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A COVID-19, causada pela infec¢do do SARS-CoV-2, € caracterizada por lesdo pulmonar, com
infiltracdo alveolar de células imunes, aumento dos niveis circulantes de citocinas como IL-6 e
TNF, e por sindrome pré-trombogénica. A ativagdo de células endoteliais associado a
evidéncias histopatoldgicas de endotelite, tem sido sugerida como um dos eventos associados
ao aumento da resposta inflamatéria resultando em edema alveolar e infiltrado celular no
pulm@o. Entretanto, a infec¢do produtiva de células endoteliais por SARS-CoV-2 ainda €
controversa. Embora tenha sido demonstrado a presenca de antigenos virais em células
endoteliais de diferentes tecidos, tanto em andlises post mortem, quanto em modelos in vitro,
nenhum desses trabalhos demonstrou se o ciclo replicativo é completo e se ocorre a liberagao
de particulas virais infecciosas. Nosso grupo investiga hd mais de dez anos o efeito da
replicagdo de diferentes virus sobre a ativacdo e permeabilidade de células endoteliais e, no
presente trabalho, avaliamos se a linhagem de endotélio microvascular cerebral humano
(HBMECS) sdo susceptiveis e permissivas ao SARS-CoV-2 e se a infeccdo impacta a fisiologia
dessas células. Inicialmente, avaliamos a expressdo do receptor viral ACE-2 e da molécula
CD147, também descrita como receptor alternativo para entrada do virus. Observamos que
HBMEC:s expressam baixos niveis de ACE-2, mas niveis semelhantes de CD147 em relacdo a
outros modelos celulares ja bem caracterizados de replicagao viral. Além disso, ndo detectamos
a presenca de particulas virais infecciosas no sobrenadante das células sugerindo que as
HBMECs ndo sdo produtivamente infectadas. A partir desses resultados hipotetizamos que a
baixa expressdo de ACE-2 na superficie dessas células estaria impactando na sua capacidade
de replicacdo do SARS-CoV-2. Para investigar essa hipdtese, nosso grupo construiu um vetor
lentiviral carreando a sequéncia de ACE-2 humana (denominado P-ACE-2), e o mesmo foi
utilizado como ferramenta para induzir a superexpressao de ACE-2 em HBMECs. Observamos
que a nossa ferramenta foi capaz de transduzir de forma eficiente o mRNA da ACE-2 humana
nas HBMECs, promovendo o aumento da expressdo proteica na superficie das células. Foi
realizada uma cinética da viabilidade das HBMECs infectadas com dilui¢cdes de P-ACE-2 em
paralelo a andlise da expressio de ACE-2 nas mesmas condicdes para definirmos a
concentracao de uso ideal que ndo provocasse a queda da viabilidade das HBMECs, mas que
ainda fosse suficiente para promover a superexpressdo de ACE-2 nas células. Apds a
padronizacdo do pseudovirus, com a superexpressio do receptor de entrada do virus,



observamos que as HBMECs passaram a ser permissivas a infeccdo pelo SARS-CoV-2,
demonstrado pelo aumento da expressio de RNA gendmico intracelular, subgendmico e
liberacdo de particulas infecciosas no sobrenadante, quando comparados as células que ndo
superexpressam ACE-2. Por fim, observamos que a infeccdo viral induziu aumento da
expressao de transcritos de IL-8 HBMECs superexpressando ou nao ACE-2, sugerindo que a
ativacdo das células independe da superexpressio de ACE-2. Em conjunto, nossos resultados
demonstram que esse modelo pode ser utilizado como ferramenta para compreender o perfil de
ativacao das células endoteliais infectadas pelo virus e quais as suas consequéncias.

Palavras-chaves: HBMEC; SARS-CoV-2; ACE-2; Pseudovirus
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COVID-19, caused by SARS-CoV-2 infection, is characterized by lung injury with alveolar
infiltration of immune cells, increased circulating levels of cytokines like IL-6 and TNF, and a
prothrombotic syndrome. Activation of endothelial cells, with histological evidence of
endothelitis, has been suggested as one of the events associated with the increased inflammatory
response, resulting in alveolar edema and cellular infiltrate in the lungs. However, the
productive infection of endothelial cells by SARS-CoV-2 is still controversial. Although the
presence of viral antigens in endothelial cells of different tissues has been demonstrated, both
in post-mortem analyses and in vitro models, none of these studies have shown whether the
replicative cycle is complete and results in the release of infectious viral particles. For many
years, our group has been investigating the effect of the replication of different viruses on the
activation and permeability of endothelial cells. In the present study, we assessed whether
human cerebral microvascular endothelial cells (HBMECs) are susceptible to SARS-CoV-2
infection and if the infection impacts the physiology of these cells. Initially, we evaluated the
expression of the main viral receptor ACE-2 and the molecule CD147, also described as a
potential receptor for SARS-CoV-2. We observed that HBMECs express low levels of ACE2
but similar levels of CD147 compared to well-characterized models of viral replication.
However, viral titration assays did not detect infectious particles in the medium, indicating that
the virus's replicative cycle is not completed. We hypothesized that the low availability of ACE-
2 in HBMECSs might be influencing the infectious capacity of SARS-CoV-2. To overcome this
problem, we constructed a lentiviral vector carrying human ACE-2 (pseudovirus - P-ACE-2) to
transduce this protein into the cells. Ttransduction of P-ACE-2 in HBMECs increased the
expression of enzymatically active ACE2. P-ACE2-transduced HBMECs were permissive to
SARS-CoV-2 infection, as evidenced by increased intracellular genomic and subgenomic
RNA, and by the release of infectious particles. Furthermore, SARS-CoV-2 infection induced
an increased expression of IL-8 mRNA in cells overexpressing or not ACE-2, suggesting that
cell activation was not dependent on ACE-2 expression. Together, our results demonstrate that
this model can be used as a tool to understand the activation profile of endothelial cells infected
by the virus and its consequences.

Key-words: HBMEC; SARS-CoV-2; ACE-2; Pseudovirus
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A COVID-19, causada pela infec¢ao do virus SARS-CoV-2, causa danos nos pulmoes, além de
inflamacdo e problemas na coagulacdo sanguinea. Nosso estudo foca em compreender o papel
de células endoteliais, que revestem os vasos sanguineos de todo o corpo e apresentam papel
muito importante em manter o equilibrio do organismo, no agravamento da COVID-19. Para
isso, precisamos entender se o virus pode infectd-las e alterar o seu funcionamento.
Descobrimos que essas células t€ém baixos niveis do receptor viral chamado ACE-2, o qual é
utilizado pelo SARS-CoV-2 para infectar as células do corpo. Além disso, também apresentam
outro receptor, o CD147. No entanto, as células ndo sdo eficientemente infectadas pelo virus.
Para superar isso, criamos um vetor chamado pseudovirus (P-ACE-2) que tem a capacidade de
aumentar a quantidade de ACE-2 nas células. Descobrimos que altas concentracdes desse vetor
podem ser toxicas para as células e que ao longo do tempo, mesmo apds fornecermos esse
receptor pras cé€lulas através do P-ACE-2, a presenga dele vai diminuindo. Ainda sim,
observamos que, com a presenca de ACE-2 nas células, elas passaram a ser infectadas pelo
SARS-CoV-2, mostrando aumento do material genético viral e liberacdo de particulas
infecciosas. Além disso, descobrimos que a presenca do virus (variantes RJ1 e Omicron)
aumenta a expressio de uma substancia inflamatéria chamada IL-8 nas células,
independentemente da presenca do ACE-2. Isso sugere que as células endoteliais respondem a
presenca do virus, e nosso modelo pode ajudar a entender como essas células reagem a infec¢ao
pelo SARS-CoV-2 e suas consequéncias no funcionamento do corpo para o agravamento da
doenca.
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INTRODUCAO
1.1.  Historico: SARS-CoV e MERS-CoV

No inicio dos anos 2000, ocorreu o surgimento do primeiro coronavirus de alto
grau de releviancia médica de origem zoonodtica. Denominado de SARS-CoV e
origindrio da China, a transmissdo deste virus para humanos ocorreu através do contato
com civetas no mercado localizado na cidade de Shenzhen (Hui ef al.,2019). A alta
densidade de pessoas circulando entre as provincias chinesas facilitou o espalhamento
do virus pelo pais e, apés meses e diversos casos observados desta doenca até entdao
desconhecida, finalmente, em 22 de Marco de 2003, puderam identificar o patdgeno e a
Organizac¢do Mundial de Saude (OMS) denominou a doenga de Sindrome respiratdria
aguda grave (OMS, 2003; Hui et al., 2019;). O SARS-CoV provocou uma epidemia,
afetando mais de 29 paises e regides ao redor do globo, entretanto, ndo muito tempo
depois, em julho do mesmo ano, a OMS declarou o fim da epidemia de SARS-CoV,
totalizando mais de 8 mil casos e 700 mortes pela doenca ( Hui et al., 2020).

Na década seguinte, no ano de 2012, houve um novo surto causado por um
coronavirus zoondtico que se originou da infeccdo de camelos. Descoberta no Oriente
Médio, a doenca denominada de Sindrome respiratéria do Oriente Médio (MERS) é
provocada pelo coronavirus causador da sindrome respiratéria do Oriente Médio
(MERS-CoV) (Azhar et al., 2019). Apesar desse virus ter se espalhado por
aproximadamente 27 paises e terem sido registrados casos de viajantes de fora do
Oriente Médio, até os dias atuais ela € considerada endémica da Peninsula Arabica.
Além disso, a alta taxa de mortalidade apresentada na doenca, podendo chegar a 35%
de mortalidade, pode estar relacionada com a menor transmissibilidade do virus entre
humanos (OMS, 2015).

No final de dezembro de 2019, o terceiro coronavirus (CoV) de origem
zoondtica reportado neste século surgiu na cidade de Wuhan, na China (Gralinski e? al.,
2020). Denominado de coronavirus causador da sindrome respiratoria aguda grave 2
(SARS-CoV-2), esse virus se demonstrou mais infeccioso do que ambos os SARS-CoV
e MERS-CoV. Os trés virus sao conhecidos por causarem sintomas de pneumonia viral,
incluindo febre, dificuldade de respirar e infiltracdo pulmonar em casos mais severos
(Gralinski et al., 2020; Zhu et al., 2020). Entretanto, o novo coronavirus demonstrou ser

transmissivel em portadores assintomaticos e pré-sintomaticos, sendo mais facilmente



disseminado entre humanos, quando comparado aos outros dois virus que apresentaram

lento aumento do nimero de casos (Zhang & Holmes, 2020).

1.2. Epidemiologia do SARS-CoV-2

A descoberta do novo coronavirus foi marcada por uma série de individuos
buscando atendimento médico apresentando sintomas de pneumonia viral provocada
por agente etioldgico desconhecido, tendo sido relatados desde casos leves e moderados
com sintomas cldssicos de tosse seca, coriza e febre, até casos mais graves, envolvendo
infiltracdo de liquidos para os pulmdes e dispnéia (Zhu et al.,2020). Investigagcdes
epidemioldgicas a respeito da origem da fonte de contamina¢do mostraram que diversos
pacientes acometidos pelo novo coronavirus frequentaram e/ou tiveram contato com
pessoas que frequentavam o Mercado de Wuhan, onde eram vendidos frutos do mar,
aves e animais selvagens ainda vivos ou recém mortos (Deng & Peng, 2020).
Posteriormente, a Organizacdo Mundial de Saide (OMS) reportou a possibilidade de
uma infec¢do zoondtica e, em janeiro de 2020, foi a publico a identificacdo etioldgica
do novo coronavirus (Gralinski & Manachery, 2020). Referia-se a um novo
betacoronavirus que pode ser isolado e ter o RNA sequenciado a partir de amostra de
lavado broncoalveolar de um paciente e subsequentemente verificado em 16 outros
pacientes (Gralinsky et al., 2020; Zhu et al., 2020).

