2)2Primn/J, na qual B6 é a abreviacao para C57Black/6J, referente a linhagem utilizada
para gerar o camundongo transgénico, Cg-Tg (K18-ACE2) sao os genes promotor e o
transgénico inseridos no DNA do animal, e 2Primn refere-se ao cromossomo em que foi
inserido o gene transgénico e a sigla do nome do laboratério ou pesquisador responsavel que

criou a nova linhagem, neste caso Perlman (JAX stock #034860).
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A infeccdo em K18-hACE2 causada pelo SARS-CoV-2 pode ser moderada ou grave
dependendo da dose (DONG et al., 2022) ou tipo de cepa utilizada (HORSPOOL et al., 2021).
O RNA mensageiro de hACE2 é expresso em grandes quantidades no pulmao, célon, rim e
cérebro (WINKLER, et al.,, 2020). McCray e colegas também verificaram a expressao do
receptor em intestino delgado, figado, bago e coracdo (MCCRAY, et al., 2007). O pulméo é o
6rgao com maior carga viral logo nos primeiros dias da infec¢ao, enquanto o cérebro, em alguns
animais pode apresentar aumento da quantidade de RNA viral entre o segundo e o sexto dia
apos a infeccao (ZHENG et al., 2021). Apesar de tecidos extrapulmonares apresentarem carga
viral, ndo foi observado viremia nos camundongos K18-hACE2 infectados com SARS-CoV-2
(Yinda, et al., 2020). A perda de peso dos animais K18-hACE2 quando infectados com
SARS-CoV ocorre predominantemente entre os dias 3 e 5, evoluindo com aumento dos sinais
clinicos, como letargia, dificuldade para respirar e morte no sétimo dias apds infecgao
(MCCRAY, et al., 2007). A evolugao clinica durante a infecgdo por SARS-CoV-2 pode variar de
acordo com a cepa, de modo que animais K18-hACE2 infectados com certas VOCs
apresentaram perda de peso e morte mais precoce ou tardios, comparados a cepa ancestral
(MAO et al., 2021).

A infeccdo por SARS-CoV-2 em camundongos K18-hACE2 mimetiza a infeccdo
observada em humanos, apresentando aumento significativo de citocinas inflamatérias e
quimiocinas, como “tempestade de citocinas”, além de pneumonia e patologia pulmonar
semelhantes ao observado na COVID-19, de modo que diferentes pesquisadores apontam sua
aplicagdo como sendo vantajosa em estudos de patogénese e no desenvolvimento de terapias
(ARCE; COSTOYA, 2021; LUTZ et al., 2020; WINKLER et al., 2020; YINDA et al., 2021; ZHENG
et al., 2021).
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110 Tratamento de doengas respiratérias infecciosas com manejo da microbiota

intestinal e seus metabdlitos

Alteragées na composicdo da microbiota intestinal tém sido identificada em diferentes
tipos de infecgcbes respiratdrias virais, como responsaveis por comprometer a resposta
imunologica do hospedeiro (ANTUNES et al., 2019; ICHINOHE et al., 2014; QIN et al., 2015).
Ichinohe e colegas utilizando abordagem de deple¢ao da microbiota intestinal através do uso de
antibiéticos em camundongos, verificaram que as alteragbes provocadas na composi¢do da
microbiota intestinal prejudicaram resposta de linfocitos T CD4* e T CD8" e células B no pulmao
durante infecgéo pelo virus da influenza A (ICHINOHE et al., 2011).

Outras estratégias experimentais permitem verificar o papel da microbiota na regulagao
do sistema imunolégico durante doencas respiratorias, como a terapia com probiodticos
(suplementacdo de cepas de bactérias vivas) (GARCIA-CASTILLO et al., 2020; HU et al.,
2021b; SAGAR et al., 2014), transplante de microbiota intestinal (JANG et al., 2020), uso de
prebioticos (fibras alimentares fermentaveis metabolizadas por bactérias, gerando produtos que
podem ser utilizados por outros organismos) (JANG et al., 2021; TROMPETTE et al., 2018) ou
através da suplementacdo com compostos do metabolismo de bactérias, como os acidos
graxos de cadeia curta (AGCC) (TROMPETTE, et al., 2018; ANTUNES, et al., 2019; JANG, et
al., 2020).

Muitos estudos tém relacionado alteragbes na composigao da microbiota intestinal e nas
concentragcdes dos AGCC durante a COVID-19, como sendo um fator importante na
fisiopatogénese da doenca (CYPRIAN et al., 2021; LI et al., 2021b). No primeiro semestre da
pandemia por SARS-CoV-2, pesquisadores chineses verificaram disbiose intestinal e alguns
perfis de resposta imunoldgica que poderiam predispor os pacientes a forma mais grave da
COVID-19 e até a morte (ZUO et al., 2020). Eles observaram que citocinas inflamatorias como
IL-6 e IFN-y estavam positivamente relacionadas com os géneros Lactobacilli and Ruminococci,
enquanto que para o Clostridiales a relagdo foi negativa. Em outro estudo, pacientes com
COVID-19, incluindo aqueles cujas amostras foram coletadas até trinta dias da resolugédo da
infeccao por SARS-CoV-2, apresentaram disbiose intestinal caracterizada por redugdo de
espécies reconhecidamente benéficas para saiude do hospedeiro incluindo Faecalibacterium
prausnitzii, Eubacterium rectale e bifidobactérias (YEOH et al., 2021). Interessantemente, o
mesmo grupo de pesquisa observou em estudo piloto prévio realizado com pacientes
hospitalizados, que durante o periodo de internagéo, pacientes com COVID-19 apresentaram

reducado de bactérias benéficas, além de aumento de bactérias patogénicas oportunistas e essa
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relacdo também foi encontrada ao associar a gravidade da COVID-19 (Figura 9) (ZUO, et al.,
2020).

Health CcoviD-19

Commensal Symbionts }
Eubacterium ventriosum, Faecalibacterium prausnitzii, Roseburia, Lachnospiraceae taxa

Opportunistic Pathogens 4
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Figura 9. Resumo de alteragdes na microbiota intestinal de pacientes com COVID-19.

Individuos saudaveis apresentam maiores quantidades de Eubacterium, Faecalibacterium prausnitzii,
Roseburia, Lachnospiraceae em comparagado aos infectados com SARS-CoV-2. Esses comensais sao
produtores de butirato e podem contribuir com propriedades anti-inflamatérias e imunorreguladoras no
intestino. Pacientes com COVID-19 apresentam redugdo desses comensais simbiéticos e aumento de
patégenos oportunistas, como Coprobacillus, Clostridium ramosum e Clostridium hathewayi e esse
aumento foi positivamente associado com maior gravidade da COVID-19. A espécie Erysipelotrichaceae
bacterium, comum em condigbes de inflamacdo e desordens gastrointestinais, foi positivamente
associada com a carga viral fecal de SARS-CoV-2. Quatro membros do filo Bacteroidetes, Bacteroides
dorei, Bacteroides thetaiotaomicron, Bacteroides massiliensis e Bacteroides ovatus, conhecidos por
reduzirem a expressdo de ACE2 em camundongos, apresentaram quantidades inversamente

correlacionadas a carga viral fecal de SARS-CoV-2. Figura de ZUOQ, et al., 2020.
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Trompette e colaboradores verificaram que os tratamentos com butirato na agua de
beber (500 mM) ou com dieta rica em inulina (30%) protegeu camundongos infectados com o
virus da Influenza A dos efeitos deletérios dessa infeccao via modulacdo de respostas de
mondcitos e células T citotoxicas (TROMPETTE, et al., 2018). O tratamento com dieta rica em
fiboras apresentou efeito protetor durante infeccdo pelo virus sincicial respiratério em
camundongos, de maneira dependente da acdo da microbiota intestinal e geragdo de acetato
(ANTUNES, et al.,, 2019). O tratamento com 3 mM de butirato em culturas de organdide
intestinal oriundas de animais que expressam maiores quantidades de ACE2 e TMPRSS2
reduziu a expressdo destes genes (LI et al.,, 2021a). Contudo, Chemudupati e colegas
verificaram que o tratamento com butirato em cultura de célula primaria de pulmao aumentou a
replicagao viral em modelos de infeccdo com metapneumovirus humano (CHEMUDUPATI et al.,
2020). Mais estudos com modelo animal para infeccdo com SARS-CoV-2 envolvendo
tratamento com AGCC sao necessarios para verificacdo dos efeitos em um panorama mais
completo em relagdo as interagdes celulares existentes.

Estudo clinico em andamento investiga se a suplementagdo com simbidtico (composto
com cepas de bactérias benéficas e fibras alimentares) em pacientes com COVID-19 melhora o
quadro clinico dos pacientes, principalmente com relagcdo aos sintomas gastrointestinais, carga
viral e gravidade da doenga (NCT04420676). Contudo, estudos clinicos sdo longos e
geralmente ndo é possivel coletar amostras de 6rgaos como o pulmao e o intestino. Portanto,
considerando a aplicabilidade de modelos animais que mimetizam a infec¢cdo por SARS-CoV-2
em humanos, somada a necessidade de aprofundar a fisiopatogénese de novas variantes, bem
como verificar os efeitos de terapias relacionadas a microbiota intestinal, este trabalho busca
contribuir com informagdes que possam cobrir essas lacunas, favorecendo o desenvolvimento

de futuros trabalhos com alvos mais refinados e impactantes no tratamento contra a COVID-19.
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CAPITULO 2 - OBJETIVOS

Estudos apontam que as alteracbes na composicdo e no metabolismo da microbiota
intestinal induzidas pela COVID-19 podem ser importantes na patogénese, na intensidade da
doenga, na recuperagao e inclusive nas sequelas ou COVID longa (LIU et al.,, 2022).
Considerando a relagdo entre maior gravidade da COVID-19 com alteragdes na microbiota
intestinal e reducdo dos AGCCs, investigamos neste trabalho se o tratamento com os AGCCs
ou a reducgdo da carga microbiana intestinal poderiam alterar a resposta durante a infecgéo por
SARS-CoV-2.

2.1. Objetivo |

Verificar o efeito dos acidos graxos de cadeia curta em células do epitélio intestinal
durante infecgcao por SARS-CoV-2.

2.2. Objetivo Il

Avaliar o impacto da deple¢ao da microbiota intestinal na infeccdo por SARS-CoV-2 em
camundongos transgénicos fémeas que expressam a enzima conversora de angiotensina

humana em células epiteliais (K18-hACE2).

2.3. Objetivo lll

Comparar os efeitos da infeccado pela variante gama (P.1.) versus a infecgdo por
SARS-CoV-2 ancestral (B.1) na composicdo da microbiota intestinal em camundongos
K18-hACE2 .
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CAPITULO 3 — ARTIGO ORIGINAL 1

Acidos graxos de cadeia curta derivados da microbiota nio interferem na infecgdo por

SARS-CoV-2 em biopsias de célon humano

A COVID-19 pode causar disbiose, caracterizada por exemplo, pelo aumento de
bactérias oportunistas e redugdo de bactérias produtoras de acidos graxos de cadeia curta
(AGCCs). Considerando a importancia desses metabdlitos da microbiota para a saude das
células intestinais e no controle de infecgbes virais, nés hipotetizamos que a reducao dos
AGCCs poderia interferir no controle viral por células do intestino humano. Bidpsias de colon de
individuos saudaveis foram obtidas para ensaios ex vivo que incluiram o tratamento com mix de
AGCCs (acetato, propionato e butirato) por 1 hora seguida da inoculagdo de 10° PFU de
SARS-CoV-2. Cada amostra foi pesada e dividida igualmente para analise da carga viral e
expressao de genes inflamatérios por RT-PCR e marcagdo da proteina viral Spike por
imunofluorescéncia. O efeito dos AGCCs no controle de permeabilidade durante a infecgao por
SARS-CoV-2 foi medido em culturas de linhagem de colondcitos humanos, células Caco-2. O
tratamento com AGCCs reduziu a transcricdo de genes importantes para a deteccado de
moléculas virais, controle de entrada viral e replicacdo, como RIG1, TMPRSS2 e o receptor de
IFNA. No entanto, ndo houve alteragcdo na carga viral, indicando que esses efeitos nao sao
suficientes ou podem ser neutralizados por outros efeitos de AGCCs nessas células. Com
relacdo a andlise de permeabilidade em Caco-2, ndao foram observadas alteragdes na
resisténcia transepitelial apds a infecgdo ou o tratamento. As limitagbes do trabalho incluem a
auséncia de interagdo entre as células epiteliais intestinais com o sistema imunoldgico e a
microbiota intestinal, que podem responder aos AGCCs de maneira integrativa e gerar outros
efeitos frente a infeccdo por SARS-CoV-2. Vale ressaltar que os AGCCs também podem ter
efeitos sistémicos, que podem ser relevantes para SARS-CoV-2 infecgdo em diferentes

contextos.
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Microbiota-derived short-chain fatty acids do not interfere with SARS-CoV-2
infection of human colonic samples
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ABSTRACT

Microbiota-derived molecules called short-chain fatty acids (SCFAs) play a key role in the main-
tenance of the intestinal barrier and regulation of immune response during infectious conditions.
Recent reports indicate that SARS-CoV-2 infection changes microbiota and SCFAs production.
However, the relevance of this effect is unknown. In this study, we used human intestinal biopsies
and intestinal epithelial cells to investigate the impact of SCFAs in the infection by SARS-CoV-2.
SCFAs did not change the entry or replication of SARS-CoV-2 in intestinal cells. These metabolites
had no effect on intestinal cells’ permeability and presented only minor effects on the production of
anti-viral and inflammatory mediators. Together our findings indicate that the changes in micro-
biota composition of patients with COVID-19 and, particularly, of 5CFAs do not interfere with the
SARS-CoV-2 infection in the intestine.

ARTICLE HISTORY
Recelved 29 October 2020
Revised 17 December 2020
Accepted 24 December 2020

KEYWORDS

SARS-CoV-2; COMID-19;
microblota; short-chaln fatty
aclds; human colonic
samples

Introduction

COVID-19 is a pandemic disease caused by severe
acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-Cov
-2}, characterized as respiratory disorder with clinical
changes ranging from no symptoms to severe pneu-
monia and death.'” After an incubation period, most
patients with COVID-19 develop mild-to-moderate
disease with typical symptoms including fever, chills,
fatigue, dry cough, sore throat, sputum production,
shortness of breath and headache®® In addition,
recent studies showed that 17.6% of patients with
COVID-19 present gastrointestinal symptoms that
occurred more frequently in severe patients.*

Interestingly, the presence of SARS-CoV-2 in fecal
samples was associated with changes in gut micro-
biota composition.” Numerous experimental and
clinical observations suggested that the gut microbiota
plays a key role in the pathogenesis of sepsis and acute
respiratory distress syndrome suggesting that SARS-
CoV2 might also have an impact on the gut micro-
biota and vice-versa.”

Loss of gut bacteria diversity leading to dysbio-
sis is associated with the development of many
diseases.” ” This also seems to be the case for
SARS-CoV-2 infection. A recent study reported
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an increase of opportunistic bacteria such as
Collinsella  aerofaciens, Collinsella  tanakaei,
Streptococcus infantis and Morganella morganii
and a reduction of Parabacteroides merdae,
Bacteroides stercoris, Alistipes onderdonkii and
Lachnospiraceae bacterium1_1_57FAA) in
patients with high SARS-CoV-2 infectivity signa-
ture compared to patients with low or no SARS-
CoV-2 infectivity.” Functionally, this change in
microbiota composition was associated with
a reduction in short-chain fatty acids (SCFAs)
production and increased synthesis of nucleotide
and amino acids and carbohydrate metabolism.
Another study pointed out to a reduction in bacterial
groups (e.g., Faecalibacterium, Fusicatenibacter and
Eubacterium hallii) involved in the production of
the SCFA butyrate in fecal samples of COVID-19
patients compared to healthy controls.® Thus, there
is evidence that the presence and/or infection of
SARS-CoV-2 in the gut is associated with changes in
microbiota including reduction in SCFAs-producing
bacteria. However, no study addressed whether this
effect on SCFAs is relevant for the infection.

Butyrate and other SCFAs are key molecules med-
iating host-microbiota interaction. Previous studies
reported the ability of these molecules to regulate the
production of antimicrobial peptides and mucus,
intestinal permeability and mucosal immune system
activation.” The gastrointestinal tract deserves special
attention, in particular the potential role of the gut
microbiota in the development and management of
this disease. Therefore, we hypothesized that
a reduction in SCFAs’ production would affect SARS-
CoV-2 entry and response of intestinal cells.

Results

Treatment with SCFAs does not affect the entry of
SARS-CoV-2 or the response of the intestinal tissue
to infection

We used human colon biopsies obtained from
healthy individuals for investigating the interaction
between SARS-CoV-2, microblota-derived meta-
bolites and intestinal cells (Table 1). Colonic biop-
sies are an attractive model for this type of study
because they allow us to analyze the impact of
infection in a well-preserved tissue architecture
that includes the colonic epithelium and its lamina

Table 1. Demographic and dlinical characteristics of the patlents
Included In the study.

Number of participants n

Gender (M/F} 29

Age (y) 43 [19-65)
Body mass Index (kg/m’) 25.03 [21.73-26.56)
Smoking -
Hemoglobin (g/dL) 12.90 [6.6-14.5]
Hematocrit (%) 3BB5 [22.8-44.4]
Platelet (x10°) 269.50 [158-395]
Albumin (g/dL) 4720 [34-44]

propria. To reduce the effect of technical and bio-
logical aspects associated with the tissue, we used
samples obtained from the same individual that
were treated and infected ex vivo in the same
experimental conditions. Biopsies were maintained
in culture for up to 7 h and presented normal
histological features after this period of incubation.

