
 UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS 

 INSTITUTO DE BIOLOGIA 

 PATRÍCIA BRITO RODRIGUES 

 PAPEL DA MICROBIOTA INTESTINAL NA INFECÇÃO POR 
 SARS-CoV-2 

 THE GUT MICROBIOTA ROLE IN SARS-CoV-2 INFECTION 

 CAMPINAS 
 2023 



 PATRÍCIA BRITO RODRIGUES 

 PAPEL DA MICROBIOTA INTESTINAL NA INFECÇÃO POR 
 SARS-CoV-2 

 THE GUT MICROBIOTA ROLE IN SARS-CoV-2 INFECTION 

 Tese  apresentada  ao  Instituto  de  Biologia  da 
 Universidade  Estadual  de  Campinas  como  parte  dos 
 requisitos  exigidos  para  a  obtenção  do  título  de 
 Doutora  em  Genética  e  Biologia  Molecular  na  Área 
 de Imunologia. 

 Thesis  presented  to  the  Institute  of  Biology  of  the 
 University  of  Campinas  in  partial  fulfillment  of  the 
 requirements  for  the  degree  of  Doctor  in  Genetic  and 
 Molecular Biology, in the area of Immunology. 

 Supervisor/Orientador: Prof. Dr. Marco Aurélio Ramirez Vinolo 

 ESTE  ARQUIVO  DIGITAL  CORRESPONDE  À  VERSÃO 
 FINAL  DA  TESE  DEFENDIDA  PELA  ALUNA  PATRÍCIA 
 BRITO  RODRIGUES  E  ORIENTADA  PELO  PROF.  DR  . 
 MARCO AURÉLIO RAMIREZ VINOLO 

 CAMPINAS 
 2023 





 Campinas, 11 de agosto de 2023. 

 COMISSÃO EXAMINADORA 

 Membros Titulares 

 Prof. Dr. Marco Aurelio Ramirez Vinolo (IB/ Unicamp) [Orientador] 

 Profa. Dra. Carmen Veríssima Ferreira Halder (IB/ Unicamp) 

 Dra. Renata Sesti Costa (Faculdade de Ciências Médicas da Unicamp) 

 Dra. Jaqueline Goes de Jesus (USP - Universidade de São Paulo) 

 Dra. Juliana Terzi Maricato (Universidade Federal de São Paulo) 

 A Ata da defesa com as respectivas assinaturas dos membros encontra-se no SIGA/Sistema de 

 Fluxo de Dissertação/Tese e na Secretaria do Programa de Pós-graduação em Genética e 

 Biologia Molecular da Unidade Instituto de Biologia. 



 DEDICATÓRIA 

 Em  memória  das  vítimas  de  COVID-19  que  tiveram  seu  tempo  de  estadia  aqui  na  Terra 

 roubado,  principalmente  as  do  Brasil,  quando  poderiam  ter  mais  chances  de  sobreviver  não 

 fosse o desrespeito com a vida promovido pelo governo genocida daquela época. 

 Aos  pacientes,  profissionais  de  saúde  e  cientistas  que,  mais  do  que  nunca,  estão  trabalhando 

 juntos para alcançar respostas e soluções para esta doença. 

 À  minha  mãe,  Eliane  de  Oliveira  Brito,  que  sempre  me  apoiou  neste  árduo  caminho  da  ciência, 

 mesmo  parecendo  um  mundo  tão  distante  do  seu  entendimento,  ela  me  deu  forças  para  não 

 desistir  e  lutar  como  mulher,  a  mesma  força  que  recebeu  em  3  gerações  de  mulheres  da  nossa 

 família que lutaram por seus lugares. Te amo. 

 Dedico  também  a  mim,  por  cada  minuto  aplicado  ao  estudo,  experimentos  e  escrita.  Que  todo 

 esse  investimento  sirva  para  eu  não  me  esquecer,  que  enquanto  eu  for  exceção  entre  os  meus, 

 a favela ainda não venceu e precisarei continuar trabalhando para que isso mude. 



 AGRADECIMENTOS 

 Os meus sinceros agradecimentos: 

 Ao  Prof.  Dr.  Marco  Aurélio  Ramirez  Vinolo,  primeiramente  por  me  dar  a  oportunidade  de 

 descobrir  e  criar  ciência,  me  orientando  mais  do  que  em  uma  tese,  mas  em  como  me  tornar 

 uma  pesquisadora  melhor  e  humana  todos  os  dias.  Segundo,  por  ter  aceitado  o  desafio  de 

 adentrar no mundo da virologia. 

 Aos  Professores  Dr.  Thiago  Mattar  Cunha  e  Dr.  José  Carlos  Farias  Alves  Filho,  pela  parceria 

 que foi crucial para o desenvolvimento dos experimentos  in vivo  . 

 Ao  Dr.  Giovanni  Freitas  Gomes,  que  foi  meu  braço  direito  na  execução  dos  experimentos  com 

 animais,  e  me  proporcionou  muitas  discussões  científicas  e  políticas  que  contribuíram  para 

 aprimorar meu criticismo, importante para os cientistas. 

 Aos  colegas  do  laboratório  pelo  companheirismo  nas  inúmeras  análises  e  discussões  de 

 resultados,  em  especial:  Vinícius  Rodovalho,  Arilson  Bernardo,  Monara  Kaelle,  Renan  Corrêa  e 

 Pollyana. 

 Ao  Prof.  Dr.  José  Luiz  Proença  Módena  e  sua  equipe,  em  especial  Gabriela  Souza,  Stefanie 

 Muraro,  Pierina  e  Daniel  Teixeira  por  me  suportarem  nos  ensaios  de  infecção,  carga  viral  e  nos 

 esclarecimentos das minhas infinitas dúvidas sobre virologia. 

 Aos  professores  do  departamento  Dr.  Henrique  Marques,  Dr.  Pedro  Manoel,  Dr.  Marcelo  Mori, 

 Dr.  Alessandro  Faria,  Dr.  Daniel  Martins-de-Souza  e  Dra.  Catarina  Raposo  Dias  Carneiro,  pelo 

 companheirismo  ao  compartilharem  seja  algum  equipamento,  estrutura  ou  reagente,  tornando 

 possível  estender  nossas  possibilidades  para  muito  além  do  que  poderíamos  se  fizéssemos 

 sozinhos. 

 Aos  amigos  e  amigas  que  sustentaram  a  minha  sanidade  nos  momentos  difíceis,  através  de 

 abraços  ou  conversas  longas,  Felippe  Mousovich  Neto,  Felipe  Cezar  Pinheiro,  José  Luiz  Fachi, 

 Arilson Bernardo e Jackeline de Freitas Cipriano. 



 Aos amigos que conheci pela Força Tarefa Contra a COVID-19, em especial Luana Nunes. 

 Ao  Dr.  François  Trottein  por  ter  me  dado  tantas  oportunidades  que  não  tenho  palavras  para 

 agradecer.  Pude  conhecer  outros  países,  outras  culturas,  aprender  outra  língua  e  mergulhei 

 dentro  de  mim,  no  processo  de  autoconhecimento.  No  campo  da  Ciência,  foi  igualmente  incrível 

 tudo que vivi e aprendi.  Merci beaucoup pour toute  ! 

 Agradeço  ao  time  FT,  Lucie,  Cyril,  Séverine,  Loic,  Gemma,  Lou,  Ozmen  e  Fabiola  que  ao 

 contrário  da  fama  de  que  os  europeus  são  frios  e  distantes  no  ambiente  de  trabalho,  vocês 

 foram minha família e meu apoio para todos os momentos. 

 Em  especial,  agradeço  a  Fabíola  e  ao  Ozmen  pelo  afeto  sem  medidas.  Vocês  serão  para 

 sempre meus irmãos da Ciência e da Vida. 

 Agradeço  minha  família,  pela  compreensão  de  minha  ausência  mesmo  antes  do  isolamento 

 social,  em  especial  minha  irmã  Érika  Cristina,  sobrinhos  João  Francisco  e  Laura  Cristina,  tia 

 Ana Cláudia Rodrigues da Silva e primos Itauane, Isabella, João e Davi Luca. 

 Ao  meu  amor  Maxime  Idkowiak,  agradeço  pelo  carinho  e  respeito  dados  a  mim  em  todos  os 

 momentos que precisei estar longe para me dedicar ao trabalho. 

 Ao  Instituto  de  Biologia,  incluindo  todos  os  colaboradores  das  secretarias  e  direção,  docentes 

 da  pós-graduação  que  contribuíram  para  minha  formação,  alunos  da  graduação  que  durante  o 

 estágio de docência foram essenciais para meu desenvolvimento. 

 À  Unicamp,  por  todo  apoio  e  gestão  durante  o  trabalho  desenvolvido  em  meio  à  pandemia,  com 

 diversos recursos de acompanhamento da saúde de alunos e funcionários. 

 O  presente  trabalho  foi  realizado  com  apoio  da  Coordenação  de  Aperfeiçoamento  de  Pessoal 

 de Nível Superior - Brasil (CAPES) - Código de Financiamento 001. 

 O  presente  trabalho  foi  realizado  com  apoio  das  bolsas  de  doutorado  processo  n° 

 2019/14342-7)  e  bolsa  de  estágio  de  pesquisa  no  exterior  processo  n°  2022/02058-5  , 

 Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de São Paulo (FAPESP). 



 “É necessário acreditar que o sonho é possível, que o céu é o limite e você é imbatível”. 
 Racionais Mc’s 



 RESUMO 

 Pacientes  infectados  com  SARS-CoV-2  apresentam  alterações  significantes  na  composição 
 e  funcionalidade  da  microbiota,  quadro  esse  chamado  de  disbiose  associada  a  COVID-19. 
 Essas  alterações  têm  sido  associadas  com  menores  concentrações  de  ácidos  graxos  de  cadeia 
 curta  (AGCCs),  metabólitos  microbianos  que  atuam  na  comunicação  entre  a  microbiota  e  as 
 células  do  hospedeiro,  incluindo  os  componentes  do  sistema  imunológico  do  hospedeiro.  No 
 entanto,  a  relevância  da  microbiota  intestinal  bem  como  de  seus  compostos  imunomoduladores 
 frente  à  infecção  pelo  SARS-CoV-2  ainda  não  está  bem  estabelecida.  Desta  forma,  a  proposta 
 do  trabalho  foi  investigar  o  efeito  do  tratamento  com  AGCCs  e  o  impacto  da  redução  da  carga 
 microbiana  intestinal  durante  a  infecção  por  SARS-CoV-2.  Para  isso,  utilizamos  modelo  in  vitro 
 com  biópsias  intestinais  e  linhagem  de  células  epiteliais  intestinais  humanas  para  avaliar  o 
 efeito  dos  AGCCs  na  infecção  por  SARS-CoV-2.  Em  seguida,  analisamos  in  vivo  ,  com 
 camundongos  K18-hACE2,  a  relevância  da  depleção  da  microbiota  após  o  tratamento  com 
 antimicrobianos  em  respostas  clínicas  e  imunológicas  à  infecção  por  SARS-CoV-2.  Além  disso, 
 comparamos  os  efeitos  da  infecção  pela  variante  gama  (P.1)  versus  à  infecção  por  SARS-CoV-2 
 ancestral  (B.1)  nas  alterações  da  microbiota  intestinal.  Nossos  resultados  indicaram  que  os 
 AGCCs,  quando  adicionados  in  vitro  ,  apesar  de  reduzirem  a  expressão  de  proteínas 
 importantes  para  a  entrada  e  reconhecimento  do  vírus  na  célula  hospedeira  como  TMPRSS2  e 
 DDX58,  respectivamente,  não  impactaram  na  carga  viral  em  células  epiteliais  ou  biópsias 
 intestinais.  No  modelo  animal  de  infecção  por  SARS-CoV-2  demonstramos  que  a  depleção  da 
 microbiota  intestinal  por  tratamento  agudo  com  antimicrobianos  orais  de  amplo  espectro  não 
 alterou  a  sobrevida  pós-infecção  e  teve  apenas  efeitos  pontuais  na  resposta  imune  ao 
 SARS-CoV-2  indicando  que,  nestas  condições,  a  alteração  da  microbiota  pelos  antimicrobianos 
 não  interfere  no  desenvolvimento  da  doença.  Por  fim,  observamos  que  a  infecção  pela  variante 
 gama  em  K18-hACE2  induziu  alterações  em  componentes  da  barreira  intestinal  e  na 
 composição  da  microbiota  que  são  mais  evidentes  do  que  no  caso  da  infecção  pela  cepa 
 ancestral.  Nós  hipotetizamos  que  estas  alterações  tenham  relação  com  a  gravidade  e  infecção 
 do  sistema  nervoso  pelo  vírus.  Em  suma,  neste  trabalho  mostramos  que,  nas  condições 
 testadas,  alterações  agudas  da  microbiota  intestinal  ou  suplementação  in  vitro  com  metabólitos 
 da  microbiota,  AGCCs,  não  alteraram  a  resposta  à  infecção  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  à  função  de  barreira  do  intestino,  o  que 
 pode ser relevante para as diferenças clínicas entre as mesmas. 

 Palavras-chave:  Microbiota  intestinal;  Ácidos  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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 CAPÍTULO 1 – INTRODUÇÃO 

 Resumo 

 Quando  o  assunto  é  intestino  e  COVID-19  uma  das  primeiras  perguntas  a  ser  feita  é  “o 

 vírus  pode  alterar  a  composição  da  microbiota?”  E  a  resposta  é  sim,  a  infecção  pelo  vírus 

 SARS-CoV-2  pode  alterar  tanto  a  microbiota  intestinal  quanto  a  dos  pulmões.  Pacientes  com 

 casos  mais  graves  da  COVID-19  podem  ter  alterações  mais  acentuadas  na  microbiota  devido 

 ao  uso  de  antimicrobianos,  e  isso  tem  sido  investigado  para  melhorar  as  abordagens 

 terapêuticas  nesses  casos.  O  impacto  da  COVID-19  na  microbiota  intestinal  pode  ser  avaliado 

 inclusive  sob  um  olhar  cultural  e  de  mudanças  de  hábitos.  A  presença  de  disbiose, 

 caracterizada  por  um  perfil  potencialmente  mais  inflamatório  e  com  alterações  na  resposta 

 imunológica,  é  uma  condição  presente  em  indivíduos  com  obesidade,  diabetes  ou  que  estão  na 

 fase  de  envelhecimento.  Antes  do  surgimento  da  pandemia  do  SARS-CoV-2  já  havia  estudos 

 indicando  que  indivíduos  com  obesidade  ou  senis  apresentavam  maior  gravidade  e  ocorrência 

 de  infecções  bacterianas  oportunistas  durante  infecções  pelo  vírus  da  Influenza.  Com  a 

 COVID-19  parece  que  o  desequilíbrio  da  microbiota  pode  também  trazer  prejuízos  adicionais. 

 Países  com  maior  prevalência  de  obesidade  são  os  que  apresentam  também  maior  taxa  de 

 mortalidade  pela  COVID-19.  Durante  os  primeiros  meses  de  pandemia,  países  com  maior 

 população  idosa  foram  os  que  apresentaram  maior  taxa  de  mortalidade.  Importante  ressaltar 

 que  esses  indivíduos  apresentam  outras  características  que  também  prejudicam  o 

 funcionamento  do  sistema  imunológico  e  sua  ação  na  eliminação  do  vírus,  como  doenças 

 crônicas  e  o  próprio  envelhecimento  das  células  imunes.  Entretanto,  em  estudos  prévios 

 envolvendo  idosos,  o  uso  de  probióticos  (alimentos  que  contém  bactérias  vivas  e  benéficas  para 

 saúde)  e  prebióticos  (alimentos  que  possuem  nutrientes  que  são  consumidos  pelas  bactérias 

 intestinais,  como  as  fibras  e  ajudam  a  aumentar  a  quantidade  ou  a  atividade  de  bactérias 

 benéficas)  apresentou  muitos  benefícios  para  a  resposta  imunológica  e  aumento  da  eficácia  de 

 vacinas  para  diferentes  tipos  de  vírus  da  gripe.  Portanto,  apesar  da  existência  de  alterações  na 

 microbiota  que  ocorrem  naturalmente  durante  o  processo  de  envelhecimento  e  dos  desafios  no 

 controle  da  obesidade,  estudos  envolvendo  as  abordagens  terapêuticas  para  o  melhoramento 

 da  composição  e  atividade  da  microbiota  durante  a  COVID-19  podem  contribuir  na  redução  da 

 mortalidade e melhora da qualidade de vida dessa população. 



 14 

 1.1.  Características da microbiota intestinal e sua relação 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  área,  formando  um  ecossistema.  Desde  o 

 desenvolvimento  dos  primeiros  microscópios,  os  microrganismos  que  habitam  o  interior  do  trato 

 gastrointestinal  começaram  a  ser  propostos  como  sendo  importantes  para  a  manutenção  da 

 saúde  ou  surgimento  de  doenças  no  hospedeiro  (Author  &  Leidy,  1914).  São  mais  de  66  mil 

 artigos  científicos  encontrados  na  plataforma  de  busca  Pubmed,  publicados  de  1977  a  2023,  se 

 usado  o  termo  em  inglês  “gut  microbiota”  .  A  explosão  no  número  de  publicações  envolvendo 

 microbiota  ocorreu  principalmente  a  partir  dos  anos  2000  com  a  difusão  da  Metagenômica. 

 Essa  tecnologia  de  sequenciamento  do  DNA  é  capaz  de  identificar  milhares  de  microrganismos 

 em  uma  mesma  amostra.  Com  as  melhorias  tecnológicas  foi  possível  então,  avançar  nas 

 respostas  à  questão  “quem  são?”,  e  passar  a  responder  “o  que  são  capazes  de  produzir?” 

 através  das  “ômicas”,  como  metagenômica,  metabolômica,  transcriptômica  e  proteômica  (BERG 

 et al., 2020). 

 A  microbiota  está  presente  em  diferentes  locais  do  corpo  humano,  como  pele,  boca  e 

 órgãos  genitais.  Cada  região  apresenta  uma  composição  de  microbiota  característica,  como  por 

 exemplo,  maior  proporção  de  Lactobacillus  na  vagina,  enquanto  no  intestino,  quando  analisado 

 via  amostras  de  fezes,  os  filos  Bacteroidota  (antigo  Bacteroidetes  )  e  Bacillota  (antigo 

 Firmicutes  )  são  os  dominantes  (GRICE;  SEGRE,  2012)  (Figura  1).  A  microbiota  intestinal  tem 

 sido  considerada  como  o  “segundo  cérebro",  devido  às  suas  características  e  sua  relação  com 

 vários  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  composição  a  microbiota  intestinal  inclui  bactérias,  arqueas,  vírus  e 

 protozoários, que evoluíram com o hospedeiro (KODIO; MENU; RANQUE, 2020). 

 De  maneira  geral,  dos  100  trilhões  de  microrganismos  presentes  na  microbiota  intestinal, 

 além  dos  filos  predominantes,  Bacillota  e  Bacteroidota,  há  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  composição  de 

 gêneros  e  espécies  que  os  compõem  pode  variar  de  acordo  com  a  porção  do  intestino  tanto 

 horizontal  quanto  verticalmente  e  por  questões  interindividuais.  No  intestino  delgado,  a  carga 

 bacteriana  é  menor  comparada  a  do  cólon,  o  que  decorre  das  condições  fisiológicas 

 desafiadoras  encontradas  nesse  tecido  como  pH  ácido,  fluxo  curto  e  rápido,  além  de  maiores 
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 quantidades  de  peptídeos  antimicrobianos,  oxigênio  e  ácidos  biliares.  As  famílias 

 predominantes  nesta  região  são  Lactobacillaceae  e  Enterobacteriaceae  (DONALDSON;  LEE; 

 MAZMANIAN,  2015).  No  cólon,  o  fluxo  é  mais  lento,  com  pH  neutro  e  menor  quantidade  de 

 oxigênio,  o  que  garante  a  prevalência  de  espécies  anaeróbicas.  As  cinco  famílias 

 predominantes  nesta  região  também  assumem  uma  distribuição  espacial  característica,  sendo 

 que  na  região  luminal  há  maior  presença  de  Bacteroidaceae,  Prevotellaceae  e  Rikenellaceae  , 

 enquanto  no  espaço  entre  as  dobras  do  epitélio  se  localizam  as  Lachnospiraceae  e 

 Ruminococcaceae  (Figure  1)(DONALDSON;  LEE;  MAZMANIAN,  2015;  RINNINELLA  et  al., 

 2019). 

 Figura 1. Composição da microbiota em diferentes regiões do corpo e ao longo do intestino. 