O ripido espalhamento do virus pela populacio na China e viajantes
estrangeiros, demonstrou sustentacdo da transmissdo viral entre humanos (Chan et
al.,2020; Deng & Peng., 2020). O aumento no nimero de casos ao redor do globo
provocou preocupacdo internacional e, em 30 de janeiro de 2020, a OMS declarou
emergéncia de saide publica de interesse internacional (OMS, 2020). O Comité
Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) nomeou o virus de SARS-CoV-2 e a
doenca foi nomeada pela OMS como doenga do coronavirus 2019 (COVID-19) (ICTV,
2020; OMS, 2020)

Rapidamente foram implementadas medidas para combater o espalhamento do
virus, entretanto, a transmissao facilitada pelo contato préximo, permitiu a disseminagao
do SARS-CoV-2 para todos os continentes (revisado por Fisher & Heymann, 2020).
Assim, no dia 11 de marco de 2020, a OMS declarou pandemia de COVID-19, havendo
mais de 500 mil casos confirmados no mundo inteiro no fim daquele més (OMS, 2020).

Até o dia 10 de marco de 2023, foram registrados 676 milhdes de casos da

doenca e mais de 6,8 milhdes de mortes no mundo inteiro causadas pelo SARS-CoV-2



(https://coronavirus.jhu.edu/map.html). No Brasil apenas, foram registrados mais de 37
milhdes de casos e 700 mil mortes no pafs, como mostrado na figura 1
(https://coronavirus.jhu.edu/map.html). Entretanto, o aumento do nimero de individuos
imunizados contra o SARS-CoV-2 promoveu o declinio nas hospitalizagdes e
internagdes em unidades de terapia intensiva (UTI) relacionadas a doenca e tendéncia
de queda nas mortes por COVID-19 (OPAS, 2023). Assim, no dia 05 de maio de 2023,
foi declarado o fim da emergéncia de saide publica de Importancia Internacional, ainda

que continue sendo uma ameaca a saide publica (OMS, 2023).
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Figura 1: Painel da COVID-19 no Brasil. Painel dos nimeros de casos de infec¢do, morte e
vacinagdo no Brasil até o dia 10/03/2023 extraidos do Johns Hopkins University (acessado em:
https://coronavirus.jhu.edu/map.html)

1.3.  Caracteristicas gerais do SARS-CoV-2

Assim como SARS-CoV e MERS-CoV, o SARS-CoV-2 também pertence a
familia Coronaviridae e ao género betacoronavirus (f-CoV) (revisado por Gorbalenya
et al., 2020). Anélises genOmicas e filogenéticas demonstraram que o novo coronavirus
apresenta mais de 70% de similaridade na sequéncia gendmica com o SARS-CoV e
aproximadamente 50% com o MERS-CoV (Zhang & Holmes, 2020). O SARS-CoV-2
possui 30kb de genoma de RNA de fita simples com polaridade positiva ndo
segmentado, no qual codifica para 20 proteinas, sendo 16 ndo-estruturais (NSPs) com
papel de regulacdo da replicacao e patogé€nese viral, além de 4 proteinas estruturais que
sao denominadas de nucleocapsideo (N), envelope (E), membrana (M) e na superficie
do envelope, a glicoproteina de espicula (S). (Lu ef al., 2020; Zhang & Holmes, 2020).

A principal proteina determinante do tropismo do SARS-CoV-2 € a proteina S,

a qual € utilizada para iniciar a infeccdo na célula hospedeira pelo processo de adsorcao
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viral, a partir da ligagdo com o seu receptor de superficie celular, a enzima conversora
de angiotensina 2 (ACE-2) (Hoffmann et al., 2020; Zhou et al., 2020; Wu et al., 2020).
Essa interacao inicial ocorre através do dominio S1 da proteina S, que contém o dominio
de ligacdo ao receptor (RBD), e facilita a ligacdo viral a superficie das células-alvo
(Hoffmann et al., 2020). Além disso, permite que a serino protease transmembranar
celular (TMPRSS?2) clive os dominios S1 e S2 da proteina S, fazendo com que o
dominio S2 promova a fusdo do envelope viral com a membrana celular para entrada
do virus na célula (Hoffmann et al., 2020). Outro possivel caminho da entrada do virus
se d4 através de vias endociticas, em que proteases celulares, como as catepsinas B e L.
(Gierer et al., 2013), sdo ativadas por conta da mudanga de pH dentro do endossoma e
clivam os dominios S1 e S2 da proteina S viral, permitindo a fusdo do envelope viral
com a membrana do endossoma (Hoffmann et al., 2020. J4 foi descrito que a entrada do
virus nas células hospedeiras também pode ser mediada por outras moléculas
alternativas, como a CD147, uma glicoproteina transmembranar pertencente a familia
das imunoglobulinas expressa por diversos tipos celulares, incluindo células do trato
respiratorio (Wang et al.,2020; Amraei et al., 2021).

A etapa que sucede a entrada do virus na célula é o desnudamento do material
genético. Por ser de RNA de fita simples e polaridade positiva, o material genético do
SARS-CoV-2 esta sujeito a traducdo imediata, sendo rapidamente reconhecido pelos
ribossomos da célula para dar inicio a producdo das proteinas virais (revisado por
V’kovski et al., 2021). A traduc@o de duas ORFs presentes no genoma viral (ORFla e
ORF1b) produz duas poliproteinas, ppla e pplb, respectivamente. A partir da clivagem
das poliproteinas, sdo formadas as 16 proteinas ndo estruturais (NSPs) que, apos
sintetizadas em quantidades adequadas, formarao o complexo replicase e ird se iniciar
o processo de replicacdo do genoma do SARS-CoV-2 (revisado por V’kovski et al.,
2021)

A partir do molde do RNA viral, € feita a sintese de uma fita complementar de
RNA de polaridade negativa, formando um RNA intermedidrio de replicacdo de dupla
fita (RNAdf). Entdo, utilizando a fita de RNA de polaridade negativa como molde,
novas fitas de RNA positivo sdo sintetizadas, que poderdo ser utilizadas para um novo
processo de traducdo das proteinas virais ou poderdo compor o genoma das novas
particulas virais a serem montadas (revisado por Perlman & Netland, 2009; revisado por

Gorbalenya et al., 2006; revisado por Vkovski et al., 2021).



Ja a tradugdo das proteinas estruturais e acessorias acontece através da traducao
de RNAs subgendmicos em um processo descontinuo de transcricao do genoma, sendo
controlado pelas sequéncias regulatdrias de transcricdo (TRSs) presentes no genoma
(Wu & Brian, 2010; Sawicki & Sawicki, 1995). O papel dos TRSs consiste em
interromper o avanco do complexo de replicase na sintese do RNA de polaridade
negativa, produzindo estruturas menores que servirdo de molde para a formagdo de
RNA positivo que, por sua vez, serdo traduzidos em proteinas estruturais e acessorias
(Wu & Brian, 2010; Sneijder et al., 2006).

A préxima etapa do ciclo replicativo do SARS-CoV-2, todo representado na
figura 2, é a montagem das novas particulas virais (Stertz et al., 2007). Assim, as

N

proteinas estruturais associadas a membrana do reticulo endoplasmdtico (RE) e ao
complexo de Golgi (CG), auxiliam na montagem dos virions e incorporacdo dos
genomas recém produzidos, dando énfase a proteina M, que tem papel chave na
montagem dos novos virions, direcionando a formacgdo do envelope viral e promovendo
a matriz a qual o nucleocapsideo ird se conectar (revisado por Haan & Rottier, 2005).
Por fim, a gama de virus formados € liberada da célula hospedeira por exocitose para
infectar novas células e repetir o processo de disseminagdo (revisado por de Haan &

Rottier, 2005; Stertz et al., 2007).
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Figura 2: Ciclo replicativo do SARS-CoV-2. A primeira etapa do ciclo replicativo do SARS-CoV-2 consiste na
ligacdo e entrada do virus na célula, processo esse que ocorre através da ligacdo da proteina de espicula (S) no seu
receptor celular, a enzima conversora de angiotensina 2 (ACE-2) expressa na superficie de células-alvo. Essa
ligacdo, juntamente com a clivagem dos dominios S1 e S2 da proteina S, mediada pela serinoprotease TMPRSS2,
permitem a fusdo da particula viral com a membrana da célula hospedeira. Apds entrar na célula, ocorre o
desnudamento do material genético no citoplasma da célula, que serd rapidamente reconhecido pela maquinaria
de traducgdo celular, ja que se trata de um RNA gendmico de fita simples e polaridade positiva. Inicialmente, sdo
traduzidas as proteinas ndo estruturais responsdveis pela formagao do complexo de replicacdo, como a polimerase
viral. Essas proteinas sdo produzidas na forma de poliproteinas que, posteriormente, sofrerdo clivagem por
proteases para a formagdo das proteinas maduras. Quando essas proteinas se encontram em quantidades
suficientes, € iniciado o processo de replicag@o a partir do uso da fita parental do RNA gendmico para produgdo
de RNAs de polaridade negativa que, por sua vez, serdo utilizados como moldes para sintese de novos RNAs
gendmicos (RNAg) e sub gendmicos (RNAsg) de polaridade positiva. As fitas de RNAsg sdo geradas por processo
descontinuo de replicacdo e serdo utilizadas para um novo processo de tradugdo, agora das proteinas estruturais e
acessorias do virus. As proteinas de membrana (M), envelope (E) e espicula (S), recém sintetizadas, serdo
direcionadas ao reticulo endoplasmatico (RE) para o processo de montagem das novas particulas virais e, ao fim
do processo, ocorre a maturacdo dos novos virions produzidos que serdo liberados da célula por exocitose.

14. Patogénese e manifestacoes clinicas da COVID-19

A infeccdo por SARS-CoV-2 leva a COVID-19, relacionada principalmente a
sintomas respiratorios (revisado por Cevik et al., 2020). A transmissdo do virus se da
pelo contato direto ou indireto com goticulas respiratorias de individuos infectados
(Liang et al., 2020; revisado por Mukhra, Krishan & Kanchan, 2020). O virus atinge o
epitélio das vias aéreas superiores e dos tecidos da naso e orofaringe, podendo
disseminar para o trato respiratorio inferior e infectar células epiteliais alveolares,
(Hamming et al., 2004). A infec¢do apresenta incubacdo de 1-14 dias, sendo em média
5 a 6 dias para o inicio do aparecimento dos sintomas iniciais (Wu & McGoonan, 2020;
Chan et al., 2020; (Li et al.,2020). O quadro inicial da doenca estd relacionado ao
desenvolvimento de sintomas inespecificos, como febre, mialgia, fadiga, dores de
cabeca e sintomas respiratorios (Cevik et al., 2020; Chen et al., 2020; Zhang et al.,
2020).

A distribuicdo do receptor ACE-2 em diferentes tecidos pode explicar o
desenvolvimento de sintomas extrapulmonares, principalmente no sitio gastrointestinal
- em que até 40% dos pacientes acometidos relataram vomito e diarreia - (Liang et al.,
2020; Zhang et al., 2020). Em quadros clinicos moderados, os individuos podem
desenvolver sintomas menos comuns, como distirbios de olfato e paladar, calafrios e
nduseas. J4& em casos mais severos, € comum o desenvolvimento de pneumonia,
insuficiéncia respiratéria, além de terem sido relatados alteracdes cardiovasculares,
lesdo hepatica e danos neurolégicos Huang et al.,2020; Chen et al.,2020). Entretanto,

os sintomas nesses sitios também podem ser explicados pelos efeitos da resposta



inflamatdria exacerbada muito recorrente em casos mais graves (Wang & Perlman,
2020)

A resposta inflamatéria provocada pelo reconhecimento viral através de
sensores citoplasméticos e endossomais, como MDAS e TLRs, respectivamente, é
essencial para o controlar a infec¢do (Thorne et al., 2021; Manik & Singh, 2021). O
disparo desses sensores estd relacionado a ativacdo de cascatas de sinalizacdo que
culminam na expressao de citocinas e quimiocinas pré-inflamatoérias, como o IFN do
tipo I e III que apresenta importante papel antiviral de suprimir a replicacdo e
disseminag@o do virus no organismo ( Wang & Perlman, 2020; Thorne et al., 2021).
Além disso, junto com outras citocinas € quimiocinas secretadas, apresentam papel de
coordenar a ativacao e atuacao da imunidade adaptativa no combate a infec¢do. (Thorne
et al.,2021; Manik & Singh, 2021). Entretanto, a desregulacdo da resposta imunoldgica
pode provocar o excesso de células imunes (macréfagos e neutréfilos), e mediadores
inflamatorios (IL-8 e CCL2) no sitio de infec¢do (Del Valle et al., 2020; Magro, 2020).
Diversos estudos também t€m correlacionado altas concentracdes de IL-6 e IFN com a
gravidade da doenca (Gong et al., 2020). Essa superproducdo de mediadores pro-
inflamatérios no contexto de infeccio que acarreta no desenvolvimento de
manifestac¢des graves ¢ denominada de “tempestade de citocinas” e tém sido relacionada
ao desenvolvimento de imunopatologias, danos graves, principalmente nos pulmdes, e
obito de pacientes com COVID-19 grave (Del Valle et al., 2020; Wang & Perlman,
2020).