Immunofluorescence staining revealed that the
cells from colonic biopsies expressed the SARS-
CoV-2  receptor, the angiotensin-converting
enzyme-2 (ACE2, in red), and were efficiently
infected by the virus, as shown by the spike staining
(green) (Figure 1b). This later finding was con-
firmed by the measurement of virus load (Figure
1c). Colonic biopsies treated with different concen-
trations of SCFAs presented the same viral load as
the control condition, indicating that these meta-
bolites do not interfere with virus entrance in cells
(Figure 1c).

Previous studies in human intestinal orga-
noids infected with SARS-CoV-2 reported
increased production of type-I and III interferon
(IFN), cytokines that are relevant for the anti-
viral respnnse.g_m Therefore, we evaluated the
expression of these cytokines and of inflamma-
tory-related genes in the colonic biopsies. We
observed an increase of DDX58, a gene which
encodes the viral receptor RIG-I (retinoic acid-
inducible gene I), and of IFN beta, in infected
biopsies compared with noninfected (Figure 1d).
When compared to the infected biopsies, we
verified a significant reduction of DDX58 and
the type III IFN receptor, IFNLRI, in biopsies
treated with SCFAs at the higher concentration
(SCFAs 1, Figure 1d). We also observed
a reduction in the expression of the serine pro-
tease TMPRSS2, a protein that is important for
SARS-CoV-2 entry into target cells.'? The
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Figure 1. Effect of the SCFAs on the SARS-Cov-2 Infection and cytokine response by the Intestinal mucosa. (a) Schematic llustration of
experimental design. (b) Blopsles Infected or not with SARS-CoV-2 and stained for ACE2 (red) and spike (green). Nudleus of cells are
Identified by DAPI (blue). (c) The viral load was measured In colon blopsles Infected with SARS-CoV-2 and Incubated In the presence or
absence of SCFAs (SCFAs-1 [acetate 16 mM, proplonate 4 mM and butyrate 2 mM] and SCFAs-2 [acetate 1.6 mM, proplonate 0.4 mM
and butyrate 0.2 mM]). Noninfected (NI) blopsles were used as negative controls of the experiments. Results are presentad as mean +
SEM (n = 10 Individuals/group). (d) Gene expression In colon blopsies infected or not with SARS-CoV-2 and Incubated In the presence
or absence of SCFAs. The expression of genes related to the entry of SARS-CoV-2 (TMPRSS2), Inflammation (IL1b and TNF), virus
recognition (DDX58) and response (type lll Interferon and Its receptor — IFNL2, IFML3 and INFR1, respectively — type | Interferon — IFN
beta and IFN alpha), and IFN target genes related to virus ellmination {OASL) were analyzed by RTg-PCR. Results were normalized by
the NI condition anj:lare presented as mean (n = 9-12 individuals/group). "p < .05 compared to SARS-CoV-2,

expression of dther antiviral and inflammatory

genes was not SCFAs
(Figure 1d).

We next investigated the effect of SARS-CoV-2
and SCFAs on isolated intestinal epithelial cells
(Caco-2). For that, we used Caco-2 cells cultivated
for 2-3 weeks in transwell inserts. Under this con-
dition, cells differentiate and form a polarized
monolayer, whose permeability/integrity can be
measured by the transepithelial electrical resistance
(TEER). In these experiments, we did not observe

any effect of SARS-CoV-2 infection or the SCFAs

on transepithelial resistance of Caco-2 monolayers

modulated by the

(Figure 2c). We also measured the amount of virus
released in both apical and basolateral surfaces of
infected cells and did not find any effect of SCFAs
in these parameters (Figure 2a and b). Taken
together, our results indicate that SCFAs do not
affect the entry, replication or the intestinal cells’
response to SARS-CoV-2 infection.

Discussion

Patients with severe forms of COVID-19 frequently
manifest gastrointestinal symptoms such as diarrhea,
vomiting and abdominal pain."*"* Moreover, gut
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Figure 2. Effect of the SCFAs on SARS-CoV-2 Infection and transepithelial resistance of Caco-2. Caco-2 polanized cells were treated with
SCFAs (SCFAs-1 [acetate 8 mM, proplonate 2 mM and butyrate 1 mM] and SCFAs-2 [acetate 4 mM, proplonate 1 mM and butyrate
0.5 mM]) and Infected with SARS-CoV-2. Moninfected (NI) cells were used as negative controls of the experiments (3, b) Viral load was
measured by RT-PCR In the upper and lower compartment of Caco-2 monolayer (n = 3) at the end of the experiment (48 h after
Incubation) (n = 3). [c) Transepithelial resistance of Caco-2 was measured at 24 and 48 h after Infection (n = 10). Symbols represent
Individual samples. Results are presented as mean + SEM. Data presented In (3) and (b) are representative of two Independent

experiments.

microbiota composition is altered in most COVID-
19 patients, and it is neither known if this could
worsen the clinical course of the disease, nor if the
microbiota meodulation could help to restore
a balanced immune response against this viral
infection."™'” Many studies have already been car-
ried out looking for the effects of SCFAs in the
treatment of infections, including viral airway infec-
tions. The consumption of a high-fiber diet or oral
supplementation with acetate protected mice from
infection by the respiratory syncytial virus (RSV)
through GPR43 activation and IFN beta production
in the lung epithelial cells.'"® Butyrate, as well as
treatment with a high-fiber diet, was shown to pro-
tect mice from influenza infection by modulating
their immune rv:spons-:.lg Treatment of vascular

endothelial cells with SCFAs decreased the

expression of VCAM-1 and ICAM-1, resulting in
reduced adhesion of infected monocytes and virus
transfer to the endothelium.®® Acetate treatment
during Influenza infection was effective in reducing
secondary bacterial pulmonary infections.”' Based
on this evidence gathered before the SARS-CoV-2
pandemic, many researchers indicated that the rees-
tablishment of SCFAs endogenous production could
be useful for the prevention and treatment of
COVID-19."%'"22 However, it is worth mentioning
that detrimental effects of SCFAs on virus infections
have also been reported. A recent study demon-
strated that butyrate increases cellular infection by
HINI influenza A virus, reovirus and human immu-
nodeficiency virus 1 (HIV-1). This effect was asso-
ciated with suppression of specific antiviral

interferon-stimulated  genes.”  Another study
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reported an exacerbation of arthropathy-induced by
Chikungunya virus in mice after treatment with
high-fiber diet or butyrate.™

Using colon biopsies from patients who were diag-
nosed with SARS-CoV-2 a few days after colonoscopy,
it was possible to observe that intestinal cells are
infected with the new coronavirus.® Other studies
involving human intestinal organoid experiments con-
firmed the mechanism of viral entry into intestinal cells,
as well as the molecular expression pattern associated
with the viral invasion in a context of intestinal inflam-
mation  (patients with  infllmmatory  bowel
diseases). > Differences in the expression of molecules
related to viral entry depended on the analyzed intest-
inal segment, ileum or colon.”

In the present study, the treatment with a mixture of
acetate, propionate, and butyrate did not alter the viral
load of intestinal biopsies or intestinal epithelial cells.
These findings do not exclude the possibility that the
SCFAs have a significant effect on SARS-CoV-2 infec-
tion. The antiviral effects promoted by the microbiota
and its metabolites may depend on the interactions
with different cell types and further studies are needed
to understand these mechanisms during SARS-CoV-2
infection.

One of the characteristics of COVID-19 disease 1s
the exacerbated inflammatory response that occurs
in a second phase of the disease. Thus, one of the
main investigations that has been carried out around
the world is to dissect how the infection occurs in
each tissue and systems and how that tissue reacts to
the presence of this infection, especially in patients
who already have an inflammatory condition, such
as obesity.”**** A study with intestinal and pul-
monary epithelial cell lines showed that SARS-CoV
-2 infection alters the expression of inflammatory
cytokines and anti-viral molecules such as IFNa
and IFNB in lung cells. Their findings suggested the
pre-activation of IFN-I signaling pathway as
a potential therapeutic and prophylactic manage-
ment for COVID-19"", In our study, the treatment
with SCFAs reduced the transcript levels of genes
important for the detection of viral molecules, con-
trol of viral entry and replication, such as RIGI,
TMPRSS2, and the IFNMA receptor. However, the
viral load of SCFAs-treated samples did not differ
from the nontreated infected biopsies indicating that
these effects are not sufficient or may be counter-

acted by other effects of SCFAs on these cells.

GUT MICROBES (s 218747405

Some limitations of our study should be
noted, such as the small sample size and the
lack of intestinal biopsies from patients with
COVID-19. However, the use of human samples,
even of noninfected patients, provides a relevant
contribution to establish a potential role of
SCFAs in this pandemic disease.

Onar results need to be validated #n vivo, but indicate
that changes in microbiota composition of patients
with COVID19™* and, particularly, of SCFAs do not
interfere with the SARS-CoV-2 infection in the intes-
tine. It is worth mentioning that SCFAs can also have
systemic effects, which may be relevant for SARS-CoV
-2 infection in different contexts.™

Materials and methods
Patient and sample selection

Left colon mucosa biopsies were collected from
patients who underwent colonoscopy examination
for diagnostic purposes and who presented no
endoscopic abnormalities. All  subjects were
recruited at the Gastrocenter’s Colonoscopy Unit
of the Clinic Hospital from University of Campinas
(Unicamp) and included in this study after having
signed a written informed consent form. Table 1
shows the clinical and demographic characteristics
of the 12 patients without comorbidities who parti-
cipated in the study.

Virus

Low passage of strain HIAE-02-SARS-CoV-2/5P02/
human/2020/bra  (GenBank MT126808) kindly
donated by Prof. Dr. Edison Durigon (ICB-USP)
was propagated in Vero cells (ATCC CCL81) for
using in all experiments at the biosafety level 3 area

of the Laboratory of Emerging Viruses (IB-Unicamp).

Culture of intestinal biopsies

Immediately after the mucosa biopsies were col-
lected during the colonoscopy examination, they
were washed and included in culture. Culture of
intestinal biopsy specimens was performed in
RPMI-1640 medium (Sigma-Aldrich, Germany)
without L-glutamine and supplemented with 10%
fetal calf serum and antibiotic/antimycotic mixture
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(Gibco Invitrogen). The samples were divided in
four different conditions: noninfected (medium
only), infected with SARS-CoV-2 and treated with
short-chain fatty acids at two different concentra-
tions (SCFAs-1 [acetate 16 mM, propionate 4 mM
and butyrate 2 mM] or SCFAs-2 [acetate 1.6 mM,
propionate 0.4 mM and butyrate 0.2 mM]), and
infected with SARS-CoV-2. The ratio of SCFAs
(acetate, propionate and butyrate) used in the
study was similar to what was described in
a previous study that measured these metabolites
in fecal sam[.:l&!!s.L2 The concentrations of SCFAs
were chosen based on experiments performed
with Caco-2 cells in which we found that incuba-
tion for 24 h with SCFAs did not affect their
viability.

All infections were performed with 10° PFU of
SARS-CoV-2 for 1 h at room temperature (20-25°
C) with continuous and gentle agitation. After viral
adsorption, samples were washed three times with
PBS 1x (0.15 M) and incubated for 6 h at 37°C and
5% of CO; atmosphere with related media condi-
tions. The experimental design of culture and dif-
ferent treatments are illustrated in Figure la.

Cell culture

Human colon cancer cells (Caco-2) seeded
2 x 10* cells per inserts into transwell 24-well
plate (0.4 pm polycarbonate membrane with
0.33 cm® area, Costar). Cells were maintained
in Dulbecco’s maodified Eagle medium (Gibco)
supplemented with 20% fetal bovine serum
(FBS) and 1% Penicillin-Streptomycin at 37°C
and 5% CO,; atmosphere for up to 21 d with
changes of medium every 2 d. The medium
volume in the up chamber was 0.2 mL and in
the basal chamber was 0.5 mL. After 21 d of
differentiation, cells were pretreated for 1 h with
SCFAs (SCFAs-1 [8 mM de acetate, 2 mM de
propionate and 1 mM de butyrate] and SCFAs-2
[4 mM de acetate, 1 mM propionate and 0.5 mM
butyrate]) or medium alone. Cells were then infected
with MOI of 1 at room temperature for 1 h with
continuous and gentle agitation. Before viral adsorp-
tion, SARS-CoV-2 inoculum was removed, cells
were washed three times with PBS 1x and then
maintained with related media. Transepithelial resis-
tance was measured immediately after infection

(time 0), 24- and 48-h post-infection, as previously
described.

RNA extraction and quantification

Total RNA was extracted from colonic mucosa
samples and culture supernatants using RNeasy
Mini Kit (Qiagen, USA) according to the manufac-
turer’s instructions. For gPCR analysis, RNA purity
and concentration were determined by UV spectro-
photometry at 260 nm using the BioTek Eon
Microplate Spectrophotometer and Gen5 v 2.0
software.

Viral load quantification

Viral RNA was detected and quantified by Charité
protocol of one-step FLT—QI:;(,rS‘?"L using 3 plL of
TagMan Fast Virus 1-Step Master Mix (Applied
Biosystems), 800 nM of primers (Forward: 5-ACA
GGT ACG TTA ATA GTT AAT AGC GT-3;
Reverse: 5-ATA TTG CAG CAG TAC GCA TAC
GCA CAC A-3), 400 nM of probe (Probe: 5-6FAM-
ACACTAGCCATCCTT ACT GCG CTT CG-QS8Y
-3) and 6 pL of RNA samples. The cycling method for
running was: 1 cycle of 50°C for 10 min, 1 cycle of 95°
C for 2 min, followed by 45 cycles of 95°C for 5 s and
60°C for 30 s in the QuantStudio3 System (Applied
Biosystems). Negative and positive control samples
were included in every run.

Gene expression by RT-qPCR

For cDNA synthesis, the High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) was used according to the
manufacturer's instructions. qPCR reactions were
performed using the TagMan™ system (Applied
Biosystems) for the following primers: IL1b
(Hs_01555410_ml), TNFA (Hs_ 00174128 ml),
GAPDH (4326317E), IFNL2 (HsD0820125) and
IFNL3 (Hs04193048), and using Power SYBR Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems) for the follow-
ing primerss DDX58 (F CACCTCAGTTGC
TGATGAAGGC and R: GTCAGAAGGAAGCA
CTTGCTACC), OASL (F: GTGCCTGAAACAGG
ACTGTTGC and R: CCTCTGCTCCACTGTC
AAGTGG), IFNA (F: GTACTGCAGAATCTCTCC
TTT CTCCTG and R: GTGTCTAGATCTGACAA
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CCTCCCAGGCACA), IFNB1 (F: TTGTGCTTCT
CCACTACAGC and R: CTGTAAGTCTGTTAATG
AAG), TMPRSS2 (F: CAAGTGCTCCAACTCTGGG
AT and R: AACACACCGATTCTCGTCCTC),
I[FNLR1 (F: ACCTATTTTGTGGCCTATCAGAG
CT and R: CGGCTCCACTTCAAAAAGGTAAT).
qPCR was performed with the StepOnePlus System
(Applied Biosystems) using the TagMan Fast
Advanced master mix (Life Technologies) or Power
SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems).
All measurements were normalized by the expression
of the GAPDH gene using the 2(-Delta Delta C{T}))
method.

Immunofluorescence

Colon biopsies were fixed in paraformaldehyde 4%
for 24 h and then embedded in paraffin
Five-micrometer-thick sections were prepared for
immunoflurescent detection of ACE2 and wiral
spike protein. Samples were deparaffinized by two
10 min-incubation with Xylol, followed by an incu-
bation with xylol:ethanol (1:1) solution for 10 min,
followed by incubations with different concentra-
tions of Ethanol solution (ethanol 100%, ethanol
95%, ethanol 85% and ethanol 70%, respectively, all
diluted in DEPC), for 5 min each, and finalizing
with water DEPC for 5 min and two times PBS 1x
pH 7.4 for 5 min. To avoid autofluorescence, the
tissues were treated with 2% H;0:; methanol for
30 min, washed with PBST, and treated with glycine
0.1 M in PBST for 10 min at room temperature. The
samples were then washed and treated with 1%
bovine serum albumin (BSA) solution in PBST for
30 min, to block nonspecific epitopes. Tissues were
incubated with SARS-CoV-2 Spike 51 Antibody
(HC2001) (GenScript - A02038) and ACE2
Antibody (Rheabiotec - IM-0060, both diluted
1:100 in BSA 1% solution in PBST, and incubated
overnight at 4°C in a humid box. The slides were
then washed and incubated with anti-human IgG
Alexa 488 (ThermoFisher - A11013) and anti-
rabbit [gG Alexa Fluor 594 (ThermoFisher -
A21207), both diluted 1:500 in BSA 1% solution
in PBST for 2 h at room temperature in a humid
box, protected from the light. The samples were
washed again, incubated DAPI (Santa Cruz
Biotechnology - SC-3598) diluted 1:1000 in BSA
1% solution in PBST for 5 min at room temperature

GUT MICROBES (&) e1874740-7

protected from the light, and mounted in an aqu-
eous mounting solution for confocal imaging.

Microscopy images were acquired with a Zeiss
L5MB880 with Airyscan on an Axio Observer 7
inverted microscope (Carl Zeiss AG, Germany)
with a C Plan Apochromat 63x/1.4 Oil DIC objec-
tive, 4x optical zoom. Prior to image analysis, raw.
czi files were automatically processed into decon-
voluted Airyscan images using Zen Black 2.3 soft-
For DAPI were acquired conventional
confocal image using 405-nm laser line for excita-
tion and pinhole set to 1 AU.

warcg.

