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RESUMO

Introdugao: Casos graves de COVID-19 s&o caracterizados por um forte processo
inflamatorio que pode levar a faléncia de 6rgéos e morte do paciente. O inflamassoma
de NLRP3 & uma plataforma molecular que promove a inflamacgéao através da clivagem
e da ativagdo das principais moléculas inflamatorias, incluindo caspase-1 ativa
(Casp1p20), IL-1B e IL-18. A ativacao do inflamassoma de NLRP3 pode ocorrer pela
via canbnica ou ndo candnica, quando ha participacdo de caspase-4/CASP4 humana
(caspase-11/CASP11 de camundongo). Objetivo: O objetivo deste trabalho foi
investigar a ativagao do inflamassoma e sua participagao na fisiopatologia da COVID-
19. Métodos e Resultados: Inicialmente, infectamos mondcitos humanos primarios
in vitro com SARS-CoV-2 e avaliamos a ativacao do inflamassoma. Observamos que
a infecgcdo por SARS-CoV-2 desencadeia a ativagdo da caspase-1, avaliada atraves
do ensaio de luminescéncia, Caspase-Glo 1, e producao de IL-13, quantificada por
ELISA. Também observamos que o SARS-CoV-2 desencadeia a liberacdo de LDH
em monaocitos e requer a presenga de SARS-CoV-2 viavel. Em seguida, medimos a
formacdo de “puncta® de NLRP3 e ASC e identificamos que o SARS-CoV-2
desencadeia a formagao de “puncta” em um processo que também necessita de virus
viavel. Posteriormente, infecgbes in vivo realizadas em camundongos transgénicos
humanizados, K18-hACE2, deficientes ou ndo para CASP11, indicaram que
camundongos hACE2 Casp71~ foram protegidos quanto ao desenvolvimento da
doenca, com perda de peso corporal reduzida, variagao de temperatura reduzida, area
parenquimatosa pulmonar reduzida, escore clinico reduzido da doenca e redugao da
mortalidade. Através do ensaio FAM-YVAD que permite a marcagao de caspase-1
intracelular ativa, evidenciamos uma porcentagem maior de PBMCs FAM-YVAD+ em
pacientes no dia zero de internagdo em comparagdo com o0s controles saudaveis.
Além disso, a observagao microscopica dessas células permitiu a visualizagado de
“‘puncta” de NLRP3 e ASC em PBMCs, indicando que existem inflamassomas ativos
em células de pacientes com COVID-19. Similarmente, encontramos o inflamassoma
de NLRP3 ativo em tecidos de autdpsia de pacientes post mortem através de ensaios
de imuno-histoquimica e imunofluorescéncia. Vale salientar que os produtos
derivados do inflamassoma, como Casp1p20 e IL-18 presentes nos soros dos
pacientes, correlacionaram-se com os marcadores de gravidade de COVID-19,
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incluindo IL-6 e LDH. Os niveis mais elevados de IL-18 e Casp1p20 foram associados
a gravidade da doenca e pior evolugao clinica. Avaliando amostras de casos letais de
COVID-19, também evidenciamos a expressao génica aumentada de CASP4 por RT-
PCR na nasofaringe e nos pulmdes dos pacientes e esse resultado se correlacionou
com a expressao de componentes do inflamassoma e mediadores inflamatdrios,
incluindo caspase-1 e IL-1B. Através do ensaio de western blotting, também
observamos a ativagao de CASP4 em PBMCs de pacientes com COVID-19 moderada
e grave. Conclusao: Observamos que o SARS-CoV-2 induz a regulagao positiva e a
ativacdo da CASP4/CASP11 e esse processo contribui para a ativagdo do
inflamassoma em resposta ao SARS-CoV-2. Nossos resultados sugerem que o
inflamassomas participam da fisiopatologia da doenga, indicando que essas
plataformas podem ser um marcador de gravidade da doenga e um potencial alvo
terapéutico para COVID-19.

Apoio financeiro: FAPESP, CRID, CNPq e CAPES.

Palavras-chave: SARS-CoV-2, COVID-19, inflamassoma, NLRP3, CASP4, CASP11
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ABSTRACT

Introduction: Severe cases of COVID-19 are characterized by a strong inflammatory
process that can lead to organ failure and patient death. The NLRP3 inflammasome is
a molecular platform that promotes inflammation through the cleavage and activation
of key inflammatory molecules, including active caspase-1 (Casp1p20), IL-13 and IL-
18. Activation of the NLRP3 inflammasome can occur via canonical or non-canonical
pathways, when human caspase-4/CASP4 (mouse caspase-11/CASP11) is involved.
Aim: The aim of this work was to investigate the activation of the inflammasome and
its participation in the pathophysiology of COVID-19. Methods and Results: Initially,
we infected primary human monocytes in vitro with SARS-CoV-2 and evaluated
inflammasome activation. We observed that SARS-CoV-2 infection triggers caspase-
1 activation, assessed through the luminescence assay, Caspase-Glo 1, and IL-1f3
production, quantified by ELISA. We also observed that SARS-CoV-2 triggers LDH
release in monocytes and requires the presence of viable SARS-CoV-2. We then
measured NLRP3 and ASC “puncta” formation and identified that only the viable
SARS-CoV-2 triggers “puncta” formation. Subsequently, in vivo infections performed
in transgenic K18-hACE2 humanized mice, CASP11 deficient or not, indicated that
hACE2 Casp11-/~ mice were protected from the development of the disease, with
reduced body weight loss, less temperature variation, diminished lung parenchymal
area, lower clinical disease score, and reduced mortality. Through the FAM-YVAD
assay, which allows the labeling of active intracellular caspase-1, we evidenced a
higher percentage of FAM-YVAD+ PBMCs in patients on day zero of admission
compared to healthy controls. Furthermore, microscopic observation of these cells
allowed the visualization of puncta of NLRP3 and ASC in PBMCs, indicating that there
are active inflammasomes in cells from patients with COVID-19. Studying moderate
and severe COVID-19 patients, we performed immunohistochemistry and
immunofluorescence assays and found active NLRP3 inflammasome in PBMCs and
in postmortem autopsies of fatal patients. Of note, inflammasome-derived products
such as Casp1p20 and IL-18 present in patient sera correlated with markers of COVID-
19 severity, including IL-6 and LDH. Higher levels of IL-18 and Casp1p20 were
associated with disease severity and worse clinical outcome. Evaluating samples from

lethal COVID-19 cases, we also evidenced increased CASP4 gene expression by RT-
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PCR in nasopharyngeal swabs and lungs of patients, and this result correlated with
the expression of inflammasome components and inflammatory mediators, including
caspase-1 and IL-1B. Through western blotting assay, we also observed CASP4
activation in PBMCs from patients with moderate and severe COVID-19. Conclusion:
We observed that SARS-CoV-2 induces the upregulation and activation of
CASP4/CASP11 and this process contributes to inflammasome activation in response
to SARS-CoV-2. Our results suggest that inflammasomes participate in the
pathophysiology of the disease, indicating that these platforms can be a marker of
disease severity and a potential therapeutic target for COVID-19.

Financial support: FAPESP, CRID, CNPq and CAPES.

Keywords: SARS-CoV-2, COVID-19, inflammasome, NLRP3, CASP4, CASP11.
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1. INTRODUGAO

1. 1 Coronavirus: visao geral

O nome coronavirus foi criado em 1968 devido a sua morfologia semelhante a
uma coroa, do inglés “crown-like”, observada por microscopia eletronica (TYRRELL et
al., 1975). Os coronavirus sdo os maiores virus de RNA, com um genoma de 30 a 32
quilo bases, de fita com cadeia positiva e envelopados (PERLMAN; DANDEKAR,
2005a; WEISS; NAVAS-MARTIN, 2005a). Sdo membros da subfamilia Coronavirinae,
da familia Coronaviridae e da ordem Nidovirales (Comité Internacional de Taxonomia
de Virus) (CUI; LI; SHI, 2019a).

O RNA do genoma é complexado com a proteina basica do nucleocapsideo (N)
para formar um capsideo helicoidal encontrado dentro da membrana viral. As
membranas de todos os coronavirus contém pelo menos trés proteinas virais. A
proteina “spike” (S), uma glicoproteina do tipo | que forma espiculas na superficie do
virion, dando ao virus sua morfologia de coroa no microscopio eletronico; a proteina
de membrana (M), uma proteina que atravessa a membrana trés vezes e possui um
dominio N-terminal curto e uma cauda citoplasmatica; e a proteina de membrana (E),
uma proteina altamente hidrofébica (ROBB; BOND; LEIBOWITZ, 1979; WEISS;
NAVAS-MARTIN, 2005b). O genoma dos coronavirus SARS-CoV-1 e MERS-CoV
assim como as proteinas da particula viral sdo demonstrados na Fig. 1. Além das
proteinas ja descritas, os coronavirus possuem proteinas acessorias que nao estao
envolvidas na replicagao viral, mas interferem com a resposta imune inata ou possuem
funcao desconhecida (DE WIT et al., 2016a).