Disfungdes hemostéticas também estdo associadas a casos severos da COVID-
19, como o desenvolvimento de coagulopatias que podem resultar em embolia pulmonar
e 6bito do paciente (Klok et al., 2020). Essas disfuncdes podem estar associadas tanto a
inflamacdo exacerbada, quanto a ativacdo plaquetdria e disfunc¢do endotelial provocadas
pela infecgdo do SARS-CoV-2, gerando quadros trombogénicos. (Levi et al., 2020). De
fato foi observado que disfungdes endoteliais da microvasculatura pulmonar podem
contribuir para o desenvolvimento de microtrombos localizados ou sistémicos.
(Ackermann et al., 2020) Por isso, diversos estudos t€ém sugerido que a perda de
integridade do endotélio na COVID-19, junto com a exposi¢do a fatores pro-
trombogénicos, estd associado a desregulacdo hemostatica, disparando cascatas de
coagulacdo que culminam na formacdo de codgulos (Wichmann et al., 2020). Os
coagulos, quando formados nos pulmdes, podem prejudicar a passagem de sangue no

orgao e provocar disfuncao respiratoria (Ackermann et al., 2020).



1.5.  Células Endoteliais

As células endoteliais (CEs) revestem as paredes internas dos vasos sanguineos
de todos os tecidos do corpo humano e formam uma interface sangue-tecido com fungdo
primdria essencial de regular a permeabilidade da parede do vaso. Entretanto, essas
células também estdo envolvidas em diversos processos fisioldgicos importantes no
organismo, como o controle da pressdo sanguinea, apresentando importante capacidade
de liberacdao de 6xido nitrico (NO), um potente vasodilatador (Cines et al., 1998).
Ademais, as CEs apresentam fung¢ao de facilitar o fluxo sanguineo por possuir superficie
que, em condi¢des fisioldgicas normais, apresenta caracteristica antitrombdtica,
inibindo adesdo plaquetaria e a formacao de codgulos (Cines et al., 1998). Ainda assim,
quando ocorrem distirbios homeostdticos, o endotélio vascular rapidamente sofre
alteracdes bioquimicas que reprogramam seu funcionamento, passando a apresentar
superficie pro-trombotica e, assim, podendo contribuir para o avango de patologias
(Libby & Liischer., 2020; Hattori et al., 2022).

Em situacdes de inflamacgdo, as células endoteliais desempenham um papel
crucial, respondendo aos estimulos de mediadores inflamatdrios, como IL-6 e IL-8, que
sdo liberados por células imunes ativadas (Cines et al., 1998). Elas facilitam a migragado
de leucdcitos para os locais de inflamacado ao aumentarem a permeabilidade vascular,
permitindo a passagem de células imunes circulantes para o tecido adjacente (Cines et
al., 1998; Fosse et al., 2021). No entanto, em um cendrio de liberacdo excessiva de
mediadores inflamatérios e, consequentemente, uma inflamagdo descontrolada, as
células endoteliais podem ndo apenas intensificar ainda mais a liberac@o de citocinas e
quimiocinas, contribuindo pro agravamento da inflamacao, mas também pode ocorrer a
perda de sua integridade, levando ao extravasamento de liquidos e células para os
tecidos de forma descontrolada (Jin et al., 2020).

J4 em um contexto infeccioso, a ativacdo de CEs pode ocorrer, tanto devido a
acdo de mediadores inflamatérios sobre as CEs, quanto devido a infec¢do direta pelo
patégeno (Varga et al., 2020). Alguns estudos ja demonstraram que ativacao de células
endoteliais pulmonares durante a infeccdo pelo virus Influenza é o principal evento
relacionado ao recrutamento de células imunes inatas e a producdo de citocinas e
quimiocinas no inicio da infec¢do e que esses eventos estdo relacionados com o aumento
da morbidade na doenca (Teijaro ef al., 2011). Em outras doengas, como na sindrome

pulmonar causada pela infec¢ao por hantavirus, autores relatam a presencga de antigenos



virais na microvasculatura pulmonar e a associam com uma desregulacdo grave da
permeabilidade vascular (Zaki et al., 1995) Isso tudo em conjunto pode contribuir para
a disfuncao de células endoteliais, culminando na perda do balango entre vasodilatacao
e vasoconstriccdo e, consequentemente, perda da caracteristica anticoagulantes e

antitrombdticas normais, podendo provocar distirbios homeostaticos no organismo.

1.6.  Papel de células endoteliais na infeccio do SARS-CoV-2

Muitas questdes moleculares e celulares relacionadas a COVID-19 permanecem
ndo respondidas, incluindo quais células sdo infectadas pelo SARS-CoV-2. Por ser uma
doenca majoritariamente com sintomas respiratorios, sabe-se que o SARS-CoV-2 ¢
capaz de infectar o trato respiratorio superior e inferior, incluindo o epitélio alveolar
(revisado por Cevik et al., 2020). Entretanto, a infec¢do de células endoteliais de
diversos tecidos permanece ainda controversa na literatura. Alguns autores demonstram
que a ativacdo de CEs pode ocorrer de forma direta pela infec¢do dos virus nas células,
uma vez que alguns grupos de CEs podem expressar ACE-2 e serem alvo de infec¢ao,
ja havendo sido relatado a presenca de antigenos virais no interior de CEs (Hoffmann ez
al., 2020; Pons et al., 2020; Hamming et al.,2020). Ja foi demonstrado em andlises post-
mortem de pacientes de COVID-19 a presenca do SARS-CoV-2 no interior de células
endoteliais da microvasculatura cerebral (hBMECs) (Mondolfi et al., 2020). Ainda,
estudos com organdides vasculares humanos também sugeriram replicacdo viral pelo
aumento da expressio de RNA viral ao longo tempo, embora a expressdao
especificamente nas células endoteliais ndo tenha sido investigada (Monteil et al.,
2020). Além disso, a liberacdo de particulas infecciosas em culturas de CE, bem como
a presenca de componentes nao estruturais, confirmando replicagdo produtiva, no
entanto, ndo foi demonstrada até o momento. De fato, ndo existem muitos trabalhos
correlacionando diretamente a infeccdo do SARS-CoV-2 nas células endoteliais com o
desenvolvimento de endotelite e, consequentemente, com o agravamento da COVID-
19. Na literatura, muitos autores descrevem a ativa¢ao de CEs como uma consequéncia
indireta da infeccdo pelo SARS-CoV-2, através da liberacdo de mediadores
inflamatdérios por células imunes ativadas durante a infec¢ao (Pons et al., 2020; Burgos
etal., 2021).

Dado o papel fundamental das células endoteliais em manter a homeostase € a
permeabilidade vascular, a disfun¢ao de CEs pode participar ativamente em processos

trombo-inflamatodrios e resultar em danos vasculares severos na COVID-19 (Pons et al.,
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2020). J4 foi demonstrado que a liberacdo de IL-6, TNF e IL-1f3, mediadores
comumente aumentados em pacientes com COVID-19, pode induzir a perda de fun¢ao
anti-tromboética e anti-inflamatéria normal em células endoteliais, levando a
desregulacdo da coagulacdo, ativacdo plaquetdria, além do aumento da producgdo de
mediadores inflamatdrios, moléculas de adesdo e permeabilidade vascular nessas
células, induzindo o extravasamento vascular e infiltracdo de células imunes para os
tecidos pulmonares. (Pons et al., 2020; Desai et al., 2002; revisado por Teuwen et al.,
2020).

A endotelite induzida pela COVID-19 pode ser a explicacio do
comprometimento sistémico da fun¢do microvascular em diferentes 6rgdos de pacientes
com COVID-19 (Varga et al., 2020). Analises histopatologicas post-mortem de paciente
com faléncia multipla de 6rgdos revelaram endotelite em diversos 6rgdaos como pulmao,
rins e coracdo (Varga et al., 2020). Além disso, alguns autores descrevem, também com
base em evidéncias histopatoldgicas, a COVID-19 como uma doenga microvascular e
endotelial, na qual disfun¢do endotelial € o centro do agravamento da doenca (Libby &
Liischer., 2020; Lowenstein & Solomon., 2020). O conjunto desses dados indica a
necessidade de melhor compreensao a respeito dos mecanismos de ativagao e disfungdo
endotelial durante o curso da COVID-19, para que, assim, alvos terapéuticos possam

ser desenvolvidos e as complicagdes da doenga, minimizadas.

2. JUSTIFICATIVA

As manifestacdes clinicas respiratdrias e sistémicas reportadas na COVID-19 estao
relacionadas aos efeitos da replicacdo viral e ao disparo de respostas pré-inflamatérias e pro-
trombogénicas. Nesse sentido, o desenvolvimento de endotelite tem sido reportado em pacientes
com COVID-19, possivelmente associada a edema alveolar, infiltrado inflamatério e trombose
(Ackermann et al., 2020; Varga et al., 2020; Garvin et al., 2021). Autores sugerem, a partir de
evidéncias histopatoldgicas, que a endotelite induzida pela COVID-19 possa ser a explicacao
do comprometimento sist€émico da funcao microvascular em diferentes 6rgaos nos pacientes da
doenca (Varga et al., 2020). No entanto, ndo se sabe se a propria replicacdo viral nas células
endoteliais pode estar envolvida no desenvolvimento de endotelite e quais as consequéncias na
progressdo da COVID-19. Embora existam muitos dados na literatura a respeito da infeccdo e
ativacdo de células endoteliais de diversos tecidos, muitas das informacdes sdo controversas.
Diversos trabalhos demonstraram a presenca de antigenos virais em células endoteliais de

diferentes tecidos, entretanto, a replicacdo viral em modelos in vitro ndo estd bem descrita na
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literatura. Um estudo detectou, além da presenca da proteina S viral, a presenca de genoma de
SARS-CoV-2 no interior de HBMECs infectadas, sugerindo haver replicacdo nesse modelo in
vitro (Yang et al., 2020) Entretanto, nesse trabalho ndo foi demonstrada a liberacdo de particulas
infecciosas, ndao sendo possivel confirmar que o ciclo replicativo do SARS-CoV-2 tenha sido
finalizado nas HBMECs. Assim, a replicacdo produtiva em células endoteliais e o papel da
infeccdo na inducdo da endotelite ainda requerem esclarecimento. No presente trabalho,
avaliamos se a linhagem celular de endotélio microvascular cerebral humano (HBMECs) sao
susceptiveis e permissivas a0 SARS-CoV-2, utilizando células superexpressando o receptor
ACE-2 ou ndo. Avaliamos, ainda, se a infec¢do modula a ativacdo celular e a dependéncia de

infec¢do produtiva nesse processo.

3. OBJETIVOS
Desenvolver um modelo in vitro para o estudo da infeccdo e ativacdo de células endoteliais

pelo SARS-CoV-2.