 À  esquerda,  representação  da  composição  da  microbiota  presente  na  boca  (saliva,  gengiva, 

 língua  e  tonsilas),  narinas,  pele  (fossa  ante  cubital  e  sulco  retroauricular),  vagina  e  intestino.  À 

 direita,  representação  gráfica  da  composição  da  microbiota  intestinal  de  acordo  com  a  região  do 

 intestino  (intestino  delgado  ou  cólon)  e  as  condições  fisiológicas  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  está  relacionada  aos  fatores 

 intrínsecos  e  extrínsecos  do  hospedeiro,  como  por  exemplo,  genética,  sistema  imunológico 

 (intrínsecos),  ingestão  alimentar,  hábitos  de  vida  e  geografia  (extrínsecos)  (HOU  et  al.,  2022; 

 RINNINELLA  et  al.,  2019).  As  fases  da  vida  como  infância,  adolescência,  vida  adulta  e  velhice 

 também  são  determinantes  para  o  perfil  da  composição  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  relação 

 microbiota-hospedeiro  complexa.  Vale  ressaltar  que  as  interações  entre  a  microbiota  e  o 

 hospedeiro  são  bidirecionais,  ou  seja,  tanto  fatores  do  hospedeiro  modulam  a  composição  e 

 funcionamento  da  microbiota,  quanto  a  microbiota  é  capaz  de  regular  o  desenvolvimento  e 

 funcionamento  das  células  do  hospedeiro  (Figura  2).  A  integração  entre  as  comunidades 

 microbianas  e  seu  hospedeiro  eucarionte,  e  a  influência  que  os  fatores  externos  exercem  sobre 

 ela  tem  sido  descrita  como  a  teoria  do  “Holobionte”  (do  grego  “  holo  ”  todo,  e  “  bio  ”  vida) 

 (SCHNEIDER,  2021).  Evidências  científicas  suportam  a  idéia  de  que  o  holobiome  deve  ser 

 levado  em  consideração  em  estudos  sobre  a  fisiologia  do  hospedeiro  para  que  haja  uma  melhor 

 compreensão  do  funcionamento  dos  mecanismos  (BYNDLOSS;  BÄUMLER,  2018;  LOW  et  al., 

 2021;  SIMON  et  al.,  2019).  Sendo  assim,  se  a  microbiota  apresenta  equilíbrio  em  sua  estrutura 

 e  funcionamento,  estado  intitulado  “eubiose”,  ou  se  está  em  desequilíbrio  “disbiose”,  isso 

 poderá  corroborar  para  manutenção  da  homeostase  ou  o  surgimento  de  doenças, 

 respectivamente.  Em  eubiose,  a  microbiota  gera  compostos,  como  por  exemplo  os  ácidos 

 graxos  de  cadeia  curta  (AGCC),  que  auxiliam  na  regulação  do  metabolismo,  do  sistema  nervoso 

 central e sistema imunológico do hospedeiro (CAMPBELL et al., 2023) 

 No  contexto  metabólico,  sabe-se  que  doenças  como  diabetes,  obesidade  ou  mesmo  a 

 síndrome  metabólica  (surgimento  de  várias  desordens  metabólicas  em  conjunto,  por  exemplo, 

 obesidade  centralizada,  hipertensão  arterial  e  dislipidemias,  todas  relacionadas  com  a 

 resistência  à  insulina)  estão  associadas  com  um  perfil  disbiótico  da  microbiota  (EVERARD; 

 CANI,  2013;  PINART  et  al.,  2022).  Indivíduos  com  obesidade  apresentam  uma  maior  relação  de 

 Bacillota/Bacteroidota,  com  aumento  principalmente  de  Fusobacteria,  Proteobacteria  e 

 Lactobacillus  (reuteri)  ,  além  de  redução  em  Verrucomicrobiota  (Akkermansia  muciniphila)  , 

 Faecalibacterium  (prausnitzii)  e  Lactobacillus  plantarum  e  L.  paracasei  (EVERARD;  CANI,  2013; 

 LIU  et  al.,  2021).  Intervenções  terapêuticas  usadas  no  tratamento  da  obesidade  que  buscam 

 restabelecer  o  equilíbrio  da  microbiota,  como  o  consumo  de  prebióticos  (substrato  metabolizado 
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 unicamente  por  microrganismos,  gerando  metabólitos  que  conferem  benefícios  ao  hospedeiro), 

 probióticos  tradicionais  (cepas  de  microrganismos  vivos,  normalmente  utilizados  na 

 fermentação  de  alimentos,  e  quando  ingeridos  em  quantidade  adequada  conferem  benefícios  à 

 saúde)  ou  de  última  geração  (espécies  de  microrganismos  recém  isolados,  por  exemplo  da 

 própria  microbiota  intestinal,  e  que  possuem  propriedades  funcionais)  têm  sido  amplamente 

 testadas  em  estudos  pré-clínicos  e  clínicos  (CANI;  DE  VOS,  2017;  SWANSON  et  al.,  2020; 

 YANG  et  al.,  2021).  Em  geral,  os  efeitos  positivos  desses  tratamentos  na  redução  do  peso 

 corporal  têm  sido  associados  à  promoção  de  melhor  controle  de  barreira  da  intestinal,  o  que  por 

 sua  vez,  reflete  no  controle  da  inflamação  sistêmica  de  baixo  grau  e,  consequentemente,  na 

 melhora da sinalização da insulina (CANI; DE VOS, 2017; SALMAN; MAURIELLO, 2023). 

 Figura  2.  Interação  entre  o  genoma  do  hospedeiro  (fixo)  e  o  microbioma  (dinâmico)  -  conceito  de 
 holobionte. 
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 Fatores  interindividuais  como  forma  de  nascimento,  geografia,  hábitos  alimentares  e  de  vida,  podem 

 determinar  a  atividade  genômica  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  conexão  existente  entre  microbiota  e  a  imunidade  da  mucosa  apresenta  extensões 

 que  vão  além  do  tecido  em  que  está  localizada,  promovendo  interações  bidirecionais  entre 

 órgãos  localizados  em  diferentes  regiões  anatômicas  do  corpo  humano,  como  o  intestino  e  o 

 pulmão  (ANAND;  MANDE,  2018;  BUDDEN  et  al.,  2017;  DANG;  MARSLAND,  2019; 

 MARSLAND;  TROMPETTE;  GOLLWITZER,  2015).  Alterações  na  composição  da  microbiota 

 intestinal  têm  sido  identificadas  em  diferentes  tipos  de  infecções  respiratórias  virais,  nas  quais 

 podem  contribuir  para  a  resposta  imunológica  do  hospedeiro  (ANTUNES  et  al.,  2019; 

 ICHINOHE  et  al.,  2011).  Ichinohe  e  colegas  utilizando  abordagem  de  depleção  da  microbiota 

 intestinal  através  do  uso  de  antimicrobianos  em  camundongos,  verificaram  que  as  alterações 

 provocadas  na  composição  da  microbiota  intestinal  prejudicaram  a  resposta  de  linfócitos  T  CD4  + 

 e  T  CD8  +  e  células  B  no  pulmão  durante  infecção  pelo  vírus  da  influenza  A  (ICHINOHE  et  al., 

 2011). 

 Outras  estratégias  experimentais  permitem  verificar  o  papel  da  microbiota  na  regulação 

 do  sistema  imunológico  durante  doenças  respiratórias,  como  a  terapia  com  probióticos 

 (GARCIA-CASTILLO  et  al.,  2020;  HU  et  al.,  2021a;  SAGAR  et  al.,  2014),  transplante  de 

 microbiota  intestinal  (JANG  et  al.,  2020),  uso  de  prebióticos  (JANG  et  al.,  2021;  TROMPETTE  et 

 al.,  2018)  ou  através  da  suplementação  com  compostos  do  metabolismo  de  bactérias,  como  os 

 ácidos  graxos  de  cadeia  curta  (AGCC)  (ANTUNES  et  al.,  2019;  JANG  et  al.,  2020; 

 TROMPETTE et al., 2018). 

 Os  AGCC  são  ácidos  carboxílicos  com  cauda  alifática  curta  de  até  6  carbonos,  os 

 principais  são  acetato  (C2),  propionato  (C3)  e  butirato  (C4).  A  produção  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  são  carboidratos  que  não  são  digeridos  pelas  enzimas  digestivas  humanas,  isso 

 porque  ao  contrário  do  genoma  de  bactérias,  em  mamíferos  há  um  limitado  número  de  genes 

 que  codificam  enzimas  responsáveis  pela  quebra  dessas  moléculas,  garantindo  a  chegada  das 

 fibras  praticamente  intactas  no  cólon,  onde  são  utilizadas  pela  microbiota  (FLINT  et  al.,  2012). 

 Atualmente  são  consideradas  fibras  alimentares  tanto  as  encontradas  naturalmente  em 

 alimentos  fontes,  como  grãos  inteiros,  leguminosas,  frutas  e  vegetais,  como  também  as  fibras 
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 que  são  isoladas  de  alimentos  ou  sintetizadas  (JONES,  2014).  A  classificação  mais  utilizada 

 para  as  fibras  é  segundo  sua  característica  de  solubilidade  em  água,  em  solúvel  e  não  solúvel. 

 As  fibras  solúveis  são  as  que  apresentam  maior  capacidade  de  gerar  AGCCs  por  serem 

 altamente  fermentáveis  (VAN  DER  HEE;  WELLS,  2021).  Cada  tipo  de  fibra  pode  gerar  um  tipo 

 de  AGCC,  e  estes  também  apresentam  diversos  efeitos  benéficos  à  fisiologia  do  hospedeiro 

 dependendo do tipo celular envolvido. 

 As  concentrações  de  AGCC  totais  em  humanos  são  mais  elevadas  no  cólon,  entre  70  e 

 140  mM  na  região  proximal  e  em  geral  apresentam  a  proporção  de  acetato,  butirato  e 

 propionato  de  60:20:20  (CORRÊA-OLIVEIRA  et  al.,  2016;  VENEGAS  et  al.,  2019).  No  fígado  e 

 no  sangue  periférico  as  concentrações  são  de  0,148  mM  e  0,079  mM,  no  entanto  os  efeitos 

 metabólicos  e  de  modulação  do  sistema  imunológico  sistemicamente  são  apontados  em 

 inúmeros  trabalhos  (CORRÊA-OLIVEIRA  et  al.,  2016;  VAN  DER  HEE;  WELLS,  2021; 

 VENEGAS et al., 2019). 

 Apesar  das  evidências  sobre  o  papel  do  eixo  microbiota  intestinal-pulmão  durante  a 

 resposta  imunológica  contra  infecções  do  sistema  respiratório  (Figura  3)  (CORRÊA  et  al.,  2022; 

 MARSLAND;  TROMPETTE;  GOLLWITZER,  2015;  SENCIO;  MACHADO;  TROTTEIN,  2021; 

 TROMPETTE  et  al.,  2018),  ainda  há  lacunas  a  serem  preenchidas,  principalmente  no  que 

 concerne  aos  mecanismos  envolvidos.  Portanto,  são  necessários  mais  estudos  envolvendo  a 

 microbiota  e  seus  metabólitos  que  caracterizem  não  apenas  o  efeito  do  microbioma  sobre  o 

 hospedeiro,  mas  também,  em  tempos  pós  pandêmicos  de  COVID-19,  se  tornou  extremamente 

 importante entender qual o impacto da infecção por SARS-CoV-2 sobre a microbiota intestinal. 
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 Figura  3.  Eixo  microbiota  intestinal-pulmão  na  regulação  da  resposta  imunológica  no  pulmão 
 durante infecções ou alergias. 
 A  comunicação  entre  a  microbiota  intestinal  e  os  pulmões  pode  ocorrer  via  moléculas  produzidas  pelo 

 metabolismo  microbiano,  de  modo  que  o  consumo  de  prebióticos  pode  regular  a  resposta  imunológica 

 das vias aéreas e promover controle da inflamação crônica. Figura adaptada de (CORRÊA et al., 2022) 

 1.2.  COVID-19 e o SARS-CoV-2 

 A  doença  causada  pelo  coronavírus  de  2019  (COVID-19)  surge  em  decorrência  da 

 infecção  pelo  vírus  SARS-CoV-2,  em  inglês  Severe  Acute  Respiratory  Syndrome  Coronavirus  2  . 

 Os  primeiros  relatos  da  COVID-19  surgiram  em  dezembro  de  2019  em  Wuhan  (China)  e  os 

 casos  dessa  doença  posteriormente  se  espalharam  pelo  mundo  gerando  uma  crise  global  na 

 saúde  pública  e  na  economia  (WHOa,  2021).  Doenças  infecciosas  causadas  por  coronavírus 

 em  humanos,  como  a  SARS-CoV  e  a  MERS-CoV,  sigla  para  o  termo  inglês  “  Middle  East 

 respiratory  syndrome  coronavirus",  anteriormente  já  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  coronavírus  cuja 

 infecção  apresenta  sintomas  mais  leves,  a  infecção  pelo  SARS-CoV-2  pode  apresentar 

 sintomas  leves,  moderados,  graves  e  até  fatais.  Mundialmente,  foram  reportados  à  Organização 

 Mundial  da  Saúde,  até  o  dia  10  de  maio  de  2023,  mais  de  765  milhões  de  casos  confirmados  de 

 COVID-19, incluindo a morte de quase 7 milhões de pessoas (WHOb, 2021). 

 Inicialmente,  em  janeiro  de  2020,  o  vírus  causador  da  COVID-19  foi  nomeado  como 

 “novo  coronavírus”  pela  Organização  Mundial  da  Saúde  (OMS),  e  foi  postulada  a  hipótese  de 

 que  seu  surgimento  poderia  ter  ocorrido  por  zoonose  com  transmissão  de  morcegos  para 

 humanos.  Apesar  de  especulações  de  que  o  vírus  tenha  sido  criado  em  laboratório,  estudos 

 genéticos  e  de  evolução  do  vírus  apontam  como  improvável  a  hipótese  de  manipulação 

 humana,  e  direcionam  para  duas  possíveis  vias  associadas  ao  surgimento  do  SARS-CoV-2:  1) 

 seleção  natural  em  um  hospedeiro  animal  intermediário,  antes  da  zoonose,  ou  2)  seleção 

 natural  diretamente  em  humanos  após  a  transmissão  pelo  agente  zoonótico  (ALWINE  et  al., 

 2023) 

 Nos  primeiros  meses  de  pandemia,  o  que  se  observou  nos  dados  epidemiológicos, 

 ainda  na  China,  foi  que  81%  dos  casos  apresentavam  sintomas  leves,  enquanto  14%  eram 

 graves  e  5%  eram  casos  críticos,  além  de  mortalidade  de  2,3%.  Países  com  maior  proporção  de 

 população  idosa,  como  a  Itália,  neste  mesmo  período,  apresentaram  mortalidade  superior  a  7% 

 nos  casos  de  COVID-19  (DHAR  CHOWDHURY;  OOMMEN,  2020).  No  Brasil,  já  no  início  da 

 pandemia  em  fevereiro  de  2020,  decretou-se  estado  de  emergência.  Contudo,  o  vírus  se 

 espalhou  rapidamente  e  de  modo  muito  amplo  no  país,  sendo  que  em  julho  deste  ano  a 

 epidemia  de  COVID-19  no  Brasil  tinha  mais  de  1,8  milhões  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  transmissão  do  SARS-CoV-2  cientificamente 

 comprovadas  foram  destacadas  três  rotas  de  transmissão:  (1)  inalação  de  gotículas  ou 

 aerossóis  contaminados  com  o  vírus,  em  que  a  carga  viral  exposta,  está  relacionada  à  fatores 

 como:  maior  proximidade  ao  vetor  e  condição  do  ambiente,  como  calor  e  umidade;  (2) 

 Deposição  do  vírus  em  gotículas,  através  de  tosse  ou  espirros,  nas  mucosas  expostas  como 

 boca,  nariz  e  olhos;  (3)  Toque  em  mucosas  por  mãos  contaminadas  por  fluídos  contendo  o  vírus 

 (por  exemplo,  por  gotículas  expelidas  por  uma  pessoa  com  COVID-19)  ou  por  tocar 

 anteriormente  em  superfície  contendo  secreções  contaminadas.  O  CDC  orienta  que  as  medidas 

 de  boas  práticas  de  higiene  das  mãos,  uso  de  máscara  e  o  distanciamento  social  sigam  sendo 



 22 

 aplicadas  por  apresentarem  eficácia  na  prevenção  do  contágio  independente  da  rota  de 

 transmissão (CDC, 2021). 

 Após  um  ano  de  pandemia  de  COVID-19,  mesmo  depois  de  iniciada  a  vacinação  em 

 larga  escala  em  diversas  partes  do  mundo,  o  número  de  mortes  ainda  crescia  em  regiões  em 

 que  havia  novas  variantes  do  SARS-CoV-2,  como  no  caso  do  continente  africano,  onde  o 

 aumento  do  número  de  casos  e  mortes  pode  ser  explicado  pela  baixa  cobertura  vacinal  (WHOc, 

 2021). 

 O  cenário  de  pandemia  promoveu  revoluções  científicas  e  políticas  em  todo  mundo,  por 

 exemplo  ao  romper  barreiras  no  processo  de  elaboração  de  vacinas  em  um  tempo  recorde, 

 além  de  estreitar  a  distância  entre  a  comunidade  e  a  academia  científica,  tornando  público  o 

 interesse  por  assuntos  técnicos,  como  metodologias  para  desenvolvimento  de  vacinas,  bem 

 como  seus  mecanismos  de  ação  no  corpo  (EURIDES;  MARQUES,  2020;  KIM;  DEMA; 

 REYES-SANDOVAL,  2020;  NEVES  et  al.,  2021).  No  entanto,  características  do  SARS-CoV-2 

 como  fácil  transmissão  e  desenvolvimento  de  mutações,  fizeram  com  que  outros  assuntos 

 ademais  aos  relacionados  à  tecnologia  científica  de  combate  ao  vírus,  se  tornassem  também 

 primordiais  para  o  controle  da  doença.  Questões  como  a  distribuição  desigual  das  vacinas  para 

 países  pobres  ou  em  desenvolvimento,  desigualdade  no  acesso  à  educação,  e  fenômenos 

 como  a  polarização  política,  teorias  da  conspiração  e  desinformação  sobre  a  COVID-19,  além 

 do  crescimento  de  anti-intelectualismo,  prejudicaram  o  debate  público,  a  compreensão  e  a 

 adoção  de  políticas  protetoras  no  contexto  da  pandemia  (BERGEN  et  al.,  2023;  FARHART  et 

 al.,  2022).  Portanto,  se  fazem  necessários  tanto  o  contínuo  avanço  em  pesquisas  científicas  de 

 base,  relacionadas  ao  vírus  propriamente  dito,  como  também  avanço  e  maior 

 interdisciplinaridade em pesquisas políticas e sociais (ALBRECHT, 2022). 

 O  SARS-CoV-2  é  um  vírus  de  RNA  de  fita  simples  com  polaridade  positiva,  o  que  o 

 diferencia  de  outros  vírus  de  RNA  de  fita  simples  pela  especificidade  de  sua  RNA-polimerase,  o 

 que  impacta  no  desenvolvimento,  especificidade  e  mecanismos  de  ação  de  antivirais  que 

 bloqueiam  essa  enzima.  Por  serem  vírus  com  genoma  de  RNA  de  fita  simples,  os  coronavírus 

 são  classificados  como  ordem  Nidovirales  ,  depois  família  Coronaviridae  ,  subfamília 

 Orthocoronavirinae  ou  Coronavirinae  e  então,  dentro  desta  subfamília  são  divididos  em  gêneros 

 alfa,  beta,  delta  e  gama  (Figura  4a).  O  SARS-CoV-2  foi  classificado  como  beta-coronavírus, 

 assim  como  outras  duas  linhagens  associadas  à  uma  origem  zoonótica  e  causadoras  de 

 doenças  fatais,  o  coronavírus  da  síndrome  respiratória  aguda  grave  (SARS-CoV)  e  o 

 Coronavírus da síndrome respiratória do Oriente Médio (MERS-CoV) (  REHMAN et al., 2020  ). 
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 O  vírus  apresenta  quatro  proteínas  estruturais  importantes  para  suas  funções  de  ligação 

 e  invasão  de  células  do  hospedeiro:  Spike  (S),  proteínas  de  envelope  (E),  de  membrana  (M)  e 

 do  nucleocapsídeo  (N).  As  proteínas  S,  E  e  M  estão  localizadas  na  parte  externa  e  juntamente 

 com  a  bicamada  fosfolipídica  formam  o  envelope  viral.  Enquanto  a  proteína  N  apresenta 

 formato  helicoidal  e  está  localizada  na  parte  interna,  ligada  ao  RNA  viral  (Figura  4b).  A  proteína 

 S  distribuída  ao  longo  de  todo  envelope  viral,  confere  um  aspecto  de  pequenas  coroas  à 

 superfície  do  vírus  pois  apresenta  uma  estrutura  composta  por  uma  cabeça  com  três  partes  S1 

 e  uma  porção  trimérica  composta  pela  S2  que  forma  o  “talo”,  ou  região  transmembrana  da 

 glicoproteína S (Figura 4c) (AKRAM; MANNAN, 2020; MARIANO et al., 2020). 