Statistical analysis

Analyses were performed using GraphPad software
8.0 (5an Diego, CA, USA). Results are presented as
mean = standard error mean (SEM) and “n” repre-
sents the number of samples, as indicated in the
corresponding figure legend. Differences were con-
sidered significant for p < .05. Results were com-

pared by non-parametric Mann-Whitney test.
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CAPITULO 4 — ARTIGO ORIGINAL 2

Impacto da deplecao da microbiota por antimicrobianos orais na resposta clinica e

imunoloégica de camundongos K18-hACE2 infectados com SARS-CoV-2

Dados clinicos e experimentais indicam que a infeccao por SARS-CoV-2 esta associada
a mudancgas significativas na composicdo e fungdo da microbiota intestinal. No entanto, a
relevancia desses efeitos para a fisiopatologia do SARS-CoV-2 é desconhecida. Neste estudo,
analisamos o impacto da deplecdo da microbiota apds o tratamento com antimicrobianos orais
de amplo espectro nas respostas clinicas e imunoldgicas de camundongos K18-hACE2
infectados por SARS-CoV-2. Os camundongos foram tratados com uma combinagéo de
antimicrobianos orais (canamicina, gentamicina, metronidazol, vancomicina e colistina, Abx) por
3 dias e, 24 horas depois, foram infectados com a linhagem SARS-CoV-2 B. Nossos dados
mostram que mais de 80% dos camundongos sucumbiram a infeccdo no dia 11 apds a
infeccdo. O tratamento com Abx ndo teve impacto na mortalidade. No entanto, camundongos
tratados com Abx apresentaram sintomas clinicos atenuados, apesar da perda de peso ter sido
semelhante entre os grupos infectados-tratados e nao-tratados. Nao observamos diferengas
nos escores histopatoldgicos de pulmao e célon ou na carga viral presente nos 6rgaos (pulmao,
célon, coragdo, cérebro e rim) entre os grupos no 5° dia de infecgdo. Apesar de algumas
pequenas diferencas na expressdo de marcadores antivirais e inflamatérios nos pulmbes e
célon, nenhuma mudancga robusta foi observada em camundongos tratados com Abx. Juntos,
esses achados indicam que a deplecdo da microbiota ndo tem impacto na infecgdo por

SARS-CoV-2 em camundongos.
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Abstract: Clinical and experimental data indicate that severe acute espiratory syndrome coronavirus
(SARS-CoV)-2 infection is associated with significant changes in the composition and function of
intestinal microbiota. However, the relevance of these effects for SARS-CoV-2 pathophysiology is
unknown, In this study, we analy zed the impact of microbiota depletion after antibiotic treatment on
the clinical and immunological responses of K18-hACE2 mice to SARS-CoV-2 infection. Mice were
treated with a combination of antibiotics (kanamycin, gentamicin, metronidazole, vancomycin, and
colistin, Abx) for 3 days, and 24 h later, they were infected with SARS-CoV-2 B lineage. Here, we show
that more than B0% of mice succumbed to infection by day 11 post-infection. Treatment with Abx had
no impact on mortality. How ever, Abx-treated mice presented better clinical symptoms, with similar
weight loss between infected-treated and non-treated groups. We observed no differences in lung
and colon histopathological scores or lung, colon, heart, brain and kidney viral load between groups
on day 5 of infection. Despite some minor differences in the expression of antiviral and inflammatory
markers in the lungs and colon, no robust change was observed in Abx-treated mice. Together, these
findings indicate that microbiota depletion has no impact on SARS-CoV-2 infection in mice.

Keywords: respiratory infection; SARS-CoV-2; COVID-19; intestinal microbiota; colon; gut-to-hang axis
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1. Introduction

Severe acute respiratory syndrome coronavirus-2 (SARS-CoV-2) is the etiological
agent of coronavirus disease-2019 (COVID-19), a disorder that affects the respiratory tract,
triggering a severe respiratory disorder and pneumonia in humans [1]. This virus emerged
in Wuhan City, China, at the end of 2019 and quickly spread to all continents. By March
2022, more than 458 million cases had been confirmed, with over 6 million deaths due to
COVID-19, according to the Worldometer Coronavirus database [2].

Clinical manifestations of COVID-19 vary from asymptomatic cases to severe dis-
ease [3]. Comorbidities such as obesity, diabetes, hypertension and cardiovascular diseases,
older age and immunocompromised states have been strongly linked with severe out-
comes [4]. Multiple vaccines against SARS-CoV-2 have been successfully developed and
offered to the population [5], having a significant positive impact on the number of cases
and deaths [6].

SARSCoV-2 pathogenesis involves different steps: (1} virus entry and replication
in in epithelial, endothelial and immune cells of the respiratory tract, (2) destruction of
infected cells with virus release and (3) triggering of a local immumne response, which may
be sufficient to eliminate the infection [7]. In some cases, the infection may evolve to a
dysfunctional immune response that leads to lung damage, endothelial dysfunction and
systemic alterations, resulting in severe clinical complications such as abnormal blood
coagulation, heart diseases, neurological alterations and liver and kidney injuries, which
can progress to multi organ failure and death [7]. Infection by SARS-CoV¥-2 is not limited
to the lungs and respiratory-associated tissues. Recent studies have demonstrated that
gastrointestinal (GI) manifestations including loss of appetite, nausea or vomiting, diarrhea
and abdominal pain are relatively common in SARS-CoV-Z-infected patients [8]. It has also
been reported that the Gl tract appears to be an important target of SARS-CoV-2 replication,
since viral mRNA and the SARS-CoV-2 nucleocapsid protein have been frequently detected
in different parts of the human Gl tract in infected individuals [4,10]. Moreover, human
intestinal epithelial cell lines [11] are usually susceptible to SARS-CoV-2 and this virus
also infects and replicates in human small intestine enterocytes [12]. Gl manifestations of
SAR5-CoV-2 infection can be the result of direct histopathological alterations, but may also
reflect the systemic effects of the infection or changes induced in the immune system or the
intestinal microbiota [13,14].

The GI tract is the largest immunological tissue in the body and its resident micro-
biota modulate host immune responses [15]. Promising results obtained using different
maodels demonstrated the relevance of the intense and complex cross-talk between the gut
microbiota, the lungs and the systemic immune response, thus highlighting the potential
of preventive and /or therapeutic strategies for respiratory infectious diseases based on
changes in microbiota composition or the production of metabolites [16-20].

COVID-19 patients present drastic changes in gut microbiota composition, including
an increased amount of opportunistic pathogens such as Clostridium hathewayi, Actinomyces
viscosus and Bacteroides nordii [21]. Depletion of beneficial commensals including Faecalibac-
terium prausnitzii, Lachnospiraceae bacterium 5_1_63FAA, Eubacterium rectale, Rumimococcus
obeum and Dorea formicigenerans has been observed in COVID-19 patients treated with
antibiotics, indicating that this intervention can accentuate the shift in microbiota com-
position from a healthy to an unhealthy condition [21]. The dysbiotic gut microbiota of
COVID-19 patients has been associated with elevated levels of cytokines and inflammatory
markers, suggesting a relationship between alterations in gut microbiota and the severity
of the disease [22]. Moreover, a recent study found an association between COVID-19 gut
dysbiosis, particularly depletion of Faecalibacterium and Roseburia genera, and an increased
inflammatory profile, as observed in severe or critical COVID-19 patients [23]. A recent
study found an association between dysbiotic microbiota and the translocation of bacteria
into the blood of COVID-19 patients, thus contributing to the increased inflammatory pro-
file observed in these patients and the development of secondary infections [24]. Intestinal
dysbiosis has also been reported in mice, hamsters and nonhuman primates infected with
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SARS-CoV¥-2 [25-17), indicating that the gut microbiome profile is involved in this disease
and strategies to alter the intestinal microbiota might change the disease outcome.

The relationship between COVID-19 and changes in the composition of the intestinal
microbiota becomes increasingly evident with the advancement of research in humans
and animal models. However, factors associated with treatment during COVID-19 in
humans make it difficult to understand the role of the microbiota in the development of the
disease. In the present study, we explored the effect of acute treatment with broad-range
oral antibiotics, which was previously demonstrated to impair the antiviral response in
mice to respiratory syncytial virus (RSV) [28]. We show that treatment with antibiotics
has no direct impact on the survival and immune response of SARS-CoV-2-infected mice.
Moreover, microbiota depletion had no significant effects on viral lethality, tropism, load
and histopathological alterations in key target tissues.

2. Materials and Methods
2.1. Animals

Adult heterozygous K18-hACE2 transgenic female mice were purchased from the
Multidisciplinary Center for Biological Investigation (CEMIE), Campinas, 5ao Paulo, Brazil.
Mice were kept in regular filter-top cages with free access to sterile water and food. Animal
procedures were approved by the Ethics Committee on Animal Use of the University of
Campinas (protocol #5495-1/2020).

2.2. Antibiotic Treatment

Mice were provided with sterile drinking water supplemented with an antibiotic mix
(Abx) for three days before SARS-CoV-2 infection. Abx [28] was composed of kanamycin
(04 mg/mL}), gentamicin (0.035 mg/mL), metronidazole (0.045 mg/mL), vancomycin
(0.045 mg/ mL} and colistin (0.035 mg/mL), purchased from Sigma- Aldrich (5t Louis, MO,
USA). The addition of antibiotics to drinking water did not cause a reduction in water
intake by the animals and no diarrhea was observed.

2.3. Virus

SARS-CoV-2 B strain (HIAE-02-SARS CoV-2/5P02/human/2020/BRA; GenBank
MT126808.1) was a gift from Prof. Dr. Edison Durigon (ICB-USF, Sao Paulo, Brazil).
Wiral stock was propagated in Vero cells (ATCC CCL81) and the supernatant was har-
vested at 2-3 days post-infection (dpi) and kept at —80 “C. Viral titers were determined
by plaque assays and RT-qPCR [29]. The virus was produced in a biosafety level (BSL)
3 area of the Laboratory of Emerging Viruses and kindly provided by Prof. Dr. José Luiz
Proenga-Médena (Institute of Biology, UNICAMF, Campinas, Brazil).

2.4 SARS-CoV-2 Infection and Clinical Analysis of Mice

Virus inoculation was performed under anesthesia induced using a mixture of xylazine
and ketamine (20 and 100 mg/kg, respectively). Mice were intranasally administered
5 = 104 plague forming units (PFU) of SARS-CoV-2 in a total volume of 40 pL. for mortality
testing and 1 = 10* PFU for the other experiments involving tissue harvesting at 5 dpi.
All infections were performed at the animal BSL 3 laboratory of Ribeirao Preto Medical
School (FMEF, Ribeirao Preto, Brazil). Following infection, mice were monitored daily for
body weight changes and signs of disease. A clinical score based on body weight variation,
behavior and respiratory distress was used to evaluate the disease over the course of
infection in each animal (Table 1). The clinical score was obtained by summing the scores
of the six parameters evaluated for each animal. The clinical score data are presented as the
mean of the group per day.
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Table 1. Parameters and point scale to calculate the clinical scone 1

Clinical Parameters Degree Score Points

Mormal
<5%
6-10%
11-15%
16-20%
=20

Body weight loss

Mo piloerection
Piloerection
Alert
Slow-mov ing
Lethargic
Immobile

Appearance

Spontaneous behavior

MNormal
Eyes Squinted
Closed

Quickly moves away
Provoked behavior Slow to move away
Dioes not respond

Mormal
Elevated
T Adapted from Moreau et al. [30] and Kumari et al. [31].

Breathing

[al=N B Bl =T = == I PRI & = == ) I S P R L i ]

2.5. Bacterial DNA Isolation fram Mice Feces

Fecal samples were collected 1day before and 1day after (D) antibiotic treatment and
prior to SARSCoV-2 infection. Fecal pellets were collected in sterile DNAse-free tubes and
immediately frozen in liquid nitrogen. Samples were kept at —80 "C until use. DNA extrac-
tion was performed using the Purelink Microbiome DNA purification kit (ThermoFisher
Scientific, Waltham, MA, USA), following the manufacturer’s recommendations. Purified
DNA was eluted in 20 uL elution buffer and kept at —20 °C. DNA concentrations were
measured using a NanoDrop 2000 spectrophotometer.

2.6. FRNA Sequencing and Analysis

Luminal colonic contents were collected at 5 dpi from both experimental groups. In
addition, we also included samples from non-infected animals. Samples were collected in
sterile DINAse-free tubes and immediately frozen in liquid nitrogen. DNA extraction was
performed using the Purelink Microbiome DNA purification kit (ThermoFisher Scientific),
following the manufacturer’s recommendations. Purified DNA was eluted in 20 L elu-
tion buffer and kept at —20 "C. DNA concentrations were measured using a NanoDrop
2000 spectrophotorneter. Universal primers 341F (5-CCT AYG GGR BGC ASC AG-3") and
B06R (5'-GGA CTA CNN GGG TAT CTA AT-3") were used for the amplification of the V3-V4
region of the bacterial 165 rRNA gene. Library quantification and quality was assessed on
Qubit@ 2.0 Fluorometer (Thermo Scientific) and Agilent Bicanalyzer 2100 systems. The
libraries were sequenced on a NovaSeq PE250 at Novogene.

Fastq files with raw sequences were subjected to quality control with FastQC [32]
and MultiQC [33]. Demultiplexed sequences were imported into QIIMEZ2 2021.11 [34], for
filtering, paired-end read combination, denoising and chimera detection with the DADA2
plugin [35]. The resulting table of amplicon sequence variants (ASVs) was rarefied at
a rarefaction depth of 42,258 [36] and used to construct a phylogenetic placement with
SEPP [37]). Alpha and beta diversity metrics, as well as Principal Coordinate Analysis
(PCoA), were estimated with the QIIME2 diversity plugin [35-41]. Taxonomic composition
analysis was performed with the q2-feature-classifier [42] using a Naive Bayes classifier
trained on Silva 138 99% OTU full-length sequences [43-45]. Differential analysis was
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conducted at phylum and class level using the QIIMEZ2 composition plugin with the
ANCOM statistical framework [46]. Visualizations were obtained with the QIIME2 View
interface and Python's library Seaborn [47]. The raw reads of 165 rRNA sequencing were
submitted to the National Center for Biotechnology Information’s Sequence Read Archive
(NCBI SRA) with the accession number PRJNAS58022,

2.7. RNA Extraction and Quantification

Tissues were weighed and homogenized in 1 mL Hank's Balanced Salt (HB5S5) con-
taining a mixture of antibiotics (0.2% Normaocin, 1% Penicillin and Streptomycin and 1%
Gentamicin) and zirconia beads in MagNalLyser equipment (Roche Life Science, Mannheim,
Germany). The homogenates were clarified by centrifugation and used for RNA extraction,
which was performed using the Quick-RNA viral kit (Zymo Research, Irvine, CA, USA),
following the manufacturer’s instructions. RNA concentrations were determined using the
NanoDrop 2000 spectrophotometer.

2.8. Viral Load Cuantification

Viral ENA was detected and quantified by one-step RT-qPCR, using primers for gene
E (envelope protein), as previously described [43]. Briefly, all assays were performed using
TagMan Fast Virus 1-Step Master Mix (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA), 800 nM
of primers (F: 5-ACA GGT ACG TTA ATA GTT AAT AGC GT-3; R: 5-ATA TTG CAG CAG
TAC GCA TAC GCA CAC A-3), 400 nM of probe (P: 5-6FAM-ACA CTA GCC ATC CTT
ACT GCG CTT CG-Q5Y-3) and 6 ul. RNA samples. The PCR cycling conditions werne:
1 cycle of 50 °C for 10 min, 1 cycle of 95 °C for 2 min, followed by 45 cycles of 95 "C for 55
and 60 “C for 30 s, using the QuantStudio3 Real-Time PCR System (Applied Biosystems).
Negative samples and a standard curve were included in all PCR runs. The standard curve
was built using serial 10-fold dilutions of viral stock of known titer, and the viral copy
number was expressed on a logl0 scale as viral RNA equivalents per gram or per milliliter
after normalization for tissue weight.

2.9, Histopathological Score

After 5 dpi, mice were anesthetized with ketamine—ylazine mixture (20 and 100 mg/ kg,
respectively) and, after total loss of response to stimuli, blood was collected through the
retrobulbar venous plexus. Mice were intracardially perfused with 20 mL sterile saline
solution before harvesting the tissues of interest. For histological analyses, samples were
fixed in 4% PFA for 72 to 9% h at 8§ "C. After fixation, tissues were washed three times in
saline solution and kept in 70% ethanol solution. Lungs were embedded in paraffin and
sectioned transversely at a width of 5 um. Infestines were embedded in historesin (Leica
Microsystems, Heidelberg, Germany) and sectioned transversely at a width of 2 um. Sections
were produced using a microtome for hematoxylin and eosin staining. On intestine sections,
the presence of inflammatory cell infiltration, edema and epithelial erosions was assessed.
For lung tissue analysis, factors such as type Il pneumocyte hyperplasia, perivascular, septal
and alveolar inflammation, edema and alveolar fibrin were evaluated [49].

2.10. Bronchoalveolar Lavage Fluid (BALF)

Mice were anesthetized as described below and the tracheas were cannulated. The
lungs were washed with a cold DMEM medium. BALF were kept on ice until all samples
were collected. Samples were centrifuged and pellets suspended for total cell count and
flow cytometry analysis. The counting procedure was performed in a blinded manner by
an experienced investigator.