3.1. Objetivos Especificos
3.1.1.  Avaliar se a linhagem de células de endotélio microvascular cerebral
humano (HBMEC) sdo produtivamente infectadas e ativadas pelo SARS-
CoV-2;

3.1.2.  Avaliar se a suscetibilidade e a permissividade das HBMECs a infeccao

pelo SARS-CoV-2 pode ser modulada por estimulos inflamatorios;

3.1.3.  Auvaliar se a constru¢do de um pseudovirus carreando o mRNA da ACE-

2 humana € capaz de induzir superexpressao de ACE-2 em HBMECs;

3.1.4. Avaliar ses HBMECs superexpressando ACE-2 tornam-se suscetiveis e

permissivas a infec¢do pelo SARS-CoV-2;

3.1.5. Avaliar se HBMECs superexpressando ACE-2 sdo ativadas e aumentam
a expressdo de mediadores pro-inflamatérios quando infectadas pelo

SARS-CoV-2.
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MATERIAL E METODOS
4.1. Linhagens celulares

A linhagem de células endoteliais da microvasculatura cerebral humana
(HBMEC) foi gentilmente cedidas pelo Dr Dennis J. Grab (The Johns Hopkins
University, Baltimore, MD, EUA) e foi cultivadas em Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) de alta glicose (Life Technologies, Grand Island, NY), suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SFB). Células Vero E6 foram gentilmente cedidas pelo
Dr Amilcar Tanuri (Instituto de Biologia, UFRJ) e cultivadas em meio DMEM de alta
glicose suplementado com 5% de SFB. Células HEK293-T e HEK293-ACE-2 foram
cedidas cordialmente pela professora Luciana Costa (Instituto de Microbiologia, UFRJ)
e cultivadas em meio DMEM de alta glicose suplementado com 10% de SFB. Todas as
células foram armazenadas em estufa a 37°C em ambiente imido com injecdo de 5% de
COs. As condicdes de cultivo de células livres de micoplasma sdo rotineiramente
verificadas pela presengca de DNA citoplasmatico em microscopio de fluorescéncia,
utilizando sonda DAPI (1.5pg/ml, Santa Cruz, Biotechnology), e por PCR, com mistura

de oligonucleotideos para deteccdo especifica de micoplasma.

4.2. Virus

Foram obtidos diferentes isolados de SARS-CoV-2 de amostras de esfregaco de
nasofaringe de pacientes atendidos no centro de triagem de COVID-19 na Universidade
Federal do Rio de Janeiro. Os primeiros virus identificados foram nomeados como
RI1(GISAID: 528539) e RJ2 e, apos sequenciamento, classificados como pertencentes
a linhagem A2 e BI, respectivamente (Voloch et al., 2021). Posteriormente, foram
isoladas outras duas variantes identificadas como pertencentes a linhagem Delta e
Omicron BAS (GISAID: 7699344). Os quatro isolados virais foram cedidos gentilmente
pela Dra Luciana Jesus da Costa (IMPG, UFRIJ, RJ).

Todos os procedimentos com virus infecciosos foram realizados em laboratérios
NB3 no Instituto de Biologia no laboratério do Dr Amilcar Tanuri, pela Dr. Isadora
Alonso (IMPG, UFRJ, RJ). Os estoques virais sdo mantidos a -80°C e titulados por

ensaio de plaque, como descrito a seguir.

4.3. Propagaciao de SARS-CoV-2
As células Vero E6 foram cultivadas na concentragio de 3x10° células em

garrafas de 75 cm? (Get biofilm) contendo 15mL de meio DMEM de alta glicose
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suplementado com 5% de SFB até atingirem confluéncia de aproximadamente 60%. Em
seguida, as células foram lavadas com 2mL de PBS para retirada do meio metabolizado
e, posteriormente, foram incubadas com os diferentes isolados de SARS-CoV-2 (RJ1,
RJ2, Omicron BAS5 ou Delta), utilizando-se MOI de 0,1 em 5mL de DMEM de alta
glicose sem SFB. Apds 90 minutos de incubagio sob leve agitacdo periddica (20 em 20
minutos) para facilitar adsor¢ao viral uniforme, foi adicionado 10mL de meio DMEM
fresco suplementado com 2% de SFB nas garrafas e incubadas em estufa a 37°C por 4
dias. Posteriormente, foi coletado o meio de cada garrafa, e filtrado em filtros de 0,22
UM para remogdo dos restos celulares. O sobrenadante contendo virus foi armazenado

em aliquotas a -80°C para posterior titulacdo.

4.4. Construcao de pseudovirus e transfeccao in vitro de células HEK293-T

A construcdo de um vetor lentiviral para transduzir o mRNA codificador proteina
ACE-2 humana em HBMEC:s (pseudovirus - p-ACE-2), o qual foi utilizado no presente
trabalho, foi realizada pelo pds-doutorando e co-orientador do TCC Dr. Sharton V. A.
Coelho. Para geracdo do vetor, foram utilizados os plasmideos pPCMV-VSV-G (Stewart
et al., 2003), plasmideo pHIV-1NL4-3 AEnv-NanoLuc e o plasmideo pHAGE2-EF1a
ACE-2 (BEI Resources NR-52512) para a formacdo de um pseudovirus contendo o
arcabouco do HIV-1 depletado para o gene da proteina de envelope (Env) e possuindo
no lugar do gene viral nef, o gene reporter da NanoLuciferase (Schmidt et al., 2020).
Além disso, a construgdo lentiviral contém em sua superficie a proteina G do VSV e
carreia o gene da proteina ACE-2 humana. Os plasmideos foram amplificados em E. coli
(Max Efficiency stbl2) e purificados segundo os protocolos do fabricante dos kits
utilizados (Qiagen Plasmid Maxi Kit, Qiagen, Alemanha) (PureLink HiPure Kit,
Thermo Fischer Scientific, EUA).

Em seguida, células HEK293-T foram plaqueadas em placas de Petri contendo
5,5x10° células e foram incubadas ON a 37°C e 5% de CO». No dia seguinte, foi realizada
a transfeccdo da cultura de células com Cloreto de Célcio. Para isso, 20 uL de CaCl,
2,5M foi diluido em 180 uL. de H20 e a essa solugdo foi adicionado 200 uL. de tampao
BES. A quantidade de DNA total (24 pg) foi adicionada a solucdo e incubada a
temperatura ambiente por 40 minutos. Apds o periodo de incubagdo, as placas de Petri
foram lavadas e foi adicionado meio DMEM fresco suplementado com 2% de SFB. A
solucdo final da transfeccao foi adicionada as placas de células e foram incubadas por

48 horas a 37°C e 5% de CO,. Apés 24 horas de incubagio, foi realizada a troca do
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meio e coleta do sobrenadante. As culturas receberam 10mL de meio DMEM fresco
suplementado com 2% de SFB, penicilina 100 und/mL e estreptomicina 100 mg/mL e
incubada 4 37°C e 5% de CO,. Apdés 48h da transfecgdo, foi realizado o mesmo
procedimento de coleta do sobrenadante e as placas foram descartadas. Os sobrenadantes
recolhidos nos dois tempos foram centrifugados a 5000 x g por 3 minutos para
eliminacdo de células mortas e, posteriormente, filtrado com filtro de PVDF (Fluoreto
de polivinilideno) ou PES (Polietersulfona) de 0,22 uM para purificacao do pseudovirus.
O conteudo filtrado foi armazenado no freezer a - 80 °C em aliquotas de 500 pL. Foi
realizada a construcdo de um pseudovirus controle contendo 16 pg de pCMV-VSV-G e
8 ng de pHIV-1NL4-3 AEnv-NanoLuc e um pseudovirus de uso experimental para
superexpressar ACE-2 humana em HBMECs contendo 12,9 pg pCMV-VSV-G, 3,7 ng
de pHIV-1NL4-3 AEnv-NanoLuc e 3,7 pg de pHAGE2-EFla ACE-2. O estoque de
pseudovirus apresentava 420pg/mL da proteina p24Gag de HIV.

4.5. Estimulacdo de HBMEC in vifro com pseudovirus

HBMECs foram cultivadas em placas de 24 pogos (5x10* células/500 ul /poco)
ou 96 pocos (10* células/200 ul /pogo) em DMEM contendo 10% SFB. As células foram
incubadas em estufa a 37°C com injecdo de 5% de CO., overnight (ON), para adesdo.
No dia seguinte, o meio metabolizado foi retirado, as células foram lavadas com 200 pl
de meio sem SFB, e, entdo, infectadas com diferentes volumes de pseudovirus, a
depender do experimento. As células foram novamente incubadas e, apds 24, 48 e 72
horas foi coleto o lisado celular para andlise da expressao proteica de ACE-2 por western
blotting, como descrito posteriormente. Além disso, foram realizados anélises da
viabilidade celular de HBMECs nos mesmos tempos de infeccao utilizando o kit Cell

Titer Aquous, como descrito a seguir.

4.6. Ensaio de Luciferase

Ap6s a infecgdo das HBMECs com P-ACE-2, as células foram lavadas com PBS
1x e lisadas usando 200 pL/poco do reagente Luciferase Cell Culture Lysis 1X Reagent-
CCLR (Promega, Madison, WA, EUA) seguindo as recomendagdes do fabricante. Em
seguida, o lisado foi submetido a agitacdo rdpida no vortex e centrifugado a 6000 rpm
durante 2 min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e volumes de 20 pL de lisado celular
foram adicionados a 50 uLL de substrato enzimatico Luciferase Assay Reagent (Promega)

em uma placa de 96 pogos branca opaca, (Greiner - Bio One) para medicdo da
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luminescéncia em um lumindmetro (GloMax®-Promega) seguindo as recomendacdes
do fabricante. Os resultados analisados foram apresentados em unidades relativas de

luminescéncia (RLU).

4.7. Infeccao e estimulacio de HBMEC in vitro com SARS-CoV-2

HBMECs foram cultivadas em placas de 24 pogos (5x10* células/500 pl /poco)
ou 96 pocos (10*células/200 ul /pogo) em DMEM contendo 10% SFB. As células foram
incubadas em estufa a 37°C com inje¢do de 5% de CO2, overnight (ON), para adesdao
celular. No dia seguinte, o meio metabolizado foi retirado, as células foram lavadas com
200 pl de meio sem SFB, e, entdo, inoculadas com SARS-CoV-2 (RJ1, RJ2, Omicron
BAS ou Delta), em MOI de 0,1, diluidos em meio sem soro. Como controle negativo, as
células foram incubadas com mock. Apds duas horas de incubacdo sob leve agitacdo
periddica (20 em 20 minutos) para adsor¢do uniforme das particulas virais, as células
foram lavadas com PBS 1x, foi adicionado meio completo, e as células foram incubadas
novamente em estufa a 37°C com injecdo de 5% de CO»2. Em alguns experimentos, as
HBMECs foram pré-estimuladas com 1000 U de IFN-$ (24h), LPS 1ug/mL (4h) ou
entdo TNF na concentracdo de 10ng/mL (4h) e, posteriormente, infectadas ou ndo com
SARS-CoV-2 (MOI 0,1).

O lisado celular e o sobrenadante foram coletados apds diferentes periodos de
tempo (24h, 48h, 72h), a depender do experimento. A expressio de mRNA
correspondente a ACE-2 foi avaliada por RT-qPCR e a expressao proteica de ACE-2 e
CD-147 por Western blotting, como descrito posteriormente. A infec¢do viral foi

analisada por ensaio de plaque ou qRT-PCR, como descrito a seguir.

4.8. Titulaciao de SARS-CoV-2 por ensaio de plaque

As células VERO E6 foram cultivadas em placas de 24 pogos na concentracao
de 4x10* células por pogo, contendo 500u1 de meio DMEM de alta glicose suplementado
com 5% de SFB e incubadas ON para adesdo completa. No dia seguinte, 0 meio
metabolizado foi removido e as células foram lavadas com PBS 1x e foram cultivadas
por 2 horas com os sobrenadantes obtidos das culturas de HBMECs previamente
infectadas, como descrito. Estes sobrenadantes foram utilizados em dilui¢des na base 10

(1-10%) no meio DMEM de alta glicose sem SFB e adicionados nos respectivos pocos



16

contendo células VERO E6. Apds 2 horas, o sobrenadante foi removido, as células
foram novamente lavadas com PBS 1X e foi adicionado 1,5% carboximetilcelulose
(CMC - Sigma Aldrich) em ImL de DMEM de alta glicose suplementado com 2% de
SFB.

A placa foi incubada em estufa a 37°C com injecdo de 5% de CO> por 5 dias e,
apos esse periodo, foram fixadas com formaldeido 4% ON. Posteriormente, as células
foram coradas com cristal violeta 1% diluido em 20% de metanol por 1 hora, seguido de
lavagem com 4gua corrente. Os plaques formados foram contados e os titulos virais
foram calculados utilizando-se a férmula: n° de plaques x dilui¢cdo x 5 e o resultado

expresso na unidade de PFU/mL.