SARS-CoV 27.9 kb
S QEH, M6 H{7al7b8a{8b!
(ORETb ] MERS-CoV 30.1 kb

PLpro 3CLpro T
b 'l_f«x'_lT IS5 [6 [7]3[SHoLI ;
17 13 [ 14115 |1
RdRp'  Hel  ExoN

Figura 1. Estrutura dos coronavirus SARS-CoV e MERS-CoV. Os genomas de RNA de fita simples
(ssRNA) do coronavirus da sindrome respiratoria aguda grave (SARS-CoV) e do coronavirus da
sindrome respiratéria do Oriente Médio (MERS-CoV) codificam duas grandes poliproteinas, ppla e
pp1ab, que sao clivados proteoliticamente em 16 proteinas ndo estruturais (nsps), incluindo protease
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tipo papaina (PLpro), protease tipo 3C (3CLpro), polimerase de RNA dependente de RNA (RdRp),
helicase (Hel) e exonuclease (ExoN). Um adicional de 9-12 ORFs s&o codificados através da
transcricdo de um conjunto aninhado de RNAs subgendémicos. SARS-CoV e MERS-CoV formam
particulas esféricas que consistem em quatro proteinas estruturais. A glicoproteina “spike” do envelope
(S) forma uma camada de glicoproteinas que se projetam do envelope. Duas glicoproteinas
transmembrana adicionais s&o incorporadas no virion: envelope (E) e membrana (M). Dentro do
envelope viral reside o nucleocapsideo helicoidal, que consiste no genoma do RNA viral de sentido
positivo ((+)RNA) encapsulado pelo nucleocapsideo proteico (N). Adaptada de de Wit et al 2016.

Existem quatro géneros de coronavirus: alfa, beta, gama e delta (WEISS;
NAVAS-MARTIN, 2005a). Os alfa coronavirus e beta coronavirus infectam apenas
mamiferos. Por outro lado, os gama e delta coronavirus infectam passaros, mas
eventualmente infectam mamiferos (WOO et al., 2012). Os coronavirus podem causar
bronquite infecciosa em passaros, faléncia de multiplos érgdos em felinos e enterites
em porcos, vacas e cachorros. Em humanos, podem causar principalmente uma
doenga respiratéria e, em menor frequéncia, gastroenterites (PERLMAN;
DANDEKAR, 2005a).

Os coronavirus OC43 (HCoV-OC43) e HCoV-229E infectam humanos e
causam febre, enquanto os mais recentemente identificados, HCoV-HKU1 e HCoV-
NL63, causam uma doenga respiratoria mais grave, porém né&o fatal (FOUCHIER et
al., 2004; PERLMAN; DANDEKAR, 2005b).

Nas duas dultimas décadas, trés beta coronavirus altamente patogénicos
emergiram a partir de eventos zoonéticos: SARS-CoV-1, MERS-CoV e SARS-CoV-2
(AMANAT; KRAMMER, 2020). O coronavirus 1 causador da sindrome respiratoria
aguda grave (SARS-CoV-1) emergiu nos anos de 2002 e 2003 na China e se espalhou
ao redor do mundo, infectando mais de 8000 pessoas, com uma taxa de mortalidade
de 10%. Cerca de 10 anos depois, houve o surgimento do coronavirus relacionado a
sindrome respiratoria no Oriente Médio (MERS-CoV) que infectou cerca de 2500
pessoas com uma taxa de mortalidade de 36% desde 2012 (DE WIT et al., 2016a).

Os principais reservatorios de SARS-CoV-1 e MERS-CoV s&o os morcegos(CUI;
LI; SHI, 2019b). Anticorpos para o SARS-CoV-1 também foram encontrados em
civetas e outros animais vendidos em mercados de animais vivos na China (DE WIT
et al.,, 2016a; GUAN et al., 2003). Entretanto, esses animais foram apenas
incidentalmente infectados (DE WIT et al.,, 2016a). Similarmente, dromedarios
possuiram anticorpos para o MERS-CoV, indicando que podem ser possiveis
hospedeiros intermediarios para transmissao zoonaética para humanos (DE WIT et al.,
2016b; REUSKEN et al., 2013) (Figura 2).
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Figura 2. Surgimento de SARS-CoV e MERS-CoV. Os morcegos abrigam uma ampla variedade de
coronavirus, incluindo virus semelhantes ao coronavirus da sindrome respiratéria aguda grave (SARS-
CoV) e virus semelhantes ao coronavirus da sindrome respiratéria do Oriente Médio (MERS-CoV). O
SARS-CoV atravessou a barreira das espécies em civetas de palmeira mascarados e outros animais
mercados de animais vivos na China; a analise genética sugere que isso ocorreu no final de 2002.
Varias pessoas proximas a civetas de palma foram infectadas com SARS-CoV. Um virus ancestral
MERS-CoV cruzou a barreira das espécies em camelos dromedarios; evidéncias soroldgicas sugerem
que isso aconteceu ha mais de 30 anos. A circulagdo abundante de MERS-CoV em camelos
dromedarios resulta em transmissao zoonética frequente desse virus. O SARS-CoV e o MERS-CoV se
espalham entre humanos principalmente por transmissdo nosocomial, o que resulta na infecgdo de
profissionais de saude e pacientes com maior frequéncia do que a infecgdo de seus parentes. Adaptada
de de Wit et al 2016.

O SARS-CoV-1 utiliza a enzima convertora de angiotensina-2 (ECA) como um
receptor para entrar principalmente em células epiteliais brénquicas e em pneumacitos
do tipo Il (LI et al., 2003; QIAN et al., 2013), enquanto o MERS-CoV usa a dipeptidil
peptidase 4 (DPP4, também chamada de CD26) como um receptor para infectar as
células epiteliais brénquicas n&o ciliadas e os pneumdcitos do tipo Il (LU et al., 2013;
RAJ et al., 2013; SCOBEY et al., 2013).

Apods a entrada via fusdo direta com a membrana plasmatica da célula hospedeira
ou através de endossomos, o genoma do RNA viral é liberado no citoplasma, torna-
se disponivel para ser traduzido em duas poliproteinas. Em seguida, ocorre a
transcricdo dos RNAs subgendmicos e a replicagdo do genoma viral (Figura 3). As
glicoproteinas recém-formadas do envelope viral sdo inseridas nas membranas do

reticulo endoplasmatico rugoso (RER) ou Golgi. No compartimento intermediario ER-
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Golgi (ERGIC), o RNA genémico se combina com as proteinas do nucleocapsideo e
com o envelope viral, dando origem as particulas virais. Por fim, as vesiculas contendo
virions se fundem com a membrana plasmatica para liberar o virus (DE WIT et al.,
2016b).

Entry and
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Smooth-walled
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~8-8-8- o
AAA
/

s Assembly
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Figura 3. Replicagao de SARS-CoV e MERS-CoV. Ap6s a entrada do virus na célula hospedeira, o
RNA viral ndo é revestido no citoplasma. ORF1a e ORF1ab sio traduzidos para produzir pp1a e pp1ab,
que séo clivados pelas proteases que sao codificadas por ORF1a para produzir 16 nsps que formam o
complexo RNA replicase-transcriptase. Esse complexo localiza-se em membranas intracelulares
modificadas que s&o derivadas do reticulo endoplasmatico rugoso (ER) na regido perinuclear e conduz
a produgdo de RNAs de sentido negativo ((—) RNAs) por meio de replicagao e transcrigdo. Durante a
replicacéo, copias de (-) RNA de comprimento total do genoma séo produzidas e usadas como modelos
para genomas de (+) RNA de comprimento total. Durante a transcri¢do, um subconjunto de 7 a 9 RNAs
subgendmicos, incluindo aqueles que codificam todas as proteinas estruturais, € produzido por meio
de transcrigao descontinua. Nesse processo, os (-) RNAs subgendmicos séo sintetizados combinando
comprimentos variados da extremidade 3' do genoma com a sequéncia lider 5' necessaria para a
tradugéo. Esses (-) RNAs subgendémicos s&o entao transcritos em (+) mMRNAs subgendmicos. Embora
os diferentes mRNAs subgendmicos possam conter varias ORFs, apenas a primeira ORF (a que esta
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mais proxima da extremidade 5') é traduzida. As proteinas estruturais resultantes sdo montadas no
nucleocapsideo e no envelope viral no compartimento intermediario ER-Golgi (ERGIC), seguido pela
liberagéo do virion nascente da célula infectada. Adaptada de de Wit et al 2016.

Desde meados de 2005 estudos ja demonstravam que a patogénese do SARS-
CoV-1 seria imunomediada. Animais infectados com coronavirus demonstraram uma
resposta excessiva e desregulada de macréfagos e outras células inflamatérias
(PERLMAN; DANDEKAR, 2005a). Tal desregulagdo da resposta imune ocorre nos
hospedeiros infectados com os coronavirus murino (MHV), felino (FIPV) e o SARS-
CoV-1 em humanos (PEIRIS; GUAN; YUEN, 2004; PERLMAN; DANDEKAR, 2005a).

A resposta imune descompensada pode ocorrer de trés formas. Primeiro, quando
a infecgao viral resulta numa resposta inflamatoéria intensa e compromete as fungdes
fisiologicas e pode resultar numa destruigdo tecidual excessiva. Nessa situagao, a
infecc&o viral compromete os mecanismos de “feedback” normais responsaveis pelo
controle da inflamacao, levando a uma resposta exacerbada, com alta producédo de
citocinas e quimiocinas, fenbmeno que € denominado como tempestade de citocinas.
Segundo, quando a infecgdo direta em células imunes causa a desregulagdo de
mediadores imunes produzidos por essas ceélulas. Terceiro, quando a resposta imune
adaptativa passa a se direcionar para o proprio hospedeiro, gerando reagdes
autoimunes (PERLMAN; DANDEKAR, 2005a).