2.11. Flow Cytametry

Affer washing with saline solution, single cell suspensions were stained for 20 min at 4 “C,
with two separate staining mixtures: (a) anti-CD45-APC-Cy7 (#103116 Bi1:-l.a<_-genc|"3I (San Dhego,
CA, USA), Clone 30-F11), anti-CD3¢-PerCP-Cy5.5 (#100217 BiDLegernj@, Clone 17AZ2), ant-
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CD4-PE {#553048 BD Biosciences™ (Franklin Lakes, NJ, USA), Clone RM4-5), anti-CD8a-APC
#1 DG?I]BiDT_.and@, Clone 53-67) or (b) ant-CIM5>APC-Cy7 (#100116 BioI_egrnd‘T", Clone
30-F11), ant-CD11e-APC (#117309Biolegend, clone N418), anti-CD11b-PE #101207BioLegend™,
Clone M1/70]), anti-Ly G-FITC (#12?EUSBiol.egend®, Clone 1A8) and ant-NK1.1-Brilliant Violet
605 (#108739, Biol.egend“’, Clone PE136). After washing in FACS buffer (saline solution with 1%
fetal bovine serum), cells were fixed in 4% paraformaldelyde for 30 min at room temperature
before taking samples out of the BSL3 area. Cells were again washed, resuspended in FACS
buffer and acquired using FACS Symphony A5 with BD FACS Diva software. Cell populations
were gated and quantified by Flow]Jol07 software. Gating strategies used for analysis are
presented in Figure 51.

2.12. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Lung and colon fragments (15-30 mg) were collected in 300 uL. RIPA buffer supple-
mented with protease inhibitors. Samples were processed for protein extraction on ice using
a tissue homogenizer and then centrifuged at 10,000 rpm /10 min/4 "C. The supernatant
was collected for enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The levels of TNF-o, IL-6,
IL-1B, CXCL1, CXCL2, IFN-B {lung and colon) and [L-17 {colon) were measured following
the manufacturer’s recommendations (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA ). The results
were expressed in pg/ mL and normalized to the total protein content, as determined by
Bradford assay (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Concentrations of lipocalin-2 in the luminal
content of the colon were determined with an ELISA kit, according to the manufacturer’s
instructions (R&D Systems). The concentrations of this protein were expressed in pg/mg
of luminal content.

213, Quantitative Real-Time PCR Analysis

RNA was reverse-transcribed using the High-Capacity RNA-to-cDNA™ Kit (Thermo
Fisher) according to the manufacturer’s instructions. qRT-PCR was performed using the
Sybr Green Master mix (Applied Biosystems™, Walthan, MA, USA) and the BIO-RAD
CFX394 Touch Real-Time PCR Detection System. Relative gene expression was calculated
using the AACE method with the 185 gene as a reference. The sequences of the primers
used are given in Table 2.

Table 2. Sequences of primers used in gRT-PCR.

Gene ! Sequences
T F: 5-TCT TCT CAT TCC TGC TTG TGG C-3'
Hf R: 5-CAC TTG GTG GTT TGC TAC GAC G-3/

F: 5-GGC AGC TAC CTG TGT CTT TCC C-3°
R: 5-ATA TGG GTC COA CAG CAC GAG-Y

F 5-COCACAATACCTOCACTCOG-Y

11k

Crel2 R 5-CTACTCTCCTCGGTGCTTAC-Y
et F: ¥-CCGAGTAACGGCTGCGACAAAG-3'
e R: 5-CCTGCATTATGAGGCGAGCTTG-Y
fina F: 5-CCTGAGAGAGAAGAAACACAGCC-3
If RE-TCTGCTCTGACCACYTCCCAG-3

o F. 5-ACTGGCAAAAGGATGGTGAC-3

lfng R: 5-TGAGCTCATTGAATGCTTGG-3
. F: 5-AGC TGC AGG CCT TCA AAA AG-3
Ifnl2 R: 5-TGG GAG TGA ATG TGG CTC AG-3
ol F 5 GGATGOCTGGGAGAGAATCG-3

R: 5TCGCCTOCTCTTCCAAACTG-3

1 (Exxtend, Sao Paulo, Brazil).
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2.14. Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 8.0 software (San Diego,
CA, USA). Results are presented as mean = standard error mean (SEM). For comparison
between 2 groups, Student’s t-test was used. For comparison between more than 2 groups,
one-way ANOVA followed by Tukey's post hoc test analysis was applied. For analysis
with more than 2 variables, two-way ANOVA was applied. Differences were considered
statistically significant for p values < 0.05.

3. Results
3.1. Micrabiota Depletion Does Not Change Martality of SARS-CoV=2 Infection, but Alters
Clinical Symptoms

To explore the role of the intestinal microbiota in SARS-CoV-2 infection, we conducted
a series of experiments in mice previously treated with an oral antibiotic cocktail (Abx), a
treatment known to deplete most of the bacteria present in the guts of mice [30]. Briefly,
female K18-hACE2 mice received the antibiotics in drinking water for 3 days before SARS-
CoV-2 intranasal inoculation (Figure 1A). The efficacy of the Abx treatment was confirmed
by macroscopic analysis of the cecum and colon, which were enlarged, and by measurement
of bacterial DMNA load in the feces of mice on the day of infection. Fecal DNA was nearly
five-fold lower in Abx-treated mice (Figure 52). Despite these effects, we did not observe
diarrhea or any clinical alteration in mice under Abx treatment.

Mext, we analyzed the impact of the Abx treatment on infection-associated lethality.
We infected Abx and control mice with 5 » 10* PFU/ animal of SARS-CoV-2 and followed
these infected mice until 12 dpi (Figure 1A). Abx treatment had no significant effect on
mouse mortality compared with the control group (Figure 1B). We repeated the infections
using lower titers of virus (1 = 10t PFU/animal) and followed the development of clinical
signs until 5 dpi. Despite the fact that mice in the Abx and control groups presented a similar
body weight loss during the course of infection (Figure 1C), a more intense deterioration in
clinical signs was observed in controls (Figure 1D). The effect on Abx-treated mice was not
associated with a significant difference in viral load in the tissues analyzed or the colon
luminal content (Figure 1E). The microbiota composition of Abx-treated infected mice
at 5 dpi presented significant differences in abundance and evenness (i.e., reduction in
Abx-treated mice compared to the other groups) (Figure S3A,B). Inweighted UniFrac-based
beta diversity analysis, we found a significant difference between non-infected and infected
groups, but not between Abx and control infected mice (Figure 53D). The bacterial relative
abundance was different between experimental groups: compared to the non-infected
group, we found a higher proportion of the Verrucomicrobiota phylum in the infected
groups (Figure S3E), which was associated with an increase in the Akkermansia genus.
This alteration was previously reported in SAR5-CoV-Z-infected mice [27]. Reductions
in Firmicutes (mainly due to a lower proportion of Bacilli class) were also observed when
comparing infected groups with the non-infected group. Moreover, the proportion of the
Desulfobacterata phylum (and Desulfovibrionia class) was increased in the control group
(compared to the non-infected group) and decreased in the Abx group (relative to the
control group). Increases in the Dm!ﬂ}bﬂctm}tﬁ phylum were also verified in the fecal
microbiota of SARS-CoV-2-infected hamsters [26]. Together, these results indicate that
SAR5-CoV-2 infection results in significant changes in the bacterial communities of the gut
and that Abx treatment has only minor effects on the development of SARS-CoV-2 infection
in mice.
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Figure 1. (A) Female K158-hACE2 mice wene either treated (Abx) or not treated (control) for 3 days
before SARS-CoV-2 infection. Body weight and clinical scores werne measured after infection. L Ex-
perimental scheme of mortality: experiments were performed to evaluate peroent survival up to
12 dpi. 1L Experimental scheme for sample collection: mice were euthanized at 5 dpi and the organs
were collected for viral load quantification. (B) Survival rate after infection with SARS-CoV-2 (i = 6).
(C) Body weight changes after infection (n = 12-15). (D) Clinical scores of infected mice (i = 12-15).
*p <005 2way ANOVA. (E) Viral load determination by RT-qPPCR. * p < 0.05 by Student’s {-test
(m=4-10).
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3.2. Antibiotic Treatment Does Not H“ﬁ‘f‘t Lung Histopathology but Promaotes Changes in
Production of Immune Molecules Following SARS-CoV-2 In)gfrron

We next evaluated the impact of Abx on lung histopathology and inflammatory
response during SARS-CoV-2 infection. At 5 dpi, we observed intense histopathological
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alterations on hematoxylin and eosin-stained lung sections of infected mice, including
the accumulation of immune cells in different locations, mainly in perivascular areas, and
ablveolar wall thickening (Figure 2A). No difference was observed in histopathological
parameters between infected control and Abx mice (Figure 2B).
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Figure 2. Lung histological and inflammatory alterations after infection. (A) Representative im-
ages of hematoxylin and eosin staining of lung sections from each experimental group. Scale
bar = 100 um. (B) Lung histopathological scores from each experimental group. ** p < 01005 and
e U001 by Zoway ANOVA; Sidak's multiple comparisons test (n = 5). (C) Total cell number
and differential cell counts of lymphocytes (Cd45+Cd3+Cd4+ and Cd45+Cd3+Cds+), myeloid
(monocytes Cd45+Cd11b+Cd11e—LyaG —, dendritic cells Cd45+Cd11b+Cd1lc+LysG— and neu-
trophils Cd45+Cd11b+Cd11e—1xy6G+) and NK cells (Cd45+CA11b+NE1L1+) in BALE **** p < 0.0001,
*p <0005 and * p < 0.05, Student’s {-test (1 = 3-5). (D) Concentration of cytokines in lung ho-
mogenates, as measumed by ELISA. * p < 0.05, Student’s i-test (m = 5). (E) Expression of inflammatory
and antiviral genes quantified using RT-gPCR in lung samples. * p < 0.05, Student’s t-test (n = 3-9).

To characterize the lung inflammatory profile, we assessed the immune cells by flow
cytometry of bronchoalveolar lavage fluid (BALF) and measured the mRNA and protein
levels of pro-inflammatory and anti-viral cytokines in lung tissue. The gut microbiota
reduction by Abx significantly reduced the total cell number in the BALE, mainly attributed
to both lymphocytes CD4+ and CD8+ (Figure 2C). No significant effect of Abx was found
on innate immune cells in the BALE Among the cytokines analyzed, the only difference
observed bebween the experimental groups was a reduction in the levels of IL-1{ in the
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lung homogenates of Abx-treated mice (Figure 2I0). We also found increased expression
of Ifna in the lungs of Abx-treated mice compared to controls (Figure 2E). No significant
changes in the levels or expression of other inflammatory cytokines, chemokines or antiviral
molecules were observed between the experimental groups (Figure 2D,E).

3.3. Antibiotic Treatment Increases Inflammatory Cytokines in Colon but This Effect Is Not
Associated with Significant Alterations in Colon Histopathology

A previous study showed that human ACE2 is highly expressed along the intestinal
tract (stomach to large intestine) of K18-hACE2 mice [50]. This explains the presence of
viral RNA at relatively high levels in these tissues [50]. However, we observed minor
histopathological changes in hematoxylin and eosin-stained colon sections of infected mice
(at 5 dpi), including an increment in the number of nuclei at the crypt base, pointing to an
increase in proliferation, and a reduction in mucus production. In the histological sections
of Abx-treated mice, we only observed a reduction in mucus compared with non-infected
mice. Mo infiltration of inflammatory cells or exfoliation of epithelial cells was observed in
infected mice (Figure 3A).

Non-infected
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Figure 3. Colon histological and inflammatory alterations after SARS-CoV-2 infection. (A) Represen-
tative images of hematoxylin and ecsin staining of colon sections from eachexperimental group. Scale
bar = 100 pm. (B} Concentration of the inflammatory protein lipocalin-2 in luminal content sam ples
from mice as measured by ELISA. (n = 4-6). (C) Concentration of cytokines in colon homogenates, as
measured by ELISA. * p < 0.05,5tudent’s {-test. (n = 4-5).

We next examined the levels of pro-inflammatory cytokines in the colom, along with
measurement of lipocalin-2 in the luminal content of colon samples. In accordance with
the histopathological score, there was no significant difference in the lipocalin-2 levels at
5 dpi between the infected groups or between these and non-infected mice (Figure 3B).
Mevertheless, the colons of Abx-treated mice showed an increase in CXCL-2 and IL-17
cytokines, compared with the control group (Figure 3C). The other v::ytc-kines analyzed
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presented similar concentrations among infected animals, treated or not with the antibiotic
cocktail prior to infection.

4. Discussion

Recent studies indicate that a large proportion (more than threequarters) of COVID-19
patients are treated with antibiotics [51], [52]. This is much higher than the prevalence of
bacterial co-infections [51], thus indicating the unnecessary use of this therapy, which can ac-
centuate the gut dysbiosis induced by SARS-CoV-2 infection and increase the susceptibility
to Clostridivides difficile infections. A number of studies have observed an exacerbated dis-
ease in antibiotic-treated mice infected with respiratory pathogens including Pseudomanas
aeruginosa [53], influenza virus [54] and respiratory syncytial virus (RSV) [28]. Antibiotic
treatment has been shown to impair antiviral responses, thus rendering mice more suscep-
tible to infection by multiple viruses, including West Nile (WNV), Dengue and Zika virus
infection [55].

We found that acute microbiota depletion by oral antibiotics had no impact on SARS-
CoV-2 mortality in mice. In agreement with these findings, we did not observe changes
in viral load or histopathological alterations in the lungs or colons of infected mice. The
experimental model used in our study, transgenic mice expressing the human ACE2
receptor under control of cytokeratin-18 promoter (K18-hACEZ), develops a severe viral
disease after SARS-CoV-2 inoculation. Mice infected with 5 = 10* CFUs began to succumb
at 7-8 dpi and only 20% survived until the 12th dpi. These results are in agreement with
previous data obtained by other groups using this experimental model [49,50,56]. Despite
no significant impact on survival, we observed that Abx-treated mice had a less intense
deterioration in clinical signs compared to control mice.

Absx-treated mice presented a reduction in IL-13 concentrations and an increase in
Iﬁm expression in the lungs. Both cytokines are relevant for SARS-CoV-2 response and
pathogenesis. IL-1j is one of the proinflammatory cytokines excessively produced in the
acute phase of SAR5-CoV-2 infection. A recent experimental study highlighted the rele-
vance of this cytokine for lung damage and indicated that blocking it may have a protective
effect [57]. In contrast with the harmful effects of IL-1B, intranasal administration of [FMN-A
had a beneficial effect on SARS-CoV-Z-infected Syrian hamsters [58]. In addition, we found
a reduction in T cells present in the BAL of Abx-treated mice. Contrary to our initial
hypothesis, these results suggest that microbiota depletion may have attenuating effects
towards SARS-CoV-2 infection. This may be due to a reduction in bacteria translocation
after antibiotic freatment A recent study reported that COVID-19 patients present higher
levels of markers associated with gut leakage than healthy individuals, and the levels of
these markers are higher in patients with a more severe form of COVID-19 compared with
patients with less severe forms of this infection [59]. In addition, the dysbiotic microbiota
of COVID-19 patients has been associated with the development of secondary bloodstream
infections [24]. It is worth mentioning that Abx treatment reduces the gut bacterial load,
thus diminishing the amount of microorganisms that interact with the epithelium and may
cross this barrier. However, it may also select some microorganisms, thus contributing
to the development of secondary resistant infections, as has been reported for COVID-19
patients [60].

We also found an increase in IL-17 and CXCL-1 levels in the colons of Abx-treated
mice. Howewver, no change in inflammatory cells was observed between the groups at the
time point analyzed. A similar increment in pro-inflammatory cytokines {e.g.. CXCL1,
CXCL2 and IL-1PB) was previously reported in E. histolytica-infected mice treated with
Abx, compared to mice that were infected but not treated with Abx [61]. The authors
of the mentioned study demonstrated that these alterations were not associated with an
increment in neutrophil migration to the intestine because the Abx treatment reduced the
responsiveness of neutrophils to chemokines [61], an effect that may also be present in
our model.
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The dysbiosis associated with the antibiotic regimen used in this study has been well
characterized in previous studies [28,62,63]. In addition to drastic changes in the gut mi-
crobiota profile, including a reduction in microbial diversity and significant changes in
community structure, this treatment was also associated with a reduction in the produc-
tion of several microbiota-derived metabolites relevant for the host immune responses,
including short-chain fatty acids (SCFAs). Moreover, COVID-19 patients who received
antibiotics showed more intense alterations in gut microbiota composition compared to
those who were not exposed to antibiotics, with a decrease in multiple beneficial sym-
bionts, including the SCFA-producers Faecalibacterium prausnitzii, Lachnospiraceae bacterium
5 1_&3FAA, Eubacterium rectale, Ruminococcus obewm and Dorea formicigenerans [21]. SCFAs
are an important link befween microbiota and immunity. As already mentioned, COVID-19
dysbiotic microbiota produce lower amounts of these metabolites, which have been linked
with positive effects in different infection models [28,53,54,62,64]. However, recent evidence
indicates that the SCFAs have no impact on SARS-CoV-2 infection [17,26,65] and may also
not be effective in other viral infections [66], indicating that their effect is limited to specific
infectious agents. Our data on Abx-treated mice indirectly support the hypothesis that
SCFAs play no relevant role in SARS-CoV-2 infection.

Several aspects remain to be investigated in the context of the gut-lung axis during
SARS-CoV-2 infection. For example, is SARS-CoV-2 intestinal dysbiosis secondary to the
systemic inflammation or is it a direct effect of the virus on intestinal epithelial cells, thus
affecting the interaction between them (and immune cells) and the components of the
microbiota? Two other important questions that need to be addressed in this context
are (1) whether the dysbiotic microbiota associated with diabetic and obese individuals
play a role in this process and (2) whether dietary interventions that are known to affect
microbiota composition and function may have an impact on disease progression. Many
dietary strategies that allow us to verify the role of the microbiota in the regulation of the
immune system during respiratory diseases such as probiotic therapy [67-69], intestinal
microbiota transplantation [70], the use of fermentable dietary fibers (prebiotics) [70~72] or
through supplementation with compounds of bacterial metabolism (e.g., SCFAs) [28,70,71]
can be evaluated in future studies on SARS-CoV-2. Our study has limitations, including
the absence of analyses on the effect of Abx treatment during the course of infection, or
treatment with more potent Abx regimens or antibiotics that have been commonly used in
COVID-19 patients, such as azithromycin. In addition, we only focused our analysis on a
limited number of time points and doses and we did not test SARS-CoV-2 variants.