4.9. Avaliacdo da expressao proteica de receptores de SARS-CoV2, ACE2 e

CD147 e da proteina N viral por western blotting

HBMECs foram pré-infectadas ou ndo com p-ACE-2. Em alguns experimentos,
ap6s infeccdo com P-ACE-2, também foram infectadas com SARS-CoV-2 (RJ1,
omicron ou delta) e entdo coletadas em em 100ul de RIPA com 1% de inibidor de
protease (IP) em cada pogo de placas de 24 pocos (CellStar). Assim, as amostras do
lisado foram preparadas em tampao de amostra contendo 50 nM de Tris-HCI, pH 6,8;
100nM de B-mercaptoetanol; 2% de SDS; 0,1% de azul de bromofenol e 10% de glicerol,
e foram aquecidas a 95 °C por 5 minutos para desnaturacio total das proteinas.

Em seguida, 40 pl de cada uma das amostras foram aplicadas em um sistema
mini-gel da Biorad contendo gel poliacrilamida a 8% (SDS-PAGE), que é formado por
uma camada de gel de empacotamento (SDS 0,1%; acrilamida 5%; bis-acrilamida
0,25%; Tris-HC1 0,22 M, pH 6,8; TEMED 0,04% e persulfato de amonio 0,08%) e uma
camada do gel de separacdo (SDS 0,1%; acrilamida 10-15%; bis-acrilamida 0,0,4-
0,05%; Tris-HCI 0,38 M, pH 8,8; TEMED 0,02% e persulfato de amoénio 0,5%). A
corrida foi realizada a 90 V em tampdo Tris-Glicina pH 8,8 contendo SDS por
aproximadamente 90 minutos. Como padrao para comparacdo do peso molecular da
proteina de interesse, foi utilizado o PageRuler™. Posteriormente, as proteinas foram
transferidas do gel para uma membrana de nitrocelulose ON pelo uso do sistema de
transferéncia Trans-Blot Turbo = Transfer System (Biorad -EUA) de acordo com as
instrugdes do fabricante.

Ap6s a etapa de transferéncia, as membranas foram bloqueadas com 9% de leite

desnatado (Molico) diluido em tampao de lavagem (TBS 1X contendo 0,1% de Tween-
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20) por 1 hora. Em sequéncia, as membranas foram incubadas com os seguintes
anticorpos primdrios: (i) anti-ACE-2 (1:1000, Invitrogen, CL4035), monoclonal,
marcando a isoforma de 130KDa de ACE-2, a qual supostamente € a isoforma
transmembrana de superficie e responsdvel pela ligacdo com a proteina S de SARS-
CoV-2; (i) anti-ACE-2 (Abcam, ab108252 ou Abcam, ab272500), monoclonal,
marcando diferentes isoformas de ACE-2; (iii) anti-CD147 (Invitrogen,1:1000); (iv) e
anti-Nucleocapsideo (1:1000; Cell Signaling Technology), ON a 4°C. Apés a incubagdo,
as membranas foram lavadas 3x por 10 minutos com o tampao de lavagem (TBS com
0,1% de Tween 20) sob leve agitacdo no shaker. Posteriormente, foram incubadas com
anticorpos secunddrios anti-IgG de coelho (1:5000, KPL) por 1 hora sob agitagdo,
lavadas 3x com TBS-T sob agitacdo e foi realizada a revelacdo em sala escura com o
uso de reagentes luminol e peréxido de hidrogénio (Pierce™ ECL Western Blotting

Substrate, Thermo Scientific)

4.10. Avaliacao da replicacao viral, da expressao de mediadores inflamatoérios e
de ACE-2 por RT-qPCR
As células e os sobrenadantes provenientes das culturas de HBMECs infectadas
ou ndo com P-ACE-2 e/ou com SARS-CoV-2, a depender do experimento, foram
recolhidos nos periodos indicados e a extracdo de RNA total feita a partir do uso do
reagente TRIzol de acordo com as instrucdes do fabricante. A transcricdo reversa e
sintese de cDNA sdo feitas através do uso do kit High-Capacity cDNA Archive (Thermo
Fisher Scientific Inc.), utilizando-se 1ug de RNA total e random primers, e seguindo os
parametros de temperatura: 25°C por 10 min, duas etapas de 37°C por 60 min, 85°C por
5 min e armazenado em -20°C.
Para andlise da infec¢ao de SARS-CoV-2 em HBMECs, o cDNA correspondente
a protefna N viral foi amplificado por qRT-PCR, a partir do StepOne™ Real-Time PCR
System com o mix de TagMan (ThermoFisher Scientific). Além disso, a andlise de RNA
subgenomico (sgRNA) intracelular foi feita utilizando GoTaq ® Probe-1-Step RT-qPCR
System a partir do uso dos primers descritos na Tabela 1. Para cada reacao foi feito um
mix contendo 10uL de GoTaq probe qPCR master mix, 0,4 uL de GoScript RT mix,
0,08 uL. de 1000uL de sonda, 4,4 uL. de 4gua livre de nuclease e SuLL de RNA. As
reacdes de qPCR foram realizadas no Aria MAX (Agilent) seguindo a ciclagem de 45°C
por 15 minutos, 95°C por 2 minutos, 45 ciclos a 95°C por 15 segundos e 53°C por 30

segundos.
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Os resultados obtidos a partir da amplificacdo de sgRNA no lisado celular foram
normalizados pela expressio de mRNA de GAPDH das amostras como controle
end6geno. Para isso, as reacdes foram realizadas utilizando o reagente SybrGreen
(Thermo Fisher Scientific Inc.) com a mesma ciclagem utilizada para expressdo de
mRNA descrita anteriormente. Os resultados foram representados pela relacao entre o
cycle threshold (CT) do sgRNA e o CT de GAPDH de cada amostra.

Para anélise da expressao de citocinas e ACE-2, o cDNA foi amplificado através
da técnica de PCR em tempo real StepOnePlus (Thermo Fisher Scientific Inc.) usando
o reagente master mix Power SYBR Green PCR (Thermo Fisher Scientific Inc.),
utilizando primers especificos para IL-8, CCL-2, CCL-5 ACE-2 e GAPDH (Integrated
DNA Technologies, Inc.) com as sequéncias presentes na Tabela 1. As amostras passam
por ciclos de 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos e 40 ciclos, com 1 ciclo
consistindo em desnaturacdo (95°C 15 segundos), anelamento do primer (55°C, 30
segundos) e extensdo do primer (60°C 1 minuto). Apds isso, o método comparativo de
CT (AACT) ¢ usado para quantificar os niveis de expressdo génica baseado na

normalizagdo pelo GAPDH humano como controle endégeno.

Tabela de primers: Iniciadores utilizados nas reacoes de qRT-PCR

Iniciador Sequéncia (5’ - 3°)
Subgenomico N | CGATCTCTTGTAGATCTGTTCTCTAAACGAACAAATTAA
Senso AT
Subgenomico N TCTGGTTACTGCCAGTTGCCTCTG
antisenso
Subgenomico N ACCCCGCATTACGTTTGGTGGACC
sonda FAM
GAPDH senso GTGGACCTGACCTGCCGTCT
GAPDH GGAGGAGTGGGTGTCGCTGT
antisenso
CCL-5 senso
CCAGCAGTCGTCTTTGTCAC
CCL-5 CTCTGGGTTGGCACACACTT
antisenso
CCL-2 senso
CAGCCAGATGCAATCAATGCC
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CCL-2
antisenso TGGAATCCTGAACCCACTTCT
ACE-2 senso GGGATCAGAGATCGGAAGAAGAAA
ACE-2 AGGAGGTCTGAACATCATCAGT
antisenso
IL-8 senso CAGCCAAAACTCCACAGTCA
IL-8 antisenso TTGGAGAGCACATAAAAACATCT

4.11. Viabilidade Celular

A viabilidade celular das HBMECs infectadas com SARS-CoV-2 foi avaliada
através de duas metodologias distintas, a depender do experimento. Foi realizada analise
da liberagdo da enzima lactato-desidrogenase (LDH) (Kit LDH-Doles, Cidade de
Goiania, Brasil) no sobrenadante celular apds diferentes periodos de tempo de infeccdo
com SARS-CoV-2. O ensaio de LDH consiste em reacdes quimicas desencadeadas por
uma mistura de reagentes contendo lactato (substrato), difosfopirido nucleétido (NAD),
fenazina metasulfato (FMS), alimen férrico e 1,10-fenantrolina. Primeiramente, a
reacdo entre lactato e NAD permite a formacdo de NADH e piruvato. Em seguida,
adiciona-se o FMS que ird promover a formacao dos compostos NAD e FMS reduzidos.
O FMS reduzido ird, entdo, reagir com o alimen ferroso, gerando o complexo corado.
A cor gerada na reacdo foi evidenciada por lumindmetro (GloMax®-Promega), com
absorbancia de 600nm. Ja para as células infectadas com P-ACE-2 foi utilizado o método
de CellTiter Aqueous One Solution para acompanhamento da viabilidade das HBMEC:s.
O ensaio consiste no uso de dois compostos: um composto tetrazolico [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetilxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazélio; MTS] e um
reagente de acoplamento de elétrons (fenazina etosulfato; PES). O PES combinado ao
MTS forma uma solucdo estavel, a qual € adicionado 25uL diretamente nos pocos de
cultura de células para incubagdo de aproximadamente meia hora. Posteriormente, apos
observacdo da cor gerada, para-se a reagdo com 25ulde SDS 10%. A anélise da cor
gerada no experimento foi evidenciada por luminometro (GloMax®-Promega) com
absorbéancia de 490nm. O controle positivo de morte de ambas as metodologias foi

realizado pelo uso de 1% de Triton X-100.

4.12. Analises Estatisticas
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As andlises estatisticas foram realizadas com software GraphPad Prism 8®, com
os testes One-way Anova para multiplas comparagdes, Two-way Anova para multiplas
comparacdes em mais de um tempo e teste T para comparacdes duplas. As diferengas

foram consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,05.

RESULTADOS
5.1. HBMECs expressam os receptores celulares de entrada do virus, mas nao

ocorre replicacao produtiva do SARS-CoV-2 in vitro

A fim de estabelecer um modelo de infecc¢do e estudo da ativacdo endotelial in
vitro, avaliamos, em um primeiro momento, se células endoteliais da microvasculatura
cerebral humana (HBMECs) sustentam a infeccdo produtiva do SARS-CoV-2. Essas
células tém sido largamente utilizadas pelo nosso grupo de pesquisa em diferentes
modelos de infec¢do viral para investigacdo da propria replicacdo viral e seu efeito sobre
a ativagdo e permeabilidade vascular. Inicialmente avaliamos a expressao dos receptores
ACE-2 e CD147, ambos descritos na literatura como receptores de ligac@o e entrada do
virus em células alvos (Hoffmann ez al., 2020; Zhou et al., 2020; Wang et al., 2020).
Como controle positivo, utilizamos células HEK293T ou VERO-E6 transduzidas com
ACE-2 humana (HEK-ACE-2; Schmidt et al., 2020; VERO-ACE2; ATCC NR-54970).
Andlises por RT-qPCR evidenciaram que HBMECs expressam mRNA de ACE-2,
porém em niveis inferiores ao observado em células HEK-ACE-2 (Figura 1A). A
expressdo proteica do receptor foi analisada por western blotting, utilizando dois
anticorpos com especificidades diferentes. Inicialmente, na figura 1B e 1C no
detectamos a presencga da expressao de ACE-2 nas HBMECs e nem no controle positivo
realizado com células VERO-ACE2 ao realizamos marcacdo com o anticorpo que
reconhece, especificamente, a isoforma de 130KDa, reportada como sendo a forma
transmembranar de superficie e supostamente responsdvel pela ligacio com a proteina
S viral (Ng et al., 2020; Blume et al., 2021; Scagnolari et al., 2021). Tendo em vista esse
resultado, realizamos novas marcacdes utilizando anticorpos anti-ACE-2 que
detectassem outras isoformas da proteina além de 130 kDa, e pudemos observar que
HBMECs expressam baixos niveis proteicos de ACE-2 (Figura 1C e D). O mesmo

também foi observado para expressdo de CD147 entre ambas as células (Figura 1E e F).
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Figura 1: Analise da expressao de ACE-2 e CD147 em HBMECs. (A-I) Andlise da expressao
de mRNA ou expressdo proteica de ACE-2 e CD147 em HBMECs por q RT-qPCR e western blotting,
respectivamente. Células HEK 293-T ou VERO superexpressando ACE-2 foram utilizadas como
controles positivos. (A) Expressdo de mRNA de ACE-2 em HBMECs e células HEK 293-T ACE-2 (N=1).
(B e C) Expressao proteica de ACE-2 em HBMECs e células VERO-ACE-2 (anticorpo para ACE2
130kDa Invitrogen, CL4035) (N=1). (C e D) Expresséo proteica de ACE-2 em HBMECs e células VERO-
ACE- 2 (anticorpo para diferentes isoformas de ACE2 Abcam, ab272500) (N=1). (E e F) Expressio
proteica de CD147 em HBMECs e células HEK 293-T ACE-2 (N=1). A) A expressdo do mRNA de
GAPDH foi utilizada como controle endégeno. B-F) foram utilizadas a expressdo proteica de B-actina