Varias caracteristicas comuns a animais infectados com FIPV ou MHV e a
pacientes infectados com SARS-CoV-1 sdo consistentes com a caracterizagdo da
doenga como sendo imunomediada, com uma maior propensao do virus para infectar
macrofagos e células dendriticas (DCs), induzindo concentragdes sistémicas
aumentadas de quimiocinas e outras citocinas inflamatorias (PERLMAN; DANDEKAR,
2005a).

Além dos coronavirus ja citados, em 2019, houve o surgimento do Coronavirus da
Sindrome Respiratoria Aguda Grave 2 (SARS-CoV-2), que € o agente causador da
doenga de coronavirus que surgiu em 2019, denominada COVID-19.

1.2. Coronavirus: SARS-CoV-2

O SARS-CoV-2 tem um diametro de 60 nm a 140 nm e “spikes” que variam de
9 nm a 12 nm, dando aos virions a aparéncia de uma coroa solar (GOLDSMITH et al.,
2004).
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A Estrutura do SARS-CoV-2 Humano
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Figura 4. Estrutura do SARS-CoV-2 humano. A) Elementos estruturais do virus, incluindo a proteina
“spike” (S), envelope (E), membrana (M) e componentes internos, como o RNA de fita simples viral e
as proteinas do nucleocapsideo. B) Componentes do genoma SARS-CoV-2. Figura adaptada de
Jamison et al., 2022.

Por meio de recombinacdo genética e variagdo, os coronavirus podem se
adaptar e infectar novos hospedeiros. Acredita-se que os morcegos sejam O
reservatorio natural para SARS-CoV-2, mas foi sugerido que os humanos foram
infectados com SARS-CoV-2 por meio de um hospedeiro intermediario, como o
pangolim (LAM et al., 2020; LU et al., 2020a).

O SARS-CoV-2 compartilha 73% de homologia com o SARS-CoV-1(MERAD et
al., [s.d.]). A entrada do SARS-COV-2 em células hospedeiras ocorre de forma
dependente de ACE-2, de modo semelhante ao SARS-CoV-1. Para que isso ocorra,
a proteina S se liga ao receptor ACE-2 através da sua subunidade S1 levando a
clivagem proteolitica da proteina S pela serina protease TMPRSS e fusdo da
subunidade S2 com a membrada da célula do hospedeiro (CHEN et al., 2020c;
HOFFMANN et al., 2020).
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Figura 5. Internalizagdo do SARS-CoV-2. Interagbes estruturais entre o virus e a célula-alvo, incluindo
a proteina de pico viral, receptor ACE2, reagdo TMPRSS2 para clivar e iniciar a internalizagao
intracelular viral. Figura adaptada de Jamison et al., 2022.

Em um estudo comparativo entre o genoma de SARS-CoV-2 com SARS-CoV-
1 e virus SARS-like de morcegos e outros hospedeiros intermediarios, foi descrito que
existem ORFs 7b, 9b e 9c sobrepostas em todos os genomas. Por outro lado, a
ORF3b ndo se mostrou funcional em todos os genomas. Também foram previstas
novas ORFs putativas, incluindo uma forma truncada da ORF10 previamente
identificada no SARS-CoV-2 e uma ORF pouco conhecida que se sobrepde a proteina
S em Civet-CoV e SARS-CoV (MICHEL et al., 2020).

1.3. COVID-19: dados epidemiolégicos, transmissdo, diagndstico,

manifestagoes clinicas e alteragoes laboratoriais

A COVID-19 é uma doencga inflamatoéria causada pelo SARS-CoV-2, que pode
se manifestar como um amplo espectro de sintomas que variam de poucos ou nenhum
sintoma a pneumonia grave que pode evoluir para sindrome do desconforto
respiratorio agudo e morte (MERAD; MARTIN, 2020). Segundo a Organizagao
Mundial da Saude (OMS), a doencga ja acumulou mais de meio bilhdo de casos e 6,5
milhdes de mortes ao redor do mundo (OMS, 2022).

O SARS-CoV-2 é disseminado principalmente por goticulas respiratérias
durante um contato pessoal préximo (WIERSINGA et al., 2020a). A infecgdo pode ser
transmitida por portadores assintomaticos, pré-sintomaticos e sintomaticos. O tempo
meédio de incubag&o entre a exposigao ao inicio dos sintomas € de 5 dias (2 a 7 dias)
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(CHEN et al., 2020a; LAUER et al., 2020), e 97,5% das pessoas que desenvolvem
sintomas o fazem dentro de 11 dias (LAUER et al., 2020).

O diagndstico é feito pela detecgdo de SARS-CoV-2 por meio de teste de
reacdo em cadeia da polimerase com transcricdo reversa, que tem como fatores
importantes a técnica de coleta adequada, tempo de exposicao e a fonte da amostra
afim de evitar falso-negativos (WIERSINGA et al., 2020a).

Embora o acido nucleico viral possa ser detectavel em amostra de swab de
garganta por até 6 semanas apos o inicio da doenga, culturas virais sdo geralmente
negativas para SARS-CoV-2 8 dias ap6és o inicio dos sintomas (HE et al., 2020; SUN
et al., 2020; WOLFEL et al., 2020). Isso € suportado por estudos epidemioldgicos que
mostraram que a transmissdo n&o ocorreu para contatos cuja exposicdo comegou
mais de 5 dias apos o inicio dos sintomas (WIERSINGA et al., 2020b), sugerindo que
os individuos podem ser liberados do isolamento com base em melhora clinica. Os
Centros de Controle e Prevencdo de Doengas recomendam o isolamento por pelo
menos 10 dias apds o inicio dos sintomas e 3 dias apds a melhora dos sintomas
(WIERSINGA et al., 2020b).

Os sintomas mais comuns s&o febre, tosse seca e falta de ar (Wiersinga et al.,
2020) enquanto que sintomas menos frequentes sdo dor muscular, confusdo, cefaleia,
dor de garganta, rinorreia, dor toracica, diarreia, nauseas e vomitos (CHEN et al.,
2020d).

As manifestagdes de COVID-19 incluem individuos assintomaticos e doenca
fulminante caracterizada por sepse e insuficiéncia respiratoria aguda.
Aproximadamente 5% dos pacientes com COVID-19 e 20% dos hospitalizados
apresentam sintomas graves que requerem cuidados intensivos. Mais de 75% dos
pacientes hospitalizados com COVID-19 requerem oxigénio suplementar
(ALHAZZANI et al., 2020).

Na COVID-19 grave, ocorre ativagao fulminante da coagulagdo e consumo de
fatores de coagulagéo (TANG et al., 2020; THACHIL et al., 2020). Um relatério de
Wuhan, China, indicou que 71% dos 183 individuos que morreram de COVID-19
preenchiam os critérios para coagulagéo intravascular difusa (TANG et al., 2020).

A taxa de letalidade do COVID-19 varia acentuadamente de acordo com a
idade, variando de 0,3 mortes por 1.000 casos entre pacientes de 5 a 17 anos a 304,9
mortes por 1.000 casos entre pacientes com 85 anos ou mais nos EUA. Entre os
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pacientes internados na unidade de terapia intensiva, a letalidade chega a 40%
(WIERSINGA et al., 2020a).

A infecgdo por SARS-CoV-2 tem maior probabilidade de afetar homens mais
velhos com comorbidades e pode resultar em doengas respiratorias graves e até
fatais, como sindrome do desconforto respiratério agudo (CHEN et al., 2020c). Isso
pode ser explicado devido a uma maior producdo de citocinas como a IL-6,
quimiocinas, ferritina e LDH em pacientes do sexo masculino infectados por SARS-
CoV-2 do que em pacientes do sexo feminino (CHI et al., 2020a; ZENG et al., 2020).

Varios estudos tém demonstrado a associagdo clinica de mediadores
inflamatorios como proteina C reativa (PCR), dimero D, ferritina e lactato
desidrogenase (LDH), com casos graves, sugerindo que a inflamag&o excessiva é
central para um desfecho clinico ruim (HAN et al., 2020; HUANG et al., 2020a; WU et
al., 2020).

Sabe-se que a enzima LDH esta presente em todas as células humanas,
incluindo células do miocardio e do figado e é associada com morte celular litica
(LEGRAND et al., 1992). Um estudo recente com pacientes demonstrou pacientes
com niveis elevados de LDH se correlaciona com maior escore clinico e, portanto,
com a gravidade da COVID-19. Além disso, a enzima LDH também se correlaciona
com enzimas hepaticas elevadas, tais como AST, troponina | e peptideo natriurético
nesses pacientes. Dessa forma, esses estudos sugerem que a enzima LDH seja um
biomarcador para o reconhecimento precoce de lesdo tecidual em pacientes graves
(HAN et al., 2020; WU et al., 2020; ZENG et al., 2020).

O aumento significativo das citocinas IL-6, IL-7, IL-10, IL-18, G-CSF, M-CSF,
MCP-1, MCP-3, IP-10, MIG e MIP-1a também foi associado a gravidade da COVID-
19. Curiosamente, a indugcdo destas citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias por
SARS-CoV-2 foi observada ndo apenas em pacientes sintomaticos, mas também em
casos assintomaticos, e os niveis dessas citocinas voltaram ao normal apds a
recuperacéo (CHEN et al., 2020a; CHI et al., 2020b; HUANG et al., 2020a).

1.4. COVID-19: Imunopatogénese

O SARS-CoV-2 possui patogénese similar ao SARS-CoV-1, caracterizada por
duas fases (CHANNAPPANAVAR et al., 2016). A primeira fase é representada pela
replicagdo viral resultante do dano tecidual mediado pelo virus. O grau do dano
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determina a patogénese da segunda fase que é caracterizada pelo recrutamento de
células imunes causando uma resposta inflamatoria sistémica e local que persiste
mesmo apos o clearance viral (HAN et al., 2020; HUANG et al., 2020a; WU et al.,
2020).