 Existem  outras  16  proteínas  não  estruturais,  em  inglês  non-structural  proteins  (Nsp),  que 

 compõem  o  SARS-CoV-2,  e  apresentam  funções  relacionadas  ao  ciclo  de  replicação  viral,  além 

 de  9  proteínas  acessórias  (Orf3a,  Orf3b,  Orf6,  Orf7a,  Orf7b,  Orf8,  Orf9b,  Orf9c  e  Orf10)  (LAN  et 

 al.,  2022;  PRATES  et  al.,  2020).  Algumas  dessas  proteínas  podem  atuar  também  como 

 bloqueadores  do  sistema  imunológico,  por  exemplo  Nsp1,  Nsp3,  Orf3b  e  Orf6,  bloqueiam  a 

 sinalização  intracelular  que  promove  o  reconhecimento  do  vírus  pelos  sensores  citosólicos 

 RIG-I e MDA-5 relacionados à produção dos IFN tipo I e III (  PARK e IWASAKI, 2020  ). 
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 Vírion  do  SARS  CoV-2  que  possui  cerca  de  120  nanômetros  de  diâmetro  e  detalhes  da  glicoproteína 

 Spike.  a)  Filogenia  dos  CoV,  mostrando  a  classificação  taxonômica  do  SARS-CoV-2  no  gênero  dos 

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

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

 bicamada  lipídica,  juntamente  com  as  representações  coloridas  da  proteína  de  Membrana  (M)  (em  azul)  e 

 a  proteína  Envelope  (E)  (em  amarelo).  No  interior  da  bicamada  lipídica,  a  estrutura  molecular  da  porção 

 n-terminal  da  proteína  do  Nucleocapsídeo  (N)  (PDBID:  6M3M)  e  sua  porção  c-terminal  representada  por 

 círculos  (em  verde).  Seu  tamanho  relativamente  grande  e  a  composição  fosfolipídica  do  envelope  tornam 
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 possível  a  aplicação  de  diferentes  estratégias  de  inativação  por  rompimento  desse  envelope,  como  por 

 exemplo,  uso  de  agentes  químicos  solventes  detergentes,  aplicação  de  calor  ou  incubação  em  solução 

 de  pH  baixo.  Adaptado  de  Mariano,  G.  et  al.  (Front.  Mol.  Biosci.,  2020).  c)  Desenho  tridimensional  da 

 proteína  Spike  com  detalhes  de  suas  subunidades  e  respectivos  domínios.  A  subunidade  S1,  forma  o  que 

 seria  a  “cabeça”  da  proteína  S  e  contém  os  domínios  C-terminal,  nos  quais  está  localizada  a  região  RBD 

 que  apresenta  forte  atração  de  ligação  ao  receptor  ACE2,  e  o  domínio  N-terminal,  onde  está  localizada  a 

 região  NTD  possivelmente  associada  a  gama  de  hospedeiros.  A  subunidade  S2  forma  o  “talo”,  que  de 

 maneira  geral  apresenta  importante  papel  para  a  fusão  da  vesícula  viral  com  a  membrana  da  célula 

 hospedeira.  Os  domínios  HR1  e  HR2  (do  inglês  “heptad-repeat  domain  ”)  formam  a  região  do  núcleo  de 

 fusão,  pois  quando  interagem  entre  si  formam  uma  nova  estrutura  facilitando  a  interação  entre  a  região 

 hidrofóbica  do  envelope  dentro  da  membrana  plasmática  da  célula  hospedeira,  promovendo  a  fusão  entre 

 as  membranas  viral  e  do  hospedeiro  e  então  ocorre  a  liberação  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  ligação  do  vírus 

 ao  receptor  ACE2  (em  inglês  “  Angiotensin  Converting  Enzyme  2”  )  presente  na  superfície  da 

 célula  alvo.  Em  seguida  ocorre  clivagem  da  proteína  S  por  meio  da  atividade  de  proteases  de 

 membrana,  como  a  TMPRSS2  (em  inglês  “  Transmembrane  Protease  Serine  2  ”)  ou  outras 

 enzimas,  como  a  TMPRSS4  e  a  HAT  (do  inglês  “  Human  Airway  Trypsin-like  ”),  que  torna 

 possível  a  fusão  entre  a  membrana  do  envelope  viral  e  a  membrana  da  célula,  e 

 consequentemente,  a  liberação  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  expressão  de  ACE2  e/ou  nenhuma  expressão  de  TMPRSS2  (ZHOU  et  al., 

 2020).  Nesse  caso  a  infecção  ocorre,  sendo  essa  a  via  clássica  e  ancestral  de  entrada  do 

 SARS-CoV-2  nas  células  do  hospedeiro.  A  entrada  via  TMPRSS2,  foi  um  ganho  de  função  viral 

 evidenciando  a  adaptabilidade  desse  vírus  nos  mamíferos,  em  especial,  em  humanos.  A  via 

 clássica  de  entrada  do  vírus  ocorre  por  via  endocítica,  envolvendo  compartimento  endossomal  e 

 lisossomal,  além  da  protease  lisossomal  catepsina,  sendo  a  catepsina  L  específicas  em 

 humanos,  como  enzima  para  processamento  e  ativação  da  proteína  S  (MURGOLO  et  al.,  2021). 

 No  entanto,  ainda  há  muitas  lacunas  para  o  entendimento  de  como  ocorre  a  ativação  da 

 proteína  Spike  dentro  da  vesícula  endossomal,  visto  que  a  posição  de  clivagem  pela  catepsina 

 é em uma região diferente da de clivagem por TMPRSS2 (MURGOLO et al., 2021). 

 Após  a  entrada  do  vírus  na  célula  hospedeira,  independente  se  por  fusão  com  a 

 membrana  ou  endocitose,  o  RNA  viral  atinge  o  citoplasma  e  inicia-se  o  processo  de  replicação 
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 viral  que  envolve  as  etapas  de  transcrição,  tradução,  montagem  e  liberação  de  novos  vírions 

 (Figura 5). 

 Figura  5.  Esquema  gráfico  do  processo  de  entrada,  replicação  e  liberação  do  SARS-CoV-2  na 
 célula  hospedeira.  1)  O  vírus  tem  acesso  ao  citoplasma  da  célula  por  fusão  entre  seu  envelope  e  a 

 membrana  plasmática,  via  ligação  ao  receptor  ACE2  seguida  da  ativação  da  proteína  viral  Spike  pela 

 proteína  TMPRSS2  ou  outras  proteases  que  clivam  em  regiões  específicas  da  subunidade  S2, 

 promovendo  assim  a  ligação  entre  as  bicamadas  fosfolipídicas  do  vírus  e  da  célula.  2)  A  entrada  do 

 SARS-CoV-2  também  pode  ocorrer  via  endocitose,  pela  ligação  com  receptor  ACE2  seguida  da  formação 

 do  endossoma  que  sofre  fusão  com  vesícula  de  lisossoma  e  possibilita  ativação  da  proteína  S2  via 
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 clivagem  pela  catepsina,  promovendo  a  abertura  do  envelope  viral  e  liberação  do  RNA  no  citoplasma.  3) 
 O  processo  de  replicação  viral  inicia-se  pela  tradução  das  poliproteínas  pp1a  e  pp1ab.  4)  Essas  proteínas 

 são  processadas  autocataliticamente  nas  proteínas  não  estruturais  nsp1-16,  que  estabelecem  a  formação 

 de  um  complexo  de  transcrição  e  replicação  (RTCs)  e  remodelam  as  membranas  celulares  para  formar 

 organelas  de  replicação.  Essas  organelas  são  contínuas  com  o  retículo  endoplasmático  (ER)  e  fornecem 

 um  ambiente  ideal  para  a  replicação  do  RNA  viral,  que  ocorre  principalmente  dentro  de  vesículas  de 

 membrana  dupla  (DMVs).  5)  A  replicação  do  genoma  começa  com  a  síntese  de  uma  cópia  de  fita 

 negativa  (-)  que  funciona  como  modelo  para  a  síntese  de  novos  genomas  de  RNA  de  fita  positiva,  que 

 podem  entrar  em  mais  rodadas  de  tradução  ou  serem  incorporados  em  novos  vírions.  A  transcrição 

 descontínua  do  RNA  genômico  de  fita  positiva  produz  RNAs  subgenômicos  de  fita  negativa,  que 

 funcionam  como  modelos  para  a  síntese  de  RNAs  subgenômicos  de  fita  positiva  que  codificam  proteínas 

 estruturais  e  acessórias.  6)  RNAs  virais  nascentes  saem  das  DMVs  através  de  um  poro  transmembrana 

 para  alcançar  locais  de  tradução  ou  montagem  de  virions.  7)  O  RNA  genômico  de  fita  positiva, 

 encapsulado  por  proteínas  N,  bem  como  as  proteínas  estruturais  S,  M  e  E,  reúnem-se  no  compartimento 

 intermediário  do  retículo  endoplasmático  rugoso  (ERGIC),  no  qual  novos  vírions  se  formam.  8)  Então  os 

 vírions  são  liberados  por  exocitose  das  células  hospedeiras.  Adaptado  de  Baggen,  Jim  et  al.  (Nature 

 microbiology, 2021). 

 1.3.  Manifestações clínicas e resposta inflamatória na infecção por SARS-CoV-2 

 Segundo  a  Organização  Mundial  da  Saúde,  o  período  de  incubação  (tempo  que  leva 

 para  surgirem  os  sintomas  após  infecção)  do  SARS-CoV-2  é  em  média  5  dias,  podendo  se 

 estender  em  até  14  dias.  Os  sintomas  mais  comuns  são  febre,  tosse  seca  e  fadiga.  No  entanto, 

 os  sintomas  podem  variar  muito  podendo  incluir  perda  do  paladar,  dor  de  cabeça,  dor  de 

 garganta,  conjuntivite,  náusea  ou  vômito,  diarreia,  calafrios  ou  tonturas.  Durante  a  COVID-19 

 grave,  os  sintomas  mais  comuns  podem  incluir  perda  do  apetite,  dor  persistente  ou  pressão  no 

 peito, febre alta (>38°C), déficit respiratório e baixa na saturação de oxigênio (WHOe, 2020). 

 A  classificação  do  nível  da  COVID-19  observados  sob  os  aspectos  clínicos,  segundo  as 

 Diretrizes  de  tratamento  da  doença  por  coronavírus  2019  (COVID-19),  criado  pelo  Instituto 

 Nacional  de  Saúde  dos  Estados  Unidos  (NIH),  pode  ser:  Leve  (febre,  tosse,  dor  de  garganta, 

 mal-estar,  dor  de  cabeça,  dor  muscular,  náusea,  vômito,  diarreia,  perda  de  paladar  e  olfato), 

 mas  sem  dificuldade  em  respirar  ou  imagens  torácicas  anormais;  moderada  (problemas 

 respiratórios  inferiores  observados  em  avaliação  clínica  ou  imagem,  e  uma  saturação  de 

 oxigênio  de  94%  ou  superior  no  ar  ambiente  ao  nível  do  mar);  grave  (saturação  de  oxigênio 
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 abaixo  de  94%  no  ar  ambiente  ao  nível  do  mar,  baixa  proporção  de  oxigênio  no  sangue  em 

 relação  ao  oxigênio  inalado,  frequência  respiratória  elevada  ou  infiltrados  pulmonares 

 significativos);  crítica  (insuficiência  respiratória,  choque  séptico  e/ou  disfunção  de  múltiplos 

 órgãos) (NIH, 2023). 

 As  características  clínicas  associadas  à  resposta  imunológica  e  carga  viral  de  pacientes 

 hospitalizados  por  COVID-19  podem  variar  ao  longo  do  tempo  e  influenciar  o  desenvolvimento 

 da  doença  e  evolução  dos  pacientes  (LUCAS  et  al.,  2020).  Durante  a  COVID-19  também 

 podem  ocorrer  manifestações  extrapulmonares,  como  lesão  em  tecido  renal,  cardíaco  e 

 nervoso,  além  de  complicações  dermatológicas,  hepáticas  e  gastrointestinais  (GUPTA  et  al., 

 2020).  As  alterações  laboratoriais  mais  comuns  verificadas  em  sangue  periférico  durante  a 

 COVID-19  incluem  elevação  de  proteína  C  reativa  e  da  enzima  lactato  desidrogenase,  além  de 

 redução no número de plaquetas (trombocitopenia) e linfócitos (linfopenia) (FUZIO et al., 2023). 

 São  vários  os  mecanismos  propostos  para  explicar  como  a  infecção  por  SARS-CoV-2 

 pode  causar  tantas  complicações,  mas  em  resumo  destacam-se  quatro:  (1)  dano  celular 

 causado  diretamente  pelo  vírus;  (2)  desregulação  do  sistema  renina  angiotensina  com  redução 

 da  angiotensina  I  e  II,  em  decorrência  da  redução  da  enzima  conversora  de  angiotensina  2 

 (ECA2  ou  ACE2  sigla  em  inglês)  relacionada  à  entrada  do  vírus;  (3)  lesão  endotelial  e  trombo- 

 inflamação e (4) desregulação da resposta imune e hiper-inflamação (GUPTA et al., 2020). 

 Quando  células  do  epitélio  pulmonar  são  infectadas,  liberam  citocinas  inflamatórias  que 

 ativam  células  imunes  residentes  do  tecido,  como  as  células  linfóides  inatas  (ILC),  macrófagos 

 intersticiais,  linfócitos,  fibroblastos,  células  dendríticas,  além  de  pericitos  localizados  em  vasos 

 sanguíneos  próximos  (ALON  et  al.,  2021).  Essas  citocinas  podem  atingir  a  medula  óssea  pela 

 circulação  sanguínea  e  aumentar  a  produção  de  leucócitos  importantes  para  resposta  imune 

 inata  e  remoção  de  células  infectadas,  como  neutrófilos,  monócitos  e  células  Natural  killers 

 (ALON et al., 2021). 

 A  primeira  etapa  envolvida  na  ativação  do  sistema  imune  inato  na  infecção  por 

 SARS-CoV-2  é  o  reconhecimento  do  RNA  viral  por  receptores  citosólicos  de  reconhecimento  de 

 padrões  moleculares  associados  a  patógenos  (PRR),  como  os  “Toll-Like  Receptors”  .  Os 

 receptores  TLRs  quando  ativados  podem  induzir  a  produção  de  citocinas  inflamatórias,  via 

 ativação  de  fatores  de  transcrição  como  NF-κB,  IRF  (  IFN  regulatory  factors  )  e  AP-1  (  Activator 

 protein  1  )  (  OECKINGHAUS,  A.,  Hayden,  M.  &  Ghosh,  S.,  2011).  Estudos  têm  demonstrado 

 que  os  receptores  MAVs,  da  sigla  em  inglês  “  mitochondrial  antiviral-signaling  protein  ”,  os  TLR2, 

 3,  4  e  7  apresentam  papel  importante  na  produção  de  citocinas  durante  infecção  pelo 

 SARS-CoV-2  (  PARK  e  IWASAKI,  2020;  YAMADA,  T.,  Takaoka,  A.,  2023)  .  De  maneira  geral, 
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 durante  a  COVID-19  há  o  aumento  exacerbado  da  produção  de  citocinas  inflamatórias  como 

 interleucina  (IL)‐1,  IL‐4,  IL‐6,  IL-8,  IL‐10,  interferon  (IFN)-γ,  CXCL10  e  CCL2,  processo  chamado 

 de  “tempestade  de  citocinas”  (SCHIRMER  et  al.,  2016).  Em  relação  à  produção  pulmonar  de 

 IL-1β  e  IL-6  durante  a  COVID-19  as  principais  células  envolvidas  são  macrófagos  e  células 

 epiteliais,  respectivamente,  enquanto  a  expressão  de  IFN  do  tipo  I  é  abundante  em  diferentes 

 tipos  celulares  incluindo  células  epiteliais  alveolares  do  tipo  II  (AT2),  monócitos  e  macrófagos 

 (MELMS,  2021).  Outro  importante  PRR  ativado  durante  infecções  por  vírus  de  RNA  é  o  RIG-1, 

 sigla  do  inglês  “  Retinoic  Acid-Inducible  Gene  1  ”.  Após  o  reconhecimento,  este  receptor  ativa  a 

 via  de  sinalização  do  fator  de  transcrição  IRF3/7  (do  inglês  “  Interferon  regulatory  factors  ”) 

 responsável  pela  ativação  de  transcrição  de  IFN  do  tipo  I,  que  induzirá  a  resposta  antiviral  via 

 células  Th1  e  outros  tipos  celulares  (YAMADA  et  al.,  2021).  Apesar  de  haver  estudos 

 relacionando  possível  bloqueio  da  resposta  antiviral  pelo  SARS-CoV-2  por  interferência  na 

 sinalização  de  RIG-1  e,  consequentemente,  repercutindo  em  menores  concentrações  de  IFN-β, 

 os  mecanismos  ainda  não  foram  elucidados  (CHEN  et  al.,  2021;  YAP;  MORIYAMA;  IWASAKI, 

 2020). 

 O  recrutamento  de  células  imunes  para  o  pulmão  durante  a  COVID-19  está  associado 

 com  a  progressão  da  infecção:  diferentes  perfis  de  produção  de  quimiocinas  são  observados 

 dependendo  do  grau  da  doença,  se  leve,  moderado  ou  grave  (KHALIL;  ELEMAM; 

 MAGHAZACHI,  2021).  As  principais  quimiocinas  induzidas  durante  a  infecção  com 

 SARS-CoV-2  atuam  na  atração  de  monócitos,  CCL8  e  CXCL10;  macrófago,  CCL2;  neutrófilos, 

 CXCL8  e  CXCL2;  células  NK,  CXCL9  e  linfócitos  T  como  a  CXCL16,  sendo  que  em  pacientes 

 com  quadro  grave  há  um  aumento  expressivo  de  CCL2,  CXCL8  e  CXCL10  (KHALIL;  ELEMAM; 

 MAGHAZACHI, 2021). 

 A  resposta  imune  adaptativa  é  essencial  durante  infecções  virais,  pois  abrange  aspectos 

 essenciais  no  combate  ao  patógeno,  como  por  exemplo  a  eliminação  de  células  infectadas  para 

 conter  a  replicação  do  vírus,  além  da  neutralização  de  vírus  já  liberados  por  meio  da  atividade 

 humoral  (TAVARES,  2020).  A  eliminação  de  células  infectadas  é  feita  por  linfócitos  T  CD8  + 

 através  da  indução  de  apoptose  via  ação  de  granzimas  e  perforinas.  A  produção  efetiva  de 

 anticorpos  pelas  células  B  depende  da  cooperação  com  linfócitos  T  CD4  +  ,  pois  é  através  dessa 

 interação  que  ocorrem  sinais  de  indução  para  que  a  célula  B  se  torne  de  vida  longa  (célula  B  de 

 memória) e produza anticorpos com maior avidez (AZKUR et al., 2020). 

 Pacientes  com  COVID-19  apresentam  linfopenia  com  reduções  de  populações  de  LT 

 CD8  +  e  T  CD4  +  ,  sendo  que  os  casos  que  necessitam  de  cuidado  em  terapia  intensiva  (UTI) 

 possuem  maiores  reduções  comparados  aos  moderados  (DIAO  et  al.,  2020).  Além  disso,  a 
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 exaustão  funcional  de  células  citotóxicas  tem  sido  associada  à  infecção  por  SARS-CoV-2 

 (ALON et al., 2021; AZKUR et al., 2020; DIAO et al., 2020; TAVARES, 2020). 

 Ainda  são  necessários  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  indivíduo,  como  por  exemplo  comorbidades  que  podem  modificar  a  forma 

 como  o  sistema  imunológico  irá  responder  ao  SARS-CoV-2,  também  há  a  variedade  do  próprio 

 vírus  que  sofre  mutações  e  pode  apresentar  diferenças  na  capacidade  de  infectar  ou  de 

 escapar dos mecanismos de defesa do hospedeiro. 

 1.4.  Variantes, classificações e definições após três anos do surgimento do SARS 
 CoV-2 

 O  descontrole  na  circulação  de  um  vírus  de  fácil  transmissão  favorece  o  surgimento  de 

 novas  variantes.  As  variantes  são  originadas  de  alterações  no  material  genético  (mutações)  que 

 propiciam  ao  vírus  algum  tipo  de  vantagem  para  sua  sobrevivência  em  mecanismos 

 relacionados  à  sua  replicação,  transmissão  ou  escape  do  sistema  imunológico,  tornando-se 

 dominante  em  relação  às  outras  linhagens  (GÓMEZ;  PERDIGUERO;  ESTEBAN,  2021).  O 

 compartilhamento  de  mutações  entre  variantes  originárias  de  diferentes  regiões  do  planeta 

 pode  ser  um  sinal  de  alerta  ao  descontrole  nos  níveis  de  transmissão.  Termos  como  mutação, 

 linhagem,  sublinhagem,  variantes  (e  suas  classificações),  e  recombinação  são  chaves  para 

 acompanhar  a  literatura  epidemiológica  relacionada  ao  SARS-CoV-2.  O  conceito  desses  termos 

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

 Termo  Definição 

 Mutação  Uma  mutação  refere-se  a  uma  única  alteração  no  genoma  de  um  vírus  (código 
 genético).  As  mutações  ocorrem  com  frequência,  mas  apenas  algumas  vezes 
 alteram as características do vírus. 

 Linhagem  Uma  linhagem  é  um  grupo  de  vírus  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  é  um  genoma  viral  (código  genético)  que  pode  conter  uma  ou  mais 
 mutações.  Em  alguns  casos,  uma  linhagem  ou  grupo  de  linhagens  com  alterações 
 genéticas  semelhantes  pode  ser  designada  pela  Organização  Mundial  da  Saúde 
 (OMS)  ou  pelo  Grupo  Interagência  SARS-CoV-2  dos  EUA  (SIG)  como  Variante  de 
 Interesse  (VOI),  Variante  de  Preocupação  (VOC),  Variante  de  Alta  Consequência 
 (VOHC)  ou  Variante  Sendo  Monitorada  (VBM)  devido  a  atributos  e  características 
 compartilhadas que podem exigir ação de saúde pública. 

 Recombinação  Um processo no qual os genomas de duas variantes do SARS-CoV-2 se combinam 
 durante o processo de replicação viral para formar uma nova variante diferente de 
 ambas as linhagens parentais. Isso pode ocorrer quando uma pessoa está infectada 
 com duas variantes ao mesmo tempo. A linhagem que resulta da recombinação 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  .  Disponível  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 

 parâmetros  clínicos  e  de  saúde  pública  o  que  pode  decorrer  de  alterações  em  sua 

 transmissibilidade,  virulência,  na  efetividade  das  vacinas  e/ou  dos  testes  usados  no  diagnóstico. 

