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ALTERACOES MORFOLOGICAS NO TRATO GASTROINTESTINAL DE
CAMUNDONGOS APOS INOCULACAO DE ESPICULA DE SARS-COV-2.
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Resumo

A COVID 19, identificada em 2019 na China, foi a responsavel pela atual
pandemia que gerou grande preocupacéo mundial, visto que a doenca se propagou
de maneira descontrolada, apresentando diversas formas de acado, tornando-se
assim um desafio para toda comunidade cientifica e médica. O conhecimento sobre
a fisiopatologia do SARS- CoV-2 ainda é escasso, necessitando desse modo, de
bastante cautela. Quanto ao que ja se sabe, o virus da COVID-19 entra nas vias
respiratorias, chegando aos alvéolos, este tendo grande afinidade pelas células
epiteliais respiratérias, o virus se liga aos pneumdcitos tipo 2, que produzem
proteinas, onde reduzem a tenséo superficial dos alvéolos e as aderem pela proteina
S Spike ou espicula. A entrada do virus acontece por meio da fusdo de enzima
conversora de angiotensina tipo 2 (ECA2) e a proteina S, liberando o seu RNA dentro
da célula. A COVID-19 varia entre aspectos clinicos de infec¢cdes assintomaticas a
guadros mais graves e além de afetar o sistema respiratorio, a doenca também pode
atingir outros sistemas, como o cardiovascular, neurolégico, circulatério, renal, assim
como o sistema digestério, ou seja, 6rgdos do trato gastrintestinal (TGI). Em se
tratando do TGI, em torno de 1/3 dos pacientes apresentam sintomas de diarreia no
decorrer da doenca. Refletindo-se nos achados relacionados com a COVID-19, a
proteina S Spike viral, ao se ligar a ECA2, propicia uma downregulation na expressao
desta enzima que alcanca sintomas geralmente associados a doencas que possuli
este receptor como protetor da homeostase. O presente estudo objetiva verificar as
possiveis alteracdes morfoldgicas no trato gastrointestinal de camundongos apos
inoculacao de espicula de sars-cov-2, através da certificacéo da atividade da proteina
S em parametros morfofuncionais citados anteriormente. Por meio desse estudo,

busca-se entender melhor os eventos morfoldgicos no TGI associados a COVID-19
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para ambientes de estudos investigativos que possuam intuito de mitigar os danos

causados pela infeccdo de SARS-CoV-2 utilizando o TGI.

Palavras-chaves: COVID-19; morfologia; SARS-COV2; intestino.

Abstract

COVID 19, identified in 2019 in China, was responsible for the current pandemic
that has generated great concern worldwide, as the disease has spread in an
uncontrolled manner, presenting various forms of action, thus becoming a challenge
for the entire scientific and medical community . Knowledge about the pathophysiology
of SARS-CoV-2 is still scarce, thus requiring great caution. As for what is already
known, the COVID-19 virus enters the airways, reaching the alveoli, which has great
affinity for respiratory epithelial cells, the virus binds to type 2 pneumocytes, which
produce proteins, where they reduce the surface tension of the alveoli and adhere to
them by the protein S Spike or spike. Virus entry occurs through the fusion of type 2
angiotensin-converting enzyme (ACE2) and protein S, releasing its RNA into the cell.
COVID-19 varies from clinical aspects of asymptomatic infections to more severe
conditions and, in addition to affecting the respiratory system, the disease can also
affect other systems, such as the cardiovascular, neurological, circulatory, renal, as
well as the digestive system, that is, organs of the gastrointestinal tract (GIT). With
regard to GIT, around 1/3 of patients present symptoms of diarrhea during the course
of the disease. Reflecting on findings related to COVID-19, the viral protein S Spike,
when binding to ACE2, provides a downregulation in the expression of this enzyme
that reaches symptoms usually associated with diseases that have this receptor as a
homeostasis protector. The present study aims to verify the possible morphological
changes in the gastrointestinal tract of mice after inoculation of a sars-cov-2 spike,
through the certification of protein S activity in morphofunctional parameters mentioned
above. Through this study, we seek to better understand the morphological events in
TGI associated with COVID-19 for investigative study environments that aim to

mitigate the damage caused by SARS-CoV-2 infection using TGI.

Keywords: COVID-19; morphology ; SARS-COV-2; intestine.