Existem duas hipoteses que explicam a fisiopatologia da COVID-19 grave: as
inabilidades de montar uma resposta antiviral eficaz e a inabilidade de controlar a
resposta inflamatoria (Fig. 4)

Alguns mecanismos de indugao de inflamacéo pelo SARS-CoV-2 tém sido
investigados. Inicialmente, foi identificado que pacientes diagnosticados com COVID-
19 grave possuem niveis de TLR2 elevados juntamente com um aumento da
expressao génica das proteinas adaptadoras MYD88 e TRIF em comparagédo com
pacientes saudaveis (HADJADJ et al.,, 2020; ZHENG et al., 2021) Khan e
colaboradores demonstraram que o reconhecimento da proteina S viral ocorre via
TLR2 que dimeriza com TLR1 e TLR6 para ativar MyD88 e, em seguida, NF-kB,
levando a transcrigdo de citocinas inflamatorias IL-6, IL-13, TNF, CXCL1, CXCL2,
CCL2 em macrofagos. No entanto, esse reconhecimento via TLR2 n&o induz a
transcrigdo de IFN-I (KHAN et al., 2021; ZHENG et al., 2021).

Outros PRRs citosodlicos reconhecem proteinas do SARS-CoV-2, incluindo o
RIG-I, MDA-5 e LGP2, que medeiam o reconhecimento de RNA viral em células
epiteliais pulmonares infectadas e iniciam a defesa antiviral de linha de frente por meio
de mecanismos dependentes e independentes de IFN-I (YAMADA et al., 2021; YIN et
al., 2021).

A producao de IFN tipo | pelas células hospedeiras € critica para limitar a
replicagcdo viral e promover a imunidade antiviral (MERAD et al., [s.d.]). Em
comparagao com outros virus respiratorios, a infecgdo por SARS-CoV-2 gera a uma
resposta transcricional antiviral mais baixa, caracterizada por baixos niveis de IFN-I e
IFN-IIl e expressdo elevada de quimiocinas que recrutam células efetoras, o que
poderia explicar o estado pro-inflamatério da COVID-19 (BLANCO-MELO et al., 2020).
Variantes de perda de fungdo em “loci” que controlam a produgdo de IFN tipo |
dependente de TLR3 e IRF7 foram identificadas em um numero pequeno de pacientes
graves (ZHANG et al., 2020). Autoanticorpos contra IFN-a e IFN-o (BASTARD et al.,
2020; CHANG et al., 2021; WANG et al., 2021) foram identificados em pacientes com
doenga grave e demonstraram contribuir para a eliminacgéo viral atrasada(WANG et
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al., 2021). Descobriu-se recentemente que os autoanticorpos neutralizantes para IFN-
o e IFN-o aumentam com a idade (BASTARD et al., 2020), sugerindo que os
autoanticorpos de IFN tipo | podem preceder a doencga e servir como um biomarcador
da gravidade da doenga (MERAD et al., [s.d.])

Autopsias de pacientes com COVID-19 demonstraram que existe uma baixa
infeccdo viral ativa e um acumulo consideravel de células imunes, sugerindo que a
faléncia de 6rgéos ndo seja provavelmente resultante de um dano tecidual induzido
pela replicagdo viral, mas seja causado por uma ativagado exacerbada do sistema
imune e dano vascular. Logo, as complicagdes em casos graves a criticos de COVID-
19 sao frequentemente imunomediadas, e ndo causadas pela prépria replicagéo viral
(MERAD et al., [s.d.]).

Além do problema da persisténcia viral por fatores descritos acima, existe a
incapacidade de conter resposta inflamatéria exacerbada na COVID-19 (Figura 4).

Um estudo de transcriptoma de pacientes com COVID-19 revelou que houve
um predominio de mondcitos inflamatorios produtores de IL13 em comparagdo com
os controles saudaveis (WEN et al., 2020). Corroborando com esse achado, outro
estudo evidenciou um excesso de mondocitos imaturos circulantes, neutréfilos e
progenitores mieloides durante a primeira fase da infecgdo em pacientes graves,
provavelmente devido ao atraso na depuracéo viral (SCHULTE-SCHREPPING et al.,
2020; SILVIN et al., 2020). As células mieloides circulantes produzem quantidades
excessivas de moléculas inflamatérias que promovem aumento da permeabilidade
vascular e dano tecidual. Por outro lado, os macrofagos residentes no tecido pulmonar
que desempenham um papel fundamental na homeostase e reparo do tecido chegam
a exaustdo em pacientes graves (DELOREY et al., 2021; LIAO et al., 2020).

Enquanto ha um aumento de células mieloides, especialmente mondcitos, em
pacientes com COVID-19, a infeccdo por SARS-CoV-2 pode causar linfopenia,
afetando principalmente as células T CD4+ (WEN et al., 2020) e CD8+, resultando na
reducdo da produgao de IFN-y por células TCD4+ (CHEN et al., 2020a).

A reducdo do numero de DCs e linfopenia profunda de células T impulsionada
pelo recrutamento de células T para os tecidos ou apoptose dessas células como
resultado do excesso de citocinas pro-inflamatérias € comum em pacientes graves
(MATHEW et al., 2020; ZHOU et al., 2020) e pode contribuir a depuragéo viral
deficiente mediada por células T defeituosas. Foi demonstrado que defeitos nas
respostas imunes tipo 1(MATHEW et al., 2020) e excesso de imunidade tipo 2 se
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correlacionam com COVID-19 grave (LUCAS et al., 2020), sugerindo que uma
resposta imune adaptativa mal orquestrada contra o virus também pode levar ao
atraso na eliminagéao viral e progressédo da doenga (MERAD et al., [s.d.]).

A expanséo substancial dos plasmablastos atingindo até 30% das células B
circulantes também foi relatada em pacientes graves (KANEKO et al., 2020).

Autoanticorpos patogénicos foram identificados na COVID-19 grave, incluindo
autoanticorpos anti-fosfolipideos, causando coagulos em modelos murinos (ZUO et
al., 2020). Além disso, foi observado que a fagocitose celular dependente de anticorpo
esta aumentada em pacientes devido aos autoanticorpos anti-CD38 ou anti-CD3,
contribuindo para a linfopenia profunda observada em alguns pacientes (WANG et al.,
2021). Autoanticorpos também foram observados no fluido cerebrospinal de pacientes
com sintomas neurologicos (FRANKE et al., 2021).

A hipercoagulacdo, danos endoteliais e embolia arterial e venosa sdo muito
comuns na COVID-19 grave (LIVANOS et al., 2021). Embora os mecanismos exatos
da hipercoagulacédo nado estejam esclarecidos, acredita-se que pode ser resultado de
danos virais diretos a vasculatura ou respostas inflamatorias graves, que podem
alterar o endotélio vascular e induzir a ativagédo de plaquetas, mondcitos e macréfagos
que, por sua vez, promovem a liberacado de fator tecidual, fator de von Willebrand e
fator VIII, levando a producédo de trombina e formacgéo de coagulos de fibrina (PERICO
et al., 2021).

Inabilidade para montar uma resposta imune Inflamagao patogénica

Plasmablasto
Macréfago alveolar

SARS-CoV-2
CélulaT
Célula B

Mondécito

Recrutamento de células mieloides,
Dano vascular, coagulo sanguineo,
Dano tecidual

- Atraso da resposta de

IFN-I

- Funcgéao de

apresentagao de

antigeno alterada

- Macréfagos alveolares )

com fungo prejudicada Excesso de mielopoese e liberagéo de células mieloides
Extravazamento vascular

Virus pgrsiste

Figura 6. Patogénese da COVID-19. A incapacidade de montar uma resposta antiviral oportuna e
eficaz devido a resposta retardada do IFN-I, fungdo alterada de apresentagdo do antigeno ou
macroéfagos residentes no tecido encontram-se alterados, o que € comum em individuos mais velhos,
promove a persisténcia viral e o dano tecidual prolongado que desencadeia uma permeabilidade
vascular prolongada com recrutamento de células mieloides para o local da infecgao. O aumento da
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mielopoese e o dano vascular comum em individuos mais velhos e em pacientes com doencas
inflamatdrias crénicas contribuem ainda mais para o aumento da liberagdo de células mieldides
inflamatérias da medula éssea para a circulagdo sanguinea e seu recrutamento para o local da
infecgao, levando a danos teciduais profundos, lesGes vasculares e coagulos sanguineos comuns em
pacientes com doencga grave.

1.5. COVID-19: Profilaxia e Tratamento

As seguintes classes de medicamentos estdo sendo avaliadas ou
desenvolvidas para o manejo da COVID-19: antivirais (por exemplo, remdesivir,
favipiravir), anticorpos (por exemplo, plasma convalescente, imunoglobulinas
hiperimunes), agentes anti-inflamatorios (dexametasona, estatinas), terapias
imunomoduladoras direcionadas (por exemplo, tocilizumabe, sarilumabe, anakinra,
ruxolitinibe), anticoagulantes (por exemplo, heparina) e anti-fibréticos (por exemplo,
inibidores de tirosina quinase). E provavel que diferentes modalidades de tratamento
possam ter diferentes eficacias em diferentes estagios da doenca e em diferentes
manifestagdes da doencga. Espera-se que a inibigao viral seja mais eficaz no inicio da
infecc&do, enquanto, em pacientes hospitalizados, agentes imunomoduladores podem
ser uteis para prevenir a progressao da doenga e anticoagulantes podem ser uteis
para prevenir complicagdes tromboembdlicas (WIERSINGA et al., 2020).