 Na  classificação  de  uma  VOI,  a  variante  pode  apresentar  semelhanças  em  sua  estrutura 

 molecular  com  alguma  VOC,  porém,  devido  a  necessidade  de  mais  estudos  de  avaliação  até  o 

 momento  de  sua  classificação,  esta  não  é  considerada  uma  VOC  (PHO  ,  2021).  São 

 consideradas  VOHC,  variantes  que  impactam  nas  medidas  médicas  de  contenção,  como  por 

 exemplo,  falha  nos  testes  de  diagnóstico,  redução  significativa  na  eficácia  da  vacina,  aumento 

 desproporcional  no  número  de  casos,  além  de  doença  clínica  grave  e  aumento  das 

 hospitalizações  (CDC,  2023).  As  variantes  classificadas  como  VBM  são  linhagens  cujos  dados 

 indicam  que  há  um  impacto  potencial  ou  claro  nas  medidas  médicas  de  contenção,  e  que 

 causam  doença  grave,  porém  que  não  estão  mais  em  circulação.  Outra  característica  que 

 permite  classificar  variantes  anteriormente  VOI,  VOC  ou  VOHC  como  uma  VBM,  é  estarem 

 circulando  em  níveis  muito  baixos  nos  Estados  Unidos  e  não  representarem  um  risco 

 significativo  e  iminente  para  a  saúde  pública  (CDC,  2023).  São  apresentadas  na  tabela  2  a 

 atualização de maio de 2023 para a classificação 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 

 designação  mais  flexível  e  rápida  de  clados  à  medida  que  novas  variantes  aparecem  e  se 

 espalham  (Nextstrain,  2022).  A  nomenclatura  consiste  no  uso  do  ano  de  surgimento  e  letra  para 

 ordenar  a  sequência  desses  surgimentos,  tornando  os  nomes  curtos,  claros  e  fáceis  para 

 pronunciar  e  representar  nos  clados  filogenéticos  (Figura  6)  (Tabela  3).  Com  a  nomenclatura 

 simplificada  permitiu-se  representar  as  diferenças  na  biologia  ou  na  circulação,  e  então  receber 

 uma classificação pela OMS. 
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 Tabela 2.  Lista de variantes do SARS-CoV-2 

 Nome da 
 variante  Linhagem (Pango) 

 Classificação 
 atual 

 Histórico de classificações 

 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: Março 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 

 Iota 
 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  .  Disponível  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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 Figura 6. Relações filogenéticas dos clados de SARS-CoV-2 proposto pelo time  Nextstrain  . 
 Figura  de  Nextstrain  Disponível  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. Identificação das linhagens de SARS-CoV-2 segundo  Nextstrain  , Pango e OMS. 

 Clado (Nextstrain)  Linhagem (Pango )  Nome  (OMS) 

 20I  (Alpha, V1)  B.1.1.7     α  Alpha 
 20H  (Beta, V2)  B.1.351     β  Beta 
 20J  (Gamma, V3)  P.1     γ  Gamma 
 21A  (Delta)  B.1.617.2     δ  Delta 
 21I  (Delta)  δ  Delta 
 21J  (Delta)  δ  Delta 
 21B  (Kappa)  B.1.617.1     κ  Kappa 
 21C  (Epsilon)  B.1.427  ,   B.1.429  ε  Epsilon 
 21D  (Eta)  B.1.525     η  Eta 
 21F  (Iota)  B.1.526  ι  Iota 
 21G  (Lambda)  C.37  λ  Lambda 
 21H  (Mu)  B.1.621  μ  Mu 
 21K  (Omicron)  BA.1     ο  Omicron 
 21L  (Omicron)  BA.2     ο  Omicron 
 22A  (Omicron)  BA.4     ο  Omicron 
 22B  (Omicron)  BA.5     ο  Omicron 
 22C  (Omicron)  BA.2.12.1     ο  Omicron 
 22D  (Omicron)  BA.2.75     ο  Omicron 
 22E  (Omicron)  BQ.1     ο  Omicron 
 22F  (Omicron)  XBB     ο  Omicron 
 23A  (Omicron)  XBB.1.5     ο  Omicron 
 23B  (Omicron)  XBB.1.16     ο  Omicron 
 20E   (EU1)  B.1.177    
 20B/  S:  732  A  B.1.1.519 
 20A/  S:  126  A  B.1.620 
 20A  .EU2  B.1.160    
 20A/  S:  439  K  B.1.258    
 20A/  S:  98  F  B.1.221    
 20C/  S:  80  Y  B.1.367    
 20B/  S:  626  S  B.1.1.277    
 20B/  S:  1122  L  B.1.1.302    

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


 36 

 1.5.  Surgimento da variante gama (P.1) e epidemiologia 

 A  primeira  identificação  da  variante  P.1  foi  em  dezembro  de  2020,  na  qual  mutações  de 

 importância  biológica  foram  observadas  em  amostras  de  pacientes  da  região  amazônica.  Neste 

 estudo,  a  prevalência  da  nova  cepa  foi  de  42%  nas  amostras  utilizadas,  contudo,  algumas 

 semanas  após  a  identificação,  a  frequência  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  Japão,  que  incluíam  quarentena  e  testagem  com 

 vigilância  genética  do  vírus,  a  nova  cepa  foi  encontrada  em  amostras  de  passageiros  vindos  de 

 Manaus (FUJINO et al., 2021). 

 Dados  epidemiológicos  apontam  que  a  P.1  foi  responsável  pela  segunda  onda  de  casos 

 em  Manaus,  com  mudança  no  perfil  de  pacientes  hospitalizados  por  COVID-19,  com  maior 

 incidência  de  casos  em  jovens  (20  -  59  anos),  além  de  maior  necessidade  de  internação  em 

 Unidade  de  Terapia  Intensiva  (UTI)  e  do  número  de  mortes,  comparada  à  primeira  onda  de 

 casos  (BANHO  et  al.,  2022;  FARIA  et  al.,  2021b).  Estudos  com  análise  de  predição  e  uso  de 

 ferramentas  de  bioinformática  apontam  maior  taxa  de  transmissão  e  maior  risco  de  mortalidade 

 pela  infecção  com  a  variante  P.1  (HAHN  et  al.,  2021;  RENATO  et  al.,  2021).  Com  relação  a 

 epidemiologia  dos  casos  positivos  para  variante  P.1  no  estado  do  Amazonas,  durante  o  mês  de 

 janeiro  não  foram  verificadas  diferenças  quanto  a  faixa  etária  e  sexo  (NAVECA,  et  al.,  2021). 

 Em  comparação  epidemiológica  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  infecção  por  P.1  também  foram  responsáveis  pelo 

 aumento  expressivo  de  internações  por  COVID-19  na  cidade  de  Araraquara  no  interior  de  São 

 Paulo  (ROMANO  et  al.,  2021).  A  ocorrência  de  infecção  pela  P.1  foi  identificada  em  62  países, 

 sendo  a  América  do  Sul  o  continente  com  maior  média  diária  de  casos  positivos  para  essa 

 variante  durante  período  de  alta  ocorrência  de  COVID-19  em  2021  (Figura  7)  (O’TOOLE  et  al., 

 2021).  Estudo  desenvolvido  com  dados  de  sete  países  europeus,  mostrou  que,  apesar  da 

 prevalência  de  P.1  ser  menor  quando  comparada  às  de  outras  variantes  (alfa,  B.1.1.7  e  beta 

 B.1.351),  foi  observada  alta  prevalência  de  hospitalização  nas  infecções  por  P.1  (FUNK  et  al., 

 2021).  Os  autores  do  trabalho  ressaltam  a  importância  da  vacinação  para  redução  da  gravidade 

 da  doença  em  casos  de  infecção  pelas  variantes  para  evitar  a  sobrecarga  nos  serviços  de 

 saúde (FUNK et al., 2021). 
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 Figura 7. Mapeamento mundial dos registros de identificação da P.1 por país e frequência média 
 diária de P.1 por continente. 
 a)  Mapa  mostrando  o  número  registrado  de  sequências  da  variante  em  cada  país.  Países  com  mais 

 sequências  são  mostrados  em  cores  mais  escuras.  b)  Média  móvel  de  sete  dias  de  frequência  de 

 sequências  da  linhagem  de  interesse  por  continente.  A  frequência  é  calculada  dividindo  o  número  de 

 sequências  da  linhagem  de  interesse  pelo  total  de  sequências  para  cada  continente  para  cada  dia. 

 Adaptado  de  “PANGO  Lineages:  Latest  epidemiological  lineages  of  SARS  CoV-2  ”.  Disponível  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 mutações presentes na variante P.1 

 Vírus  que  estão  em  alta  circulação  na  população  tendem  a  modificar  seu  material 

 genético  (mutações)  em  decorrência  dos  diferentes  desafios  encontrados  entre  um  hospedeiro 

 e  outro.  Contudo,  a  maioria  das  mutações  por  troca  de  aminoácidos  na  estrutura  de  proteínas 

 virais  são  neutras,  ou  seja,  com  pouco  ou  nenhum  efeito  na  patogenicidade,  transmissibilidade, 

 infectividade  e  na  capacidade  de  ser  reconhecido  pelo  sistema  imunológico,  chamada  de 

 antigenicidade (HARVEY et al., 2021). 

 As  glicoproteínas  que  recobrem  o  envelope  viral  são  estruturas  funções  importantes 

 para  atividade  viral  (ligação  e  invasão  da  célula  hospedeira)  e,  portanto,  estruturas  que 

 permanecem  nas  linhagens,  independente  do  quanto  a  linhagem  se  modifica  ao  longo  das 

 mutações.  Estas  são  comumente  alvos  dos  anticorpos.  Diferentes  estratégias  de  alterações 

 estruturais  dessas  glicoproteínas  podem  ocorrer  durante  as  mutações,  como  por  exemplo, 

 troca,  deleção  ou  adição  de  aminoácidos,  que  podem  alterar  o  epítopo  ou  aumentar  a  afinidade 

 pelo  receptor  da  célula  alvo.  Além  disso,  pode  ocorrer  troca  na  posição  de  glicosilação  ou  de 

 ligações  de  dissulfeto,  que  atrapalham  o  reconhecimento  ou  ligação  pelo  anticorpo  (HARVEY  et 

 al., 2021). 

 A  variante  de  preocupação  P.1  descende  da  linhagem  B.1.1.28  e  comparada  à  cepa  de 

 origem,  apresenta  21  mutações  compostas  por  15  não  sinônimas  (quando  a  alteração  do 

 nucleotídeo  reflete  em  alteração  no  tipo  de  aminoácido  da  proteína  traduzida  daquele  gene,  e 

 pode  apresentar  alguma  vantagem  para  seleção  natural  do  vírus),  4  mutações  sinônimas 

 (quando  a  alteração  do  nucleotídeo  não  reflete  alterações  na  estrutura  da  proteína,  e  pode  ser 

 considerada  uma  modificação  neutra,  pois  não  altera  função.  Entretanto,  esta  pode  estar 

 relacionada  à  velocidade  de  tradução  do  RNA  mensageiro),  1  inserção  e  1  deleção  de 

 aminoácido  (CHU;  WEI,  2019;  FARIA  et  al.,  2021a).  O  gene  com  maior  número  de  mutação  é 

 da  proteína  Spike,  totalizando  10  alterações,  sendo  3  destas  K417T,  E484K  e  N501Y, 

 implicadas  em  aumento  da  transmissibilidade  e  redução  da  capacidade  neutralizante  de  alguns 

 anticorpos (SABINO, et al., 2021). 

 As  demais  alterações  presentes  na  cepa  P.1  estão  presentes  no  maior  gene,  o  ORF1ab, 

 responsável  pela  codificação  das  poliproteínas  pp1ab  e  pp1a  que  após  clivagem  origina 

 proteínas  não  estruturais  do  vírus  importantes  para  o  processo  de  replicação  viral,  com  3 

 deleções  de  nucleotídeos  (del11288-11296  (3675-3677  SGF),  3  mutações  não  sinônimas 

 (S1188L,  K1795Q  e  E5665D)  e  4  mutações  sinônimas  (T733C,  C2749T,  C12778T  e  C13860T). 

 No  gene  da  proteína  acessória  ORF8  também  há  uma  mutação  não  sinônima  (E92K)  e  adição 



 39 

 de  4  nucleotídeos  na  posição  28269-28273.  Por  fim,  a  última  mutação  não  sinônima  está 

 presente  no  gene  da  proteína  N  (P80R)  (FARIA,  et  al.,  2021a;  (VELAZQUEZ-SALINAS  et  al., 

 2020).  A  esquematização  das  posições  das  mutações  nos  genes  da  P.1  e  a  posição  das 

 alterações de aminoácidos na proteína S estão representados na figura 8. 

 Figura 8. Mutações presentes da variante P.1. 
 A)  Representação  esquemática  das  posições  das  mutações  no  gene  da  P.1.  Os  aminoácidos  em 

 vermelho  destacam  as  principais  mutações  presentes  na  proteína  S  que  apresentam  efeitos 

 preocupantes  relacionados  à  capacidade  de  transmissão  e  de  antigenicidade.  B)  Estrutura  molecular  da 

 proteína  S  em  heterotrímero  (subunidades  representadas  nas  cores  cinza,  azul  e  marrom  claro)  com 

 destaque  em  vermelho  nas  posições  com  alterações  de  aminoácidos.  Por  convenção,  as  alterações  são 

 apresentadas  com  a  letra  do  aminoácido  que  foi  substituído,  seguido  da  numeração  de  posição  na 

 sequência  de  aminoácidos  e  por  fim  a  sigla  do  aminoácido  substituto  (K417T;  K  =  Lisina,  posição  417  na 

 cadeia  de  aminoácidos  e  T  =  treonina).  Os  círculos  vermelhos  apontam  as  mutações  de  preocupação.  C) 
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 Tabela  com  a  nomenclatura  dos  aminoácidos.  Círculos  em  vermelho  apontam  os  aminoácidos  removidos 

 e  em  azul  os  aminoácidos  substitutos.  Adaptado  de  Wang  e  Zhou  (  Signal  Transduct.  Target.  Ther.  ,  2021) 

 e Harvey et al. (  Nat .Rev. Microbiol.,  2021). 

 1.7  Atualização sobre aspectos patogênicos da infecção pela variante gama (P.1) 

 Em  ensaios  in  vitro  ,  a  P.1  apresentou  maior  resistência  à  neutralização  por  anticorpos 

 monoclonais  e  soro  tanto  de  paciente  recuperado  da  COVID-19,  quanto  de  indivíduo  vacinado, 

 demonstrando  assim  a  importância  das  mutações  apresentadas  pela  P.1  em  relação  a 

 capacidade  de  escapar  do  reconhecimento  humoral  (WANG  et  al.,  2021).  É  proposto  que  a  P.1 

 apresente  característica  antigênica  diferenciada  frente  às  demais  VOCs,  visto  que  em  modelo  in 

 vivo  ao  realizar  transferência  passiva  de  anticorpos  de  animais  infectados  com  P.1  para  animais 

 infectados  com  outra  cepa  de  SARS-CoV-2,  houve  uma  resposta  atenuada  quanto  à  redução  da 

 carga viral (neutralização) comparado aos animais infectados com P.1 (IMAI et al., 2021). 

 A  contínua  transmissão  da  variante  gama  na  região  amazônica  contribuiu  para  que  a 

 VOC  sofresse  ainda  mais  alterações  genéticas,  surgindo  uma  segunda  geração  da  variante  que 

 apresenta  mais  duas  alterações  na  proteína  S,  uma  deleção  no  domínio  N-terminal  ou  trocas  de 

 aminoácidos  (N679K  ou  P681H)  na  região  de  junção  entre  as  subunidades  S1/S2  (GOMES 

 NAVECA  et  al.,  2022).  Também  foram  identificados  casos  com  novas  variações  na  P.1  em 

 outras  regiões  do  Brasil,  e  apesar  de  não  ter  ocorrido  uma  terceira  onda  epidêmica  até  o 

 período  em  que  foi  realizado  o  estudo,  é  necessário  manter  a  rastreabilidade  genética  do  vírus, 

 além  de  estimular  as  políticas  de  prevenção  ao  contágio  pois  é  possível  que  as  novas 

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

 Os  sintomas  gastrointestinais  estão  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  indivíduos  chineses  foi  observado  anorexia  em  21%,  náusea 

 e/ou  vômito  em  7%  e  dor  abdominal  em  3%  dos  pacientes  avaliados,  enquanto  nos  Estados 

 Unidos  anorexia,  diarréia  e  náusea  foram  os  sintomas  mais  prevalentes,  com  34,8,  33,7  e 

 26,4%,  respectivamente  (GUPTA  et  al.,  2020).  Em  relação  aos  pacientes  mais  graves  que 

 necessitam  de  cuidado  em  UTI,  o  sintoma  de  dor  abdominal  é  mais  frequente  do  que  em 

 pacientes  com  infecção  mais  leve  (JAIN;  YUAN,  2020).  A  região  abdominal  em  que  o  paciente 

 com  COVID-19  apresenta  dor  também  parece  ser  um  fator  importante  na  associação  com  maior 

 gravidade  da  doença.  Pacientes  com  dor  abdominal  superior  e  dispneia  apresentaram 

 resultados  bioquímicos  alterados  e  maior  risco  de  pior  evolução  da  COVID-19  quando 

 comparados aos pacientes que tiveram dor abdominal inferior (BALAPHAS et al., 2022). 

 A  causa  dos  sintomas  gastrointestinais  é  multifatorial  e  na  maioria  das  vezes 

 hipotetizada,  havendo  necessidade  de  mais  estudos  para  determinar  a  fisiopatologia  da 

 infecção  por  SARS-CoV-2  no  sistema  gastrointestinal.  Quatro  hipóteses  são  levantadas  na 

 literatura  atual,  (1)  dano  ao  epitélio  do  trato  gastrointestinal  (TGI)  causado  diretamente  pela 

 infecção  com  SARS-CoV-2  neste  tecido  (LAMERS  et  al.,  2020;  LIN  et  al.,  2020;  XIAO  et  al., 

 2020);  (2)  processo  inflamatório  intestinal  gerado  por  infiltração  de  células  do  sistema 

 imunológico,  contribuindo  para  o  aumento  de  citocinas  inflamatórias  causando  danos  teciduais 

 e  edema  de  submucosa  (VARGA  et  al.,  2020);  (3)  disbiose  intestinal  que  pode  interferir  na 

 regulação  de  mecanismos  de  controle  de  resposta  imunológica  tanto  local  e  sistêmica 

 (AHLAWAT;  ASHA;  SHARMA,  2020;  ALBERCA  et  al.,  2021;  DE  OLIVEIRA  et  al.,  2021)  e  (4) 

 desregulação  do  sistema  renina-angiotensina  pela  redução  de  disponibilidade  do  receptor 

 ACE2,  causada  durante  a  entrada  do  vírus  nas  células  do  hospedeiro,  o  que  poderia  alterar 

 diferentes  mecanismos  do  TGI  como  absorção  e  secreção  de  moléculas,  fluxo  sanguíneo, 

 motilidade e inflamação (VIANA; NUNES; REIS, 2020). 

 O  aumento  da  permeabilidade  intestinal  é  uma  alteração  que  pode  estar  presente  nos 

 quatro  processos  fisiopatológicos  sugeridos  como  responsáveis  por  causarem  sintomas 

 gastrointestinais  durante  a  COVID-19.  A  permeabilidade  intestinal  alterada  pode  corroborar  com 

 a  ativação  inflamatória  sistêmica,  chamada  de  endotoxemia  metabólica,  condição  já  observada 

 em  diferentes  doenças  associadas  à  disbiose  intestinal  e  alterações  no  perfil  de  citocinas 

 inflamatórias,  como  a  obesidade  e  a  diabetes  (CANI  et  al.,  2012).  A  disbiose  intestinal  também 
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 tem  sido  relacionada  com  o  surgimento  de  infecções  secundárias  por  bactérias  durante 

 infecções  respiratórias  virais  (SENCIO;  MACHADO;  TROTTEIN,  2021).  Em  crianças  com 

 síndrome  inflamatória  multissistêmica  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  à  perda  de  permeabilidade 

 intestinal  no  início  da  doença  (OLIVA  et  al.,  2021).  Com  isso,  os  autores  sugerem  o  uso  desses 

 marcadores para predição 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  investigação  também  das  diferentes  linhagens, 

 principalmente  as  que  estão  em  dominância,  quanto  aos  aspectos  gastrointestinais,  como  a 

 disbiose  e  controle  de  barreira  intestinal  para  possibilitar  descobertas  que  permitam  o 

 aperfeiçoamento  do  prognóstico  e  abordagens  terapêuticas.  Nesse  sentido,  o  uso  de  modelos 

 animais  que  apresentem  semelhanças  clínicas  e  imunológicas  durante  infecção  com 

 SARS-Cov-2  comparada  a  COVID-19  em  humanos,  é  muito  útil  para  investigação  da 

 patogênese  da  doença  envolvendo  sistemas  complexos  como  o  eixo  intestino-pulmão,  visto  as 

 dificuldades  em  se  coletar  amostras  mais  invasivas  em  humanos,  além  das  questões  de 

 variabilidade  individual  em  humanos  que  dificultam  a  compreensão  dos  resultados  (SEIBERT  et 

 al., 2021). 
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 1.9  Modelos experimentais para infecção por SARS-CoV-2 e o papel da microbiota 
 intestinal 

 Diferentes  modelos  animais  já  foram  descritos  para  investigação  do  SARS-CoV-2,  como 

 hamsters,  camundongos  transfectados  com  adenovírus  para  expressar  a  proteína  ACE2 

 humana,  ou  vírus  geneticamente  modificados  de  modo  a  possibilitar  o  desenvolvimento  de 

 infecção em camundongos não transgênicos (HASSAN et al., 2020; LUTZ et al., 2020). 