5. Conclusions

In summary, our data demonstrate that gut microbiota depletion by acute treatment
with a broad range of oral antibiotics did not alter survival and had only minor effects on
the immune response to SARS-CoV-2 in K18-ACE2 mice.
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Supplementary Figure S1. Gating strategies used to define the leukocyte populations of the BAL. (A)
Gating strategy used for analysis of myeloid and NE cells. (B) Gating strategy used for the analysis of
Iymphocytes.
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Supplementary Figure 52. Effect of oral antibiotics on the length of large intestine and fecal bacterial
load. (A) Representative images of cecum and colon. Female K18-hACE2 mice were treated for 3 days with
antibiotic cocktail before infecion (Abx day 0). (B) Colon length of mice treated or not with antibiotics.
#0001 by Student’s f-test (1= 8-11). (C) Bacterial DNA from feces samples of mice before (Abx D-4) and
after 3 days of antibiotic treatment (Abx D0). **p<0.005 by Student’s +-test (ir=5).
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Supplementary Figure S3. Microbiota changes after infection of K18-hACE2 mice. Female K18-hACE2 mice
were either treated (Abx) or not treated (Control) for 3 days before SARS-CoV-2 infection. Mice were euthanized
at 5 dpi and the luminal contents were collected for microbiota analysis. A non-infected group was also included
in this analysis. Comparisons of alpha diversity between experimental groups. (A) Shannon's entropy index, (B)
Pielou's evenness index. *p<0.05 by Kruskal-Wallis test (1= 4 samples/group). (C) PCoA plot using weighted
UniFrac dissimilarity based on ASVs of the different experimental groups. Comparisons of beta diversity
between experimental groups. (D) Distance from the non-infected group using pairwise PERMANOVA test and
weighted UniFrac distance matrix. *p<0.05 (r= 4 samples/group). (E-F) Comparison of gut bacterial composition
among experimental groups. (E) Bacterial abundance at the phylum level and (F) class distribution.
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CAPITULO 5 - RESULTADOS ADICIONAIS

Comparacao dos efeitos da infecgao pela variante gama e pelo SARS-CoV-2 original na

clinica e composic¢ao da microbiota intestinal de camundongos K18-hACE2

A infeccao pela variante gama (P.1) apresenta maior gravidade comparada a infecgao
causada pelo virus ancestral (BANHO et al., 2022). Entretanto, sua influéncia nos disturbios
gastrointestinais, como a disbiose da microbiota intestinal permanece desconhecida. O objetivo
desta parte do trabalho foi comparar o tropismo em diferentes 6rgaos, patologia pulmonar e
intestinal, os efeitos na composigdo da microbiota intestinal da infecgéo pela variante gama
versus a infecgdo por SARS-CoV-2 ancestral (B.1). Para tanto, camundongos K18-hACE2
foram infectados com as duas linhagens e analisados quanto ao desenvolvimento de alteragbes
clinicas. No quinto dia pds infec¢ao, os animais foram eutanasiados e foram coletados pulméo e
célon para analises histopatolégicas e de perfil de genes inflamatérios, enquanto amostras de
conteudo luminal foram processadas para analise da composi¢do da microbiota intestinal por
sequenciamento de RNA ribossomal 16S. A infecgdo com a variante P.1 em animais
transgénicos K18-hACE2 apresentou maior letalidade do que a com B.1. Apesar de nao haver
diferengca na carga viral no pulméao, intestino, rins e coragao, verificou-se maiores quantidades
de virus no sistema nervoso central de animais infectados pela variante gama, o que pode ter
relacdo com alta mortalidade. Houve redugédo na expressao do gene que codifica ocludina e
aumento da proteina claudina-1 no coélon dos animais infectados pela variante, além de
alteragbes na composi¢cao da microbiota intestinal em comparagao a composi¢cao da microbiota
de animais nao infectados ou infectados com o virus original. Mais estudos sdo necessarios
para investigar o papel da microbiota e seu perfil de composi¢cao durante a COVID-19 com

relagdo ao tropismo pelo sistema nervoso central.
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5.1. Introdugao

O surgimento de variantes do SARS-CoV-2 pode ter um impacto enorme nos sistemas de
saude publica. A segunda onda de casos de Covid-19 em Manaus, a qual foi causada pela
variante Gama (P.1), resultou em prejuizo econémico, social e uma crise de saude sem
precedentes, ilustrando esse risco das variantes. No periodo da segunda onda houve um
aumento dramatico do numero de casos em jovens de 20 a 59 anos, os quais, diferente do que
foi observado na primeira onda que afetou principalmente os idosos (de SOUZA F., et al., 2021).
De dezembro de 2020 a maio de 2021, os casos de Covid-19 na regido amazénica foram
causados predominantemente pela variante P.1, de modo que a permanéncia da transmissao
pode ter favorecido o surgimento de novas mutagdes que podem representar ainda mais
preocupacao devido a capacidade de evadir o sistema imunologico (NAVECA, et al., 2021).
Recentemente, em um estudo que utilizou andlises de bioinformatica e associou os dados de
pacientes e aos de sequenciamento de virus foi observado que pacientes infectados com a
variante P.1 tinham 70% de chance de evoluir para ébito (HAHN, et al., 2021). O objetivo do
presente trabalho foi caracterizar as diferengas entre a infeccdo causada pela variante gama
(P.1) e o virus original. Para tanto, analisamos o tropismo viral, sobrevivéncia e perfil
inflamatério no pulméao e intestino, além de investigar o papel da microbiota intestinal na

infeccdo em modelo murino de infecgio.

5.2. Objetivos

Comparar as alteragdes intestinais causadas pela variante gama (P.1) versus o virus
original em camundongos transgénicos que expressam a enzima conversora de angiotensina

humana (K18-hACE2) em células epiteliais.

Objetivos especificos

I.  Analisar a gravidade da doencga por avaliagdo do peso, escore clinico e sobrevivéncia
apos infecgao;
ll.  Verificar o tropismo viral em diferentes 6rgaos;
lll.  Mensurar o tamanho, morfologia e parametros inflamatérios em 6rgéos alvo da infecgao;
IV.  Analisar as alteragdes na composicdo da microbiota intestinal apds 5 dias de infeccéo

pela variante gama.
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5.3. Materiais e métodos

Virus

O SARS-CoV-2 B.1 (HIAE-02-SARS CoV-2/SP02/human/2020/BRA; Genbank
MT126808.1) foi gentiimente cedido pelo Professor Dr. Edison Luiz Durigon (ICB-USP). A
cepa P.1 (GISAID Accession ID: EPI_ISL_2499748) foi isolada a partir de amostra de swab
nasofaringeal disponibilizada pela Professora Dra. Ester Sabino (IMT-USP) seguindo protocolo
descrito por Amorim (AMORIM et al., 2021). O sequenciamento de genoma do virus foi
realizado para confirmagdo da mutagdo através do MinlON sequencing (Oxford Nanopore
Technologies, Oxford, UK). Os estoques virais de ambas as linhagens foram produzidos e
gentilmente disponibilizados pelo Professor Dr. José Luiz Mddena, do Laboratério de Virus
Emergentes/LEVE, do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).
O estoque viral foi obtido por cultivo em células VERO CCL81 em confluéncia (MOI (Multiplicity
of Infection) = 0,01). O sobrenadante foi coletado apds 36 a 40 horas da inoculagao com virus
ou apos observacao de 50% de efeito citopatico (CPE), centrifugado e armazenado a -80°C. A
titulacao foi realizada por RT-gPCR e ensaio de placa (ROCCO et al., 2020).

Animais

Os procedimentos com animais foram submetidos e aprovados pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas, sob
parecer numero  5792-1/2021. Foram  utilizados camundongos da linhagem
2B6.Cg-Tg(K18-ACE2) 2Primn/J, ou seja, que expressam a forma humanizada de enzima
conversora de angiotensina 2 (hACE2). Estes foram adquiridos da Jackson Laboratory (JAX
stock #034860) e fornecidos pelo Centro Multidisciplinar para Investigacao Biologica (CEMIB —
UNICAMP). Todos os animais foram mantidos inicialmente no Biotério de Animais SPF do
Departamento de Genética, Evolugao, Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biologia da
Universidade Estadual de Campinas. Os animais foram dispostos em gaiolas com filtro na
tampa em numero inferior a 5 por gaiola e possuiam livre acesso a agua e ragao esterilizada.
Posteriormente, os animais foram transferidos para o biotério com nivel de biosseguranca 3 do
Centro de Pesquisa em Virologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo,
onde foram realizadas as infecgdes e coletas dos tecidos. Neste estudo, utilizou-se somente
camundongos fémeas com de 8 a 12 semanas de idade. Todos os experimentos foram
realizados em acordo com as normas éticas propostas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagcdo Animal (CONCEA).


https://www.medrxiv.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=MT126808.1&atom=/medrxiv/early/2020/10/13/2020.10.09.20207464.atom
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Infecgao

Os animais foram anestesiados com solugé&o contendo cloridrato de cetamina (100
mg/kg de peso do animal) e cloridrato de xilazina (20 mg/kg de peso do animal) intraperitoneal
e, posteriormente, infectados com 40 pyL de meio de cultura contendo 10* PFU/mL do
SARS-CoV-2 cepa B.1 ou P.1 por aplicagéo intranasal (ROSSEELS, et al., 2021, MOREAU et
al., 2020). Todos os animais foram pesados e analisados quanto aos parametros clinicos
(Tabela 4) diariamente. A eutanasia e coleta dos tecidos foi realizada no quinto dia pés infecgao.
Foram coletados fezes, sangue periférico para separag¢ao do plasma, pulmao, coragao, intestino
delgado e grosso (duodeno e célon) e rins (Figura 10). Para analise da microbiota foi coletado

conteudo luminal do célon e congelado imediatamente em nitrogénio liquido.



Tabela 4. Parametros utilizados para avaliar escore clinico da doenca.

Parametro Avaliagao Escore

0% de perda 0

1 a 5% de perda 1

6 a 10% de perda 2
Peso corporal

11 a 15% de perda 3

16 a 20% de perda 4

> de 20% de perda 5

Sem piloericao 0
Postura e aparéncia

Piloerigao 1

Ativo 0

Atividade moderada 1
Atividade

Pouca atividade 2

Imobilidade 3

Normal 0
Abertura dos olhos Fechamento lento 1

Fechados 2

Normal 0
Re§ponS|V|dade a Moderada 1
estimulos

Baixa 2

Normal 0
Respiracao

Acelerada 1

Adaptado de (KUMARI et al., 2021; MOREAU et al., 2020)

83



84

Eutanasia
Coleta dos tecidos

0 1 2 3 4 5
Infeccio com Sars—Cm’—Zl Y
Avaliacdo clinia
Nio 3
B T
s 4 Coleta
. '+ Plasma
o - :
% E-Cerebro
L] - ~

DIAS

!+ Pulmdo
i- Coracio
» i
& e 4 :
i= Intestino !
Fémeas K18-hACE2 ' i . "
8-12 sem. idade 1+ Contetido luminal 5
» Baco
= Figado |

Figura 10 . Desenho experimental da infec¢ao pelo B.1 original ou P.1 variante e coleta dos tecidos
Fémeas K18-hACE2 foram inoculadas via intranasal, 40 yL de meio de cultura estéril (grupo nio
infectado) ou contendo 10* PFU/mL do SARS-CoV-2 cepa B.1 ou P.1 (grupo P.1 variante). Foram
avaliados durante 5 dias os parametros clinicos da doenga (peso corporal, postura e aparéncia, atividade,
abertura dos olhos, responsividade a estimulos e velocidade da respiragdo). No quinto dia apds a
infecgdo, os animais foram anestesiados e coletou-se o sangue para separagdo do plasma. Apods a
eutanasia, foram coletados os 6rgaos para analises de carga viral por gqRT-PCR, perfil inflamatério por
ELISA e transcritos inflamatérios, além de histologia para morfologia por coloragdo de hematoxilina e
eosina (HE). Foram realizados dois experimentos independentes, totalizando o numero amostral de 11

animais por grupo.

Analise clinica da doenga

Apods a infecgdo, os animais tiveram o peso corporal e analise clinica da doenca
mensurados diariamente até o dia da coleta (5 dias apds infecgao) ou até 10 dias em analise de
sobrevida. Os parametros utilizados para avaliar a clinica da doenca estdo detalhados na

Tabela 4. No momento da coleta foi mensurado o tamanho do coragao, bago, cécum e célon.
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Carga Viral

Os tecidos foram pesados e homogeneizados em 1 mL solugdo Hank’s Balanced Salt
(HBSS) (Gibco™; numero catélogo: 14025092) contendo antibidticos (0,2% normocin; 1%
Penicilina e Streptomicina; 1% solugdo gentamicina 10 mg/mL) com beads de zircone em
homogeneizador (MagNa Lyzer, Roche Life Science). Em seguida, 200 uL da solugéo foram
separados para realizar ensaio de placa e do restante do volume foi extraido RNA com o kit
Quick-RNA viral kit (Zymo Research) seguindo as recomendag¢des do fabricante. A
concentracdo de RNA foi determinada por aparelho Nanodrop. O material foi amplificado por
reacdo em cadeia da polimerase usando o sistema Tagman. A sequéncias dos primers
utilizados foi:

Primer 1: (5 to 3") ACA GGT ACG TTA ATA GTT AAT AGC GT;

Primer 2: Sequéncia (5 to 3') ATA TTG CAG CAG TAC GCA CAC A

Oligo: Pass Sequéncia: 6FAM-ACA CTA GCC ATC CTT ACT GCG CTT CG-QSY.

O numero de cépias virais foi determinado utilizando curva padrdo do virus e

normalizado pelo peso de tecido (em miligramas).

Escore histopatolégico

No quinto dia apés a infecgéo, os animais foram anestesiados com solugéo de cetamina
e xilazina, e apds perda total de resposta a estimulos foi realizada a coleta de sangue pelo
plexo venoso retro bulbar, seguida de perfusdo cardiaca com 20 ml de solugao salina,
decapitacdo para remogado do cérebro, e entdo remocgdo dos demais 6rgaos de interesse
presentes na cavidade abdominal. O material destinado as analises histolégicas foi fixado em
solugdo tamponada de paraformaldeido 4% por 72 a 96 horas a 8°C. Apés fixagcdo, os materiais
foram lavados trés vezes com solugdo salina e mantidos em alcool 70% até o momento do

processamento para inclusdo em parafina. Foi realizada a microtomia em 5-7 ym para

realizagdo de coloragédo por hematoxilina e eosina. Apds obtencéo das imagens de microscopia
dos cortes de pulmao e intestino, foi realizada analise qualitativa de escore inflamatério. Para o
intestino foi avaliada a presencga de infilirado inflamatério, edema e ulceragbes no epitélio
(FACHI et al., 2020). Para o tecido pulmonar foi avaliada a hiperplasia de pneumacito do tipo Il,
inflamacao perivascular, septal e alveolar, caracterizada pela presenca de linfécitos, macréfagos

e neutrofilos, além de quantidade de edema e fibrina alveolar (YINDA et al., 2021).
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RT-gPCR de genes inflamatérios

O material de RNA obtido do processamento para carga viral do pulmao, intestino
delgado, intestino grosso e células epiteliais intestinais isoladas também foi utilizado para
analise quantitativa de RT-PCR. Os genes alvos e o enddgeno estdo descritos na tabela 5. O
isolamento de células epiteliais intestinais do célon foi realizado por meio de incubacdo em 20
mL de HBSS com 2 mM de EDTA a 37°C, com homogeneizagdes de 15 segundos a cada 10
minutos durante 1 hora. Em seguida foi filtrado em 70 ym e lavado para remog¢ao do EDTA por
meio de centrifugacdo a 2000 rpm/10 minutos/4°C. Em seguida o pellet de células foi
ressuspendido em 1 mL de HBSS suplementado com 5% de soro bovino fetal, centrifugado a
1800 rpm/3 minutos/4°C e ressuspendido em tampdo de lise contendo 1% de

beta-mercaptoetanol (RNeasy® Kit Qiagen - niumero catalago 7404).

O RNA foi convertido em cDNA seguindo as recomendacgdes do fabricante do kit de
conversao com transcriptase reversa High Capacity (Applied Biosystems™). A amplificagao foi
realizada por sistema de real time PCR Sybrgreen (Master mix - Applied Biosystems™). As
sequéncias dos primers sao apresentadas na tabela 5. Os resultados foram calculados para
obtencédo do delta cycle threshold (ACT), subtraindo o valor de CT do gene alvo pelo gene
endogeno (B2-microglobulina). A normalizagao dos valores de 2*-AACT foi realizada com base
no grupo B.1 original, e o resultado transformado em Log2 de modo a facilitar as comparacoes

com o grupo P.1 variante.



Tabela 5. Lista de primers utilizados.