Introducéo

De acordo com o Ministério da Saude (2020), a COVID-19 consiste em uma
patologia provocada pelo novo coronavirus, nomeados de SARS-Cov-2, sendo
identificados em dezembro de 2019, em Wuhan, na China. A doenca foi disseminada
por varios paises transmitindo de pessoa a pessoa. A COVID-19 pode variar entre
aspectos clinicos de infec¢Ges assintomaticas a até apresentar quadros mais graves,
em torno de 80% dos individuos acometidos pela doenca sdo assintomaticos ou
manifestam poucos sintomas, outros, cerca de 20%, apresentam necessidade de
atendimento hospitalar. Os sintomas podem variar entre um resfriado até uma
pneumonia mais grave e 0s principais sintomas: tosse, febre, anosmia, ageusia,
dificuldades para respirar, cansaco, dispneia, entre outros (BRASIL, 2020). Porém,
estudos apontam que os pacientes podem também apresentar sintomas associados
com o trato gastrintestinal (TGI), como nausea, vomitos, diarreia e dor abdominal,
assim como apresentar o virus em células epiteliais do TGI e de seu RNA nas fezes
(XIAO F, et al, 2020; DING S, LIANG TJ, 2020).

O virus da COVID-19, utiliza a enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2)
como receptor para adentrar nas células, infectando principalmente as células dos
pulmdes, mas pode também acometer o tecido gastrintestinal, pois também possui os
receptores ECA2 na borda em escova da mucosa intestinal (XIAO F, et al, 2020).

A patogénese da associacdo do SARS-CoV-2 com o trato gastrointestinal ainda
é limitada e provavelmente multifatorial. Diversas hipéteses foram relatadas até agora,
inclusive a citotoxicidade viral correlacionada com a ACE 2 direta da mucosa intestinal,
inflamacado induzida por citocinas, disbiose intestinal e anormalidades vasculares.
Diversos estudos apontam também que a infeccdo intestinal com SARS-CoV-2
provoca alterag6es da microbiota fecal que podem ocasionar danos aos enterdécitos,
repercutindo em sintomas clinicos de diarreia (ALEEM A, SHAH H, 2021).

Dessa forma, acredita-se que os pacientes acometidos pela COVID-19, tenham risco
de apresentar alteragcdes morfolégicas acerca do envolvimento da infeccdo pelo
SARS-CoV-2 com o trato gastrointestinais (TGI), indicando uma implicagcao direta da
disbiose intestinal na COVID-19. Portanto, nota-se a importancia desse estudo como
forma de compreensao acerca da agdo do virus na morfologia do aparelho digestorio,

sabendo-se que o intestino compreende uma ligacao direta com outros orgéos, que o



torna um eixo para varias modificagcbes de cunho imunoldgico e funcional. Desse
modo, esse estudo podera servir de modelo experimental para outros estudos com a
abordagem do SARS-CoV-2.

Metodologia

Nesse estudo foi utilizado camundongos C57BL/6 machos com peso entre 20
a 24g, oriundos do Biotério do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de
Medicamentos da UFC, onde foram guardados em gaiolas microisoladoras, com o
controle da temperatura e ciclo claro/escuro, mantidos com ragdo e agua ad libitum.
Os animais foram submetidos a essas condi¢cdes por todo o periodo experimental,
onde foram divididos em grupos e cada grupo experimental compreendeu de 5 a 8
animais em cada, anteriormente aos experimentos, os animais foram sujeitos a um
jejum de 18 a 24 horas, recebendo apenas agua. Os animais foram eutanasiados apés
a anestesia com sobredose de cetamina-xilazina. Os cuidados e esforcos foram
tomados para minimizar o sofrimento dos animais em acordo com as diretrizes do
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA) e normas
internacionais (Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, National Academy
of Science, EUA, 1996).

Todas as substancias e medicamentos utilizados nesse estudo foram
dissolvidos em solucéo salina ou solucdo salina tamponada com fosfato (PBS). A
glicoproteina S1 da espicula do virus SARS-CoV-2 foram adquiridas da The Native
Antigen Company (Kidlington, Oxfordshire, UK). Cloridrato de xilazina e cloridrato de
cetamina foram obtidos da Syntec (Cotia, SP, Brasil).