 Desde  2003,  com  as  primeiras  epidemias  de  SARS  causadas  por  coronavírus, 

 pesquisadores  buscaram  por  modelos  que  replicassem  as  características  clínicas  da  infecção 

 em  humanos.  No  entantom  a  ausência  do  receptor  ACE2  humano  impedia  a  reprodutibilidade 

 da  gravidade  da  doença  em  animais  não  primatas  (SILVAS  et  al.,  2021).  Em  2006,  McCray  e 

 colaboradores  desenvolveram  um  camundongo  transgênico  capaz  de  expressar  o  receptor 

 humano  ACE2  em  tecido  epitelial,  e  verificaram  que  a  infecção  intranasal  com  SARS-CoV 

 causava  doença  similar  à  de  humanos,  com  aspectos  clínicos  e  inflamatórios  mais  intensos 

 comparados  ao  das  outras  linhagens  de  camundongos  (MCCRAY  et  al.,  2007).  As  publicações 

 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  caracterização  da  infecção  por 

 SARS-CoV-2  ou  terapias  de  imunização,  e  mais  recentemente,  com  assuntos  específicos 

 envolvendo  mecanismos  do  hospedeiro  ou  análise  do  papel  de  moléculas  do  vírus  (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  construção  genética  do  camundongo  K18-hACE2  foi  realizada  para  garantir 

 especificidade  de  expressão  do  receptor  em  células  epiteliais,  o  que  foi  alcançado  através  do 

 uso  do  promotor  da  queratina  humana  18  (K18)  e  expressão  intensa  do  gene,  através  da 

 inserção  de  uma  sequência  intensificadora  de  tradução  (TE)  do  vírus  do  mosaico  da  alfafa 

 localizada  logo  após  o  promotor  (CHOW  et  al.,  1997;  MCCRAY  et  al.,  2007).  Em  seguida,  na 

 sequência  genômica  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)2Prlmn/J,  na  qual  B6  é  a  abreviação  para  C57Black/6J,  referente  a  linhagem  utilizada 

 para  gerar  o  camundongo  transgênico,  Cg-Tg  (K18-ACE2)  são  os  genes  promotor  e  o 

 transgênico  inseridos  no  DNA  do  animal,  e  2Prlmn  refere-se  ao  cromossomo  em  que  foi 

 inserido  o  gene  transgênico  e  a  sigla  do  nome  do  laboratório  ou  pesquisador  responsável  que 

 criou a nova linhagem, neste caso Perlman (JAX stock #034860). 
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 A  infecção  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  pulmão,  cólon,  rim  e 

 cérebro  (WINKLER,  et  al.,  2020).  McCray  e  colegas  também  verificaram  a  expressão  do 

 receptor  em  intestino  delgado,  fígado,  baço  e  coração  (MCCRAY,  et  al.,  2007).  O  pulmão  é  o 

 órgão  com  maior  carga  viral  logo  nos  primeiros  dias  da  infecção,  enquanto  o  cérebro,  em  alguns 

 animais  pode  apresentar  aumento  da  quantidade  de  RNA  viral  entre  o  segundo  e  o  sexto  dia 

 após  a  infecção  (ZHENG  et  al.,  2021).  Apesar  de  tecidos  extrapulmonares  apresentarem  carga 

 viral,  não  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 

 clínicos,  como  letargia,  dificuldade  para  respirar  e  morte  no  sétimo  dias  após  infecção 

 (MCCRAY,  et  al.,  2007).  A  evolução  clínica  durante  a  infecção  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  à  cepa  ancestral 

 (MAO et al., 2021). 

 A  infecção  por  SARS-CoV-2  em  camundongos  K18-hACE2  mimetiza  a  infecção 

 observada  em  humanos,  apresentando  aumento  significativo  de  citocinas  inflamatórias  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 

 aplicação  como  sendo  vantajosa  em  estudos  de  patogênese  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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 1.10  Tratamento de doenças respiratórias infecciosas com manejo da microbiota 
 intestinal e seus metabólitos 

 Alterações  na  composição  da  microbiota  intestinal  têm  sido  identificada  em  diferentes 

 tipos  de  infecções  respiratórias  virais,  como  responsáveis  por  comprometer  a  resposta 

 imunológica  do  hospedeiro  (ANTUNES  et  al.,  2019;  ICHINOHE  et  al.,  2014;  QIN  et  al.,  2015). 

 Ichinohe  e  colegas  utilizando  abordagem  de  depleção  da  microbiota  intestinal  através  do  uso  de 

 antibióticos  em  camundongos,  verificaram  que  as  alterações  provocadas  na  composição  da 

 microbiota  intestinal  prejudicaram  resposta  de  linfócitos  T  CD4  +  e  T  CD8  +  e  células  B  no  pulmão 

 durante infecção pelo vírus da influenza A (ICHINOHE et al., 2011). 

 Outras  estratégias  experimentais  permitem  verificar  o  papel  da  microbiota  na  regulação 

 do  sistema  imunológico  durante  doenças  respiratórias,  como  a  terapia  com  probióticos 

 (suplementação  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 

 prebióticos  (fibras  alimentares  fermentáveis  metabolizadas  por  bactérias,  gerando  produtos  que 

 podem  ser  utilizados  por  outros  organismos)  (JANG  et  al.,  2021;  TROMPETTE  et  al.,  2018)  ou 

 através  da  suplementação  com  compostos  do  metabolismo  de  bactérias,  como  os  ácidos 

 graxos  de  cadeia  curta  (AGCC)  (TROMPETTE,  et  al.,  2018;  ANTUNES,  et  al.,  2019;  JANG,  et 

 al., 2020). 

 Muitos  estudos  têm  relacionado  alterações  na  composição  da  microbiota  intestinal  e  nas 

 concentrações  dos  AGCC  durante  a  COVID-19,  como  sendo  um  fator  importante  na 

 fisiopatogênese  da  doença  (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  imunológica  que  poderiam  predispor  os  pacientes  à  forma  mais  grave  da 

 COVID-19  e  até  a  morte  (ZUO  et  al.,  2020).  Eles  observaram  que  citocinas  inflamatórias  como 

 IL-6  e  IFN-γ  estavam  positivamente  relacionadas  com  os  gêneros  Lactobacilli  and  Ruminococci  , 

 enquanto  que  para  o  Clostridiales  a  relação  foi  negativa.  Em  outro  estudo,  pacientes  com 

 COVID-19,  incluindo  aqueles  cujas  amostras  foram  coletadas  até  trinta  dias  da  resolução  da 

 infecção  por  SARS-CoV-2,  apresentaram  disbiose  intestinal  caracterizada  por  redução  de 

 espécies  reconhecidamente  benéficas  para  saúde  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  período  de  internação,  pacientes  com  COVID-19  apresentaram 

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

 2020). 

 Figura 9. Resumo de alterações na microbiota intestinal de pacientes com COVID-19. 

 Indivíduos  saudáveis  apresentam  maiores  quantidades  de  Eubacterium  ,  Faecalibacterium  prausnitzii  , 

 Roseburia  ,  Lachnospiraceae  em  comparação  aos  infectados  com  SARS-CoV-2  .  Esses  comensais  são 

 produtores  de  butirato  e  podem  contribuir  com  propriedades  anti-inflamatórias  e  imunorreguladoras  no 

 intestino.  Pacientes  com  COVID-19  apresentam  redução  desses  comensais  simbióticos  e  aumento  de 

 patógenos  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  condições  de  inflamação  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  expressão  de  ACE2  em  camundongos,  apresentaram  quantidades  inversamente 

 correlacionadas à carga viral fecal de SARS-CoV-2. Figura de ZUO, et al., 2020. 
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 Trompette  e  colaboradores  verificaram  que  os  tratamentos  com  butirato  na  água  de 

 beber  (500  mM)  ou  com  dieta  rica  em  inulina  (30%)  protegeu  camundongos  infectados  com  o 

 vírus  da  Influenza  A  dos  efeitos  deletérios  dessa  infecção  via  modulação  de  respostas  de 

 monócitos  e  células  T  citotóxicas  (TROMPETTE,  et  al.,  2018).  O  tratamento  com  dieta  rica  em 

 fibras  apresentou  efeito  protetor  durante  infecção  pelo  vírus  sincicial  respiratório  em 

 camundongos,  de  maneira  dependente  da  ação  da  microbiota  intestinal  e  geração  de  acetato 

 (ANTUNES,  et  al.,  2019).  O  tratamento  com  3  mM  de  butirato  em  culturas  de  organóide 

 intestinal  oriundas  de  animais  que  expressam  maiores  quantidades  de  ACE2  e  TMPRSS2 

 reduziu  a  expressão  destes  genes  (LI  et  al.,  2021a).  Contudo,  Chemudupati  e  colegas 

 verificaram  que  o  tratamento  com  butirato  em  cultura  de  célula  primária  de  pulmão  aumentou  a 

 replicação  viral  em  modelos  de  infecção  com  metapneumovírus  humano  (CHEMUDUPATI  et  al., 

 2020).  Mais  estudos  com  modelo  animal  para  infecção  com  SARS-CoV-2  envolvendo 

 tratamento  com  AGCC  são  necessários  para  verificação  dos  efeitos  em  um  panorama  mais 

 completo em relação às interações celulares existentes. 

 Estudo  clínico  em  andamento  investiga  se  a  suplementação  com  simbiótico  (composto 

 com  cepas  de  bactérias  benéficas  e  fibras  alimentares)  em  pacientes  com  COVID-19  melhora  o 

 quadro  clínico  dos  pacientes,  principalmente  com  relação  aos  sintomas  gastrointestinais,  carga 

 viral  e  gravidade  da  doença  (NCT04420676).  Contudo,  estudos  clínicos  são  longos  e 

 geralmente  não  é  possível  coletar  amostras  de  órgãos  como  o  pulmão  e  o  intestino.  Portanto, 

 considerando  a  aplicabilidade  de  modelos  animais  que  mimetizam  a  infecção  por  SARS-CoV-2 

 em  humanos,  somada  a  necessidade  de  aprofundar  a  fisiopatogênese  de  novas  variantes,  bem 

 como  verificar  os  efeitos  de  terapias  relacionadas  à  microbiota  intestinal,  este  trabalho  busca 

 contribuir  com  informações  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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 CAPÍTULO 2 – OBJETIVOS 

 Estudos  apontam  que  as  alterações  na  composição  e  no  metabolismo  da  microbiota 

 intestinal  induzidas  pela  COVID-19  podem  ser  importantes  na  patogênese,  na  intensidade  da 

 doença,  na  recuperação  e  inclusive  nas  sequelas  ou  COVID  longa  (LIU  et  al.,  2022). 

 Considerando  a  relação  entre  maior  gravidade  da  COVID-19  com  alterações  na  microbiota 

 intestinal  e  redução  dos  AGCCs,  investigamos  neste  trabalho  se  o  tratamento  com  os  AGCCs 

 ou  a  redução  da  carga  microbiana  intestinal  poderiam  alterar  a  resposta  durante  a  infecção  por 

 SARS-CoV-2. 

 2.1.  Objetivo I 

 Verificar  o  efeito  dos  ácidos  graxos  de  cadeia  curta  em  células  do  epitélio  intestinal 

 durante infecção por SARS-CoV-2. 

 2.2.  Objetivo II 

 Avaliar  o  impacto  da  depleção  da  microbiota  intestinal  na  infecção  por  SARS-CoV-2  em 

 camundongos  transgênicos  fêmeas  que  expressam  a  enzima  conversora  de  angiotensina 

 humana em células epiteliais (K18-hACE2). 

 2.3.  Objetivo III 

 Comparar  os  efeitos  da  infecção  pela  variante  gama  (P.1.)  versus  à  infecção  por 

 SARS-CoV-2  ancestral  (B.1)  na  composição  da  microbiota  intestinal  em  camundongos 

 K18-hACE2 . 
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 CAPÍTULO 3 – ARTIGO ORIGINAL 1 

 Ácidos graxos de cadeia curta derivados da microbiota não interferem na infecção por 
 SARS-CoV-2 em biópsias de cólon humano 

 A  COVID-19  pode  causar  disbiose,  caracterizada  por  exemplo,  pelo  aumento  de 

 bactérias  oportunistas  e  redução  de  bactérias  produtoras  de  ácidos  graxos  de  cadeia  curta 

 (AGCCs).  Considerando  a  importância  desses  metabólitos  da  microbiota  para  a  saúde  das 

 células  intestinais  e  no  controle  de  infecções  virais,  nós  hipotetizamos  que  a  redução  dos 

 AGCCs  poderia  interferir  no  controle  viral  por  células  do  intestino  humano.  Biópsias  de  cólon  de 

 indivíduos  saudáveis  foram  obtidas  para  ensaios  ex  vivo  que  incluíram  o  tratamento  com  mix  de 

 AGCCs  (acetato,  propionato  e  butirato)  por  1  hora  seguida  da  inoculação  de  10  5  PFU  de 

 SARS-CoV-2.  Cada  amostra  foi  pesada  e  dividida  igualmente  para  análise  da  carga  viral  e 

 expressão  de  genes  inflamatórios  por  RT-PCR  e  marcação  da  proteína  viral  Spike  por 

 imunofluorescência.  O  efeito  dos  AGCCs  no  controle  de  permeabilidade  durante  a  infecção  por 

 SARS-CoV-2  foi  medido  em  culturas  de  linhagem  de  colonócitos  humanos,  células  Caco-2.  O 

 tratamento  com  AGCCs  reduziu  a  transcrição  de  genes  importantes  para  a  detecção  de 

 moléculas  virais,  controle  de  entrada  viral  e  replicação,  como  RIG1,  TMPRSS2  e  o  receptor  de 

 IFNλ.  No  entanto,  não  houve  alteração  na  carga  viral,  indicando  que  esses  efeitos  não  são 

 suficientes  ou  podem  ser  neutralizados  por  outros  efeitos  de  AGCCs  nessas  células.  Com 

 relação  à  análise  de  permeabilidade  em  Caco-2,  não  foram  observadas  alterações  na 

 resistência  transepitelial  após  a  infecção  ou  o  tratamento.  As  limitações  do  trabalho  incluem  a 

 ausência  de  interação  entre  as  células  epiteliais  intestinais  com  o  sistema  imunológico  e  a 

 microbiota  intestinal,  que  podem  responder  aos  AGCCs  de  maneira  integrativa  e  gerar  outros 

 efeitos  frente  a  infecção  por  SARS-CoV-2.  Vale  ressaltar  que  os  AGCCs  também  podem  ter 

 efeitos  sistêmicos,  que  podem  ser  relevantes  para  SARS-CoV-2  infecção  em  diferentes 

 contextos. 
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 CAPÍTULO 4 – ARTIGO ORIGINAL 2 

 Impacto da depleção da microbiota por antimicrobianos orais na resposta clínica e 
 imunológica de camundongos K18-hACE2 infectados com SARS-CoV-2 

 Dados  clínicos  e  experimentais  indicam  que  a  infecção  por  SARS-CoV-2  está  associada 

 a  mudanças  significativas  na  composição  e  função  da  microbiota  intestinal.  No  entanto,  a 

 relevância  desses  efeitos  para  a  fisiopatologia  do  SARS-CoV-2  é  desconhecida.  Neste  estudo, 

 analisamos  o  impacto  da  depleção  da  microbiota  após  o  tratamento  com  antimicrobianos  orais 

 de  amplo  espectro  nas  respostas  clínicas  e  imunológicas  de  camundongos  K18-hACE2 

 infectados  por  SARS-CoV-2.  Os  camundongos  foram  tratados  com  uma  combinação  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  à  infecção  no  dia  11  após  a 

 infecção.  O  tratamento  com  Abx  não  teve  impacto  na  mortalidade.  No  entanto,  camundongos 

 tratados  com  Abx  apresentaram  sintomas  clínicos  atenuados,  apesar  da  perda  de  peso  ter  sido 

 semelhante  entre  os  grupos  infectados-tratados  e  não-tratados.  Não  observamos  diferenças 

 nos  escores  histopatológicos  de  pulmão  e  cólon  ou  na  carga  viral  presente  nos  órgãos  (pulmão, 

 cólon,  coração,  cérebro  e  rim)  entre  os  grupos  no  5º  dia  de  infecção.  Apesar  de  algumas 

 pequenas  diferenças  na  expressão  de  marcadores  antivirais  e  inflamatórios  nos  pulmões  e 

 cólon,  nenhuma  mudança  robusta  foi  observada  em  camundongos  tratados  com  Abx.  Juntos, 

 esses  achados  indicam  que  a  depleção  da  microbiota  não  tem  impacto  na  infecção  por 

 SARS-CoV-2 em camundongos. 
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 CAPÍTULO 5 – RESULTADOS ADICIONAIS 

 Comparação dos efeitos da infecção pela variante gama e pelo SARS-CoV-2 original na 
 clínica e composição da microbiota intestinal de camundongos K18-hACE2 

 A  infecção  pela  variante  gama  (P.1)  apresenta  maior  gravidade  comparada  à  infecção 

 causada  pelo  vírus  ancestral  (BANHO  et  al.,  2022).  Entretanto,  sua  influência  nos  distúrbios 

 gastrointestinais,  como  a  disbiose  da  microbiota  intestinal  permanece  desconhecida.  O  objetivo 

 desta  parte  do  trabalho  foi  comparar  o  tropismo  em  diferentes  órgãos,  patologia  pulmonar  e 

 intestinal,  os  efeitos  na  composição  da  microbiota  intestinal  da  infecção  pela  variante  gama 

 versus  a  infecção  por  SARS-CoV-2  ancestral  (B.1).  Para  tanto,  camundongos  K18-hACE2 

 foram  infectados  com  as  duas  linhagens  e  analisados  quanto  ao  desenvolvimento  de  alterações 

 clínicas.  No  quinto  dia  pós  infecção,  os  animais  foram  eutanasiados  e  foram  coletados  pulmão  e 

 cólon  para  análises  histopatológicas  e  de  perfil  de  genes  inflamatórios,  enquanto  amostras  de 

 conteúdo  luminal  foram  processadas  para  análise  da  composição  da  microbiota  intestinal  por 

 sequenciamento  de  RNA  ribossomal  16S.  A  infecção  com  a  variante  P.1  em  animais 

 transgênicos  K18-hACE2  apresentou  maior  letalidade  do  que  a  com  B.1.  Apesar  de  não  haver 

 diferença  na  carga  viral  no  pulmão,  intestino,  rins  e  coração,  verificou-se  maiores  quantidades 

 de  vírus  no  sistema  nervoso  central  de  animais  infectados  pela  variante  gama,  o  que  pode  ter 

 relação  com  alta  mortalidade.  Houve  redução  na  expressão  do  gene  que  codifica  ocludina  e 

 aumento  da  proteína  claudina-1  no  cólon  dos  animais  infectados  pela  variante,  além  de 

 alterações  na  composição  da  microbiota  intestinal  em  comparação  à  composição  da  microbiota 

 de  animais  não  infectados  ou  infectados  com  o  vírus  original.  Mais  estudos  são  necessários 

 para  investigar  o  papel  da  microbiota  e  seu  perfil  de  composição  durante  a  COVID-19  com 

 relação ao tropismo pelo sistema nervoso central. 
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 5.1.  Introdução 

 O  surgimento  de  variantes  do  SARS-CoV-2  pode  ter  um  impacto  enorme  nos  sistemas  de 

 saúde  pública.  A  segunda  onda  de  casos  de  Covid-19  em  Manaus,  a  qual  foi  causada  pela 

 variante  Gama  (P.1),  resultou  em  prejuízo  econômico,  social  e  uma  crise  de  saúde  sem 

 precedentes,  ilustrando  esse  risco  das  variantes.  No  período  da  segunda  onda  houve  um 

 aumento  dramático  do  número  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  região  amazônica  foram 

 causados  predominantemente  pela  variante  P.1,  de  modo  que  a  permanência  da  transmissão 

 pode  ter  favorecido  o  surgimento  de  novas  mutações  que  podem  representar  ainda  mais 

 preocupação  devido  a  capacidade  de  evadir  o  sistema  imunológico  (NAVECA,  et  al.,  2021). 

 Recentemente,  em  um  estudo  que  utilizou  análises  de  bioinformática  e  associou  os  dados  de 

 pacientes  e  aos  de  sequenciamento  de  vírus  foi  observado  que  pacientes  infectados  com  a 

 variante  P.1  tinham  70%  de  chance  de  evoluir  para  óbito  (HAHN,  et  al.,  2021).  O  objetivo  do 

 presente  trabalho  foi  caracterizar  as  diferenças  entre  a  infecção  causada  pela  variante  gama 

 (P.1)  e  o  vírus  original.  Para  tanto,  analisamos  o  tropismo  viral,  sobrevivência  e  perfil 

 inflamatório  no  pulmão  e  intestino,  além  de  investigar  o  papel  da  microbiota  intestinal  na 

 infecção em modelo murino de infecção. 

 5.2.  Objetivos 

 Comparar  as  alterações  intestinais  causadas  pela  variante  gama  (P.1)  versus  o  vírus 

 original  em  camundongos  transgênicos  que  expressam  a  enzima  conversora  de  angiotensina 

 humana (K18-hACE2) em células epiteliais. 

 Objetivos específicos 

 I.  Analisar  a  gravidade  da  doença  por  avaliação  do  peso,  escore  clínico  e  sobrevivência 

 após infecção; 

 II.  Verificar o tropismo viral em diferentes órgãos; 

 III.  Mensurar o tamanho, morfologia e parâmetros inflamatórios em órgãos alvo da infecção; 

 IV.  Analisar  as  alterações  na  composição  da  microbiota  intestinal  após  5  dias  de  infecção 

 pela variante gama. 
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 5.3.  Materiais e métodos 

 Vírus 
 O  SARS-CoV-2  B.1  (HIAE-02-SARS  CoV-2/SP02/human/2020/BRA;  Genbank 

    MT126808.1  )  foi  gentilmente  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  vírus  foi 

 realizado  para  confirmação  da  mutação  através  do  MinION  sequencing  (Oxford  Nanopore 

 Technologies,  Oxford,  UK).  Os  estoques  virais  de  ambas  as  linhagens  foram  produzidos  e 

 gentilmente  disponibilizados  pelo  Professor  Dr.  José  Luiz  Módena,  do  Laboratório  de  Vírus 

 Emergentes/LEVE,  do  Instituto  de  Biologia  da  Universidade  Estadual  de  Campinas  (UNICAMP). 

 O  estoque  viral  foi  obtido  por  cultivo  em  células  VERO  CCL81  em  confluência  (MOI  (  Multiplicity 

 of  Infection  )  =  0,01).  O  sobrenadante  foi  coletado  após  36  a  40  horas  da  inoculação  com  vírus 

 ou  após  observação  de  50%  de  efeito  citopático  (CPE),  centrifugado  e  armazenado  à  -80°C.  A 

 titulação foi realizada por RT-qPCR e ensaio de placa (ROCCO et al., 2020). 