Gene

Sequéncias

B2m (endégeno)

Cxcl11
Tnfa

116

I11b
Rank1
Bcl2
Bax
Ifnb1
Ifnl3 (IL28a/b)
Ifng
Isg15
Tir4
Reg3
Defb1

Occludin

F: 5 — CCCCACTGAGACTGATACATACG -3’

R

: 5’- CGATCCCAGTAGACGGTCTTG-3’

F: 5-CCGAGTAACGGCTGCGACAAAG-3'

: 5-CCTGCATTATGAGGCGAGCTTG-3'

:5-TCTTCT CATTCCTGC TTGTGG C -3’

:5-CACTTGGTGGTTTGC TACGACG-3

:5 - CTG CAA GAG ACT TCC ATC CAG -3
: 5 - AGT GGT ATA GAC AGG TCT GTT GG -

:5"GGC AGC TACCTGTGT CTT TCC C -3

:5’ATATGG GTC CGA CAG CAC GAG -3

: 5'- GCTCAACAAGGACACAGTGTGC-3’

:5- CGCATCGGATTTCTCTGTCCCA-3’

:5-ATG CCT TTG TGG AAC TAT ATGGC -3’

:5’- GGT ATG CAC CCA GAG TGA TGC- 3’

15 - AGA CAG GGG CCTTTT TGC TAC - &

15 -AAT TCG CCG GAGACACTCG-3

R
F

R
F

R
3

F

R
F

R
F

R
F

R
F: 5-CGT CCC AGATCT CCTCAACT -3
R:
F
R
F
R
F
R
F
R
F
R
F
R
F
R

5-AGATCT CTG CTC GGACCACC-3’

15 -GCC TCT TCATAX ACT GAG CCA -3’

:5- CCT GTC CAG ACT CAC CTT GCT -3

:5'- ACTGGCAAAAGGATGGTGAC - &

: 5-TGAGCTCATTGAATGCTTGG - 3

: 5-GAGCTAGAGCCTG CAGCAAT-3’

: 5-TCACGGACACCAGGAAATCG-3

:5'- ATGCATGGATCAGAAACTCAGCAA - 3’

:5'- AAACTTCCTGGGGAAAAACTCTGG - 3’

:5'-TTC CTG TCC TCC ATG ATC AAA A- 3’

:5'-CAT CCACCT CTG TTG GGT TCA- &'

: 5'- GGACGCATTCCTACCAAAAA-3

:5- TCTTCCTTTCCAAGGCAGTT-3

:5'- CACTCCCAGACTCCACCACC- 3

:5'- CGATCCATCCCAGAGAAGCC- 3’

Enzyme-Linked Immunosorbant Assay (ELISA)
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Foram coletados fragmentos de 15-30 mg de pulm&o, duodeno e célon, aos quais foram

adicionados 300 pL de tamp&o Ripa com inibidor de proteases. As amostras foram processadas

para extracdo de proteinas em gelo com homogeneizador por 30 segundos a 7000 rpm e

centrifugadas a 10000 rpm/10 minutos/4°C. O sobrenadante foi coletado para ensaio ELISA.
Foram dosadas as citocinas TNF-a, IL-6, IL-1B, IL-17 , CXCL1 (KC), CXCL2 (MIP-2) e IFN-B
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seguindo as recomendagbes do fabricante (R&D Systems). Outro marcador de inflamacao
intestinal, a lipocalina-2 foi quantificado em amostras de conteudo luminal do célon foram por kit
ELISA, de acordo com as instrugdes do fabricante (R&D Systems). As concentragbes desta

proteina foram expressas em pg/mg de conteudo luminal.

Analise de parametros bioquimicos

A atividade da isoenzima MB da creatina quinase (CK-MB -Labtest, referéncia 118), da
Transaminase Pirlivica e Oxalacética (TGP e TGO - Labtest, referéncias 53 e 52) e as
concentracdes plasmaticas de uréia (Laborleb, codigo UR130708) foram mensuradas de acordo
com as recomendagdes dos fabricantes. A glicemia e concentragao de corpos cetdnicos foram
mensurados em amostras de sangue periférico caudal com aparelho de glicemia (FreeStyle

optium neo, Abbott).

Analise do perfil de microbiota intestinal por sequenciamento de DNAr 16S

A extracdo de DNA do conteudo luminal foi realizada com o kit PureLink™ Microbiome
DNA Purification Kit (Invitrogen, cdédigo A29790) seguindo protocolo recomendado pelo
fabricante. Para andlise de 16 S foi realizada a amplificagdo da regido V3-V4 do 16S
ribossomal usando os primers 341F (5-CCT AYG GGR BGC ASC AG-3') e 806R (5-GGA CTA
CNN GGG TAT CTA AT-3') e sequenciamento de nova geracao (NGS). Tanto o preparo da
biblioteca quanto o sequenciamento foram realizados pela empresa Novogene.

As sequéncias foram enviadas em formato Fastq e entdo aplicadas em teste de controle
de qualidade por FastQC e MultiQC. Para realizar as etapas de filtragem, pareamento,
identificagcdo e remogao de ruidos foi utilizada a plataforma QIIME2 2021.11 e o plugin DADA2.
Os resultados gerados em tabelas com valores de frequéncia das ASVs (amplicon sequence
variants) e usados para construir a taxonomia utilizando SEPP (RODRIGUES, et al., 2022). Foi
avaliada a o-diversidade, por meio do indice de Shannon com base no perfil das espécies. Para
calculo da distancia entre as amostras, B-diversidade, foi utilizada a escala multidimensional

nao métrica (NMDS) com base na abundancia relativa dos géneros (HU et al., 2021).
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Analises estatistica

Todas as analises foram realizadas usando o software GraphPad Prism 5.0 (Graph Pad
Software, Inc, San Diego, CA, EUA). Diferengas foram consideradas significativas para p<0,05.
Os resultados foram primeiramente analisados por teste de normalidade de
D’Agostino/Shapiro-Wilk e entdo comparados por teste-t Student ou ANOVA com post test de

Tukey, dependendo do numero de grupos e variaveis analisados.
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5.4. Resultados

Avaliacao clinica da doencga

Apds a infecgdo com 1x10* PFU tanto os animais infectados com a cepa original quanto
os infectados com a variante gama desenvolveram doencga segundo os parametros clinicos de
perda de peso (****p<0,0001) e escore clinico (****p<0,0001) quando comparados ao grupo néo
infectado (Figura 11). Os dados apresentados nessa figura se referem a dois experimentos
independentes. A compilacdo desses resultados indica que nao ha diferenga entre peso ou
escore clinico dos animais infectados. No entanto, quando analisados separadamente,
observamos que no primeiro experimento (n=6) nao foram observadas diferengas na perda de
peso entre os grupos P.1 e B.1 ao longo de 5 dias apés infeccao (dados ndo mostrados). No
entanto, em um segundo experimento (n=5), enquanto o grupo infectado com a cepa original
apresentou a partir do terceiro dia pds infecgao (dpi) redugbes médias do percentual de peso
corporal de 1,7% ,8% e 13%, a média do grupo P.1 foi mais alta (10%, 17% e 23% nos dias 3, 4
e 5, respectivamente (dados nao mostrados). Ao realizar a analise comparativa de ambos os
experimentos, observamos perda ponderal intensa (quase 20%) ao final do periodo
experimental, tanto nos animais infectados com a cepa B.1, quanto nos animais infectados com
a cepa da variante P.1 (Figura 11a)

Ambos os grupos infectados apresentaram escores maiores da doenga entre os dias 4 e
5 apods a infecgao (***p<0,001, B.1 original e P.1 variante vs. ndo infectado; Teste de Tukey
Anova-2 way). As diferencas observadas entre os experimentos também foram vistas no escore
clinico, de modo que na primeira infeccdo ndo houve diferenga entre as linhagens quanto a
gravidade da doencga ao longo dos cinco primeiros dias apds a infec¢ao (dados ndo mostrados).
Ja no segundo lote, os animais infectados com a variante gama apresentaram doenca com
maior gravidade, segundo valor de escore clinico, entre os dias 4 (*p<0,05) e 5 (****p<0,0001)
quando comparada com a evolugdo dos animais infectados com a B.1 original (dados nao
mostrados). Entretanto, quando compilados os dados, os animais infectados com a variante P.1
apresentaram escore clinico semelhante aos animais infectados com a cepa original (Figura
11b).

A infeccdo com a cepa P.1. apresentou maior letalidade do que a com a cepa B.1 (Figura
11c). A partir do sétimo dia da infeccao foi observada elevada mortalidade de animais
infectados com a variante, de modo que ao final do experimento o grupo apresentou sobrevida

de 12,5% (Figura 11c). Ja no grupo infectado com a cepa B.1, a sobrevida foi de 75%,
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demonstrando assim maior gravidade da infec¢ao por P.1 comparado a infecgdo gerada pela

cepa original (Figura 11c).
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Figura 11. Parametros clinicos e de sobrevida da infec¢ao pelas linhagens P.1 e B.1 em animais
K18-hACE2.

Fémeas K18-hACE2 (8-12 semanas de idade) foram inoculadas via nasal com 40 pL de meio de cultura
puro (n&o infectado) ou contendo 1x10* PFU/mL da cepa B.1 (B.1 original) ou P.1 (P.1 variante) do

SARS-CoV-2. Apods a infecgdo foi acompanhado o peso corporal e escore clinico por 5 dias, e 10 dias
para andlise de sobrevida. Ao final do periodo experimental de 5 dpi foi realizada a eutanasia, medida
dos 6rgéos e coleta dos materiais biolégicos. (A) Percentual de variacdo do peso corporal. (B) Escore
clinico. (C) Sobrevida. As linhas representam a média + SEM. ***p<0,0001 por Anova 2-Way com teste
Tukey de multi comparagéo para a média dos grupos entre P.1 variante vs nao infectado e B.1 original ou
nao infectado. Os dados nas figuras A e B sdo representativos de dois experimentos (n=11); em C dados
de um experimento (n=8).
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Comparacao de tropismo tecidual e da histopatologia pulmonar

Para verificagdo do perfil de tropismo tecidual da variante P.1 foi analisada a carga de
particulas virais no quinto dia apés infeccdo por RT-PCR em diferentes amostras biolégicas
(pulmao, rim, coragéo, colon, conteldo luminal do colén e cérebro) (Figura 12a). Conforme
pode ser observado na figura 12a, a carga viral do pulmao foi alta, mas similar entre as
linhagens do SARS-CoV-2 empregadas (Figura 12a). Para os demais tecidos, a exceg¢do do
cérebro, também nao houve diferenca significativa de carga viral entre as linhagens. A carga
viral encontrada no cérebro foi alta, sendo préxima a observada no pulmao. Além disso,
verificou-se maiores cargas virais para todas as regides do cérebro avaliadas (bulbo olfatério,
hipotalamo, hipocampo, cértex pré-frontal, tronco encefalico e cerebelo) no caso dos animais
infectados com a cepa P.1. (Figura 12a).

Apesar da infeccado pela variante P.1 ter apresentado maior letalidade, o pulmao dos
animais no quinto dia pés-infeccdo ndo apresentou alteragbes patoldgicas significativamente

diferentes das observadas no grupo infectado com o virus original (Figura 12b e c).
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Figura 12. Comparacao de tropismo tecidual e efeito histopatolégico no pulmao entre a variante
P.1 e 0o SARS-CoV-2 original.

(a) Carga viral avaliada por qRT-PCR de RNA viral de diferentes tecidos coletados apés 5 dias da
infecgdo em animais K18-hACEZ2. Linha tracejada representa o valor minimo de log para quantidade de
RNA viral para ser considerada infecgdo. Graficos de barras representam a média do grupo e SEM.
Dados obtidos de duplicata experimental (n=11). (b) Cortes histolégicos do pulmao em coloragédo de
hematolixina e eosina (HE); Escalas apresentadas em 100 microns. (c) Escore histopatolégico do

pulm&o. *p<0,05 por Anova One-Way com teste Tukey de multi comparagéo; n=5.
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Comparacao de efeitos macroscépicos e em parametros bioquimicos

Foram observadas alteracbes macroscopicas nos animais infectados com P.1, como
secrecao nos olhos (Figura 13 a7) e inchago com acentuada coloragdo amarelada no interior de
todo o intestino delgado (Figura 13 a8) e cécum (Figura 13 a9). Nao foram encontradas essas
alteragbes nos animais infectados com o virus original. A infec¢ao, pelas duas linhagens virais,
nao alterou o tamanho do bacgo, ou dos outros 6rgaos avaliados (Figura 13 b-d). Em relagéo aos
parametros bioquimicos dosados no plasma, ndo houve diferenca para TGO, TGP, CK-MB
(dados nao mostrados) ou glicemia apés a infeccdo em ambos os grupos (Figura 13 e) No
entanto, houve consideravel aumento da concentragdo de corpos cetdnicos nos grupos
infectados em relagdo aos animais ndo infectados (Figura 13 f). Animais infectados pela
variante P.1 apresentaram reduc&o nas concentracdes de uréia plasmatica quando comparados

ao grupo controle nao infectado (Figura 13 g).
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Figura 13. Analise macroscépica geral, tamanhos do bago, célon e coracido e pardmetros
bioquimicos no plasma e sangue.

Medidas mensuradas e amostras de plasma coletadas ao final do periodo experimental, 5° dia apés a
infeccdo. (a) Macroscopia de corpo todo (1, 4 e 7), da cavidade abdominal (2, 5 e 8) e dos segmentos
cécum e colon (3, 6 e 9). (b) coracgdo, (c) célon, (d) bacgo; (e) glicemia; (f) cetonemia e (g) ureia

plasmatica. (*p<0,05; **p<0.005) Anova One-way. Amostras obtidas de dois ensaios independentes
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(n=3-8). Média do grupo representada pelas barras e valores individuais de cada animal expressos em
pontos + SEM.

Perfil inflamatério do pulmao

A concentracdo proteica de IFN-B, IL-6, TNF-a e de CXCL1(KC) ndo apresentou
alteragbes entre os grupos experimentais (Figura 14 a-f). A infecgdo pela variante P.1 induziu
menor producao de IL1-f e CXCL-2 (MIP-2) comparada a infeccdo com o virus original (Figura
14 c-e) (**p<0,005 e *p<0,05, respectivamente). Em relacdo a expressao génica de citocinas
inflamatérias, nao houve diferenga nas concentragdes de Infb, Cxcl11, II1b e 1I6. No entanto, a
expressao de Isg15 foi menor no pulméo de animais infectados pela variante, comparada ao

grupo infectado com a cepa original (Figura 14 g)
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Figura 14. Perfil inflamatério pulmonar de animais infectados com as linhagens B.1 ou P.1 de
SARS-CoV-2.

Citocinas inflamatdrias avaliadas por ELISA e gqRT-PCR de pulmao coletado no 5 dpi. (a) Concentragao
de IFN-B; (b) IL-6; (c) IL1-B (**p<0,005, Test T); (d) TNF-a; (e) CXCL-2 (*p<0,05, Test T); (f) CXCL-1 ou
KC; Linha tracejada representa o valor médio das concentragbes do grupo nao infectado. (g) qRT-PCR
dos transcritos de Ifnb, Isg15, Cxcl11, ll1b e 116 com valores de 2-AACT normalizados pelo grupo B.1 e
representados em Log2. Dados obtidos de um experimento com n=5-6 para analise do ELISA e de dois
experimentos independentes para andlise de gRT-PCR (n=7-9). Média do grupo representada pelas

barras e valores individuais de cada animal expressos em pontos + SEM.
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Perfil inflamatorio intestinal

Na analise histopatolégica do coélon foi possivel observar apenas diferenca na
quantidade de células produtoras de muco. Houve redugao no nimero de células caliciformes
por cripta no colon de animais infectados com SARS-CoV-2 original comparado ao grupo
controle nao infectado (****p<0,001) (Figura 15b-c). Contudo, em animais infectados com P.1
observamos o oposto, ou seja, aumento no numero dessas células, comparado ao grupo
infectado com SARS-CoV-2 (****p<0,001). Nao foi observada diferenga quanto a profundidade
de criptas ou escore histopatolégico (Figura 15d).

Com relagao ao célon, para as proteinas IFN-B, IL-1B8, TNF-a, CXCL-2 e CXCL-1, as
concentracdes apresentadas pelo grupo infectado com a variante foram similares as do grupo
infectado com a cepa B.1 (Figura 15e). A infeccdo pela variante aumentou a producgao de IL-6
no colon, valor médio duas vezes maior (212 pg/ml) que o apresentado pelo grupo infectado
com a linhagem original do SARS Cov-2 (88,9 pg/ml) (Figura 15 €) (*p<0,05, Test T). Nao houve
diferenca nas concentragdes de lipocalina entre os grupos experimentais (Figura 15f).

Nao houve diferenca na expressado de genes antivirais, inflamatérios ou de peptideos
antimicrobianos entre os grupos infectados (Figura 15g). A infecgédo por P.1 reduziu a expressao
do gene de jungao celular Ocld, comparado a infecgéo pelo virus original (**p<0,005) (Figura 15
g). Além disso, a infecgdo pela variante gama induziu aumento da proteina claudina-1 no célon
de camundongos em comparagao com os grupos nao infectado e infectado com B.1 (*p<0,05)
(Figura 16a-b). A expresséo de genes relacionados a inflamacao (Rank1 e Tnfa) e apoptose
(Bax e Bcl2) por células epiteliais do célon foi semelhante entre os animais infectados com as
diferentes linhagems de SARS Cov-2 (Figura 16¢). Contudo, na infecgao pela variante houve
maior expressao Ifng e 1l6 pelas células do epitélio do intestino grosso (Figura 16¢) (*p<0,05,
Test T, e ***p<0.0005 Anova-one way). Este ultimo resultado é condizente com o aumento da

proteina no tecido coldnico (Figura 15 e) e indica ativagao inflamatéria no tecido.
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Figura 15. Andlise morfolégica e inflamatéria do célon de animais K18-hACE2 infectados com
SARS-CoV-2 ancestral ou variante P.1.