A espicula do SARS-CoV2 no modelo de inducdo de doenca intestinal, ndo
compreende microrganismo Vivo ou geneticamente modificados e também nao utiliza
material genético isolado, assim como de outros componentes do virus SARS-COV-2
isolados. N&o foi utilizado amostras contaminadas com o virus SARS-COV2 e nem foi
realizado o cultivo viral. Nesse estudo foi utilizado apenas glicoproteinas spike (ou
espicula) recombinante do SARS-CoV2, obtidas do The Native Antigen Fabricant, que
no seu “Data Sheet’, garantem que a substancia ndo apresenta riscos de
contaminagcdo e ndo cria residuos perigosos. Para a seguranca na manipulacdo do

material e injecdo nos animais foram utilizados EPIs e capela de fluxo laminar.



Os animais foram anestesiados intraperitonealmente com uma combinacao de
cloridrato de xilazina (5 mg/kg) e cetamina (60 mg/kg) e foi feita uma laparotomia
mediana, onde foi realizada uma incisdo abdominal para evidenciar o intestino
delgado, as al¢as duodenais, jejunais e ileais (2—3 cm) foram isoladas usando suturas.
A temperatura corporal foi mantida entre 36-38 °C usando uma almofada de
aguecimento durante essa cirurgia. As alcas intestinais foram inoculadas com 100 uL
de solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) para o grupo controle e a S1
dissolvida em PBS na dose de 5 ug/alga para os grupos S1. Os camundongos foram
acondicionados apds o fechamento da incisdo abdominal feito com suturas.

Quatro horas ap06s o procedimento, os animais foram eutanasiados e as alcas

foram ligeiramente retiradas da cavidade abdominal.

Andlise histopatoldgica e Morfometria do Intestino delgado:

Apods o sacrificio dos animais por sobredose anestésica, foi removido um
segmento de 0,5 cm de duodeno, jejuno e ileo do camundongo. A seguir, essas
amostras seréo fixadas em formol tamponado 10% e processadas para coloracao pelo
método HE (hematoxilina-eosina) para exame em microscopia Optica 400x

(Microscopio Nikon com objetiva 40x e lente ocular micrométrica Leitz Wetzlar 10x).

Resultados

Avaliacdo das alteragBes histolégicas na no modelo de inducdo de doenca

intestinal e tratados com salina e espicula do SARS-CoV2

O modelo de inducdo da espicula nos camundongos causou uma resposta
inflamatoria com aumento de infiltrados celulares em todas as por¢des do intestino
delgado, ao contrario do que foi evidenciado no grupo controle que receberam solucao
salina (100 pL). Além disso, foram identificados atrofia dos vilos e desarranjo das

criptas, ao contrario do que foi evidenciado no grupo controle. (Figura 1).



DUODENO

Avaliacdo morfométrica da altura dos vilos nos animais desafiados com
espicula do SARS-CoV2 e tratados com salina.

A inoculacdo da espicula do SARS-CoV2 nos camundongos diminuiu
significativamente (p<0.001) a altura dos vilos em comparacdo com o grupo controle.
Essa diminuicao foi mais evidente no duodeno ( Figura 2).
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Avaliacdo morfométrica da profundidade das criptas nos animais desafiados

com a espicula do SARS-CoV2 e tratados com salina.

O desafio da espicula do SARS-CoV2 nos camundongos aumentou significativamente
(p<0.001) a profundidade das criptas em comparacdo com 0 grupo controle. Esse

aumento foi mais evidente no duodeno. (Figura 3).
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Avaliacdo morfométrica da razdo vilo/cripta nos animais desafiados com a

espicula do SARS-CoV2 e tratados com salina.

O desafio espicula do SARS-CoV2 nos camundongos diminuiu significativamente
(p<0.001) a razao vilo/cripta em comparagdo com o grupo controle. Essa diminuigcao
foi mais evidente no duodeno. (Figura 4).
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Discussao

A entrada do virus SARS-CoV em uma célula hospedeira € mediada pela
relacdo entre o receptor do hospedeiro, que corresponde a enzima conversora de
angiotensina 2 (ACEZ2) e a proteina do pico viral (CUI, JIE et al., 2019). No tocante a
estruturacdo do dominio de ligacdo ao receptor, a caracteristica genémica do SARS-
CoV-2 demonstra um elevado grau de equivaléncia entre este e 0 SARS-CoV,
apontando que o virus atual poderia se ligar a ACE2, causando assim a infeccdo em
humanos (LU, ROUJIAN et al., 2020). A espicula é composta funcionalmente por 2
subunidades, S1 e S2, onde o virus utiliza a ACE2 para a entrada (ZHOU, PENG et
al., 2020). A afinidade de ligacdo com o receptor ACE2 é que vai prosseguir na
infectividade do virus (WAN, YUSHUN et al., 2020).