 Animais 
 Os  procedimentos  com  animais  foram  submetidos  e  aprovados  pela  Comissão  de  Ética 

 no  Uso  de  Animais  (CEUA)  do  Instituto  de  Biologia  da  Universidade  Estadual  de  Campinas,  sob 

 parecer  número  5792-1/2021  .  Foram  utilizados  camundongos  da  linhagem 

 2B6.Cg-Tg(K18-ACE2)  2Prlmn/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  Investigação  Biológica  (CEMIB  – 

 UNICAMP).  Todos  os  animais  foram  mantidos  inicialmente  no  Biotério  de  Animais  SPF  do 

 Departamento  de  Genética,  Evolução,  Microbiologia  e  Imunologia  do  Instituto  de  Biologia  da 

 Universidade  Estadual  de  Campinas.  Os  animais  foram  dispostos  em  gaiolas  com  filtro  na 

 tampa  em  número  inferior  a  5  por  gaiola  e  possuíam  livre  acesso  à  água  e  ração  esterilizada. 

 Posteriormente,  os  animais  foram  transferidos  para  o  biotério  com  nível  de  biossegurança  3  do 

 Centro  de  Pesquisa  em  Virologia  da  Faculdade  de  Medicina  da  Universidade  de  São  Paulo, 

 onde  foram  realizadas  as  infecções  e  coletas  dos  tecidos.  Neste  estudo,  utilizou-se  somente 

 camundongos  fêmeas  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 

 Experimentação 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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 Infecção 
 Os  animais  foram  anestesiados  com  solução  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  μL  de  meio  de  cultura  contendo  10  4  PFU/mL  do 

 SARS-CoV-2  cepa  B.1  ou  P.1  por  aplicação  intranasal  (ROSSEELS,  et  al.,  2021,  MOREAU  et 

 al.,  2020).  Todos  os  animais  foram  pesados  e  analisados  quanto  aos  parâmetros  clínicos 

 (Tabela  4)  diariamente.  A  eutanásia  e  coleta  dos  tecidos  foi  realizada  no  quinto  dia  pós  infecção. 

 Foram  coletados  fezes,  sangue  periférico  para  separação  do  plasma,  pulmão,  coração,  intestino 

 delgado  e  grosso  (duodeno  e  cólon)  e  rins  (Figura  10).  Para  análise  da  microbiota  foi  coletado 

 conteúdo luminal do cólon e congelado imediatamente em nitrogênio líquido. 
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 Tabela 4.  Parâmetros utilizados para avaliar escore  clínico da doença. 

 Parâmetro  Avaliação  Escore 

 Peso corporal 

 0% de perda  0 

 1 a 5% de perda  1 

 6 a 10% de perda  2 

 11 a 15% de perda  3 

 16 a 20% de perda  4 

 > de 20% de perda  5 

 Postura e aparência 
 Sem piloerição  0 

 Piloerição  1 

 Atividade 

 Ativo  0 

 Atividade moderada  1 

 Pouca atividade  2 

 Imobilidade  3 

 Abertura dos olhos 

 Normal  0 

 Fechamento lento  1 

 Fechados  2 

 Responsividade a 
 estímulos 

 Normal  0 

 Moderada  1 

 Baixa  2 

 Respiração 
 Normal  0 

 Acelerada  1 
 Adaptado de (KUMARI et al., 2021; MOREAU et al., 2020) 
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 Figura 10 . Desenho experimental da infecção pelo B.1 original ou P.1 variante e coleta dos tecidos 

 Fêmeas  K18-hACE2  foram  inoculadas  via  intranasal,  40  μL  de  meio  de  cultura  estéril  (grupo  não 

 infectado)  ou  contendo  10  4  PFU/mL  do  SARS-CoV-2  cepa  B.1  ou  P.1  (grupo  P.1  variante).  Foram 

 avaliados  durante  5  dias  os  parâmetros  clínicos  da  doença  (peso  corporal,  postura  e  aparência,  atividade, 

 abertura  dos  olhos,  responsividade  a  estímulos  e  velocidade  da  respiração).  No  quinto  dia  após  a 

 infecção,  os  animais  foram  anestesiados  e  coletou-se  o  sangue  para  separação  do  plasma.  Após  a 

 eutanásia,  foram  coletados  os  órgãos  para  análises  de  carga  viral  por  qRT-PCR,  perfil  inflamatório  por 

 ELISA  e  transcritos  inflamatórios,  além  de  histologia  para  morfologia  por  coloração  de  hematoxilina  e 

 eosina  (HE).  Foram  realizados  dois  experimentos  independentes,  totalizando  o  número  amostral  de  11 

 animais por grupo. 

 Análise clínica da doença 

 Após  a  infecção,  os  animais  tiveram  o  peso  corporal  e  análise  clínica  da  doença 

 mensurados  diariamente  até  o  dia  da  coleta  (5  dias  após  infecção)  ou  até  10  dias  em  análise  de 

 sobrevida.  Os  parâmetros  utilizados  para  avaliar  a  clínica  da  doença  estão  detalhados  na 

 Tabela 4. No momento da coleta foi mensurado o tamanho do coração, baço, cécum e cólon. 
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 Carga Viral 

 Os  tecidos  foram  pesados  e  homogeneizados  em  1  mL  solução  Hank’s  Balanced  Salt 

 (HBSS)  (Gibco  TM  ;  número  catálogo:  14025092)  contendo  antibióticos  (0,2%  normocin;  1% 

 Penicilina  e  Streptomicina;  1%  solução  gentamicina  10  mg/mL)  com  beads  de  zircone  em 

 homogeneizador  (MagNa  Lyzer,  Roche  Life  Science).  Em  seguida,  200  uL  da  solução  foram 

 separados  para  realizar  ensaio  de  placa  e  do  restante  do  volume  foi  extraído  RNA  com  o  kit 

 Quick-RNA  viral  kit  (Zymo  Research)  seguindo  as  recomendações  do  fabricante.  A 

 concentração  de  RNA  foi  determinada  por  aparelho  Nanodrop.  O  material  foi  amplificado  por 

 reação  em  cadeia  da  polimerase  usando  o  sistema  Taqman.  A  sequências  dos  primers 

 utilizados foi: 

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

 Primer 2: Sequência (5` to 3`) ATA TTG CAG CAG TAC GCA CAC A  

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

 O  número  de  cópias  virais  foi  determinado  utilizando  curva  padrão  do  vírus  e 

 normalizado pelo peso de tecido (em miligramas). 

 Escore histopatológico 

 No  quinto  dia  após  a  infecção,  os  animais  foram  anestesiados  com  solução  de  cetamina 

 e  xilazina,  e  após  perda  total  de  resposta  a  estímulos  foi  realizada  a  coleta  de  sangue  pelo 

 plexo  venoso  retro  bulbar,  seguida  de  perfusão  cardíaca  com  20  ml  de  solução  salina, 

 decapitação  para  remoção  do  cérebro,  e  então  remoção  dos  demais  órgãos  de  interesse 

 presentes  na  cavidade  abdominal.  O  material  destinado  às  análises  histológicas  foi  fixado  em 

 solução  tamponada  de  paraformaldeído  4%  por  72  a  96  horas  à  8°C.  Após  fixação,  os  materiais 

 foram  lavados  três  vezes  com  solução  salina  e  mantidos  em  álcool  70%  até  o  momento  do 

 processamento  para  inclusão  em  parafina.  Foi  realizada  a  microtomia  em  5-7  μ  m  para 

 realização  de  coloração  por  hematoxilina  e  eosina.  Após  obtenção  das  imagens  de  microscopia 

 dos  cortes  de  pulmão  e  intestino,  foi  realizada  análise  qualitativa  de  escore  inflamatório.  Para  o 

 intestino  foi  avaliada  a  presença  de  infiltrado  inflamatório,  edema  e  ulcerações  no  epitélio 

 (FACHI  et  al.,  2020).  Para  o  tecido  pulmonar  foi  avaliada  a  hiperplasia  de  pneumócito  do  tipo  II, 

 inflamação  perivascular,  septal  e  alveolar,  caracterizada  pela  presença  de  linfócitos,  macrófagos 

 e neutrófilos, além de quantidade de edema e fibrina alveolar (YINDA et al., 2021). 
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 RT-qPCR de genes inflamatórios 

 O  material  de  RNA  obtido  do  processamento  para  carga  viral  do  pulmão,  intestino 

 delgado,  intestino  grosso  e  células  epiteliais  intestinais  isoladas  também  foi  utilizado  para 

 análise  quantitativa  de  RT-PCR.  Os  genes  alvos  e  o  endógeno  estão  descritos  na  tabela  5.  O 

 isolamento  de  células  epiteliais  intestinais  do  cólon  foi  realizado  por  meio  de  incubação  em  20 

 mL  de  HBSS  com  2  mM  de  EDTA  à  37°C,  com  homogeneizações  de  15  segundos  a  cada  10 

 minutos  durante  1  hora.  Em  seguida  foi  filtrado  em  70  μm  e  lavado  para  remoção  do  EDTA  por 

 meio  de  centrifugação  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  à 

 1800  rpm/3  minutos/4°C  e  ressuspendido  em  tampão  de  lise  contendo  1%  de 

 beta-mercaptoetanol (RNeasy  ®  Kit Qiagen - número catálago  7404). 

 O  RNA  foi  convertido  em  cDNA  seguindo  as  recomendações  do  fabricante  do  kit  de 

 conversão  com  transcriptase  reversa  High  Capacity  (Applied  Biosystems™).  A  amplificação  foi 

 realizada  por  sistema  de  real  time  PCR  Sybrgreen  (Master  mix  -  Applied  Biosystems™).  As 

 sequências  dos  primers  são  apresentadas  na  tabela  5.  Os  resultados  foram  calculados  para 

 obtenção  do  delta  cycle  threshold  (ΔCT),  subtraindo  o  valor  de  CT  do  gene  alvo  pelo  gene 

 endógeno  (B2-microglobulina).  A  normalização  dos  valores  de  2^-ΔΔCT  foi  realizada  com  base 

 no  grupo  B.1  original,  e  o  resultado  transformado  em  Log2  de  modo  a  facilitar  as  comparações 

 com o grupo P.1 variante. 
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 Tabela 5.  Lista de primers utilizados. 

 Gene  Sequências 
 B2m (endógeno)  F: 5’ – CCCCACTGAGACTGATACATACG -3’ 

 R: 5’- CGATCCCAGTAGACGGTCTTG-3’ 
 Cxcl11  F: 5′-CCGAGTAACGGCTGCGACAAAG-3′ 

 R: 5′-CCTGCATTATGAGGCGAGCTTG-3′ 
 Tnfa  F: 5’ - TCT TCT CAT TCC TGC TTG TGG C -3’ 

 R: 5’ - CAC TTG GTG GTT TGC TAC GAC G - 3’ 
 Il6  F: 5’ - CTG CAA GAG ACT TCC ATC CAG - 3’ 

 R: 5’ - AGT GGT ATA GAC AGG TCT GTT GG - 
 3’ 

 Il1b  F: 5’ GGC AGC TAC CTG TGT CTT TCC C -3’ 
 R: 5’ATA TGG GTC CGA CAG CAC GAG - 3’ 

 Rank1  F: 5’- GCTCAACAAGGACACAGTGTGC-3’ 
 R: 5’- CGCATCGGATTTCTCTGTCCCA-3’ 

 Bcl2  F: 5’- ATG CCT TTG TGG AAC TAT ATG GC - 3’ 
 R: 5’- GGT ATG CAC CCA GAG TGA TGC- 3’ 

 Bax  F: 5’ - AGA CAG GGG CCT TTT TGC TAC - 3’ 
 R: 5’ - AAT TCG CCG GAG ACA CTC G - 3’ 

 Ifnb1  F: 5’- CGT CCC AGA TCT CCT CAA CT - 3’ 
 R: 5’- AGA TCT CTG CTC GGA CCA CC - 3’ 

 Ifnl3 (IL28a/b)  F: 5’ - GCC TCT TCA TAX ACT GAG CCA - 3’ 
 R: 5’- CCT GTC CAG ACT CAC CTT GCT - 3’ 

 Ifng  F: 5’- ACTGGCAAAAGGATGGTGAC - 3’ 
 R: 5’-TGAGCTCATTGAATGCTTGG - 3’ 

 Isg15  F: 5’-GAGCTAGAGCCTG CAGCAAT-3’ 
 R: 5’-TCACGGACACCAGGAAATCG-3’ 

 Tlr4  F: 5′ - ATGCATGGATCAGAAACTCAGCAA - 3′ 
 R: 5′ - AAACTTCCTGGGGAAAAACTCTGG - 3′ 

 Reg3  F: 5′ - TTC CTG TCC TCC ATG ATC AAA A- 3′ 
 R: 5′ - CAT CCA CCT CTG TTG GGT TCA- 3′ 

 Defb1  F: 5’- GGACGCATTCCTACCAAAAA-3’ 
 R: 5’- TCTTCCTTTCCAAGGCAGTT-3’ 

 Occludin  F: 5′ - CACTCCCAGACTCCACCACC- 3′ 
 R: 5′ - CGATCCATCCCAGAGAAGCC- 3′ 

 Enzyme-Linked Immunosorbant Assay  (ELISA) 

 Foram  coletados  fragmentos  de  15-30  mg  de  pulmão,  duodeno  e  cólon,  aos  quais  foram 

 adicionados  300  μ  L  de  tampão  Ripa  com  inibidor  de  proteases.  As  amostras  foram  processadas 

 para  extração  de  proteínas  em  gelo  com  homogeneizador  por  30  segundos  à  7000  rpm  e 

 centrifugadas  à  10000  rpm/10  minutos/4°C.  O  sobrenadante  foi  coletado  para  ensaio  ELISA. 

 Foram  dosadas  as  citocinas  TNF-α,  IL-6,  IL-1β,  IL-17  ,  CXCL1  (KC),  CXCL2  (MIP-2)  e  IFN-β 
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 seguindo  as  recomendações  do  fabricante  (R&D  Systems).  Outro  marcador  de  inflamação 

 intestinal,  a  lipocalina-2  foi  quantificado  em  amostras  de  conteúdo  luminal  do  cólon  foram  por  kit 

 ELISA,  de  acordo  com  as  instruções  do  fabricante  (R&D  Systems).  As  concentrações  desta 

 proteína foram expressas em pg/mg de conteúdo luminal. 

 Análise de parâmetros bioquímicos 

 A  atividade  da  isoenzima  MB  da  creatina  quinase  (CK-MB  -Labtest,  referência  118),  da 

 Transaminase  Pirúvica  e  Oxalacética  (TGP  e  TGO  -  Labtest,  referências  53  e  52)  e  as 

 concentrações  plasmáticas  de  uréia  (Laborleb,  código  UR130708)  foram  mensuradas  de  acordo 

 com  as  recomendações  dos  fabricantes.  A  glicemia  e  concentração  de  corpos  cetônicos  foram 

 mensurados  em  amostras  de  sangue  periférico  caudal  com  aparelho  de  glicemia  (FreeStyle 

 optium neo, Abbott). 

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

 A  extração  de  DNA  do  conteúdo  luminal  foi  realizada  com  o  kit  PureLink  TM  Microbiome 

 DNA  Purification  Kit  (Invitrogen,  código  A29790)  seguindo  protocolo  recomendado  pelo 

 fabricante.  Para  análise  de  16  S  foi  realizada  a  amplificação  da  região  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  geração  (NGS).  Tanto  o  preparo  da 

 biblioteca quanto o sequenciamento foram realizados pela empresa Novogene. 

 As  sequências  foram  enviadas  em  formato  Fastq  e  então  aplicadas  em  teste  de  controle 

 de  qualidade  por  FastQC  e  MultiQC.  Para  realizar  as  etapas  de  filtragem,  pareamento, 

 identificação e remoção de ruídos foi utilizada a plataforma QIIME2 2021.11 e o plugin DADA2. 

 Os  resultados  gerados  em  tabelas  com  valores  de  frequência  das  ASVs  (  amplicon  sequence 

 variants  )  e  usados  para  construir  a  taxonomia  utilizando  SEPP  (RODRIGUES,  et  al.,  2022).  Foi 

 avaliada  a  α-diversidade,  por  meio  do  índice  de  Shannon  com  base  no  perfil  das  espécies.  Para 

 cálculo  da  distância  entre  as  amostras,  β-diversidade,  foi  utilizada  a  escala  multidimensional 

 não métrica (NMDS) com base na abundância relativa dos gêneros (HU et al., 2021). 
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 Análises estatística 

 Todas  as  análises  foram  realizadas  usando  o  software  GraphPad  Prism  5.0  (Graph  Pad 

 Software,  Inc,  San  Diego,  CA,  EUA).  Diferenças  foram  consideradas  significativas  para  p<0,05. 

 Os  resultados  foram  primeiramente  analisados  por  teste  de  normalidade  de 

 D’Agostino/Shapiro-Wilk  e  então  comparados  por  teste-t  Student  ou  ANOVA  com  post  test  de 

 Tukey, dependendo do número de grupos e variáveis analisados. 
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 5.4.  Resultados 

 Avaliação clínica da doença 

 Após  a  infecção  com  1x10  4  PFU  tanto  os  animais  infectados  com  a  cepa  original  quanto 

 os  infectados  com  a  variante  gama  desenvolveram  doença  segundo  os  parâmetros  clínicos  de 

 perda  de  peso  (****p<0,0001)  e  escore  clínico  (****p<0,0001)  quando  comparados  ao  grupo  não 

 infectado  (Figura  11).  Os  dados  apresentados  nessa  figura  se  referem  a  dois  experimentos 

 independentes.  A  compilação  desses  resultados  indica  que  não  há  diferença  entre  peso  ou 

 escore  clínico  dos  animais  infectados.  No  entanto,  quando  analisados  separadamente, 

 observamos  que  no  primeiro  experimento  (n=6)  não  foram  observadas  diferenças  na  perda  de 

 peso  entre  os  grupos  P.1  e  B.1  ao  longo  de  5  dias  após  infecção  (dados  não  mostrados).  No 

 entanto,  em  um  segundo  experimento  (n=5),  enquanto  o  grupo  infectado  com  a  cepa  original 

 apresentou  a  partir  do  terceiro  dia  pós  infecção  (dpi)  reduções  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  não  mostrados).  Ao  realizar  a  análise  comparativa  de  ambos  os 

 experimentos,  observamos  perda  ponderal  intensa  (quase  20%)  ao  final  do  período 

 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  doença  entre  os  dias  4  e 

 5  após  a  infecção  (***p<0,001,  B.1  original  e  P.1  variante  vs.  não  infectado;  Teste  de  Tukey 

 Anova-2  way).  As  diferenças  observadas  entre  os  experimentos  também  foram  vistas  no  escore 

 clínico,  de  modo  que  na  primeira  infecção  não  houve  diferença  entre  as  linhagens  quanto  a 

 gravidade  da  doença  ao  longo  dos  cinco  primeiros  dias  após  a  infecção  (dados  não  mostrados). 

 Já  no  segundo  lote,  os  animais  infectados  com  a  variante  gama  apresentaram  doença  com 

 maior  gravidade,  segundo  valor  de  escore  clínico,  entre  os  dias  4  (*p<0,05)  e  5  (****p<0,0001) 

 quando  comparada  com  a  evolução  dos  animais  infectados  com  a  B.1  original  (dados  não 

 mostrados).  Entretanto,  quando  compilados  os  dados,  os  animais  infectados  com  a  variante  P.1 

 apresentaram  escore  clínico  semelhante  aos  animais  infectados  com  a  cepa  original  (Figura 

 11b). 

 A  infecção  com  a  cepa  P.1.  apresentou  maior  letalidade  do  que  a  com  a  cepa  B.1  (Figura 

 11c).  A  partir  do  sétimo  dia  da  infecção  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).  Já  no  grupo  infectado  com  a  cepa  B.1,  a  sobrevida  foi  de  75%, 
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 demonstrando  assim  maior  gravidade  da  infecção  por  P.1  comparado  à  infecção  gerada  pela 

 cepa original (Figura 11c). 

 Figura  11.  Parâmetros  clínicos  e  de  sobrevida  da  infecção  pelas  linhagens  P.1  e  B.1  em  animais 
 K18-hACE2. 
 Fêmeas  K18-hACE2  (8-12  semanas  de  idade)  foram  inoculadas  via  nasal  com  40  μL  de  meio  de  cultura 

 puro  (não  infectado)  ou  contendo  1x10  4  PFU/mL  da  cepa  B.1  (B.1  original)  ou  P.1  (P.1  variante)  do 

 SARS-CoV-2.  Após  a  infecção  foi  acompanhado  o  peso  corporal  e  escore  clínico  por  5  dias,  e  10  dias 

 para  análise  de  sobrevida.  Ao  final  do  período  experimental  de  5  dpi  foi  realizada  a  eutanásia,  medida 

 dos  órgãos  e  coleta  dos  materiais  biológicos.  (A)  Percentual  de  variação  do  peso  corporal.  (B)  Escore 

 clínico.  (C)  Sobrevida.  As  linhas  representam  a  média  ±  SEM.  ***p<0,0001  por  Anova  2-Way  com  teste 

 Tukey  de  multi  comparação  para  a  média  dos  grupos  entre  P.1  variante  vs  não  infectado  e  B.1  original  ou 

 não  infectado.  Os  dados  nas  figuras  A  e  B  são  representativos  de  dois  experimentos  (n=11);  em  C  dados 

 de um experimento (n=8). 
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 Comparação de tropismo tecidual e da histopatologia pulmonar 

 Para  verificação  do  perfil  de  tropismo  tecidual  da  variante  P.1  foi  analisada  a  carga  de 

 partículas  virais  no  quinto  dia  após  infecção  por  RT-PCR  em  diferentes  amostras  biológicas 

 (pulmão,  rim,  coração,  cólon,  conteúdo  luminal  do  colón  e  cérebro)  (Figura  12a).  Conforme 

 pode  ser  observado  na  figura  12a,  a  carga  viral  do  pulmão  foi  alta,  mas  similar  entre  as 

 linhagens  do  SARS-CoV-2  empregadas  (Figura  12a).  Para  os  demais  tecidos,  à  exceção  do 

 cérebro,  também  não  houve  diferença  significativa  de  carga  viral  entre  as  linhagens.  A  carga 

 viral  encontrada  no  cérebro  foi  alta,  sendo  próxima  à  observada  no  pulmão.  Além  disso, 

 verificou-se  maiores  cargas  virais  para  todas  as  regiões  do  cérebro  avaliadas  (bulbo  olfatório, 

 hipotálamo,  hipocampo,  córtex  pré-frontal,  tronco  encefálico  e  cerebelo)  no  caso  dos  animais 

 infectados com a cepa P.1. (Figura 12a). 