(a) Microscopia de célon em HE. (b) Analise quantitativa da morfologia por: escore histopatoldgico,
numero de células caliciformes por cripta e comprimento de cripta. (¢) Analise quantitativa da morfologia
por: escore histopatoldgico, numero de células caliciformes por cripta e (d) comprimento de cripta; (e)
Citocinas IFN-B, IL-6, IL1-B, TNF-qa, IL-17, CXCL-2 e CXCL-1 ou KC avaliadas por ELISA no célon; Linha
tracejada representa o valor médio das concentragbes do grupo ndo infectado. (f) Lipocalina (pg/g de
conteudo luminal do coldn), quantificada por ELISA; (g) Expressédo génica por qRT-PCR de citocinas
inflamatérias (/fnb, Ifni3, Cxcl11, 116, 1I1b), receptor imunoldgico (TIr4), peptideos antimicrobianos (Reg3,
Reg4 e Defnb1) e componente de jungao celular (Ocld). Valores de 2“AACT normalizados pelo grupo B.1
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e representados em Log2. *p<0,05 e **p<0,005 Test T; ****p<0,001 Anova 1-way. As barras representam

a média £+ SEM e formas geométricas representam os valores individuais. N=3-6.
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Figura 16 . Imunofluorescéncia de claudina-1 em célon e gqRT-PCR de células epiteliais colonicas
de animais infectados com as linhagens B.1 ou P.1 de SARS-CoV-2.

(a) Imunofluorescéncia para Claudina-1 (vermelho) e marcagao de nucleo (DAPI/azul) em cortes de colon
(5 um). (b) Quantificagdo de claudina-1 por intensidade média de fluorescéncia normalizada pela
intensidade de fluorescéncia do DAPI. *p<0,05 Anova one-Way. Nao infectado n=4; B.1 original n=5; P.1
variante n=5; (c) Anélise de expressao génica por qRT-PCR em células epiteliais intestinais isoladas do
colon de animais 5 dpi. Dados obtidos de um experimento. Valores de 2*AACT normalizados pelo grupo
B.1 e representados em Log2; n=5. Média do grupo representada pelas barras e valores individuais de

cada animal expressos em pontos + SEM.
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Anadlise da composi¢cdo da microbiota intestinal apés infec¢cao por SARS-CoV-2 original

ou variante P.1

A diversidade alfa que avalia a riqueza ou diversidade da microbiota intestinal dentro de
uma amostra, foi avaliada pelos pardmetros de indice Shannon e medidas qualitativas de
diversidade filogenética. Segundo indice Shannon, houve redugéo da diversidade no grupo P.1
comparado ao grupo nao infectado (*p<0,05), porém sem alteragao da diversidade do grupo B.1
com os demais. Considerando as relagdes filogenéticas na medida qualitativa de
enriquecimento das comunidades, a infeccdo por P.1 também apresentou redugdo do
enriqguecimento, comparada ao observado na infecgao pelo virus original (*p<0,05) (Figura 17a).
Nao houve diferengca quando avaliados todos os grupos em conjunto. Com relagdo a medida
qualitativa de caracteristicas observadas de enriquecimento, a infeccdo pela variante P.1
reduziu o enriquecimento das comunidades quando comparado a comunidade pods infecgéo
pelo virus original (*p<0,05) ou antes da infegao por SARS-CoV-2 (*p<0,05). Neste caso, houve
diferenca entre todos os grupos (*p<0,05) (Figura 17a).

Por outro lado a diversidade beta, que avalia as diferengcas entre a riqueza ou
diversidade comparando a dissimilaridade entre as amostras, revelou mudancas na composicao
microbiana intestinal dos animais infectados pela variante P.1 em comparacdo aos animais
infectados com SARS-CoV-2 original ou em estado basal sem infec¢ao (*p<0,05 por Bray-Curtis
e Unweighted UniFrac) (Figura 17b-c). Em seguida, avaliamos a composi¢do da microbiota em
diferentes niveis taxondmicos.

Devido ao baixo numero amostral (ndo infectados n=3 e infectados n=6) para as
analises de abundancia relativas dos grupos taxonémicos, avaliados por teste de ANCOM, nao
foram observadas diferengcas significantes. Contudo, é possivel observar aumento da
abundancia relativa dos filos Bacteroidota e Verrucomicrobiota na microbiota dos animais
infectados com variante P.1 (Figura 17d). Isso é observado na abundancia relativa para
Verrucomicrobiae e Bateroidia, em que a infeccao por P.1 parece ter aumentado nessas
classes, comparado aos demais grupos experimentais (Figura 17d). Mais amostras sao
necessarias para aumentar o poder de analise comparativa da composi¢do da microbiota
intestinal de animais infectados por SARS-CoV-2 ou pela variante P.1.

Apesar de néao ter sido observado diferengas estatisticas ao nivel de ordem, algumas
features parecem apresentar um padrdo bioldgico comum de aumento (Rhizobiales,
Staphylococcales, Pseudomonadales, Oscillospirales, Gastranaerophilales, Lactobacillales,

Bacteroidales e Vibrionales) ou de reducdo (Rhodospirillales e Veillonellaes-Selenomonadoles)
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da abundancia entre os animais infectados quando comparado aos animais nao infectados
(Figura 18a). Nesse sentido, também se observou uma tendéncia no aumento
(Verrucomicrobiales) ou reducdo (Bacilales, Acholeplasmatalesm Aeromonadales,
Lachospirales e Richettsiales) de algumas ordens de bactérias apenas nos animais infectados

com a variante P.1, comparando com os animais sem infeccéo (Figura 18a).
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Figura 17. Analise da composi¢cdo da microbiota intestinal de camundongos infectados com
SARS-CoV-2 original ou Variante P.1 em camundongos K18-hACE2.

Anadlise de microbiota intestinal realizada por sequenciamento de DNA ribossomal 16S de amostras de
conteuddo luminal coletadas do célon 5 dias apds a infecgdo por SARS-CoV-2 original ou pela variante
P.1. (a) Alfa diversidade analisada por medida quantitativa do enriquecimento das comunidades
(Shannon’s diversity index), e qualitativa por medida do enriquecimento das comunidades considerando
as relagdes filogenéticas incorporadas (Faith’s phylogenetic diversity) e medida qualitativa do
enriquecimento das comunidades (Observed features). *p<0,05 comparagédo entre todos os grupos;
Kruskal-wallis. (b) Beta diversidade analisada por medida quantitativa da dissimilaridade (Bray-curtis
distance). (c) Beta diversidade analisada por pardmetro qualitativo de medida de dissimilaridade entre as
comunidades, considerando a relagao filogenética incorporada entre elas (Unweighted UniFrac distance).
(d) Abundancia relativa de taxons ao nivel de filo e classe representados em graficos de barras. Nao

infectado n=3 e infectados n=6.
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Figura 18. Abundancia relativa de taxons nos niveis filo, classe ou ordem apés 5 dias de infecgao

por SARS-CoV-2 original ou variante P.1.

(a) Analise da microbiota intestinal por sequenciamento de 16S rDNA. N&o infectado n=3 e infectados

n=6.
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Figura 19. Causa ou consequéncia: Qual a relagdo entre as alteragbes da microbiota e
componentes da barreira epitelial intestinal e o aumento da carga viral no cérebro durante
infec¢ao pela P.1?

A infeccdo causada pela variante gama em comparagdo com a infecgdo do virus original induziu alta
mortalidade, que pode estar relacionada com maior carga viral no cérebro. A infeccdo pela variante gama
gerou sintomas gastrointestinais intensos, disbiose e alteracdes em componentes da barreira epitelial
intestinal. Todas essas alteragbes presentes na doenga causada pela gama nos levam ao
questionamento de causa ou consequéncia: as mudangas no intestino influenciam os niveis virais mais

altos no cérebro ou os niveis mais altos no cérebro afetam as mudangas no intestino?
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5.5. Discussao

Neste trabalho buscamos apresentar comparag¢des clinicas e moleculares entre as
infecgdes causadas pelo virus SARS-CoV-2 do inicio da pandemia e pela variante gama em
animais considerados modelo para Covid-19 grave. Os dados clinicos apontam uma maior
gravidade para infecgdo por P.1, com drastica queda na sobrevivéncia a partir do 6 dpi,
corroborando os dados de mortalidade previamente obtidos (MAO et al., 2021). Apesar disso,
vale ressaltar que, em outro modelo experimental, hamsters, ndo houve diferenga na gravidade
da doenca de animais infectados com a variante P.1 comparado aos infectados com a cepa
antiga de SARS-CoV-2, segundo a evolucao de perda de peso corporal (IMAI et al., 2021).

Apesar da infeccao pela variante ter apresentado maior mortalidade do que a infecgao pela
cepa B.1, ndo houve diferenga no tropismo avaliado no pulméo, coracéao, rim, colon e conteludo
luminal. Contudo, observamos maior tropismo pela variante no cérebro para todas as regioes
avaliadas. Em estudo que comparou o tropismo das linhagens P.1 e B.1.351 (variante beta) no
tecido pulmonar de animais BALB/c e C57BL/6 também n&o foram observadas diferengas nas
cargas virais no dia 3 apo¢s infeccado (MONTAGUTELLI et al., 2021). O alto tropismo da variante
gama/P.1 também foi observada no bulbo olfatério de hamsters comparado a outras linhagens,
demonstrando assim ser um efeito independente da expressao do receptor ACE2 (humano e
murino) em camundongos K18-hACE 2 (DE MELO et al., 2023). No entanto, vale ressaltar que
a intensidade da invasdo do SARS-CoV-2 no sistema nervoso central, € mais intensa em
K18-hACE2 do que a observado em humanos, induzindo alta mortalidade durante infecgao
neste modelo experimental (FUMAGALLI et al., 2022; KUMARI et al., 2021).

Em camundongos K18-hACE2, as variantes alfa (B.1.17) e beta (B.1.351) causaram
sintomas mais intensos como inchaco em estdbmago e intestino, além de infecgdo ocular e
lesBes de 6rgdos mais graves, com deposicdo de dimero D em 6rgaos vitais, comparadas a
cepa original (RADVAK et al., 2021). Em necrdpsia realizada em dois animais infectados pela
variante P.1, foi identificada coagulagéo disseminada intravascular, e parada cardiorrespiratéria
como sendo a causa da morte (Anexo 3). Winkler e colegas observaram que em 2 de 9 animais
K18-hACE2 infectados com 2,5x10* PFU de SARS-CoV-2, em andlise histoldgica do coragéo
havia presenca de sérias alteragdes, incluindo aumento de eosindfilos e presenca de nucleos
picnoticos. Essas alteragdes podem estar relacionadas com infarto do miocardio associado a
periodos longos de isquemia (KHAN et al.,, 2020). Em estudo no qual os pesquisadores
infectaram animais K18-hACE2 com dose ainda maior de SARS-CoV-2 (1x10°f) ndo houve

alteragbes cardiacas em analises histolégicas (CAROSSINO et al., 2021). No primeiro semestre
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do surgimento da pandemia de Covid-19, estudos ja apontavam a miocardite como sendo fator
importante presente em casos graves da doenga, bem como seu impacto na mortalidade dos
pacientes (GUO et al.,, 2020a; SHI et al., 2020; ZHENG et al., 2020). Ainda ndo foram bem
esclarecidos os mecanismos relacionados aos danos ao tecido cardiaco observados na
Covid-19. Contudo, as hipéteses propostas para explicar o surgimento de doenga cardiaca
aguda ou crbnica em decorréncia da infecgdo por SARS-CoV-2 envolvem questdes
relacionadas ao efeito direto do virus no coracdo, como por exemplo maior tropismo, ou
indiretos ao virus, mas relacionadas a sua patologia, como inflamagao sistémica e hipéxia em
decorréncia da resposta imune, além do surgimento de evento trombdtico e aumento de acido
lactico (TAJBAKHSH et al., 2021).

Corroborando a literatura atual, no quinto dia apds a infec¢ao, avaliado neste trabalho, ndo
houve aumento de IL-6 no pulmé&o, tanto na infecgdo com o virus original quanto com a variante
P.1. Com relagdo as diferencas que a variante P.1 apresentou, quando comparado o perfil
inflamatério pulmonar, observamos menores concentracdes de IL-18 e CXCL-2, versus o
apresentado no pulméao dos animais infectados com a cepa original. Em trabalho comparativo
entre a P.1 e outras duas linhagens anteriores do SARS-CoV-2 ndo consideradas variantes de
preocupacdo, em que foi utilizado hamsters, as alteragdes inflamatérias e na funcéo pulmonar
foram semelhantes entre os grupos, independentemente do tipo de cepa que os animais foram
infectados (IMAI et al., 2021). Durante a infeccdo em humanos, a producdo de IL-1 por
monocitos e macrofagos € maior do que nestas mesmas células em individuos saudaveis ou
infectados pelo virus da influenza (MELMS, 2021). A quimiocina MIP-2 ou CXCL-2 é crucial
para o recrutamento de neutréfilos e macréfagos para o tecido infectado, células importantes na
resposta imune inata contra infeccbes. Pacientes infectados com SARS-CoV-2 apresentam
aumento de CXCL-2 circulante (KHALIL; ELEMAM; MAGHAZACHI, 2021). Durante a infecgao
pelo virus H1IN1 a producdo de CXCL-2 é garantida pelas células epiteliais e macréfagos dos
compartimentos alveolar e intersticial (GREGOIRE et al., 2007). Tanto na infecgéo por influenza
A, quanto por SARS-CoV-2, as células NK parecem ter papel importante no recrutamento de
neutréfilos e macrofagos, via produgédo das quimiocinas CXCL-1 e CXCL-2 (ALON et al., 2021).
Levando em consideracdo que a variante P.1 apresenta aspectos de antigenicidade diferentes
das linhagens originais do SARS-CoV-2, mais estudos sdo necessarios para verificar se isso
poderia modificar o reconhecimento de padrées moleculares, de modo a interferir na ativacao
de vias relacionadas a producéo de IL-1B e CXCL-2 (IMAl et al., 2021).

Com relagcdo a expressdo de ACE2 humano ao longo do trato intestinal de

camundongos K18-hACE2, parece haver certa variabilidade, visto que Winkler e colegas
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observaram maior expressao no colon do que no intestino delgado, enquanto Carossino e
colegas verificaram intensa expressdo na camada apical da mucosa do intestino delgado e
presenca rara no colon. Apesar da discrepancia quanto a presenca do receptor utilizado pelo
virus para adentrar as células do hospedeiro, a carga viral intestinal neste modelo animal foi
baixa, comparada a outros 6érgdos extrapulmonares, e ndo foram observadas alteragbes
morfologicas (HASSAN et al., 2020; MOREAU et al., 2020). Evidéncias histopatolégicas de
inflamacao endotelial difusa na submucosa do intestino delgado de pacientes com Covid-19,
bem como isquemia no mesentérico sugerem dano microvascular no intestino delgado de
pacientes com Covid-19 grave (VARGA et al., 2020).

A infecgao pela variante P.1 aumentou as concentragdes da citocina IL-6 no colon. Esta
citocina foi encontrada em concentragdo duas vezes maior no célon de animais infectados com
P.1 em comparagao as concentragdes no colon apds infecgdo com SARS-CoV-2 original. A IL-6
participa da regulacao/renovacao de células intestinais em condi¢cdes de homeostase, na qual
atua de maneira autécrina entre células tronco via sinalizacdo Wnt (GUO et al., 2020b). Além
disso, a microbiota intestinal, mais precisamente Bacteroidales, parece ter papel regulador na
producdo de IL-6 por linfécitos intraepiteliais com receptor T beta (CD4°CD8"), via ativagao de
Myd88, de maneira a contribuir para regulagdo de componentes do muco e proteinas de jungao
(KUHN et al., 2018). Contudo, em condi¢des patoldgicas, a IL-6 pode contribuir para a redugao
do controle de permeabilidade intestinal, por aumentar a expressao de claudina-2, proteina de
membrana responsavel por formar canais paracelulares envolvidos na passagem de agua e
cations (SUZUKI; YOSHINAGA; TANABE, 2011). Diferentes células podem estar envolvidas na
producao da IL-6 no intestino, como por exemplo, mondcitos, macrofagos, linfécitos TCD4+,
células dendriticas do tipo CD103+CD11b+ ou células do musculo liso dependendo do tipo de
estimulo inflamatdrio presente (GUO, Y. et al.,, 2020). Considerando o descrito por Kuhn e
colegas, e a auséncia de infiltrado inflamatério na mucosa intestinal dos animais infectados no
presente estudo, é possivel que haja relagao entre as alteragbes apresentadas exclusivamente
pelos animais infectados com a variante P.1, como alteragdo da microbiota intestinal, com o
aumento de IL-6 no colon e redugdo de componentes de controle de permeabilidade intestinal.
Mais estudos sdo necessarios para testar essa hipotese de relagcédo entre composicao e fungao
da microbiota intestinal, produgcdo de IL-6 e controle de permeabilidade intestinal durante
infecgoes virais respiratérias.

A reducdo da expressao génica de ocludina e aumento da claudina-1 durante infecgao
pela P.1 sdo evidéncias de um possivel comprometimento de controle de barreira intestinal. Em

estudo recente, pesquisadores observaram que pacientes que desenvolveram a forma grave da
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COVID-19 apresentaram aumento de marcadores associados a perda de permeabilidade
intestinal no inicio da doenga (GIRON et al., 2021). Essas alteracbes ocorreram de modo
independente de dano no epitélio intestinal e os autores sugerem o uso desses marcadores
para predicdo de risco (GIRON et al., 2021). Vale ressaltar ainda que ha evidéncias de que a
disbiose do microbioma intestinal, a qual pode contribuir para a mudanca de permeabilidade
intestinal, estd associada a translocacéo de bactérias para o sangue durante o COVID-19,
causando infecgbes secundarias (BERNARD-RAICHON et al., 2022).