Dados emergentes indicam que a terapia com dexametasona reduz a
mortalidade em 28 dias em pacientes que necessitam de oxigénio suplementar em
comparagao com os cuidados usuais (21,6% vs 24,6%; razado de taxa ajustada a
idade, 0,83 [IC 95%, 0,74-0,92]) e que o remdesivir melhora o tempo para recuperagao
(alta hospitalar ou sem necessidade de oxigénio suplementar) de 15 a 11 dias
(WIERSINGA et al., 2020a).

Em um estudo randomizado de 103 pacientes com COVID-19, o plasma
convalescente n&o reduziu o tempo de recuperacgéo (LI et al., 2020a). A profilaxia
tromboembdlica com heparina subcutanea de baixo peso molecular € recomendada
para todos os pacientes hospitalizados com COVID-19 (LEVI et al., 2020). Estudos
estdo em andamento para avaliar se certos pacientes (ou seja, aqueles com dimero

D elevado) se beneficiam da anticoagulacao terapéutica (WIERSINGA et al., 2020a).

Vale ressaltar que os ensaios clinicos em andamento visam a inibigao da
sinalizacdo do inflamassoma e da IL-1 usando diferentes drogas, incluindo Anakinra
(CAVALLI et al., 2021; HUET et al., 2020).
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Uma caracteristica marcante do cenario de desenvolvimento de vacinas para
COVID-19 é a variedade de plataformas tecnoldgicas que tem sido avaliadas,
incluindo acido nucleico (DNA e RNA), particula semelhante a virus, peptideo, vetor
viral (replicante e ndo replicante), proteinas recombinantes, virus vivos atenuados e
abordagens de virus inativados. as novas plataformas baseadas em DNA ou mRNA
oferecem grande flexibilidade em termos de manipulagao de antigenos e potencial de
velocidade. As vacinas baseadas em vetores virais oferecem um alto nivel de
expressao de proteinas e estabilidade a longo prazo, além de induzir fortes respostas
imunes. Por fim, ja existem vacinas licenciadas a base de proteinas recombinantes
para outras doencas e, portanto, tais candidatas poderiam aproveitar a capacidade de
producdo em larga escala existente. Para algumas plataformas, os adjuvantes podem
aumentar a imunogenicidade e viabilizar doses mais baixas, permitindo assim a

vacinagado de mais pessoas sem comprometer a protegao (Le et al., 2020).

1.6. INFLAMASSOMAS

A indugao de processos inflamatérios na célula hospedeira muitas vezes requer
o envolvimento de inflamassomas, que sao plataformas de proteinas que se agregam
no citosol em resposta a diferentes estimulos (BROZ; DIXIT, 2016a). A ativacado do
inflamassoma ocorre por meio de dois sinais (Figura 8). O primeiro sinal ocorre
quando ha engajamento de um PRR que reconhece determinado PAMP ou através
da sinalizagao de citocinas pro-inflamatorias como TNF e IL-6. O segundo sinal pode
ocorrer em resposta a sinais de dano como efluxo de potassio (K+), dano lisossomal
e ROS (SWANSON; DENG; TING, 2019; TSCHOPP; SCHRODER, 2010).

Os inflamassomas sao formados por pelo menos 3 componentes: a caspase
inflamatoria, CASP1, uma molécula adaptadora ASC (proteina “speck-like” associada
a apoptose com dominio de recrutamento de caspase), e uma proteina que age como
sensor/receptor (NLRP1, NLRP12, NLRP3, NAIP1, NAIP2, NAIP5 ou AIM2) (Figura
7). Esse sensor determinara a especificidade do inflamassoma, podendo ser ativadas
frente a produtos microbianos ou a sinais de estresse celular. A ativagdo do sensor
através do reconhecimento do seu agonista especifico leva a sua oligomerizagéo que
permite o recrutamento da molécula adaptadora (ASC) e CASP1. A CASP1 ¢é ativada
por clivagem proteolitica e promove a ativagédo de substratos, incluindo as citocinas
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inflamatorias IL-1B e IL-18 e gasdermina-D (GSMD), uma proteina formadora de poros
que induz uma forma inflamatéria de morte celular chamada piroptose (BROZ; DIXIT,
2016b).

NLRP3
RNA, toxinas, L
AT, — R PYD
cristais R
AIM2
PNA= 'HIN200 PYD CARD Caspase-11 == GSDMD == Piroptose
NLRC4
L ASC 7
;-CARD ~ PYD |CARD CARD Caspase-1 wmmp Pro-iL-18 mmmp = IL-1B
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Figura 7. Inflamassomas. Os inflamassomas candnicos contém sensores pertencentes a familia NLR
ou ALR. O NLRP3 ¢ ativado por uma ampla variedade de sinais, incluindo citotoxinas formadoras de
poros, ATP, acido urico e alimen. NLRC4 ¢é ativado por flagelina bacteriana e componentes T3SS,
NLRP1b é ativado por toxina letal do antraz e AIM2 é ativado por dsDNA citosélico. Uma vez ativados,
os receptores formam um complexo de inflamassoma com ou sem molécula adaptadora, ASC, e
recrutam procaspase-1, que é subsequentemente clivada em caspase-1 ativa. A caspase-1 cliva as
pro-formas de IL-1B e IL-18 em suas formas ativas, bem como induz a morte celular. Abreviaturas:
AIM2, ausente no melanoma 2; ALR, receptor do tipo AIM2; ASC, proteina “speck like’associada a
apoptose contendo um CARD; IL, interleucina; NLR, dominio de ligagdo ao nucleotideo (NBD) e familia
contendo repetigao rica em leucina (LRR); T3SS, sistema de secregao tipo Ill.

O inflamassoma de NLRP3 é o mais estudado dessas plataformas e
compreende o receptor NLRP, ASC e CASP1 (BROZ; DIXIT, 2016b). A ativacéo de
NLRP3 em resposta a infec¢des microbianas, danos celulares ou agregados no
citoplasma da célula hospedeira promove a polimerizagdo de ASC, levando a
formacdo de uma estrutura microscopica chamada “puncta” ou “speck” que € uma
marca registrada de inflamassomas ativos nas células (HAUENSTEIN; ZHANG; WU,
2015).

A ativacdo candnica do inflamassoma NLRP3 ocorre em resposta a moléculas
que induzem diretamente a formacdo de poros ou danificam as membranas,

permitindo o efluxo da ativagdo do NLRP3 mediada por K+ (BROZ; DIXIT, 2016a; HE;
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HARA; NUNEZ, 2016; RUHL; BROZ, 2015; SHI; GAO; SHAO, 2017). Por outro lado,
a ativacao da Caspase-4/CASP4 humana (caspase-11/CASP11 de camundongo) leva
a ativagao nao canénica de NLRP3, um processo que requer uma molécula formadora
de poros intracelular para promover a liberagao de K+ e permitir a ativagcdo de NLRP3
(BAKER et al., 2015; RUHL; BROZ, 2015; SCHMID-BURGK et al., 2015) (Figura 8).
Moléculas que desencadeiam a ativacao de CASP4/11 no citoplasma de células de
mamiferos incluem lipopolissacarideos bacterianos, lipofosfoglicanos de parasitas e
moléculas endogenas, como fosfolipidios oxidados(DE CARVALHO et al., 2019;
HAGAR et al.,, 2013; KAYAGAKI et al.,, 2011; ZANONI et al., 2016). Apesar da
importancia da piroptose na imunidade antiviral (KURIAKOSE; KANNEGANTI, [s.d.]),
o papel do CASP4/11 nas infec¢des virais permanece pouco compreendido.
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Figura 8. Ativagdao candnica e nao candnica do inflamassoma de NLRP3. O 1° sinal (“priming”;
esquerda) é fornecido pela ativagdo de citocinas ou padrdes moleculares associados a patdégenos
(PAMPs), levando a regulagao positiva da transcrigdo de NLRP3, pro-IL-18 e a pro-IL-18. O 2° sinal
(ativagao; direita) é fornecido por qualquer um dos numerosos PAMPs ou padrSes moleculares
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associados a danos (DAMPs), como particulas, cristais e ATP, que ativam varios eventos de
sinalizagdo. Estes incluem efluxo de K*, fluxo de Ca?*, ruptura lisossémica, producdo de espécies
reativas de oxigénio mitocondrial (mtROS), relocalizagéo de cardiolipina para a membrana mitocondrial
externa e liberagdo de DNA mitocondrial oxidado (Ox-mtDNA), seguido de efluxo de CI. Quando ha
ativagao da caspase-4 (em humanos) ou caspase-11 (em camundongos) também ha formagao de poro,
com efluxo de K+ e ativagdo nao candnica de NLRP3. A formagao do inflamassoma ativa a caspase-1,
que por sua vez cliva a pro-IL-18 e a pré-IL-18. A gasdermina D (GSDMD) também é clivada e se insere
na membrana, formando poros e induzindo piroptose CARD, dominio de recrutamento de caspases;
GSDMD, gasdermina D; HK, LRR, repeti¢cao rica em leucina; ROS, espécies reativas de oxigénio; K*,
potassio.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a ativacao do inflamassoma na infeccéo por SARS-CoV-2 e a sua participagao
no desenvolvimento da COVID-19 grave.