 Apesar  da  infecção  pela  variante  P.1  ter  apresentado  maior  letalidade,  o  pulmão  dos 

 animais  no  quinto  dia  pós-infecção  não  apresentou  alterações  patológicas  significativamente 

 diferentes das observadas no grupo infectado com o vírus original (Figura 12b e c). 
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 Figura 12. Comparação de tropismo tecidual e efeito histopatológico no pulmão entre a variante 
 P.1 e o SARS-CoV-2 original. 
 (  a  )  Carga  viral  avaliada  por  qRT-PCR  de  RNA  viral  de  diferentes  tecidos  coletados  após  5  dias  da 

 infecção  em  animais  K18-hACE2.  Linha  tracejada  representa  o  valor  mínimo  de  log  para  quantidade  de 

 RNA  viral  para  ser  considerada  infecção.  Gráficos  de  barras  representam  a  média  do  grupo  e  SEM. 

 Dados  obtidos  de  duplicata  experimental  (n=11).  (  b  )  Cortes  histológicos  do  pulmão  em  coloração  de 

 hematolixina  e  eosina  (HE);  Escalas  apresentadas  em  100  microns.  (  c  )  Escore  histopatológico  do 

 pulmão. *p<0,05 por Anova One-Way com teste Tukey de multi comparação; n=5. 
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 Comparação de efeitos macroscópicos e em parâmetros bioquímicos 

 Foram  observadas  alterações  macroscópicas  nos  animais  infectados  com  P.1,  como 

 secreção  nos  olhos  (Figura  13  a7)  e  inchaço  com  acentuada  coloração  amarelada  no  interior  de 

 todo  o  intestino  delgado  (Figura  13  a8)  e  cécum  (Figura  13  a9).  Não  foram  encontradas  essas 

 alterações  nos  animais  infectados  com  o  vírus  original.  A  infecção,  pelas  duas  linhagens  virais, 

 não  alterou  o  tamanho  do  baço,  ou  dos  outros  órgãos  avaliados  (Figura  13  b-d).  Em  relação  aos 

 parâmetros  bioquímicos  dosados  no  plasma,  não  houve  diferença  para  TGO,  TGP,  CK-MB 

 (dados  não  mostrados)  ou  glicemia  após  a  infecção  em  ambos  os  grupos  (Figura  13  e)  No 

 entanto,  houve  considerável  aumento  da  concentração  de  corpos  cetônicos  nos  grupos 

 infectados  em  relação  aos  animais  não  infectados  (Figura  13  f).  Animais  infectados  pela 

 variante  P.1  apresentaram  redução  nas  concentrações  de  uréia  plasmática  quando  comparados 

 ao grupo controle não infectado (Figura 13 g). 
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 Figura  13.  Análise  macroscópica  geral,  tamanhos  do  baço,  cólon  e  coração  e  parâmetros 
 bioquímicos no plasma e sangue. 
 Medidas  mensuradas  e  amostras  de  plasma  coletadas  ao  final  do  período  experimental,  5°  dia  após  a 

 infecção.  (a)  Macroscopia  de  corpo  todo  (1,  4  e  7),  da  cavidade  abdominal  (2,  5  e  8)  e  dos  segmentos 

 cécum  e  cólon  (3,  6  e  9).  (b)  coração,  (c)  cólon,  (d)  baço;  (e)  glicemia;  (f)  cetonemia  e  (g)  ureia 

 plasmática.  (*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 inflamatório do pulmão 

 A  concentração  proteica  de  IFN-β,  IL-6,  TNF-α  e  de  CXCL1(KC)  não  apresentou 

 alterações  entre  os  grupos  experimentais  (Figura  14  a-f).  A  infecção  pela  variante  P.1  induziu 

 menor  produção  de  IL1-β  e  CXCL-2  (MIP-2)  comparada  à  infecção  com  o  vírus  original  (Figura 

 14  c-e)  (**p<0,005  e  *p<0,05,  respectivamente).  Em  relação  à  expressão  gênica  de  citocinas 

 inflamatórias,  não  houve  diferença  nas  concentrações  de  Infb  ,  Cxcl11  ,  Il1b  e  Il6  .  No  entanto,  a 

 expressão  de  Isg15  foi  menor  no  pulmão  de  animais  infectados  pela  variante,  comparada  ao 

 grupo infectado com a cepa original (Figura 14 g) 
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 Figura  14.  Perfil  inflamatório  pulmonar  de  animais  infectados  com  as  linhagens  B.1  ou  P.1  de 
 SARS-CoV-2. 
 Citocinas  inflamatórias  avaliadas  por  ELISA  e  qRT-PCR  de  pulmão  coletado  no  5  dpi.  (a)  Concentração 

 de  IFN-β;  (b)  IL-6;  (c)  IL1-β  (**p<0,005,  Test  T);  (d)  TNF-α;  (e)  CXCL-2  (*p<0,05,  Test  T);  (f)  CXCL-1  ou 

 KC;  Linha  tracejada  representa  o  valor  médio  das  concentrações  do  grupo  não  infectado.  (g)  qRT-PCR 

 dos  transcritos  de  Ifnb  ,  Isg15  ,  Cxcl11  ,  Il1b  e  Il6  com  valores  de  2  ̂ -  ΔΔCT  normalizados  pelo  grupo  B.1  e 

 representados  em  Log2.  Dados  obtidos  de  um  experimento  com  n=5-6  para  análise  do  ELISA  e  de  dois 

 experimentos  independentes  para  análise  de  qRT-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 inflamatório intestinal 

 Na  análise  histopatológica  do  cólon  foi  possível  observar  apenas  diferença  na 

 quantidade  de  células  produtoras  de  muco.  Houve  redução  no  número  de  células  caliciformes 

 por  cripta  no  cólon  de  animais  infectados  com  SARS-CoV-2  original  comparado  ao  grupo 

 controle  não  infectado  (****p<0,001)  (Figura  15b-c).  Contudo,  em  animais  infectados  com  P.1 

 observamos  o  oposto,  ou  seja,  aumento  no  número  dessas  células,  comparado  ao  grupo 

 infectado  com  SARS-CoV-2  (****p<0,001).  Não  foi  observada  diferença  quanto  à  profundidade 

 de criptas ou escore histopatológico (Figura 15d). 

 Com  relação  ao  cólon,  para  as  proteínas  IFN-β,  IL-1β,  TNF-α,  CXCL-2  e  CXCL-1,  as 

 concentrações  apresentadas  pelo  grupo  infectado  com  a  variante  foram  similares  às  do  grupo 

 infectado  com  a  cepa  B.1  (Figura  15e).  A  infecção  pela  variante  aumentou  a  produção  de  IL-6 

 no  cólon,  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  e)  (*p<0,05,  Test  T).  Não  houve 

 diferença nas concentrações de lipocalina entre os grupos experimentais (Figura 15f). 

 Não  houve  diferença  na  expressão  de  genes  antivirais,  inflamatórios  ou  de  peptídeos 

 antimicrobianos  entre  os  grupos  infectados  (Figura  15g).  A  infecção  por  P.1  reduziu  a  expressão 

 do  gene  de  junção  celular  Ocld  ,  comparado  à  infecção  pelo  vírus  original  (**p<0,005)  (Figura  15 

 g).  Além  disso,  a  infecção  pela  variante  gama  induziu  aumento  da  proteína  claudina-1  no  cólon 

 de  camundongos  em  comparação  com  os  grupos  não  infectado  e  infectado  com  B.1  (*p<0,05) 

 (Figura  16a-b).  A  expressão  de  genes  relacionados  à  inflamação  (  Rank1  e  Tnfa  )  e  apoptose 

 (  Bax  e  Bcl2  )  por  células  epiteliais  do  cólon  foi  semelhante  entre  os  animais  infectados  com  as 

 diferentes  linhagems  de  SARS  Cov-2  (Figura  16c).  Contudo,  na  infecção  pela  variante  houve 

 maior  expressão  Ifng  e  Il6  pelas  células  do  epitélio  do  intestino  grosso  (Figura  16c)  (*p<0,05, 

 Test  T,  e  ***p<0.0005  Anova-one  way).  Este  último  resultado  é  condizente  com  o  aumento  da 

 proteína no tecido colônico (Figura 15 e) e indica ativação inflamatória no tecido. 
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 Figura  15.  Análise  morfológica  e  inflamatória  do  cólon  de  animais  K18-hACE2  infectados  com 
 SARS-CoV-2 ancestral ou variante P.1. 
 (a)  Microscopia  de  cólon  em  HE.  (b)  Análise  quantitativa  da  morfologia  por:  escore  histopatológico, 

 número  de  células  caliciformes  por  cripta  e  comprimento  de  cripta.  (c)  Análise  quantitativa  da  morfologia 

 por:  escore  histopatológico,  número  de  células  caliciformes  por  cripta  e  (d)  comprimento  de  cripta;  (e) 
 Citocinas  IFN-β,  IL-6,  IL1-β,  TNF-α,  IL-17,  CXCL-2  e  CXCL-1  ou  KC  avaliadas  por  ELISA  no  cólon;  Linha 

 tracejada  representa  o  valor  médio  das  concentrações  do  grupo  não  infectado.  (f)  Lipocalina  (pg/g  de 

 conteúdo  luminal  do  colón),  quantificada  por  ELISA;  (g)  Expressão  gênica  por  qRT-PCR  de  citocinas 

 inflamatórias  (  Ifnb,  Ifnl3,  Cxcl11,  Il6,  Il1b  ),  receptor  imunológico  (  Tlr4  ),  peptídeos  antimicrobianos  (  Reg3  , 

 Reg4  e  Defnb1  )  e  componente  de  junção  celular  (  Ocld  ).  Valores  de  2  ̂ -  ΔΔCT  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. 

 Figura  16  .  Imunofluorescência  de  claudina-1  em  cólon  e  qRT-PCR  de  células  epiteliais  colônicas 
 de animais infectados com as linhagens B.1 ou P.1 de SARS-CoV-2. 
 (a)  Imunofluorescência  para  Claudina-1  (vermelho)  e  marcação  de  núcleo  (DAPI/azul)  em  cortes  de  cólon 

 (5  µm).  (b)  Quantificação  de  claudina-1  por  intensidade  média  de  fluorescência  normalizada  pela 

 intensidade  de  fluorescência  do  DAPI.  *p<0,05  Anova  one-Way.  Não  infectado  n=4;  B.1  original  n=5;  P.1 

 variante  n=5;  (c)  Análise  de  expressão  gênica  por  qRT-PCR  em  células  epiteliais  intestinais  isoladas  do 

 cólon  de  animais  5  dpi.  Dados  obtidos  de  um  experimento.  Valores  de  2  ̂ -  ΔΔCT  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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 Análise  da  composição  da  microbiota  intestinal  após  infecção  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  parâmetros  de  índice  Shannon  e  medidas  qualitativas  de 

 diversidade  filogenética.  Segundo  índice  Shannon,  houve  redução  da  diversidade  no  grupo  P.1 

 comparado  ao  grupo  não  infectado  (*p<0,05),  porém  sem  alteração  da  diversidade  do  grupo  B.1 

 com  os  demais.  Considerando  as  relações  filogenéticas  na  medida  qualitativa  de 

 enriquecimento  das  comunidades,  a  infecção  por  P.1  também  apresentou  redução  do 

 enriquecimento,  comparada  ao  observado  na  infecção  pelo  vírus  original  (*p<0,05)  (Figura  17a). 

 Não  houve  diferença  quando  avaliados  todos  os  grupos  em  conjunto.  Com  relação  à  medida 

 qualitativa  de  características  observadas  de  enriquecimento,  a  infecção  pela  variante  P.1 

 reduziu  o  enriquecimento  das  comunidades  quando  comparado  a  comunidade  pós  infecção 

 pelo  vírus  original  (*p<0,05)  ou  antes  da  infeção  por  SARS-CoV-2  (*p<0,05).  Neste  caso,  houve 

 diferença entre todos os grupos (*p<0,05) (Figura 17a). 

 Por  outro  lado  a  diversidade  beta,  que  avalia  as  diferenças  entre  a  riqueza  ou 

 diversidade  comparando  a  dissimilaridade  entre  as  amostras,  revelou  mudanças  na  composição 

 microbiana  intestinal  dos  animais  infectados  pela  variante  P.1  em  comparação  aos  animais 

 infectados  com  SARS-CoV-2  original  ou  em  estado  basal  sem  infecção  (*p<0,05  por  Bray-Curtis 

 e  Unweighted  UniFrac)  (Figura  17b-c).  Em  seguida,  avaliamos  a  composição  da  microbiota  em 

 diferentes níveis taxonômicos. 

 Devido  ao  baixo  número  amostral  (não  infectados  n=3  e  infectados  n=6)  para  as 

 análises  de  abundância  relativas  dos  grupos  taxonômicos,  avaliados  por  teste  de  ANCOM,  não 

 foram  observadas  diferenças  significantes.  Contudo,  é  possível  observar  aumento  da 

 abundância  relativa  dos  filos  Bacteroidota  e  Verrucomicrobiota  na  microbiota  dos  animais 

 infectados  com  variante  P.1  (Figura  17d).  Isso  é  observado  na  abundância  relativa  para 

 Verrucomicrobiae  e  Bateroidia  ,  em  que  a  infecção  por  P.1  parece  ter  aumentado  nessas 

 classes,  comparado  aos  demais  grupos  experimentais  (Figura  17d).  Mais  amostras  são 

 necessárias  para  aumentar  o  poder  de  análise  comparativa  da  composição  da  microbiota 

 intestinal de animais infectados por SARS-CoV-2 ou pela variante P.1. 

 Apesar  de  não  ter  sido  observado  diferenças  estatísticas  ao  nível  de  ordem,  algumas 

 features  parecem  apresentar  um  padrão  biológico  comum  de  aumento  (  Rhizobiales, 

 Staphylococcales,  Pseudomonadales,  Oscillospirales,  Gastranaerophilales,  Lactobacillales, 

 Bacteroidales  e  Vibrionales  )  ou  de  redução  (  Rhodospirillales  e  Veillonellaes-Selenomonadoles  ) 
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 da  abundância  entre  os  animais  infectados  quando  comparado  aos  animais  não  infectados 

 (Figura  18a).  Nesse  sentido,  também  se  observou  uma  tendência  no  aumento 

 (  Verrucomicrobiales  )  ou  redução  (  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 infecção (Figura 18a). 
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 Figura  17.  Análise  da  composição  da  microbiota  intestinal  de  camundongos  infectados  com 
 SARS-CoV-2 original ou Variante P.1 em camundongos K18-hACE2. 
 Análise  de  microbiota  intestinal  realizada  por  sequenciamento  de  DNA  ribossomal  16S  de  amostras  de 

 conteúdo  luminal  coletadas  do  cólon  5  dias  após  a  infecção  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  relações  filogenéticas  incorporadas  (Faith’s  phylogenetic  diversity)  e  medida  qualitativa  do 

 enriquecimento  das  comunidades  (Observed  features).  *p<0,05  comparação  entre  todos  os  grupos; 

 Kruskal-wallis.  (  b  )  Beta  diversidade  analisada  por  medida  quantitativa  da  dissimilaridade  (Bray-curtis 

 distance).  (  c  )  Beta  diversidade  analisada  por  parâmetro  qualitativo  de  medida  de  dissimilaridade  entre  as 

 comunidades,  considerando  a  relação  filogenética  incorporada  entre  elas  (Unweighted  UniFrac  distance). 

 (  d  )  Abundância  relativa  de  táxons  ao  nível  de  filo  e  classe  representados  em  gráficos  de  barras.  Não 

 infectado n=3 e infectados n=6. 
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 Figura  18.  Abundância  relativa  de  táxons  nos  níveis  filo,  classe  ou  ordem  após  5  dias  de  infecção 
 por SARS-CoV-2 original ou variante P.1. 
 (  a  )  Análise  da  microbiota  intestinal  por  sequenciamento  de  16S  rDNA.  Não  infectado  n=3  e  infectados 

 n=6. 
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 Figura  19.  Causa  ou  consequência:  Qual  a  relação  entre  as  alterações  da  microbiota  e 
 componentes  da  barreira  epitelial  intestinal  e  o  aumento  da  carga  viral  no  cérebro  durante 
 infecção pela  P.1? 
 A  infecção  causada  pela  variante  gama  em  comparação  com  a  infecção  do  vírus  original  induziu  alta 

 mortalidade,  que  pode  estar  relacionada  com  maior  carga  viral  no  cérebro.  A  infecção  pela  variante  gama 

 gerou  sintomas  gastrointestinais  intensos,  disbiose  e  alterações  em  componentes  da  barreira  epitelial 

 intestinal.  Todas  essas  alterações  presentes  na  doença  causada  pela  gama  nos  levam  ao 

 questionamento  de  causa  ou  consequência:  as  mudanças  no  intestino  influenciam  os  níveis  virais  mais 

 altos no cérebro ou os níveis mais altos no cérebro afetam as mudanças no intestino? 
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 5.5.  Discussão 

 Neste  trabalho  buscamos  apresentar  comparações  clínicas  e  moleculares  entre  as 

 infecções  causadas  pelo  vírus  SARS-CoV-2  do  início  da  pandemia  e  pela  variante  gama  em 

 animais  considerados  modelo  para  Covid-19  grave.  Os  dados  clínicos  apontam  uma  maior 

 gravidade  para  infecção  por  P.1,  com  drástica  queda  na  sobrevivência  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,  não  houve  diferença  na  gravidade 

 da  doença  de  animais  infectados  com  a  variante  P.1  comparado  aos  infectados  com  a  cepa 

 antiga de SARS-CoV-2, segundo a evolução de perda de peso corporal (IMAI et al., 2021). 

 Apesar  da  infecção  pela  variante  ter  apresentado  maior  mortalidade  do  que  a  infecção  pela 

 cepa  B.1,  não  houve  diferença  no  tropismo  avaliado  no  pulmão,  coração,  rim,  cólon  e  conteúdo 

 luminal.  Contudo,  observamos  maior  tropismo  pela  variante  no  cérebro  para  todas  as  regiões 

 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  não  foram  observadas  diferenças  nas 

 cargas  virais  no  dia  3  após  infecção  (MONTAGUTELLI  et  al.,  2021).  O  alto  tropismo  da  variante 

 gama/P.1  também  foi  observada  no  bulbo  olfatório  de  hamsters  comparado  a  outras  linhagens, 

 demonstrando  assim  ser  um  efeito  independente  da  expressão  do  receptor  ACE2  (humano  e 

 murino)  em  camundongos  K18-hACE  2  (DE  MELO  et  al.,  2023).  No  entanto,  vale  ressaltar  que 

 a  intensidade  da  invasão  do  SARS-CoV-2  no  sistema  nervoso  central,  é  mais  intensa  em 

 K18-hACE2  do  que  a  observado  em  humanos,  induzindo  alta  mortalidade  durante  infecção 

 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  inchaço  em  estômago  e  intestino,  além  de  infecção  ocular  e 

 lesões  de  órgãos  mais  graves,  com  deposição  de  dímero  D  em  órgãos  vitais,  comparadas  a 

 cepa  original  (RADVAK  et  al.,  2021).  Em  necrópsia  realizada  em  dois  animais  infectados  pela 

 variante  P.1,  foi  identificada  coagulação  disseminada  intravascular,  e  parada  cardiorrespiratória 

 como  sendo  a  causa  da  morte  (Anexo  3).  Winkler  e  colegas  observaram  que  em  2  de  9  animais 

 K18-hACE2  infectados  com  2,5x10  4  PFU  de  SARS-CoV-2,  em  análise  histológica  do  coração 

 havia  presença  de  sérias  alterações,  incluindo  aumento  de  eosinófilos  e  presença  de  núcleos 

 picnóticos.  Essas  alterações  podem  estar  relacionadas  com  infarto  do  miocárdio  associado  a 

 períodos  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  6  )  não  houve 

 alterações  cardíacas  em  análises  histológicas  (CAROSSINO  et  al.,  2021).  No  primeiro  semestre 
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 do  surgimento  da  pandemia  de  Covid-19,  estudos  já  apontavam  a  miocardite  como  sendo  fator 

 importante  presente  em  casos  graves  da  doença,  bem  como  seu  impacto  na  mortalidade  dos 

 pacientes  (GUO  et  al.,  2020a;  SHI  et  al.,  2020;  ZHENG  et  al.,  2020)  .  Ainda  não  foram  bem 

 esclarecidos  os  mecanismos  relacionados  aos  danos  ao  tecido  cardíaco  observados  na 

 Covid-19.  Contudo,  as  hipóteses  propostas  para  explicar  o  surgimento  de  doença  cardíaca 

 aguda  ou  crônica  em  decorrência  da  infecção  por  SARS-CoV-2  envolvem  questões 

 relacionadas  ao  efeito  direto  do  vírus  no  coração,  como  por  exemplo  maior  tropismo,  ou 

 indiretos  ao  vírus,  mas  relacionadas  à  sua  patologia,  como  inflamação  sistêmica  e  hipóxia  em 

 decorrência  da  resposta  imune,  além  do  surgimento  de  evento  trombótico  e  aumento  de  ácido 

 láctico (TAJBAKHSH et al., 2021). 