A reducdo da diversidade bem como alteragbes na abundancia da familia
Akkermansiacea tem sido reportados em analises da microbiota de pacientes com COVID-19 e
em modelo de infecgdo com camundongo K18-hACE2 (BERNARD-RAICHON et al., 2022;
SEIBERT et al., 2021). Camundongos nao vacinados também apresentaram maior abundancia
de Akkermansia quando comparados ao grupo vacinado (CAO et al., 2021). A Akkermansiacae
pertence ao filo Verrucomicrobia e é possivel que este aumento esteja relacionado com as
alteragbes no numero de células caliciformes, como foi observado no trabalho de Raichon e
colegas. Tem sido documentado o papel da Akkermansia muciniphila na manutencdo da
integridade da barreira intestinal, modulacdo da resposta imune do hospedeiro e melhoria de
varias vias metabdlicas (CANI; DE VOS, 2017; PELLEGRINO et al., 2023). Entretanto, ainda
nao sao claros os mecanismos por tras do aumento de Akkermansia induzido pela infecgdo com
SARS-CoV-2. Seria esta uma resposta frente a disbiose? Uma tentativa de restabelecer a
homeostase, principalmente com relagao a protegcao de barreira do epitélio intestinal?

Em conjunto, os dados do presente trabalho apontam diferengas na doenga induzida pela
variante P.1 em camundongos em relacao a infec¢ao por B.1. Estas podem ter conexdo com a
infeccdo neurolégica grave, disbiose e alteragbes em componentes da barreira epitelial
intestinal. Futuras investigacbes se fazem necessarias para explorar 0 eixo microbiota
intestinal-cérebro durante a COVID-19 (Figura 19).
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5.6. Conclusao

A infeccdo com a variante gama em camundongos K18-hACE2 induziu alteragbes em
componentes da barreira intestinal e na composicdo da microbiota que podem estar
relacionadas com a maior letalidade observada durante a infeccdo em comparagao com a cepa
original B.1.
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CAPITULO 6 — DISCUSSAO GERAL E PERSPECTIVAS

6.1. Qual a relevancia dos acidos graxos de cadeia curta durante a infecgao por
SARS- Cov-2?

Estudos pré-clinicos tém apontado efeitos positivos da suplementagao de AGCC via oral ou
do consumo de dieta rica em fibras no controle de infecgbes virais respiratérias. A
suplementagdo com acetato ou dieta rica em celulose e pectina protegeu camundongos da
infeccao pelo Virus sincicial respiratério, via ativacdo do receptor FFAR2 (Free fatty acid
receptor 2) e producao de IFN-B por células epiteliais pulmonares (ANTUNES et al., 2019). O
tratamento com acetato durante a infeccdo por influenza protegeu os animais de infecgéo
secundaria bacteriana, reduzindo a carga bacteriana e inflamagcdo pulmonar, além de ter
reduzido também a mortalidade comparada ao grupo controle (SENCIO; MACHADO;
TROTTEIN, 2021). Dieta rica em inulina ou o tratamento com butirato reduziu a infecgao por
influenza em camundongos, por modular a resposta de macrofagos e neutrofilos de maneira a
promover a resolugdo da doenga com menores danos ao tecido pulmonar (TROMPETTE et al.,
2018).

No presente estudo, o tratamento com a mistura de acetato, propionato e butirato reduziu os
niveis de transcricdo de genes importantes para a detec¢do de moléculas virais, controle da
entrada e replicacdo viral, como RIG1, TMPRSS2 e o receptor de IFN-A. Contudo, ndo alterou a
carga viral das bidpsias intestinais nem das células epiteliais intestinais. Apesar das limitagbes
do trabalho como o pequeno tamanho das amostras e a falta de bidpsias intestinais de
pacientes com COVID-19, vale ressaltar que o uso de amostras humanas de pacientes nao
infectados foi relevante para estabelecer um potencial papel dos AGCC no primeiro ano da
pandemia e nao exclui a possibilidade de que os AGCC tenham um efeito significativo na
infeccao por SARS-CoV-2, principalmente, se aplicados em modelo in vivo. Brown e colegas ao
avaliarem os efeitos do tratamento com AGCC por 14 dias antes da infecgdo, em diferentes
modelos de roedores que foram infectados com pseudo virus do SARS-CoV-2 ou pela Variante
gama verificaram redugao da carga viral nas vias aéreas e no intestino (BROWN et al., 2022). O
efeito observado foi relacionado a regulagdo negativa da expressao do receptor ACE2 e
melhora na fungdo de imunidade adaptativa via receptores FFAR2 e FFAR3, além de
descreverem uma nova funcao reguladora dos AGCC na resposta de coagulacao sistémica via
regulacéo da proliferagdo de megacariocitos e renovagao de plaquetas (BROWN et al., 2022).

Pacientes que recebem transplante alogénico de células-tronco hematopoiéticas durante

tratamento de malignidades hematolégicas apresentam maior risco de desenvolver doengas
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respiratdrias virais durante os primeiros meses apés o transplante (SAHIN et al., 2016). Em
estudo que avaliou a microbiota intestinal de pacientes que receberam transplante alogénico de
células-tronco, observaram que os individuos com maior abundancia de bactérias produtoras de
butirato tiveram cinco vezes menos probabilidade de desenvolver infecgdes respiratérias(HAAK
et al., 2018).

Em um estudo randomizado controlado por placebo com pacientes COVID-19, avaliaram a
eficacia da suplementagcdo com capsulas simbiéticas contendo Lactobacillus (L.) rhamnosus, L.
helveticus, L. casei, Bifidobacterium (B.) lactis, L. acidophilus, B. breve, L. bulgaricus, B.
longum, L. plantarum, B. bifidum, L. gasseri e Streptococcus (S.) thermophilus (10° UFC), e
frutooligossacarideos (VAEZI et al., 2023). Foi observado que a terapia adjuvante simbidtica por
2 semanas pode ser eficaz para modular as respostas inflamatérias contra a infecgdo por
COVID-19, de acordo com os niveis séricos de IL-6 (VAEZI, et al., 2023). Os principais efeitos
observados do tratamento com probiéticos foram a reducdo de sintomas clinicos como fadiga,
disfuncao olfatéria e falta de ar, nausea e vémitos e outros sintomas gastrointestinais, além de
reducao da duragao da doencga (XAVIER-SANTOS et al., 2022).

Considerando a limitacdo da aplicagao desse tipo de tratamento adjunto com probidticos em
pacientes imunocomprometidos ou em uso de corticosterdides durante a fase aguda da
infecgdo (XAVIER-SANTOS et al., 2022), além da evidente participagdo da microbiota intestinal
em pacientes com complica¢des de longo prazo do COVID-19 (LIU et al., 2021), ressaltam a
importancia de aprofundar a compreensao dos aspectos ecoldgicos e metabdlicos da microbiota
intestinal frente a infecgdo pelo SARS-CoV 2. Portanto, se fazem necessarios estudos que
caracterizem esses aspectos a curto e longo prazo da infecgédo para garantir o aperfeicoamento

dos alvos terapéuticos.
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6.2. Impacto da microbiota intestinal na patogénese da COVID-19: quais modelos

experimentais utilizar?

O tratamento com antibidticos prejudica as respostas antivirais, tornando os camundongos
mais suscetiveis a infecgdo por virus respiratérios como influenza (ICHINOHE et al., 2014),
virus sincicial (DESSEIN et al., 2020) e outros tipo como virus do Nilo Ocidental (WNV), Dengue
e Zika (THACKRAY et al, 2018). Em um estudo de margo de 2023, identificaram entre
pacientes com COVID-19 leve a moderada, apresentaram maior carga bacteriana nas vias
aéreas superiores, além de uma maior prevaléncia de genes de resisténcia antimicrobiana
(MAHMUD et al., 2023). Os pesquisadores sugerem que automedicagdo com antibidticos
combinada com prescrigao excessiva pode estar contribuindo para o aumento da ocorréncia de
bactérias resistentes a antimicrobianos e que pessoas infectadas com SARS-CoV-2 correm
maior risco de adquirir uma infeccdo secundaria, o que seria dificil de tratar se os organismos
infectantes tivessem um perfil de resisténcia a multiplas drogas (MAHMUD et al., 2023).

Observamos que a deplecao aguda da microbiota por antibiéticos orais nao teve impacto na
mortalidade por SARS-CoV-2 em camundongos fémeas que expressam o receptor ACE2
humano sob controle do promotor da citoqueratina-18 (K18-hACE 2). Contudo, a evolugao da
doenga seguiu o mesmo curso de outros trabalhos que utilizaram o mesmo modelo
experimental, onde camundongos infectados com 5 x 10* CFUs comegaram a sucumbir em 7-8
dias ap6s a infecgcdo e apenas 20% sobreviveram até o 12° dia (DONG et al., 2022;
FUMAGALLI et al., 2022; YINDA et al., 2021). Apesar de nao haver impacto significativo na
sobrevida, observamos que os camundongos tratados com antibidticos tiveram uma
deterioracdo menos intensa dos sinais clinicos em comparagdo com os camundongos controle.
Brow e colaboradores, apesar de nao terem infectado animais apds o uso crénico de
Vancomicina, eles observaram que a antibioticoterapia reduziu drasticamente a abundancia da
espécie Clostridia e as concentracoes de AGCC. Interessantemente, essas alteracbes
causadas pelo antibidtico impactaram no aumento da expressdo do ACE 2 principalmente no
intestino, o que também foi observado em animais Germ-free. Desta forma, é possivel que a
cronicidade de um perfil disbidtico induzido pelo uso de antibiético possa ter maiores impactos
no desfecho da infecgao por SARS CoV 2, comparado a um periodo mais curto.

Vérios aspectos ainda precisam ser investigados no contexto do eixo intestino-pulméo
durante a infecgdo por SARS-CoV-2. Por exemplo, a disbiose intestinal SARS-CoV-2 é
secundaria a inflamacgéo sistémica ou é um efeito direto do virus nas células epiteliais

intestinais, afetando assim a interagdo entre elas (e células imunes) e os componentes da
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microbiota? Duas outras questdes importantes que precisam ser abordadas neste contexto sao
(1) se a microbiota disbidtica associada a individuos diabéticos e obesos desempenha um papel
neste processo e (2) se as intervengdes dietéticas que sdo conhecidas por afetar a composigao
e funcdo da microbiota podem ter impacto na progressdo da doenca. Muitas estratégias
dietéticas que permitem verificar o papel da microbiota na regulagdo do sistema imunoldgico
durante doengas respiratérias, como terapia probiética (GARCIA-CASTILLO et al., 2020; HU et
al., 2021c; SAGAR et al., 2014), transplante de microbiota intestinal (JANG et al., 2021), uso de
fibras alimentares fermentaveis (prebidticos) (JANG et al., 2020, 2021; TROMPETTE et al.,
2018) ou por meio de suplementagdo com compostos do metabolismo bacteriano (por exemplo,
SCFAs) (ANTUNES et al., 2019; JANG et al.,, 2020; TROMPETTE et al., 2018) podem ser
avaliados em estudos futuros sobre SARS-CoV-2. Com base nas limitagbes do presente estudo,
podemos apontar estratégias experimentais que podem contribuir para maiores respostas em
trabalhos futuros, como por exemplo, avaliar efeito da antibioticoterapia durante o curso da
infeccao ou tratamento com regimes de antibioéticos mais potentes e comumente usados em
pacientes com COVID-19, como a azitromicina. Além disso, verificar o efeito sob a composicao
da microbiota e permeabilidade intestinal durante infeccido por outras variantes de preocupacao
do SARS-CoV-2 e em outros modelos animais como hamster, poderia ajudar a completar as

respostas sobre o papel da microbiota durante a COVID-19.
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6.3. Conclusao

Na primeira publicacio, foi demonstrado que o tratamento com mix de AGCC apesar de
reduzir a expressao de proteinas importantes para a entrada do virus na célula hospedeira, ndo
impactou na carga viral. Em trabalho posterior, verificamos que a deplecdo da microbiota
intestinal por tratamento agudo com uma ampla gama de antibidticos orais ndo alterou a
sobrevida e teve apenas efeitos menores na resposta imune ao SARS-CoV-2 em camundongos
K18-ACE2. E por fim, a infeccdo pela variante gama em K18-hACE2 induziu alteragdes em
componentes da barreira intestinal e composicdo da microbiota que hipotetizamos estarem
relacionadas com a maior gravidade e infecgdo neuroldgica pelo virus. O presente estudo
contribuiu com informagdes importantes sobre o papel da microbiota intestinal frente a
COVID-19, e indica possivel conexado entre o0 eixo cérebro-intestino durante infec¢cado grave

induzida pela variante gama em modelo murino.
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Laudo necropsia animais K18-hACE 2 infectados pela variante P.1

ST
H EMOCLIN ANALISES CLINICAS E BANCO comale@enmochogat oom b
PET DE SANGUE VETERINARIO P
Cassgaras-SP CEP 13020160
Paciente: Rato 1/ P1 - Variante 43 Saxo: F N* Registro.: 000557&
Bspécic. : MUS MUSCULUS Instituicio: FUNDACAO DE DESENVOLVIMENTO DA UNICAMD FUNCAMD
Bstor...: IBE - UNICAMP Solicitanta: PROF. DR. MARCO AURELIO RAMIREZ VINOLO
LAUDO DE NECROPSIA
MACROSCOPIA:
1. Avaliagio externa:
* Sem particulandades.
‘Cerehmedemauado
Cavidade Toracica:

* Pulmdes: Edemaciados com dreas esbranquicadas.
* Traquéia/ Esofago: Externamente sem particulandades.

* Coragao: Sem particularidades. . . .
*Fwﬁmhﬂn#hmmmmmsehmmm
processo desrnyapo(pos—mm’lixagao"

* Estomago: Semp-tu;landadesocnhndomedumaﬁnhdedevdunelqndo

* Intestino: Pwhdamexhsaomhdesn&gagmeﬂuﬁnlmesefezmasmmm
(pos-morten?/fixag3o?).

* Cavidade Peritoneal: Sem evidéncia de ascite.

* Rins: Edemaciados.

* Bexiga: Sem particulandades.

MICROSCOPIA: Os cortes histologicos mostram:

* Cérebro: Apresertahpomamda. hiperemia, edema cerebral e presenca de micro trombos subcorticais.

* Pulmoes:  Apresentam hiperplasia de pneumocitos; dano alveolar difuso com exsudato, congestio capilar.
ﬁqmmmeﬂm&iwﬂommowmmﬂ(e&m) m.mdmrea;aode
Mbsmesca%‘s:maﬁoim&ia a principalmente por linfocitos e raros neutrofilos

Observa-se
’Ooraqio Apresemwigestaocqﬂarwnm detruﬂhoseareaswnperdadaesuugaomversd
* Rins: Tubulos qxesemzndoimdlzagao anudeag (necrose tubular aguda) e congestio capilar.
Enusamdemmm(posmmagao

'F'luado Apresenta areas de congestdo capilar com focos de hemorragia e necrose de hepatocitos nos bordos

’Biqo Nm)d!ﬁugaodasmmemmeobHmewmdemmm
mlna.

Esohuoeestomago Sem particularidades.
* Pancreas e vesicula biliar: Necrose isquémica (pos-morten?/fa@acio?).
* Bexiga: Sem particulandades.
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HEMOCLIN ANALISES CLINICAS E BANCO Lbﬂmmv
PET DE SANGUE VETERINARIO R Jonge Msanga. 119 Botaogo
Camgnas-SP CEP 13020180
Paciente: Rato 1/ P1 - Variante 43 Sexo: F N® Registro.: 0005576
Espécia. : MUS MUSCULUS Instituiglo: FUNDACAO DE DESENVOLVIMENTO DA UNICAMF FUNCAMP
Eator...: IE - UNICEMD Solicitanta: PROF. DRE. MARCO AURELIO RANMIREZ VINOLO
DIAGNOSTICO:
- Pulm3o de choque/SARS.
- Edema agudo pulmonar.
- Enfizermna pulmonar.
- Necrose tubular aguda.
- CID { Coagulag3o intravascular disseminada).
CAUSA MORTIS:
- Parada cardiorespiratoria.
~
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pET DE SANGUE VETERINARIO T
Cassgeras-8P CEP. 13020180
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Eator...: IBE - UNICAMP Solicitanta: PROF. DRE. MARCO AURELIO RAMIREZ VINOLO

LAUDODENECROPSIA
MACROSCOPIA:

1 Avaliagio externa:
* Sem partculandades.

2. Avaliagio interna:
9*94:. e pescogo:

Cavidade Toracica:
* Pulmoes: Edemaciados com areas esbranquigadas.
* Traqueial/ Esofago: Extemnamente sem particulandades.

* Coragao: Sem pahml:idads . L X
-meuumpmmo Apresentam alteragoes necroticas e frequentes areas em processo
de des (pos-monen"ﬂhapo)

* Estomago: pa‘lnlmdadescummdomednqmdedemlwndo

* Intestino: wadammmdeHWeMdmesekzmMmm
(pos-nnrhn"lhqao’

* Cavidade Peritoneal: Sem evidéncia de ascite.

* Rins: Edemaciados.

* Bexiga: Sem particulandades.

MICROSCOPIA: Os cortes histologicos mostram:

'Céreh.m:Apresartahwlaaulda.hpm edema cerebral e presenca de micro rombos subcorticais.
* Pulmoes: Apresentam hiperplasia de pneumocitos; dano alveolar difuso com exsudato, congestao capilar,

transversal.
* Rins: Tubulos apresentando troidizag3o. anudeados (necrose tubular aguda gestio capilar, formagdo
ummme(mmmmb;m”:m) e =

'F'ualo mm:rmfemowhmbmsdememsqm{mbom

Baeo Naodeﬁl;aohspobashmemﬂla onde observa-se menor quantdade de globulos vermelhos
mpnm
'Esofaooeestw Sem particularidades.
* Pancreas e vesicula biliar: Necrose isquémica (pés-morten?/fxagio?).
* Bexiga: Sem particulandades.
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