Em seguida, avaliamos se HBMECs sustentam a infec¢do produtiva do SARS-
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CoV-2. Para isso, as HBMECs foram infectadas com quatro isolados virais distintos
(RJ1, da linhagem A2, RJ2 da linhagem B1, omicron e delta), utilizando MOI 0,1. Apéds
incubacdo por diferentes periodos, foi coletado o sobrenadante para observacdo da
liberacdo de particulas infecciosas por ensaio de placa. Nao foram detectadas placas de
lise para nenhum dos isolados virais (Figura 2A), quando comparado ao controle
positivo de infec¢do realizado em células VERO E6 infectadas com a variante delta por
48 horas (Figura 2B), indicando que HBMECs nado s@o permissivas a replicagdo por
esses virus. Condizente com os resultados obtidos, ndo foram observadas alteracdes na

viabilidade celular para nenhum dos isolados (Figura 2C).
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Figura 2: HBMECSs nao sao permissivas a0 SARS-CoV-2. (A) Andlise da formagdo de
plaques em HBMECSs infectadas com 4 isolados virais (RJ1, RJ2, omicron e delta) com MOI de 0,1 apds
24h ou 48h (N=3). (B) Controle positivo da formacdo de plaque em células VERO E6 infectadas com
delta (MOI de 0,1) ap6s 48h (N=3) (C) Cinética de Viabilidade celular através da liberacdo da enzima
lactato-desidrogenase (LDH) no sobrenadante de HBMECS infectadas com os 4 isolados virais ou tratadas
com Mock (N=2).

5.2. A pré-estimulacio de HBMECs com estimulos inflamatérios nao afeta a
suscetibilidade e permissividade das células a infeccao pelo SARS-CoV-2
O préximo passo foi avaliar se o tratamento das HBMECs com diferentes
estimulos pro-inflamatérios poderia tornar as células mais suscetiveis e/ou permissivas
a infeccdo pelo SARS-CoV-2. HBMECs foram pré-estimuladas com LPS (1pg/mL por
4 horas), TNF (10ng/mL por 4 horas) ou com IFN- (1000 U por 24h), sendo este ultimo
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associado ao aumento da expressdo de ACE-2 (Finney et al., 2021; Ziegler et al., 2020).
Inicialmente, avaliamos se esses estimulos poderiam modular a expressao de ACE-2 ou
CD147. Observamos que a estimulagdo com IFN-B e LPS induziram aumento da
expressao dos transcritos de ACE-2, quando comparado ao controle de células ndo
tratadas (Figura 3A), o que ndo refletiu no aumento da expressao dessa proteina (Figura
3B, C). Da mesma forma, ndo observamos diferenca na expressdo de CD147 (Figura
3D).

Avaliamos, entdo, se os estimulos inflamatdérios seriam capazes de tornar as
HBMECs permissivas a infeccdo pelo SARS-CoV-2. Para isso, as células foram pré-
estimuladas, como descrito, e, em seguida, expostas aos isolados RJ1 e RJ2. Nao
observamos diferencas no numero de copias de RNA gendmico intracelular e
extracelular (Figura 3E e G), bem como alteracdao nos niveis de RNA subgendmico
intracelular (Figura 3F), sugerindo que a ativagao prévia das HBMECs nao foi suficiente

para favorecer a infecgdo.
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Figura 3. A suscetibilidade e permissividade das HBMECs a infecc¢io pelo por SARS-CoV-
2 nao é afetada pela pré- estimulacdo com estimulos inflamatoérios. (A-G) HBMECs foram
estimuladas com 1000 U/mL de IFN-B (24 horas), lug/mL de LPS por 4 horas, ou 10 ng/mL de TNF —
a por 4 horas e posteriormente infectadas com SARS-CoV-2 (MOI 0,1) por 48 horas (E-G) ou nédo (A-
D). A) Expressdao de mRNA de ACE-2 medida por qRT-PCR. A xpressdo proteica de ACE-2 foi medida
por Western blotting (B-C), assim como a de CD147 (D). A infeccdo viral foi avaliada por gqRT-PCR
pela deteccdo de cépias de RNA da proteina N viral dentro da célula (E) ou no sobrenadante (G), além
da detec¢do de RNA subgendmico intracelular (F). Os resultados foram normalizados pelo valor do
mRNA de GAPDH (A e F), ou pela expressdo da B-actina (B-D), ou pela curva de mRNA de N2
equivalente ao CT da amostra (E e G). Todos os experimentos apresentam N=1

5.3. Construcao de um P-ACE-2 para a inducao da superexpressio de ACE-2

em HBMECs

Como observamos que as HBMECs possuem baixa expressao de ACE-2 em sua
superficie, hipotetizamos que isso poderia estar dificultando a entrada do SARS-CoV-2
na célula hospedeira e, consequentemente, contribuindo para a replicacao abortiva do
virus. Nosso grupo construiu um vetor lentiviral, carreando RNAm de ACE-2 humana,
o qual foi utilizado a fim de transduzir o mRNA da ACE-2 humana nas HBMECs e
contornar a baixa disponibilidade do receptor viral.

Para a construcdo desse vetor foram utilizados trés plasmideos: o pHIV-1NL4-
3 AEnv-NanoLuc que contém o arcabougco do HIV-1 depletado para a proteina de

envelope (Env) e a insercao do gene repérter da NanoLuciferase no lugar do gene viral
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nef (Schmidt et al., 2020) (Figura 4A); o pCMV-VSV-G (Stewart et al., 2003) para
expressao da proteina G de superficie do VSV, uma proteina considerada promiscua,
permitindo a entrada do vetor em diferentes sistemas a partir de uma grande variedade
de receptores (Figura 4B); e o pHAGE2-EF1a ACE-2 (BEI Resources NR-52512), cujo
mRNA da ACE-2 humana serd sintetizado apds a transfeccdo, internalizado pelo
pseudovirus e, posteriormente, transduzido para as HBMECs apds a etapa de infecgao,
permitindo enderecamento da ACE-2 para a membrana das células e expressdo

transiente dessa proteina (Figura 4C).
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Figura 4: Plasmideos utilizados para construciao do pseudovirus (P-ACE-2) CéluLas HEK-
293T foram transfectadas por 48 horas com os trés plasmideos para formagdo de P-ACE-2, contendo: A)
3,7 pg do plasmideo pHIV-1NL4-3 AEnv-NanoLuc; B) 12,9ug do plasmideo pCMV-VSV-G; C) 3,7 ug
do plasmideo pHAGE2-EFla ACE-2).

Células HEK293-T foram transfectadas com os trés plasmideos pPCMV-VSV-G,
pHIV-INL4-3 AEnv-NanoLuc e pHAGE2-EFla ACE-2 em diferentes concentragoes
(constructos #1, #2 e #3) ou apenas com os plasmideos contendo a sequéncia do
arcabouco e da proteina G do VSV (pseudovirus controle) para producido do
pseudovirus. Para avaliar se as particulas do pseudovirus foram montadas corretamente,
HBMECs foram infectadas com 200 pL de sobrenadante obtido das células HEK e 48
h.p.i, o lisado foi coletado para a avalia¢do da atividade da luciferase. Observamos que
a atividade da luciferase foi similar e significativa para todos os constructos, incluindo
o pseudovirus controle, quando comparado ao controle negativo de células que ndo
foram infectadas com P-ACE-2, indicando que a construcdo da ferramenta foi bem-
sucedida (Figura SA).

Em seguida, avaliamos a expressdao de ACE-2 nas HBMECs. Essa etapa € de
extrema importancia, uma vez que a montagem eficiente do arcabouco do pseudovirus
e consequente expressao da luciferase ndo garante que 0 mRNA de ACE-2 tenha sido
internalizado no interior do pseudovirus durante a etapa de transfeccdo. Assim,
HBMECs foram infectadas como descrito anteriormente, e o lisado celular coletado para
andlise da expressao de ACE-2 por western blotting. Notamos que a construgao P-ACE-
2 #3 induziu robusta expressdo do receptor viral nas HBMECs, quando comparado as
construgdes #1, #2 ou células ndo infectadas (Figura 5B e C). Deste momento em diante,
prosseguimos utilizando o construto P-ACE-2 #3 que se demonstrou eficiente em
promover a superexpressao da proteina nas HBMECs infectadas.
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Figura 5: Construcdo de um P-ACE-2 para a inducdo da expressao de ACE-2 em
HBMECs. As HBMECs foram infectadas com diferentes constructos de P-ACE-2, como indicado nas
figuras, e foi realizada a medicdo da expressdo de luciferase (A) ou expressdo proteica de ACE-2 (B). A)
Ensaio de luciferase para verificagcdo da montagem das particulas de P-ACE-2. Os valores apresentados
equivalem a média de valores obtidos na leitura das replicatas. B) Andlise proteica da expressao de ACE-
2 em HBMEC:s infectadas com trés construcdes distintas de P-ACE-2 por wester blotting. Como controle
negativo, em ambos os experimentos, foi utilizada uma constru¢do de pseudovirus contendo 16 pug de
pCMV-VSV-G e 8§ pg de pHIV-1NL4-3 AEnv-NanoLuc e sem a presenca do plasmideo codificante para
hACE-2 e uma condi¢do de células ndo infectadas. Todos os experimentos apresentam N=1

5.4. Cinética da expressao de ACE-2 e da viabilidade das HBMECs infectadas

com P-ACE-2

Em seguida, avaliamos tempo e os niveis de expressdo de ACE2, em paralelo a
uma andlise da citotoxicidade de P-ACE2 . Observamos que ap6s 24 h.p.i com P-ACE-
2 ndo houve alteracdo na viabilidade das HBMECs em todas as dilui¢des utilizadas
(Figura 6A), mas j4 foi possivel notar a expressao de ACE-2 pelas HBMECs (Figura
6B e C). Nos tempos de 48 e 72 h.p.i, no entanto, a condi¢do de P-ACE-2 ndo diluida
levou a uma reducdo de 10 e 30% da viabilidade celular, respectivamente, enquanto a
dilui¢do de 2x do P-ACE-2 levou a uma queda de 20% na viabilidade no tltimo tempo
experimental e as demais dilui¢des ndo apresentaram redugdes significativas (Figura 6D
e G). Interessantemente, apos as 48h de infec¢cdo com P-ACE-2 houve uma reducdo da
expressdo de ACE-2 na condi¢do nao diluida, entretanto, as demais dilui¢des se
demonstraram com uma expressao aumentada do receptor viral, quando comparado ao
tempo experimental anterior (Figura 6E e F). Apos as 72h experimentais, ainda era
possivel detectar a expressdo de ACE-2 em todas as condigdes (Figuras 6H e I). Sendo
assim, concluimos que concentra¢des elevadas do pseudovirus (representado pelo
volume maximo ou metade desse volume no momento da infec¢do) podem provocar

efeito citotoxico nas HBMECs, principalmente em tempos mais tardios, sendo
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necessdrio dilui¢des entre 4 a 6 vezes do concentrado de P-ACE-2 para a expressao

eficiente de ACE-2 sem prejuizo da viabilidade celular.
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Figura 6: Cinética da expressdo de ACE-2 e da viabilidade das HBMECs infectadas com
diferentes volumes de P-ACE-2. As HBMECs foram infectadas com diferentes dilui¢des de P-ACE-2 e
foi medida a viabilidade e a expressdao de ACE-2 nas células apds 24, 48 €72h p.i. A) Viabilidade das
HBMECs infectadas com diluigdes de P-ACE-2 por 24 horas. B e C) Expressao de ACE-2 nas HBMECs
infectadas com diluicdes de P-ACE-2 por 24 horas. D) Viabilidade das HBMECs infectadas com
diluicdes de P-ACE-2 por 48 horas. E e F) Expressao de ACE-2 nas HBMECs infectadas com dilui¢des
de P-ACE-2 por 48 horas. G) Viabilidade das HBMECs infectadas com dilui¢des de P-ACE-2 por 72h
horas. H e I) Expressdo de ACE-2 nas HBMECs infectadas com dilui¢des de P-ACE-2 por 72 horas. Em
todos os ensaios , utilizamos como controle negativo células ndo infectadas. A expressdo de ACE-2 foi
normalizada pelo controle endégeno da expressao proteica da beta-actina (B, C, E, F, H e I). O controle
positivo de morte foi realizado utilizando Triton 1% (A, D, G). As dilui¢des de P-ACE-2 foram
normalizadas a partir da concentragio da proteina p24Gag de HIV (o estoque concentrado a 420pg/mL).
Nas andlises estatisticas realizadas * = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001; n.s. = ndo significativo.
Todos os experimentos apresentam N=1