 Corroborando  a  literatura  atual,  no  quinto  dia  após  a  infecção,  avaliado  neste  trabalho,  não 

 houve  aumento  de  IL-6  no  pulmão,  tanto  na  infecção  com  o  vírus  original  quanto  com  a  variante 

 P.1.  Com  relação  às  diferenças  que  a  variante  P.1  apresentou,  quando  comparado  o  perfil 

 inflamatório  pulmonar,  observamos  menores  concentrações  de  IL-1β  e  CXCL-2,  versus  o 

 apresentado  no  pulmão  dos  animais  infectados  com  a  cepa  original.  Em  trabalho  comparativo 

 entre  a  P.1  e  outras  duas  linhagens  anteriores  do  SARS-CoV-2  não  consideradas  variantes  de 

 preocupação,  em  que  foi  utilizado  hamsters,  as  alterações  inflamatórias  e  na  função  pulmonar 

 foram  semelhantes  entre  os  grupos,  independentemente  do  tipo  de  cepa  que  os  animais  foram 

 infectados  (IMAI  et  al.,  2021).  Durante  a  infecção  em  humanos,  a  produção  de  IL-1  por 

 monócitos  e  macrófagos  é  maior  do  que  nestas  mesmas  células  em  indivíduos  saudáveis  ou 

 infectados  pelo  vírus  da  influenza  (MELMS,  2021).  A  quimiocina  MIP-2  ou  CXCL-2  é  crucial 

 para  o  recrutamento  de  neutrófilos  e  macrófagos  para  o  tecido  infectado,  células  importantes  na 

 resposta  imune  inata  contra  infecções.  Pacientes  infectados  com  SARS-CoV-2  apresentam 

 aumento  de  CXCL-2  circulante  (KHALIL;  ELEMAM;  MAGHAZACHI,  2021).  Durante  a  infecção 

 pelo  vírus  H1N1  a  produção  de  CXCL-2  é  garantida  pelas  células  epiteliais  e  macrófagos  dos 

 compartimentos  alveolar  e  intersticial  (GRÉGOIRE  et  al.,  2007).  Tanto  na  infecção  por  influenza 

 A,  quanto  por  SARS-CoV-2,  as  células  NK  parecem  ter  papel  importante  no  recrutamento  de 

 neutrófilos  e  macrófagos,  via  produção  das  quimiocinas  CXCL-1  e  CXCL-2  (ALON  et  al.,  2021). 

 Levando  em  consideração  que  a  variante  P.1  apresenta  aspectos  de  antigenicidade  diferentes 

 das  linhagens  originais  do  SARS-CoV-2,  mais  estudos  são  necessários  para  verificar  se  isso 

 poderia  modificar  o  reconhecimento  de  padrões  moleculares,  de  modo  a  interferir  na  ativação 

 de vias relacionadas a produção de IL-1β e CXCL-2 (IMAI et al., 2021). 

 Com  relação  à  expressão  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  expressão  no  cólon  do  que  no  intestino  delgado,  enquanto  Carossino  e 

 colegas  verificaram  intensa  expressão  na  camada  apical  da  mucosa  do  intestino  delgado  e 

 presença  rara  no  cólon.  Apesar  da  discrepância  quanto  a  presença  do  receptor  utilizado  pelo 

 vírus  para  adentrar  as  células  do  hospedeiro,  a  carga  viral  intestinal  neste  modelo  animal  foi 

 baixa,  comparada  a  outros  órgãos  extrapulmonares,  e  não  foram  observadas  alterações 

 morfológicas  (HASSAN  et  al.,  2020;  MOREAU  et  al.,  2020).  Evidências  histopatológicas  de 

 inflamação  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  infecção  pela  variante  P.1  aumentou  as  concentrações  da  citocina  IL-6  no  cólon.  Esta 

 citocina  foi  encontrada  em  concentração  duas  vezes  maior  no  cólon  de  animais  infectados  com 

 P.1  em  comparação  às  concentrações  no  cólon  após  infecção  com  SARS-CoV-2  original.  A  IL-6 

 participa  da  regulação/renovação  de  células  intestinais  em  condições  de  homeostase,  na  qual 

 atua  de  maneira  autócrina  entre  células  tronco  via  sinalização  Wnt  (GUO  et  al.,  2020b).  Além 

 disso,  a  microbiota  intestinal,  mais  precisamente  Bacteroidales  ,  parece  ter  papel  regulador  na 

 produção  de  IL-6  por  linfócitos  intraepiteliais  com  receptor  T  beta  (CD4  -  CD8  -  ),  via  ativação  de 

 Myd88,  de  maneira  a  contribuir  para  regulação  de  componentes  do  muco  e  proteínas  de  junção 

 (KUHN  et  al.,  2018).  Contudo,  em  condições  patológicas,  a  IL-6  pode  contribuir  para  a  redução 

 do  controle  de  permeabilidade  intestinal,  por  aumentar  a  expressão  de  claudina-2,  proteína  de 

 membrana  responsável  por  formar  canais  paracelulares  envolvidos  na  passagem  de  água  e 

 cátions  (SUZUKI;  YOSHINAGA;  TANABE,  2011).  Diferentes  células  podem  estar  envolvidas  na 

 produção  da  IL-6  no  intestino,  como  por  exemplo,  monócitos,  macrófagos,  linfócitos  TCD4+, 

 células  dendríticas  do  tipo  CD103+CD11b+  ou  células  do  músculo  liso  dependendo  do  tipo  de 

 estímulo  inflamatório  presente  (GUO,  Y.  et  al.,  2020).  Considerando  o  descrito  por  Kuhn  e 

 colegas,  e  a  ausência  de  infiltrado  inflamatório  na  mucosa  intestinal  dos  animais  infectados  no 

 presente  estudo,  é  possível  que  haja  relação  entre  as  alterações  apresentadas  exclusivamente 

 pelos  animais  infectados  com  a  variante  P.1,  como  alteração  da  microbiota  intestinal,  com  o 

 aumento  de  IL-6  no  cólon  e  redução  de  componentes  de  controle  de  permeabilidade  intestinal. 

 Mais  estudos  são  necessários  para  testar  essa  hipótese  de  relação  entre  composição  e  função 

 da  microbiota  intestinal,  produção  de  IL-6  e  controle  de  permeabilidade  intestinal  durante 

 infecções virais respiratórias. 

 A  redução  da  expressão  gênica  de  ocludina  e  aumento  da  claudina-1  durante  infecção 

 pela  P.1  são  evidências  de  um  possível  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  à  perda  de  permeabilidade 

 intestinal  no  início  da  doença  (GIRON  et  al.,  2021).  Essas  alterações  ocorreram  de  modo 

 independente  de  dano  no  epitélio  intestinal  e  os  autores  sugerem  o  uso  desses  marcadores 

 para  predição  de  risco  (GIRON  et  al.,  2021).  Vale  ressaltar  ainda  que  há  evidências  de  que  a 

 disbiose  do  microbioma  intestinal,  a  qual  pode  contribuir  para  a  mudança  de  permeabilidade 

 intestinal,  está  associada  à  translocação  de  bactérias  para  o  sangue  durante  o  COVID-19, 

 causando infecções secundárias (BERNARD-RAICHON et al., 2022). 

 A  redução  da  diversidade  bem  como  alterações  na  abundância  da  família 

 Akkermansiacea  tem  sido  reportados  em  análises  da  microbiota  de  pacientes  com  COVID-19  e 

 em  modelo  de  infecção  com  camundongo  K18-hACE2  (BERNARD-RAICHON  et  al.,  2022; 

 SEIBERT  et  al.,  2021).  Camundongos  não  vacinados  também  apresentaram  maior  abundância 

 de  Akkermansia  quando  comparados  ao  grupo  vacinado  (CAO  et  al.,  2021).  A  Akkermansiacae 

 pertence  ao  filo  Verrucomicrobia  e  é  possível  que  este  aumento  esteja  relacionado  com  as 

 alterações  no  número  de  células  caliciformes,  como  foi  observado  no  trabalho  de  Raichon  e 

 colegas.  Tem  sido  documentado  o  papel  da  Akkermansia  muciniphila  na  manutenção  da 

 integridade  da  barreira  intestinal,  modulação  da  resposta  imune  do  hospedeiro  e  melhoria  de 

 várias  vias  metabólicas  (CANI;  DE  VOS,  2017;  PELLEGRINO  et  al.,  2023).  Entretanto,  ainda 

 não  são  claros  os  mecanismos  por  trás  do  aumento  de  Akkermansia  induzido  pela  infecção  com 

 SARS-CoV-2.  Seria  esta  uma  resposta  frente  a  disbiose?  Uma  tentativa  de  restabelecer  a 

 homeostase, principalmente com relação a proteção de barreira do epitélio intestinal? 

 Em  conjunto,  os  dados  do  presente  trabalho  apontam  diferenças  na  doença  induzida  pela 

 variante  P.1  em  camundongos  em  relação  à  infecção  por  B.1.  Estas  podem  ter  conexão  com  a 

 infecção  neurológica  grave,  disbiose  e  alterações  em  componentes  da  barreira  epitelial 

 intestinal.  Futuras  investigações  se  fazem  necessárias  para  explorar  o  eixo  microbiota 

 intestinal-cérebro durante a COVID-19 (Figura 19). 
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 5.6.  Conclusão 

 A  infecção  com  a  variante  gama  em  camundongos  K18-hACE2  induziu  alterações  em 

 componentes  da  barreira  intestinal  e  na  composição  da  microbiota  que  podem  estar 

 relacionadas  com  a  maior  letalidade  observada  durante  a  infecção  em  comparação  com  a  cepa 

 original B.1. 
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 CAPÍTULO 6 – DISCUSSÃO GERAL E PERSPECTIVAS 

 6.1.  Qual a relevância dos ácidos graxos de cadeia curta durante a infecção por 
 SARS- Cov-2? 

 Estudos  pré-clínicos  têm  apontado  efeitos  positivos  da  suplementação  de  AGCC  via  oral  ou 

 do  consumo  de  dieta  rica  em  fibras  no  controle  de  infecções  virais  respiratórias.  A 

 suplementação  com  acetato  ou  dieta  rica  em  celulose  e  pectina  protegeu  camundongos  da 

 infecção  pelo  Vírus  sincicial  respiratório,  via  ativação  do  receptor  FFAR2  (  Free  fatty  acid 

 receptor  2)  e  produção  de  IFN-β  por  células  epiteliais  pulmonares  (ANTUNES  et  al.,  2019).  O 

 tratamento  com  acetato  durante  a  infecção  por  influenza  protegeu  os  animais  de  infecção 

 secundária  bacteriana,  reduzindo  a  carga  bacteriana  e  inflamação  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  infecção  por 

 influenza  em  camundongos,  por  modular  a  resposta  de  macrófagos  e  neutrófilos  de  maneira  a 

 promover  a  resolução  da  doença  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 

 níveis  de  transcrição  de  genes  importantes  para  a  detecção  de  moléculas  virais,  controle  da 

 entrada  e  replicação  viral,  como  RIG1,  TMPRSS2  e  o  receptor  de  IFN-λ.  Contudo,  não  alterou  a 

 carga  viral  das  biópsias  intestinais  nem  das  células  epiteliais  intestinais.  Apesar  das  limitações 

 do  trabalho  como  o  pequeno  tamanho  das  amostras  e  a  falta  de  biópsias  intestinais  de 

 pacientes  com  COVID-19,  vale  ressaltar  que  o  uso  de  amostras  humanas  de  pacientes  não 

 infectados  foi  relevante  para  estabelecer  um  potencial  papel  dos  AGCC  no  primeiro  ano  da 

 pandemia  e  não  exclui  a  possibilidade  de  que  os  AGCC  tenham  um  efeito  significativo  na 

 infecção  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  infecção,  em  diferentes 

 modelos  de  roedores  que  foram  infectados  com  pseudo  vírus  do  SARS-CoV-2  ou  pela  Variante 

 gama  verificaram  redução  da  carga  viral  nas  vias  aéreas  e  no  intestino  (BROWN  et  al.,  2022).  O 

 efeito  observado  foi  relacionado  a  regulação  negativa  da  expressão  do  receptor  ACE2  e 

 melhora  na  função  de  imunidade  adaptativa  via  receptores  FFAR2  e  FFAR3,  além  de 

 descreverem  uma  nova  função  reguladora  dos  AGCC  na  resposta  de  coagulação  sistêmica  via 

 regulação da proliferação de megacariócitos e renovação de plaquetas (BROWN et al., 2022). 

 Pacientes  que  recebem  transplante  alogênico  de  células-tronco  hematopoiéticas  durante 

 tratamento  de  malignidades  hematológicas  apresentam  maior  risco  de  desenvolver  doenças 
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 respiratórias  virais  durante  os  primeiros  meses  após  o  transplante  (SAHIN  et  al.,  2016).  Em 

 estudo  que  avaliou  a  microbiota  intestinal  de  pacientes  que  receberam  transplante  alogênico  de 

 células-tronco,  observaram  que  os  indivíduos  com  maior  abundância  de  bactérias  produtoras  de 

 butirato  tiveram  cinco  vezes  menos  probabilidade  de  desenvolver  infecções  respiratórias(HAAK 

 et al., 2018). 

 Em  um  estudo  randomizado  controlado  por  placebo  com  pacientes  COVID-19,  avaliaram  a 

 eficácia  da  suplementação  com  cápsulas  simbióticas  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  9  UFC),  e 

 frutooligossacarídeos  (VAEZI  et  al.,  2023).  Foi  observado  que  a  terapia  adjuvante  simbiótica  por 

 2  semanas  pode  ser  eficaz  para  modular  as  respostas  inflamatórias  contra  a  infecção  por 

 COVID-19,  de  acordo  com  os  níveis  séricos  de  IL-6  (VAEZI,  et  al.,  2023).  Os  principais  efeitos 

 observados  do  tratamento  com  probióticos  foram  a  redução  de  sintomas  clínicos  como  fadiga, 

 disfunção  olfatória  e  falta  de  ar,  náusea  e  vômitos  e  outros  sintomas  gastrointestinais,  além  de 

 redução da duração da doença (XAVIER-SANTOS et al., 2022). 

 Considerando  a  limitação  da  aplicação  desse  tipo  de  tratamento  adjunto  com  probióticos  em 

 pacientes  imunocomprometidos  ou  em  uso  de  corticosteróides  durante  a  fase  aguda  da 

 infecção  (XAVIER-SANTOS  et  al.,  2022),  além  da  evidente  participação  da  microbiota  intestinal 

 em  pacientes  com  complicações  de  longo  prazo  do  COVID-19  (LIU  et  al.,  2021),  ressaltam  a 

 importância  de  aprofundar  a  compreensão  dos  aspectos  ecológicos  e  metabólicos  da  microbiota 

 intestinal  frente  a  infecção  pelo  SARS-CoV  2.  Portanto,  se  fazem  necessários  estudos  que 

 caracterizem  esses  aspectos  a  curto  e  longo  prazo  da  infecção  para  garantir  o  aperfeiçoamento 

 dos alvos terapêuticos. 
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 6.2.  Impacto da microbiota intestinal na patogênese da COVID-19: quais modelos 
 experimentais utilizar? 

 O  tratamento  com  antibióticos  prejudica  as  respostas  antivirais,  tornando  os  camundongos 

 mais  suscetíveis  à  infecção  por  vírus  respiratórios  como  influenza  (ICHINOHE  et  al.,  2014), 

 vírus  sincicial  (DESSEIN  et  al.,  2020)  e  outros  tipo  como  vírus  do  Nilo  Ocidental  (WNV),  Dengue 

 e  Zika  (THACKRAY  et  al.,  2018).  Em  um  estudo  de  março  de  2023,  identificaram  entre 

 pacientes  com  COVID-19  leve  a  moderada,  apresentaram  maior  carga  bacteriana  nas  vias 

 aéreas  superiores,  além  de  uma  maior  prevalência  de  genes  de  resistência  antimicrobiana 

 (MAHMUD  et  al.,  2023).  Os  pesquisadores  sugerem  que  automedicação  com  antibióticos 

 combinada  com  prescrição  excessiva  pode  estar  contribuindo  para  o  aumento  da  ocorrência  de 

 bactérias  resistentes  a  antimicrobianos  e  que  pessoas  infectadas  com  SARS-CoV-2  correm 

 maior  risco  de  adquirir  uma  infecção  secundária,  o  que  seria  difícil  de  tratar  se  os  organismos 

 infectantes tivessem um perfil de resistência a múltiplas drogas (MAHMUD et al., 2023). 

 Observamos  que  a  depleção  aguda  da  microbiota  por  antibióticos  orais  não  teve  impacto  na 

 mortalidade  por  SARS-CoV-2  em  camundongos  fêmeas  que  expressam  o  receptor  ACE2 

 humano  sob  controle  do  promotor  da  citoqueratina-18  (K18-hACE  2).  Contudo,  a  evolução  da 

 doença  seguiu  o  mesmo  curso  de  outros  trabalhos  que  utilizaram  o  mesmo  modelo 

 experimental,  onde  camundongos  infectados  com  5  ×  10  4  CFUs  começaram  a  sucumbir  em  7-8 

 dias  após  a  infecção  e  apenas  20%  sobreviveram  até  o  12º  dia  (DONG  et  al.,  2022; 

 FUMAGALLI  et  al.,  2022;  YINDA  et  al.,  2021).  Apesar  de  não  haver  impacto  significativo  na 

 sobrevida,  observamos  que  os  camundongos  tratados  com  antibióticos  tiveram  uma 

 deterioração  menos  intensa  dos  sinais  clínicos  em  comparação  com  os  camundongos  controle. 

 Brow  e  colaboradores,  apesar  de  não  terem  infectado  animais  após  o  uso  crônico  de 

 Vancomicina,  eles  observaram  que  a  antibioticoterapia  reduziu  drasticamente  a  abundância  da 

 espécie  Clostridia  e  as  concentrações  de  AGCC.  Interessantemente,  essas  alterações 

 causadas  pelo  antibiótico  impactaram  no  aumento  da  expressão  do  ACE  2  principalmente  no 

 intestino,  o  que  também  foi  observado  em  animais  Germ-free  .  Desta  forma,  é  possível  que  a 

 cronicidade  de  um  perfil  disbiótico  induzido  pelo  uso  de  antibiótico  possa  ter  maiores  impactos 

 no desfecho da infecção por SARS CoV 2, comparado a um período mais curto. 

 Vários  aspectos  ainda  precisam  ser  investigados  no  contexto  do  eixo  intestino-pulmão 

 durante  a  infecção  por  SARS-CoV-2.  Por  exemplo,  a  disbiose  intestinal  SARS-CoV-2  é 

 secundária  à  inflamação  sistêmica  ou  é  um  efeito  direto  do  vírus  nas  células  epiteliais 

 intestinais,  afetando  assim  a  interação  entre  elas  (e  células  imunes)  e  os  componentes  da 
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 microbiota?  Duas  outras  questões  importantes  que  precisam  ser  abordadas  neste  contexto  são 

 (1)  se  a  microbiota  disbiótica  associada  a  indivíduos  diabéticos  e  obesos  desempenha  um  papel 

 neste  processo  e  (2)  se  as  intervenções  dietéticas  que  são  conhecidas  por  afetar  a  composição 

 e  função  da  microbiota  podem  ter  impacto  na  progressão  da  doença.  Muitas  estratégias 

 dietéticas  que  permitem  verificar  o  papel  da  microbiota  na  regulação  do  sistema  imunológico 

 durante  doenças  respiratórias,  como  terapia  probiótica  (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  fermentáveis  (prebióticos)  (JANG  et  al.,  2020,  2021;  TROMPETTE  et  al., 

 2018)  ou  por  meio  de  suplementação  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  limitações  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 

 infecção  ou  tratamento  com  regimes  de  antibióticos  mais  potentes  e  comumente  usados  em 

 pacientes  com  COVID-19,  como  a  azitromicina.  Além  disso,  verificar  o  efeito  sob  a  composição 

 da  microbiota  e  permeabilidade  intestinal  durante  infecção  por  outras  variantes  de  preocupação 

 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.  Conclusão 

 Na  primeira  publicação,  foi  demonstrado  que  o  tratamento  com  mix  de  AGCC  apesar  de 

 reduzir  a  expressão  de  proteínas  importantes  para  a  entrada  do  vírus  na  célula  hospedeira,  não 

 impactou  na  carga  viral.  Em  trabalho  posterior,  verificamos  que  a  depleção  da  microbiota 

 intestinal  por  tratamento  agudo  com  uma  ampla  gama  de  antibióticos  orais  não  alterou  a 

 sobrevida  e  teve  apenas  efeitos  menores  na  resposta  imune  ao  SARS-CoV-2  em  camundongos 

 K18-ACE2.  E  por  fim,  a  infecção  pela  variante  gama  em  K18-hACE2  induziu  alterações  em 

 componentes  da  barreira  intestinal  e  composição  da  microbiota  que  hipotetizamos  estarem 

 relacionadas  com  a  maior  gravidade  e  infecção  neurológica  pelo  vírus.  O  presente  estudo 

 contribuiu  com  informações  importantes  sobre  o  papel  da  microbiota  intestinal  frente  à 

 COVID-19,  e  indica  possível  conexão  entre  o  eixo  cérebro-intestino  durante  infecção  grave 

 induzida pela variante gama em modelo murino. 
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