No que diz respeito ao trato gastrointestinal, evidéncias demonstram que a
COVID-19 pode afetar o sistema digestorio, devido a elevada coexpressao de ACE2
e serina protease TMPRSS2 observadas nos enterocitos (HOFFMANN, MARKUS et
al., 2020). Certamente, a infeccao pelo SARS-Cov-2 pode provocar uma alteracao na
permeabilidade intestinal, ocasionando em ma absor¢cdo dos enterdcitos (GU,
JINYANG, BING HAN E JIAN WANG. 2020).

Nos achados de uma pesquisa realizada na China, apontaram que cerca de

50% dos pacientes diagnosticados com a COVID-19 internados, apresentaram



sintomas intestinais, com uma maior frequéncia para anorexia e diarreia, fato este,
fundamental para se estabelecer, ndo sé um cuidado no monitoramento dos sintomas
respiratorios como também relacionados aqueles que apresentem sintomas
extrapulmonares ou ao diagndéstico tardio até surgimento dos sintomas respiratorios.
Esta hip6tese é corroborada nessa pesquisa, onde indica que 0s pacientes com
sintomas intestinais apresentaram um tempo consideravelmente maior do inicio a
admissdo do que aqueles sem os sintomas, associados, possivelmente a esse
contexto (PAN L, MU M, YANG P, et al, 2020).

No presente estudo, foi demonstrado que a expressao das paredes intestinais
pode levantar preocupacdes sobre a influéncia do trato gastrointestinal como um fator
de risco, sendo associadas a niveis inflamatérios de SARS-CoV-2 e possiveis
complicagcbes da COVID-19. As alteragbes morfologicas intestinais observadas
podem estar relacionadas a caracteristicas clinicas demonstradas em outras
literaturas, em que demonstram alta suscetibilidade a diversos sintomas
gastrointestinais, mais comumente diarreia, nauseas / vémitos e dor abdominal, isso
pode se dar devido as atrofias das vilosidades e nas criptas intestinais, onde possuem
células especializadas na producado de enzimas de defesas.

De acordo com VENEGAS-BORSELLINO, CARLA et al. 2021, a espicula do
SARS-CoV-2 ao entrar nas células por meio do receptor ACE2 no intestino delgado,
uma fonte bastante comum de inflamac&o intestinal, pode ser o grande responsavel
pela prevaléncia do sintoma de diarreia. Além disso, estudos recentes apontam que
individuos afetados pela doenca desenvolve modificagées importantes no microbioma
intestinal, compreendendo uma reducao de bactérias que produzem acidos graxos de
cadeia curta, os quais sdo moléculas responsaveis por regular as células intestinais e

defesa do organismo.

Conclusao

A relevancia da homeostase intestinal e da resposta imune pertinente para
infec¢des virais ganhou estimulo durante a pandemia de COVID-19. Sabe-se que 0
Sars-Cov-2 pode afetar ndo sé o sistema respiratério, como também provocar danos
multissistémicos, porém as consequéncias clinicas do virus e o papel do trato

gastrointestinal ainda é amplamente subestimado. Nesse estudo, foi demonstrado que



a espicula do virus pode induzir alteragdes na morfologia da parede intestinal e manter
um estado pro-inflamatério de relevancia clinica, podendo contribuir para
desequilibrios morfofuncionais do organismo. Foi visto que a resposta inflamatoria
repercutiu em todas as por¢des do intestino delgado e essa derivagado provocou um
processo atréfico das vilosidades e desarranjo das criptas intestinais, que se traduziu
na reducéo da altura dos vilos e aumento da profundidade das criptas, tendo destaque
no duodeno para ambos, podendo desencadear sintomas caracteristicos do trato
gastrointestinal e danos na permeabilidade intestinal, provocando em ma absor¢cao
dos enterdcitos. Porém, faz-se necessario mais estudos para explorar os mecanismos
intestinais, assim como as caracteristicas morfoldgicas no curso dos efeitos deletérios

provocados na inducéo viral.
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