2.2, Objetivos especificos

2.2.1. Investigar a ativagéo do inflamassoma em mondcitos humanos infectados com
SARS-CoV-2 in vitro.

2.2.2. Avaliar a participacdo da CASP4/CASP11 na ativagdo do inflamassoma em
monaocitos humanos e macrofagos murinos infectados com SARS-CoV-2 in vitro.
2.2.3. ldentificar se a morte celular por piroptose ocorre em monaocitos humanos e
macrofagos murinos resposta a infecgédo pelo SARS-CoV-2.

2.2.4 Avaliar as possiveis vias de regulagdo da ativacdo do inflamassoma em
macrofagos murinos infectados in vitro.

2.2.5. Investigar a importancia da CASP11 para a ativagdo do inflamassoma de
NLRP3 em animais Casp11**, Casp11*- e Casp117 infectados com SARS-CoV-2 in
Vivo.

2.2.6. Avaliar a participagdo da CASP11 na fisiopatologia e no desenvolvimento da
doenga em animais Casp11**, Casp11*- e Casp11” infectados com SARS-CoV-2 in
Vivo.

2.2.7. Investigar a expressdo de componentes do inflamassoma e sua ativagdo em
amostras de nasofaringe, tecido pulmonar e em células mononucleares periféricas do
sangue de pacientes com COVID-19.

2.2.8. Avaliar os produtos da ativagao do inflamassoma no sangue de pacientes leves,

moderados e graves a fim de correlaciona-los com a magnitude da doenca.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Declaragbes Eticas

Todos os experimentos realizados com amostras humanas e com animais foram
aprovados pelo comité de ética institucional. Isso inclui experimentos com amostras
de sangue humano (Protocolo do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das
Clinicas de Ribeirdo Preto - USP: CAAE, n° 06825018.2.3001.5440) e experimentos
com autépsias pulmonares (Comité de Etica em Pesquisa da FMRP/USP sob
protocolo n° 4.089.567). Todos os experimentos com camundongos foram conduzidos
de acordo com as diretrizes dos comités de ética institucional para cuidados com
animais da Comiss&o de Etica em Experimentacéo Animal da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto, FMRP/USP (Protocolo aprovado numero 133/2020).

3.2. Pacientes

Um total de 124 pacientes com COVID-19 que testaram positivo usando RT-PCR
conforme descrito anteriormente (CORMAN et al., 2020; NALLA et al., 2020) foram
incluidos neste estudo. Os pacientes foram classificados de acordo com suas
manifestagdes clinicas em (1) casos leves, nos quais os sintomas clinicos s&o leves
e ndo ha manifestagdo de pneumonia nos exames de imagem; (2) casos moderados,
nos quais os pacientes apresentam sintomas como febre e sintomas do trato
respiratorio e manifestagées de pneumonia identificaveis em exames de imagem; e
(3) casos graves, significando adultos que preencheram qualquer um dos seguintes
critérios: frequéncia respiratéria >30 respiragées/min, saturagdes de oxigénio de 93%
em estado de repouso e pressao parcial arterial de oxigénio (PaO2)/concentragao de
oxigénio (FiO2) < 300 mm Hg (WU; MCGOOGAN, 2020). Os pacientes foram
hospitalizados no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto
da Universidade de S&o Paulo de 6 de abril a 2 de julho de 2020. A Tabela 1 resume
os registros clinicos, laboratoriais e de tratamento. Também coletamos amostras de
73 controles saudaveis pareados por idade e sexo. Os controles foram coletados
antes da pandemia da COVID-19 ou testaram negativo para COVID-19 usando RT-
PCR e/ou sorologia (anticorpos IgM e 1gG especificos; kits Asan Easy Test COVID-19
IgM/IgG; Asan Pharmaceutical Co.)
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Tabela 1. Caracteristicas dos pacientes com COVID-19

Demografia %
Numero 124
Idade (anos) 59.25+18.01
Sexo feminino 50 4%

Comorbidades

Hipertensao 61 49%
Obesidade 61 49%
Diabetes 46 37%
Tabagismo 33 26%
Doencga cardiaca 23 18%
Doenca pulmonar 20 16%
Doenca renal 13 10%
Cancer 11 8%
Historico de infarto 9 7%
Imunodeficiéncia 6 4%
Doencas autoimunes 2 1%

Achados laboratoriais

PCR (mg/dL)* 12.55+8.95
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Dimero D (pg/mL)** 2.47+2.59

LDH (U/liter)# 565.147+325.9
Ferritina (ng/mL)& 1,225.07+1,762.9
Hemoglobina (g/dL) 12.31+2.34
Neutrdfilos (cell/mm3) 6,728.443+3,903.57
Linfocitos (cell/mm?) 1307.37+789.1
Plaquetas (count/mms3) 253,426.2+111,616.3

Medicamentos

Heparina 112 90%
Antibioticos 110 88%
Glicocorticoides 58 46%
Oseltamivir 56 45%
Antimalarico 45 36%

Capacidade respiratoéria

Ventilagdo mecanica 56 45%
Oxigénio por cénula nasal 111 89%
pO2 77.77+29.17
SatO2 93.37+5.72
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Gravidade da doenga

Leve 7 6%
Moderada 49 39%
Grave 68 55%

Desfecho clinico

Morte 34 27%

*PCR: proteina C reativa (valor normal <0.5 mg/dl); **Dimero D (valor normal <0.5 ug/ml); *LDH: lactato

desidrogenase (valor de referéncia: 120-246 U/liter); 4Ferritina (valor de referéncia: 10-291 ng/ml)

3.3. Isolamento de PBMCs

O sangue total foi coletado de doadores saudaveis (Protocolo do Comité de Etica do
Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto Universidade de Sao Paulo: Certificado de
Apresentacdo para Apreciagdo Etica, n° 06825018.2.3001.5440) em tubos contendo
EDTA (BD Vacutainer CPT; BD Biosciences), conforme as instru¢des do fabricante.
O material foi centrifugado a 400 xg por 10 minutos a temperatura ambiente. Em
seguida, o plasma foi descartado e o pellet celular foi ressuspendido em PBS 1x, pH
7,4 (Gibco-BRL). As células foram adicionadas em uma coluna de gradiente Ficoll-
Paque PLUS (GE Healthcare Biosciences AB). Em seguida, foram centrifugadas a
640xg por 30 min em temperatura ambiente para obter a fragdo mononuclear
purificada, que foi cuidadosamente coletada e transferida para um novo tubo. As
células foram lavadas e o pellet foi ressuspendido em RPMI para analises
subsequentes. Para experimentos de infec¢édo in vitro, os PBMCs de voluntarios
saudaveis foram quantificadas e os mondcitos (células CD14+) foram purificados por
selegcédo positiva com nanoparticulas magnéticas (BD). Resumidamente, os PBMCs
foram marcadas com BD IMag Anti-human CD14 Magnetic Particles - DM. As células

foram transferidas para uma placa de cultura de 48 pocos e colocadas sobre um
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campo magnético da separagao de células. As células marcadas migraram em diregcéo
ao iméa (fragdo positiva), enquanto as células ndo marcadas foram retiradas (fracéo
negativa). A placa foi entdo removida do campo magnético para ressuspenséo da
fracao positiva. A separacéo foi repetida duas vezes para aumentar a pureza da fragcao
positiva e os mondcitos CD14+ foram usados para experimentos de infecgéo.

3.4. Macroéfagos derivados da medula 6ssea

Macrofagos derivados da medula 6ssea foram obtidos como descrito anteriormente
[28]. Resumidamente, os camundongos foram sacrificados e as células da medula
ossea foram isoladas dos fémures. As células foram cultivadas em RPMI 1640 (Gibco,
Thermo Fisher Scientific, Massachussetts, EUA) suplementado com 20% de soro fetal
bovino (FBS) (Gibco) e 10% de um meio condicional de célula 3T3, que expressa M-
CSF de camundongo como uma fonte de fator de estimulagdo de col6nia de
macrofagos, por 7 dias, a 37°C, 5% COZ2. As células foram separadas com PBS 1x
gelado, ressuspendidas em RPMI 1640 suplementado com 10% de FBS (R10) e
plaqueadas conforme indicado. A incubacéao de células ndo infectadas e infectadas foi
feita a 37°C, 5% de CO2.

3.5. Producao de estoque viral

O SARS-CoV-2 utilizado foi a cepa Brasil/SPBR-02/2020 que foi propagada em
condigdes de BSL3. Antes da infecg¢do, as células Vero CCL81 foram lavadas com
PBS1x. Em seguida, as células foram infectadas com o inéculo viral usando DMEM
com tratamento com tripsina-TPCK (1ug/pL) a 37°C, 5% de CO2. Quando o efeito
citopatico induzido pelo virus foi observado, as células foram coletadas e
centrifugadas (10.000 x g). O sobrenadante foi armazenado a -80°C e a titulagdo do
virus foi realizada em células Vero CCL81.