5.5. Anailise da infeccio de SARS-CoV-2 em HBMEC superexpressando ACE2

Apos realizarmos a construcio e a padronizacdo da infeccao de P-ACE-2 nas
HBMEQC:s, verificamos se as HBMECs, agora superexpressando ACE-2, se tornariam
permissivas a infec¢do pelo SARS-CoV-2. Assim, HBMECs foram infectadas ou ndo
com P-ACE-2 por 24 h, e, em seguida, com trés variantes do SARS-CoV-2. Observamos
o aumento da presenca de RNA gendmico intra e extracelular, bem como aumento da
presenca de RNA subgendémico nas HBMECs superexpressando ACE-2, quando
comparado as células ndo transduzidas, para todas as variantes (Figura 7A-C).
Condizente com esse resultado, notamos a presenca de particulas infecciosas no
sobrenadante das células superexpressando ACE-2 ap6s 24h de infec¢ao (Figura 7D) e
ainda em maior quantidade apds 48h de infeccao (Figura 7E), o que ndo foi observado
nas células sem P-ACE-2 (Figura 7D e E). Para confirmar a infec¢do, avaliamos a
expressdo da proteina N viral em células superexpressando ou ndo ACE-2 infectadas
com diferentes isolados de SARS-CoV-2. Observamos a marcacdo para proteina N viral
nas células superexpressando ACE-2 quando infectadas com os isolados RJ1 ou Delta,
tanto em 24 (Figura 7F), quanto em 48 h.p.i (Figura 7G), mas ndo nas células que nao

receberam o P-ACE-2 (Figura 7F e G). Além disso, a expressdo de ACE-2 foi reduzida
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em 48 h.p.i com as diferentes variantes, sugerindo que ndo hda manuten¢do da expressao

de ACE-2 ap6s alguns ciclos de replicacdo viral (Figura 7F, G) Em conjunto, nossos

resultados demonstram que as HBMECs expressando ACE-2, mesmo que de forma

transiente, foram produtivamente infectadas pelo SARS-CoV-2.
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Figura 7: HBMECs superexpressando ACE-2 sido produtivamente infectadas pelo SARS-
CoV-2. As HBMECs foram infectadas ou ndo com P-ACE-2 e, 24h depois, infectadas com trés isolados
de SARS-CoV-2 ((RJ1, omicron e delta) com MOI de 0,1 por mais 24h ou 48h. (A-C) Andlise da infec¢do
viral por qRT-PCR pela deteccio de copias de RNA da proteina N viral dentro da célula. (A) ou no
sobrenadante (C), além da deteccdo de RNA subgendmico intracelular (B). Os resultados foram
normalizados pelo valor do mRNA do GAPDH (B), ou pela curva de mRNA de N2 equivalente ao CT
da amostra (A e C) (N=2). (D e E) Imagem representativa da andlise da formagdo de plaques em HBMECs
24 e 48h.p.i. Foram realizados 3 experimentos independentes. (F e G) Andlise da expressdo proteica da
proteina N viral e ACE-2 em HBMECs: infectadas ou ndo com P-ACE-2 e, posteriormente, infectadas
com 3 isolados virais (RJ1, Delta, Omicron) MOI 0,1 (N=1). Nas analises estatisticas realizadas * =
p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001; n.s. = ndo significativo.

5.6. Analise da ativacio de HBMECs superexpressando ACE-2 e infectadas com

SARS-CoV-2

Por fim, nos perguntamos se HBMECs expressando ACE-2 seriam ativadas pela
replicagdo viral. Assim, infectamos ou ndo as HBMECs com P-ACE-2 e, em seguida,
com diferentes variantes de SARS-CoV-2 e a expressao de IL-8, CCL-2 e CCL-5 foi
avaliada por RT-qPCR (Figura 8A-I). Notamos que, apds 48h de infec¢do com as
variantes RJ1 e omicron, houve o aumento da expressdao de IL-8, tanto nas HBMECs
superexpressando ACE-2, quanto nas células ndo transduzidas (Figura 8C e F). Para as
demais quimiocinas, ndo foram observadas alteracdes da expressdo do mRNA para
nenhuma das variantes utilizadas, durante os tempos experimentais. Nossos resultados
sugerem que a ativacdo das HBMECs pelo SARS-CoV-2 independe da superexpressao
de ACE-2. Esses dados estdo de acordo com experimentos anteriores realizados pelo
grupo, demonstrando que a proteina S recombinante induz expressao de RNAm de IL-
8 em HBMECs (Dados ndao mostrados). Entretanto, a repeticdo de ambos os
experimentos, bem como a realizacao de ensaios com particulas virais inativadas, serao

necessarios para confirmacgdo desses achados.
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Figura 10: Expressio de mediadores inflamatérios pelas HBMECSs superexpressando ou
nao ACE-2 e infectadas com trés variantes de SARS-CoV-2. As HBMECs foram infectadas ou ndo
com P-ACE-2 e, posteriormente, infectadas com trés isolados virais (RJ1, omicron e delta) com MOI de
0,1 e foi realizada a andlise da expressdo de mRNA de IL-8, CCL-2 e CCL-5 por RT-qPCR nos tempos
indicados na figura. (A, D e G) Expressdao de CCL-2 para cada um dos virus indicado na legenda. (B, E
e H) Expressdo de CCL-5 para cada um dos virus indicado na legenda. (C, F e I) Expressdo de IL-8 para
cada um dos virus indicado na legenda. (A-I) Os resultados foram adquiridos em relagdo ao AACT das
células ndo infectadas e normalizados pelo controle endégeno do GAPDH. Nas andlises estatisticas
realizadas * = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001; n.s. = ndo significativo.

6.DISCUSSAO

A COVID-19 promoveu diversos problemas na saude de milhdes de individuos ao redor do
globo, tendo afetado 650 milhdes de pessoas no mundo inteiro € com mais de 6 milhdes de
obitos. Nos quadros graves da doenca, é possivel notar comprometimento sist€émico, como
alteracoes cardiovasculares, coagolopatias, danos neuroldgicos e 6bito. Essas complicacdes
estdo majoritariamente relacionadas a resposta inflamatoria exacerbada e a disfuncdo
endotelial. A disfun¢do endotelial ndo s6 promove intensificagdo da resposta inflamatéria
prévia, contribuindo para o agravamento da inflamacao e infiltracdao de células imunes para os
tecidos, como também promove perda de fungdo anti-trombodtica normal das CEs, colaborando
para a formacao de trombos e quadros de embolia pulmonar nos pacientes em estado grave da
COVID-19. Sendo assim, buscamos compreender se a disfuncdo endotelial observada na
doenca pode ser provocada pela infeccdo direta das células endoteliais. Ademais, buscamos
compreender quais as consequéncias dessa infeccdo no que diz respeito a ativagdo de Células

Endoteliais da Microvasculatura Cerebral Humana (HBMECs), nosso modelo de endotélio.
Andlises histologicas de pulmdo post mortem de pacientes com COVID-19
demonstraram lesao endotelial (Varga et al., 2020; Ackermann et al., 2020), que podem ser
resultado de infec¢do viral ou ndo. A infec¢do de células endoteliais foi evidenciada pela
presenca de corpos de inclusdo intracelulares e visualizacao de particulas virais no interior de
capilares por microscopia eletronica (Varga et al., 2020). Andlises de diferentes tecidos dos
pacientes mostraram evidéncias de infiltrados de células mononucleares em associacdo a parede

de vasos, e expressdo de caspase 3 nessas células e nas células endoteliais também foram
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reportadas, indicando o desenvolvimento de endotelite, que pode estar associada a propria
infeccdo viral ou a eventos subsequentes a interacdo das CEs com células inflamatdérias (Varga,
et al., 2020). Apesar de demonstracdes histolégicas da presenca de particulas virais em CEs, o
processo de replicacdo produtiva nessas células ainda é controverso. Conde e colaboradores,
utilizando CEs humanas primadrias, de origem comercial, obtidas de pulmao, cérebro, intestino,
e de tecido glomerular, reportaram que tais células ndo expressam ACE-2. Ainda, essas células
nao expressaram proteina de nucleocapsideo (N) apds infeccdo viral com alto MOI (10). A
transducdo de quaisquer desses tipos celulares com vetor lentiviral contendo a sequéncia de
ACE2 permitiu a expressdo de N, bem como a formacao de sincicios e libera¢dao de particulas
infecciosas em tempos subsequentes (Conde, et al., 2020). No nosso trabalho também
observamos que HBMECs expressam baixos niveis de ACE-2, em comparacdo com a
expressao em outros modelos celulares sabidamente permissivos a infeccdo com SARS-CoV-
2. Ainda, a expressao da proteina s6 foi detectada quando foi utilizado anticorpo que detecta
diferentes isoformas da mesma, além daquela descrita como sendo a isoforma de superficie.
Por outro lado, a célula também expressa de forma semelhante niveis do receptor CD147, o que
poderia permitir a adsor¢do e entrada do virus, como descrito anteriormente no modelo de
células VERO E6 (Wang et al., 2020). Nao se sabe a importancia da expressao dessa molécula
nas células e se ela poderia suprir a baixa expressdo de ACE-2 e ser suficiente para que
ocorresse a entrada do virus nas células. Por isso, infectamos as células com quatro isolados
virais, Omicron, delta, RJ1 e RJ2, com MOI de 0,1 para verificar a permissividade das células
a infecgdo.

Embora tenhamos detectado baixos niveis RNA gendmico viral nos lisados celulares,
ndo observamos aumento na liberacdo dessas moléculas no meio ao longo tempo e ndo
detectamos particulas infecciosas liberadas em nenhuma das condi¢des testadas, concluindo
nao haver infeccao produtiva do SARS-CoV-2 nas HBMECs. Yang e colaboradores (2022)
descrevem observar infec¢do produtiva de SARS-CoV-2 em HBMECs. Entretanto, em seu
modelo in vitro, eles observam apenas a presenga da proteina S por imunofluorescéncia e a
presenca de genoma viral no interior das células infectadas, os quais, ndo apresentaram aumento
de expressdo ao longo do tempo. A liberacdo de particulas infecciosas ou expressdo de
intermedidrios de replica¢do nao foram investigados, de forma que nao é possivel confirmar se
houve biossintese viral completa apds entrada do virus. Nossos dados também evidenciaram a
presenca de RNA gendmico intracelular em HBMECs selvagens, suportando a hipétese de que
essa linhagem seja susceptivel, mas ndo permissiva a replicacao viral. Assim, nds hipotetizamos

que a baixa disponibilidade de ACE-2 nas células poderia estar interferindo na capacidade de
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infeccdo do SARS-CoV-2. Somado a isso, ao realizarmos um ensaio de viabilidade nas células
infectadas, observamos uma pequena queda na viabilidade das células para aproximadamente
80% apo6s 72h de infec¢do, nas células infectadas com omicron e delta. Essa queda
possivelmente se deve ao extenso periodo de tempo das células plaqueadas nos pogos, havendo
morte celular natural. Conluimos que o virus ndo foi capaz de completar o ciclo replicativo nas
HBMECs e nem de causar efeito citopatico nas células.