3.6. Infecgao in vitro de monécitos humanos

Um total de 2 x 10° mondcitos humanos purificados foram plaqueados em placas de
48 pocos e infectados com SARS-CoV-2 em uma multiplicidade de infecgdo (MOI) de
0,2, 1 e/lou 5. Ap6s 1 h de adsor¢do de virus, fresco meio (RPMI 2% FBS sem
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Vermelho de Fenol), com ou sem o inibidor de NLRP3 MCC950 (InvivoGen), 10 uM,
foi adicionado. Como controle para a atividade do virus, inativamos o SARS-CoV-2
usando irradiacdo UV por 20 minutos e os usamos no mesmo MOI indicado para o
SARS-CoV-2 viavel. Como controle negativo, utilizou-se o0 mock, que consistiu em
meio de células Vero ndo infectadas. Nigericina (20 pM) foi utilizada como controle
positivo para ativacédo do inflamassoma. As células foram incubadas durante 24 h a
37°C na presenga de uma atmosfera de 5% de COZ2. Apds a incubacgao, as células
foram processadas para ensaios de imunofluorescéncia e o sobrenadante foi coletado
para determinacao da ativagdo da caspase-1, producao de citocinas e quantificacédo
de LDH. Para fins de medigdes do genoma do virus, as células foram lavadas 1 h apos
a adsorcdo do virus com PBS 1x para remover completamente os virus nao
internalizados, e meio fresco (RPMI 2% FBS sem vermelho de fenol) foi adicionado.
O genoma do virus foi medido nos sobrenadantes 8 e 24 h apds a infecgao.

3.7. Avaliagao da atividade da caspase-1 ativa e liberagao de LDH em monécitos

em cultura

Para determinacao de caspase-1 e LDH, 2 x 10° mondcitos CD14+ humanos foram
plaqueados em placas de 48 pocos em RPMI suplementado com 10% de soro fetal
bovino (FBS) e incubados durante a noite. No dia seguinte, as células foram infectadas
com SARS-CoV-2 usando MOI 5 em RPMI sem vermelho de fenol (3,5 g/litro de
Hepes, 2 g/litro de NaHCO3, 10,4 g/litro de RPMI sem vermelho de fenol e 1% de
glutamina, pH 7,2). Ap6s 1 h de adsorg&o do virus, meios frescos (RPMI 2% FBS sem
Phenol Red) com ou sem MCC950 a 10 uM foram adicionados e as células foram
incubadas por 24 h. Para medir a atividade da caspase-1, os sobrenadantes foram
coletados e incubados com o substrato Luciferin WEHD fornecido pelo Caspase-Glo
1 Assay (Promega). Apos 1 h de incubacg&o a temperatura ambiente, a luminescéncia
foi medida usando o sistema SpectraMax i3 (Molecular Devices). A liberagdo de LDH
foi medida nos sobrenadantes usando o Kit CytoTox 96 (Promega) seguindo as
instru¢des do fabricante.

50



Rodrigues T.S. Material e Métodos

3.8. RT-PCR para SARS-CoV-2

A deteccdo de SARS-CoV-2 foi realizada com conjuntos de primer-probe para 2019-
nCoV_N2 e gene E, de acordo com os protocolos do grupo de controle e prevengao
de doencgas dos EUA (CORMAN et al., 2020; NALLA et al., 2020). Os genes avaliados
(gene de manutencgédo N2, E e RNase-P) foram testados por RT-PCR em tempo real
de uma etapa usando acidos nucleicos totais extraidos com TRIzol (Invitrogen) de 50
ul de sobrenadantes celulares para medir o genoma viral dos ensaios in vitro. Todos
os ensaios de PCR em tempo real foram feitos em um termociclador de PCR em
tempo real Step-One Plus (Applied Biosystems). Resumidamente, a extragdo de RNA
foi realizada por TRIzol. Um total de 100 ng de RNA foi usado para a amplificagdo do
genoma, adicionando primers especificos (20 uM) e sonda (5 uM), e com TagPath 1-
Step RT-PCR Master Mix quantitativo (Applied Biosystems), com os seguintes
parametros: 25°C por 2 minutos, 50°C por 15 minutos e 95°C por 2 minutos, seguidos
por 45 ciclos de 94°C por 5 segundos e 60°C por 30 segundos. Os primers utilizados
foram os seguintes: N2 direto: 59-TTACAAACATTGGCCGCAAA-39, N2 reverso: 59-

GCGCGACATTCCGAAGAA-39; sonda N2: 59-FAM-
ACAATTTGCCCCAGCGCTTCAG-BHQ1-39 (NALLA et al., 2020); E para frente: 59-
ACAGGTACGTTAATAGTTAATAGCGT-39, E reverso: 59-
ATATTGCAGCAGTACGCACACA-39; sonda E: 59-AM-ACAC-

TAGCCATCCTTACTGCGCTTCG-BHQ-1-39 (CORMAN et al.,, 2020); RNase-P
direta: 59-AGATTTGGACCTGCGAGCG-39, RNase-P reversa: 59-
GAGCGGCTGTCTCCACAAGT-39; e sonda RNase-P: 59-FAM-
TTCTGACCTGAAGGCTCTGCGCG-BHQ-1-39 (NALLA et al., 2020).

3.9. Western blotting e ensaio de “pull-down”para avaliagao de CASP11 ativa em
BMDMs

Para medirmos a expressdo de CASP11 por western blot, 1x108 BMDMs foram
infectados com SARS-CoV-2 MOI de 1 por 8h. Em seguida, as células foram lisadas
com 40 pL de RIPA suplementado com coquetel de inibidor de protease a 4% (Roche).
Para CASP11 ativo, 1x108 células foram estimuladas com agonista de TLR2 PAM-
3Cys por 4 horas para ativagao do primeiro sinal, e, em seguida foram reabastecidas

com meio fresco contendo 20 uM de biotina-VAD-FMK (Enzo) 15 min antes da
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infecgdo. Em seguida, as células foram infectadas com SARS-CoV-2 MOI de 1 por 8
horas. Em seguida, os BMDMs foram lavados duas vezes com PBS 1x e as células
foram lisadas em 100 uL de tampao RIPA suplementado com coquetel inibidor de
protease (Roche). Os lisados limpos foram equalizados de acordo com o teor de
proteina total, incubados durante a noite com esferas de estreptavidina-sefarose
(Invitrogen) e lavadas com tampao RIPA. As proteinas ligadas foram eluidas por
ressuspensao em tampao de amostra Laemmli, fervidas por 5 minutos e separadas
por eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida a 15%. Apds esse processo, as
proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose e as membranas
foram incubadas durante a noite, a 4°C sob agitagdo suave com anticorpo Anti-
CASP11 (ABCAM) diluido 1:1000 em leite em p6 desnatado a 5% em TBS 1X com
0,01 % Interpolagéo. A B actina foi marcada com anti-f actina de camundongo (Santa
Cruz 1:3000) diluida em 5% de leite em pd desnatado em TBS 1X com 0,01% de
Tween. As membranas foram incubadas por 1h com anticorpo secundario de cabra
anti-HRP de coelho ou cabra anti-rato de camundongo (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA)
e analisadas usando ECL™ Prime Western Blotting System (GE Healthcare, lllinois,
EUA) e um Amersham Imager 600 (GE Healthcare, lllinois, EUA).

3.10. Avaliagao da liberacao de IL-18 e LDH em sobrenadantes de cultura de
BMDMs

2 x 10° macréfagos derivados da medula dssea foram plaqueados em placas de 48
pocos em RPMI 10% FBS e incubados durante a noite. No dia seguinte, as células
foram iniciadas com PAM3cys 300ng/mL por 4 horas. O estimulo PAM3cys foi entdo
removido e as células foram infectadas com SARS-COV-2 usando MOl de 1 e MOI de
5. Apos 1h de adsorgédo, RPMI sem vermelho de fenol (3,5 g/L HEPES, 2 g/L NaHCO3,
10,4 g/L RPMI sem vermelho de fenol, glutamina a 1%, pH 7,2) foi adicionado ao meio
completo e as células foram incubadas por 24h. O sobrenadante foi coletado para
avaliarmos a liberagéo de IL-13 e LDH. A liberagdo de LDH foi medida usando o ensaio
CytoTox 96 (Promega, Winsconsin, EUA), seguindo as instru¢des do fabricante. A IL-
1B foi quantificada por ELISA (R&D Systems) nos sobrenadantes de macrofagos

infectados in vitro seguindo as instrugdes do fabricante.
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3.11. Avaliacao da atividade da caspase-1 em PBMCs de pacientes com COVID-
19

Para avaliarmos a ativagdo da caspase-1, 5 x 10° PBMCs de pacientes com COVID-
19 ou doadores saudaveis foram centrifugados (400 xg, 10 min) e as células foram
marcadas por 30 min com o reagente FLICA carboxifluoresceina (FAM-YVAD-FMK ;
Tecnologias de Imunoquimica), conforme recomendado pelo fabricante. As células
foram entdo lavadas duas vezes com PBS 1x e fixadas com reagente fixador fornecido
pelo fabricante. A aquisicéo foi realizada em células fixas em citdmetro de fluxo (BD
Accuri C6; BD Biosciences) e posteriormente analisadas com o software FlowdJo (Tree
Star). Para avaliarmos a atividade da caspase-1 em sobrenadantes, 2 x 10° PBMCs
de pacientes com COVID-19 foram plaqueados em placas de 96 pocos e incubados
durante a noite. Para medirmos a atividade da caspase-1, os sobrenadantes foram
coletados e o ensaio Caspase-Glo 1 (Promega) foi realizado seguindo as instrugdes
do fabricante.