Conde e colaboradores (2020), utilizando células endoteliais primdrias, de origem
comercial, obtidas de diversos tecidos como, pulmao, coragdo, rins e, inclusive, cérebro ndo
expressam quantidades suficientes de ACE-2 para promover a infec¢do produtiva de SARS-
CoV-2, quando comparado ao modelo ja conhecido de infeccao in vitro de células VERO E6.
Foram realizados experimentos similares ao deste trabalho para verficar a expressao de ACE-2
por western blotting e RT-qPCR, além de verificarem a infecc¢do nas diferentes CEs através da
marcacdo da proteina N viral, obtendo resultados semelhantes aos nossos quanto a capacidade
infecciosa do SARS-CoV-2, mesmo quando utilizaram MOI de 10. Por outro lado, andlises
histopatoldgicas de tecidos humanos demonstraram que a molécula de ACE-2 é expressa no
endotélio capilar de tecido pulmonar, além de ter sido detectada no endotélio vascular de
cérebro, figado, bagco e na mucosa oral e intestinal (Timens et al., 2004). Esses achados foram
posteriormente suportados por andlises globais de expressdo génica e proteica de células tinicas
em diferentes tecidos humanos (Hikmet er al., 2020). De fato, a complexidade e
heterogeneidade de células endoteliais tem sido descrita e seu fen6tipo e fungado varia de acordo
com seu status de ativacdo e ambiente inflamatério (Pober e Sessa, 2007; Niethamer, et al.,
2020; Teuwen, et al., 2020). Portanto, os niveis de expressdo de ACE-2 em tecidos relevantes
para patogénese de COVID-19, bem como de susceptibilidade e permissividade de CEs ao
SARS-CoV-2 ainda € um tema controverso.

Como as HBMECs expressam baixas concentragdes de ACE-2, hipotetizamos que o
pré-tratamento das HBMECs com IFN-f, LPS ou TNF, estimulos pro-inflamatérios descritos
na literatura como modulares de diferentes mecanismos de ativacdo de CEs, poderia tornar as
células mais suscetiveis e/ou permissivas a infec¢do (Dauphinee & Karsan., 2006; Madge & e
Pober., 2001). Observamos aumento de mRNA de ACE-2 apenas nas HBMECs tratadas com
INF-B. Isso pode ser devido ao fato descrito na literatura de que o INF-3 é um conhecido
modulador da expressdo de ACE-2 (Ziegler et al., 2020; Finney et al., 2021). Por outro lado,
ao observarmos a expressao proteica de ACE-2 nas células pré-tratadas, vemos que a expressao
aumentada do mRNA nao refletiu no aumento da tradu¢do dessa proteina, se apresentando bem

similar aos outros tratamentos, mesmo quando utilizamos o anticorpo capaz de detectar as
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outras isoformas de ACE-2. A discordancia da expressdo do transcrito de ACE-2 em HBMECs
estimuladas com IFN-f para a expressao proteica na mesma condigao, pode ser explicada pela
recém-descoberta descrita na literatura de que o IFN-f ¢ capaz de induzir expressao de ACE-2,
mas nio necessariamente a isoforma com dominio responsdvel pela ligacio do SARS-CoV-2
na célula (Onabajo ef al., 2022). Da mesma forma, ndo observamos mudalacio da infecc¢do de
SARS-CoV-2 nas HBMECs pré-ativadas com os estimulos pro-inflamatorios.

Como a pré-ativacdo das HBMECs nao foi bem sucedida em promover o aumento da
expressao dos receptores virais € em converter a permissividade das células ao virus, passamos
a explorar outros mecanismos para tornar as células permissivas a infec¢ao pelo SARS-CoV-2.
O uso de pseudovirus ¢ amplamente utilizado para realizacdo de “delivery” de genes para
células com deficiéncia na expressao de determinada proteina. No contexto de infecc¢ao pelo
SARS-CoV-2, diversos grupos de pesquisa desenvolveram pseudovirus de SARS-CoV-2, para
o melhor entendimento da infeccdo do virus (Crawford et al., 2020; Lei et al., 2020; Nie et
al.,2020; Schmidt et al., 2020). Entretanto, a maioria buscava compreender como ocorria
adsor¢do do virus nas células hospedeiras e, principalmente, realizar ensaios de neutralizacdo
da proteina S viral. J4 para o desenvolvimento de modelo de estudo de células endoteliais de
microvasculatura in vitro, um trabalho na literatura demonstra que células endoteliais primarias
que, antes ndo eram infectadas pelo SARS-CoV-2, ao transduzirem ACE-2 para as cé€lulas
através do uso de vetor lentiviral, as CEs de diferentes tecidos passam a ser produtivamente
infectadas pelo virus (Conde et al., 2022). Aqui neste trabalho utilizamos da mesma ferramenta
de vetor lentiviral carreador do gene da ACE-2 humana para superexpressar essa proteina nas
HBMEC:s. Primeiramente, confirmamos que a infeccio de HBMECs com P-ACE-2 levou ao
aumento da expressdo do receptor viral.

Uma etapa crucial do desenvolvimento do estudo utilizando o vetor lentiviral foi a
cinética da viabilidade das HBMECs infectadas com diferentes dilui¢cdes de P-ACE-2 e a
cinética da expressdo de ACE-2 nas células. Observamos que concentracOes elevadas de P-
ACE-2, as condigdes de diluicdo 1:1 e 1:2, podem ser toxicas para as células apds um longo
periodo de infeccdo (48-72h). Nessas mesmas condicdes, ainda era possivel observar expressao
de ACE-2 nas células. Como o ensaio de viabilidade € realizado em placas de 96 pocos e a
cinética da expressao proteica de ACE-2 em placas de 24 pogos, os volumes utilizados entre os
experimentos foram diferentes. Por isso nds realizamos uma normalizacdo pela concentragdao
da proteina p24Gag de HIV nos estoques de P-ACE-2 através de ensaio de ELISA, assim,
pudemos saber o quanto de P-ACE-2 foi utilizado proporcionalmente em ambos experimentos

e pudemos determinar que a diluic@o ideal de uso seja entre 4 a 6 vezes para que nao provoque
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efeito citopatico nas HBMECs, mas ainda promova a expressao de ACE-2 nas células apds as
72h de experimento.

Ap6s padronizarmos o constructo a ser utilizado, bem como o volume e o tempo de
infeccdo ndo toxicos, avaliamos se as células eram susceptiveis e permissivas a SARS-CoV-2
nessas condi¢des. Observamos que HBMECs expressando ACE-2 apresentaram mais cOpias de
RNA gendmico intracelular, especialmente para variante RJ1 que apresentou diferenca
significativa, quando comparado a infec¢do de células selvagens. Apesar das demais variantes
ndo apresentarem diferenca estatisticamente significativa, o aumento da expressdo de RNA
genomico de todos os isolados infectando HBMECs que superexpressam ACE-2, € nitido. Esse
aumento estd associado a maior capacidade do virus de infectar as células, agora que elas
superexpressam seu receptor, mas como ja haviamos observado baixas quantidades de ACE-2
e de CD147, também € possivel detectar presenca do genoma nas células sem P-ACE-2.
Condizente com isso, o RNA subgendmico dos virus que infectaram as células
superexpressando ACE-2, apresenta aumento ao longo do tempo, demonstrando replicacao
produtiva. A diferenca mais clara nesse experimento foi para variante omicron, em que nao
detectamos a expressdo de RNA subgenomico nas células sem P-ACE-2 e, quando passam a
superexpressar ACE-2, passamos a observar a presenca e aumento de sua expressdo. O mesmo
aumento do nimero de cépias de RNA gendmico também foi observado no meio extracelular,
ao compararmos a infeccdo entre ambas as células. Mais uma vez, a diferenca estatistica foi
observada apenas na variante RJ1, apesar de todas as variantes terem demonstrado aumento.
Somado a isso, ao repetirmos o ensaio de plaque, comparando a liberacdo de particulas
infecciosas entre ambas as células, vimos que as células superexpressando o receptor viral
obtiveram a formacao de placas de lise apds 24h de infeccio e ainda mais acentuada apds as
48h de experimento, corroborando com os dados anteriores. Curiosamente, a expressao da
proteina N viral foi observada apenas nas células infectadas com RJ1 ou delta. A auséncia da
deteccao da proteina N viral nas células infectadas com omicron pode ser associado aos dados
na literatura que sugerem que a ciclagem dessa variante seja mais lenta, o que também foi
observada ao analisarmos o RNA gendmico e subgendmico anteriormente. Suzuki e
colaboradores (2022) demonstraram que a variante omicron apresenta infectividade e
patogenicidade atenuada em modelos de hamster, quando comparado ao virus selvagem. Assim
como em estudo de casos clinicos, no qual pacientes infectados com a variante omicron
apresentaram viremia reduzida e menos sintomas fora do trato respiratério (Kirca et al., 2022).
Além disso, outra informacdo que este experimento nos fornece € em relacdo a expressao de

ACE-2 nas células ap6s 24 e 48h de infec¢ao. Podemos observar que apds 24h de experimento
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as HBMEC: infectadas com P-ACE-2 tem forte expressdo dessa proteina, o que ndo se manteve
apds 48h do experimento. Isso porque, de acordo com a literatura, a ligagdo do virus com a
ACE-2 promove a internalizacdo do receptor (Jackson et al., 2022) e, j4 que as HBMECs ndo
o expressa em grande quantidade, ndo ocorre a ciclagem dessa proteina nas células e a sua
expressao € limitada. Outro dado importante de se destacar neste experimento é que, mesmo
nas células selvagens, sem a infec¢do prévia com P-ACE-2, podemos observar a presenca de
ACE-2 em baixas quantidades, assim como o observado em experimentos anteriores. Isso se
deve provavelmente a alta concentracdo das amostras utilizadas, sendo possivel detectar a
proteina nas células, mas ndo sendo o suficiente para sustentar a infeccdo produtiva das
HBMECs. Com essa gama de experimentos, ndés pudemos concluir que as HBMECs
superexpressando ACE-2 passam a ser produtivamente infectadas pelo SARS-CoV-2.

Por fim, como nosso intuito € entender o envolvimento das células endoteliais no
agravamento da COVID-19, verificamos a ativacao das HBMECs pelos niveis de expressao de
mediadores inflamatdrios. Tanto as células infectadas com RJ, quanto as células infectadas com
omicron demonstraram aumento significativo da expressdo de IL-8 apds 48h de infecgdo,
independente da presenca de ACE-2. Como ndo observamos modulacdo alguma da variante
delta, contrariando resultados anteriores do nosso grupo, urge a necessidade de repeticao dos
experimentos, bem como a realizacdo de ensaios utilizando particulas virais inativadas para
confirmar esses achados. Além disso, para acrescentar ao estudo, serd necessario a realizagdo
de experimentos futuros para investigar o impacto na permeabilidade das HBMECs
superexpressando ACE-2 e infectadas com SARS-CoV-2. Assim, com os dados apresentados,
podemos compreender a importancia da presenca de ACE-2 para infecc¢ao de células endoteliais
de microvasculatura pelo SARS-CoV-2 e concluir que a ferramenta empregada para
superexpressao dessa proteina nas células € um 6timo caminho para estudar a infeccao dessas
células e as consequéncias para a COVID-19. O presente trabalho pode contribuir para o
entendimento dos efeitos da infeccdo do SARS-CoV-2, ndo s6 para compreender as
consequéncias no sistema nervoso central, mas também para estudar a endotelite resultante da

COVID-19.

7. CONCLUSAO
7.1. As HBMECs expressam baixos niveis de ACE-2 e ndo sdo produtivamente

infectadas pelo SARS-CoV-2 in vitro.
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7.2. A construcio de um vetor lentiviral carreando o mRNA da ACE-2 humana foi

eficiente em levar a superexpressao de ACE-2 nas HBMECs.

7.3. As HBMECs superexpressando ACE-2 tornam-se permissivas a infeccao pelo
SARS-CoV-2, evidenciado pelo aumento dos niveis de RNA gendmico intra e
extracelular em relacdo as HBMECs selvagens e pela presenga de particulas

infecciosas no meio extracelular.

7.4. HBMEC:s sio ativadas pela interacdo com o0 SARS-CoV-2, levando ao aumento

da expressdo de mediadores inflamatorios, independente da superexpressao de

ACE-2.
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