3.12. Coloragao por imunofluorescéncia de células isoladas

Inicialmente, 5 x 10° PBMCs de pacientes com COVID-19 foram plaqueados em
camaras laminares (“‘chamber slides”) de 8 pogos por 1 h em RPMI sem FBS para
adesao de monocitos antes da fixacdo. Para marcacgao de células infectadas in vitro,
2 x 10° mondcitos humanos foram plaqueados em placas de 24 pogos contendo
laminulas e infectados com SARS-CoV-2 no MOI indicado por 16 h. Para fixacdo das
amostras, os sobrenadantes da cultura de tecidos foram removidos e as células foram
fixadas com paraformaldeido a 4% por 20 minutos em temperatura ambiente. O
paraformaldeido foi removido, as células foram lavadas com PBS 1x e as laminulas
ou camaras foram processadas para imunofluorescéncia conforme descrito. As
células foram bloqueadas e permeabilizadas usando PBS 1x com soro de cabra e
saponina a 0,05% por 1 h em temperatura ambiente. Os anticorpos primarios
utilizados foram mAb de coelho anti-NLRP3 humano (clone D2P5E, lote 2; 1: 1.000;
Cell Signaling) ou anticorpo policlonal de coelho anti-ASC humano (1:2.000; Adipogen
AL177). Os anticorpos foram diluidos em solugédo de bloqueio e adicionados a cada
camara/laminula. Apos 1 h de incubacgao, as amostras foram lavadas com PBS 1 x e
os anticorpos secundarios foram adicionados e incubados por 1 h a temperatura
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ambiente. Os anticorpos secundarios utilizados foram feitos em cabra anti-coelho 488
(1:3.000; Invitrogen) e anti-coelho 594 (1:3.000; Life Technologies). As laminas foram
lavadas e montadas usando DAPI (1 mM) e ProLong (Invitrogen).

3.13. Amostras de pulmao de autopsias

De maio a julho de 2020, 47 pacientes diagnosticados com SARS-CoV-2 no Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o
Paulo, Brasil (Ribeirdo Preto, SP, Brasil) foram submetidos a autépsia minimamente
invasiva em 1 hora de morte. Uma bidpsia pulmonar cirurgica post-mortem foi
realizada com uma incisdo de 3 cm no lado anterior do térax entre a quarta e quinta
costelas. Uma agulha de corte de calibre 14 correspondente (Magnum Needles, Bard)
e uma pistola de biopsia (Magnum, Bard) também foram usadas. Os pacientes que
faleceram por adenocarcinoma entre os anos de 2012 a 2020 foram utilizados como
controles e amostras de tecidos de necropsias pulmonares foram obtidas no Servico
de Patologia (SERPAT) do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto da Universidade de S&do Paulo, Brasil. As amostras foram incluidas em

parafina e fixadas em formalina (Formalin-Fixed Paraffin-Embedded, FFPE).

3.14. Imunofluorescéncia e imagem de amostras de pulmao de autépsias

As amostras de tecido pulmonar de autopsias foram incubadas com os anticorpos
primarios, feitos em coelho, anti-CD14 (1:200; Abcam), anti-NLRP3 humano (clone
D2PSE; 1: 3.000; Cell Signaling) e anticorpo policlonal anti-ASC humano (1:2.000;
Adipogen AL177) por 2 h a temperatura ambiente ou durante a noite a 4°C. Anticorpos
anti-rato Alexa Fluor 647 (Invitrogen) ou cabra anti-coelho Alexa Fluor 594 (Invitrogen)
feitos em cabra foram usados como anticorpo secundario. As imagens foram
adquiridas por um microscépio ZEISS Axio Observer combinado com um aparelho
confocal LSM 780 com aumento de 630x. As autopsias minimamente invasivas foram
aprovadas pelo Comité de Etica da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto/Universidade de S&o Paulo (protocolo n® 4.089.567).
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3.15. Marcagao e apagamento sequencial de imunoperoxidase

Cortes de tecido de pulmao embebidos em parafina obtidos de casos fatais de COVID-
19 foram testados por imuno-histoquimica usando anticorpo policlonal anti-SARS-
CoV-2 para deteccdo in situ de SARS-CoV-2. A marcagdo, apagamento e nova
marcacgao foi feita sequencialmente para determinar marcadores adicionais apos a
coloragdo imunoldgica de SARS-CoV-2, usando anticorpos para CD14 (diluigao 1:100;
Abcam) e NLRP3 (dilui¢do 1: 100; Cell Signaling). Apds a incubagao com o anticorpo
primario, as laminas foram incubadas com um sistema de visualizagdo anti-rato de
polimero de imunoperoxidase (SPD-125; Spring Bioscience, Biogen) e, em seguida,
com o substrato cromégeno 3-amino-9-etilcarbazol (AEC), kit de peroxidase (SK-
4200; Vector Laboratories). As microfotografias apds imunocoloragédo de Iaminas de
tecido foram digitalizadas em um microscépio VS120 Olympus. Apos escaneamento
de alta resolucdo, as laminas com laminulas foram removidas em PBS 1x e
desidratadas em gradiente de etanol até o etanol 95%. As Iaminas foram incubadas
em etanol em varias concentragdes até que a reagao de cor AEC fosse apagada. Apos
a reidratacéo, os anticorpos foram eluidos por secdes de incubagdo em solucéo de
KMnO4 0,15 mM/H2S04 0,01 M por 2 min, seguido imediatamente por uma lavagem
com agua destilada. A marcagao € entdo reiniciada.

3.16. Quantificagao de citocinas em soros de pacientes

Os niveis ativos de caspase-1 (Casp1p20) e IL-18 foram avaliados por ensaio de
ELISA (R&D Systems) no soro de pacientes com COVID-19 ou doadores saudaveis
seguindo as instrugdes do fabricante. TNF-a, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y e IL-17 foram
quantificados nos soros de pacientes com COVID-19 ou doadores de saude usando
um kit de citocinas humanas “cytometric bead array” (CBA) (Th1/Th2/Th17 Cytokine
Kit; BD Biosciences) seguindo as instru¢des do fabricante. A IL-13 nos sobrenadantes
de cultura de tecidos de mondcitos humanos infectados com SARS-CoV-2 foi
quantificada por ELISA (R&D Systems) ou pelo conjunto CBA Human IL-1( flex (BD

Biosciences) seguindo as instrugdes do fabricante.
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3.17. Dados de sequenciamento de RNA de swab nasofaringeo de pacientes com
COVID-19

A tabela de contagem de genes e metadados foram fornecidos por autores do GEO
(GSE163151). Em seguida, foi realizada a analise de expressao diferencial com o
pacote DESeq2 usando os parametros padrao (LOVE; HUBER; ANDERS, 2014). Os
pacientes com COVID-19 foram subdivididos em 3 grupos de acordo com a gravidade
da doencga: Pacientes com COVID-19 ndo hospitalizados (N = 58); Pacientes com
COVID-19 hospitalizados, mas ndo em UTI (N = 17); e UTI (N=8). As analises de
correlacdo de Pearson entre CASP4 e CASP1 e entre CASP4 e IL1B foram realizadas
em R usando dados normalizados de contagem de UQ, que foram gerados usando o
pacote EDAseq (RISSO et al., 2011).

3.18. Western blotting para CASP4

1x10” PBMCs de controles saudaveis (HC, n=9) ou pacientes com COVID-19 (n=11)
foram lisados em 50uL de RIPA (10mM Tris-HCI (pH 7,4), 1mM EDTA, 150mM NacCl,
1% Nonidet P-40 , 1% (p/v) de desoxicolato de sédio e 0,1% (p/v) SDS) suplementado
com 4% de coquetel inibidor de protease (Roche). As proteinas foram separadas por
eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida a 15%, transferidas para uma membrana
de nitrocelulose e as membranas foram incubadas durante a noite, a 4°C sob agitagcéo
leve com anticorpo mAb coelho anti-CASP4 (Cell Signaling, 1:1000) diluido 1:1000 em
5% BSA em TBS 1X com 0,01% Tween. As membranas foram incubadas por 1h com
anticorpo secundario HRP anti-coelho de cabra (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) e
analisadas usando ECL™ Prime Western Blotting System (GE Healthcare, lllinois,
EUA) e um Amersham Imager 600 (GE Healthcare, lllinois, EUA).

3.19. Extracao de RNA e RT-PCR para genes inflamatérios

O RNA total de tecido pulmonar fresco de pacientes com SARS-CoV-2 e respectivos
controles foi obtido usando o reagente Trizol e a purificagao foi realizada de acordo
com as instrugdes do fabricante. O RNA foi quantificado por espectrofotometria em
espectrofotometro NanoDrop 2000c. A concentragao foi ajustada para 1 ug/uL e o
RNA foi armazenado a -80 -C até a transcricéo reversa. Para quantificacdo dos genes
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inflamatorios, o RNA total foi transcrito em DNA complementar (cDNA) usando um kit
de transcricdo reversa de cDNA de alta capacidade (sem inibidor) de acordo com o
protocolo fornecido pelo fabricante (Thermo Fisher, Carlsbad, CA, EUA). A PCR em
tempo real foi realizada em placas de 96 pocgos utilizando reagentes Sybr Green
(Applied Biosystems, Waltham, MA, EUA) e um sistema de PCR em tempo real Quant
studio (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) seguindo o protocolo recomendado
pelo fabricante. Os valores de Ct foram analisados pelo método comparativo de Ct
(AACt) e normalizados para o controle endogeno GAPDH. A diferenga de dobras foi
calculada como 2-AACt. Os primers usados para genes humanos incluiram: GSDMD:
F:ATGAGGTGCCTCCACAACTTCC e R:CCAGTTCCTTGGAGATGGTCTC; NLRP3:
F:GGACTGAAGCACCTGTTGTGCA e R:TCCTGAGTCTCCCAAGGCATTC; IL1A:
F-TGTATGTGACTGCCCAAGATGAAG e R:AGAGGAGGTTGGTCTCACTACC;
IL1RA: F:ATGGAGGGAAGATGTGCCTGTC e R:GTCCTGCTTTCTGTTCTCGCTC;
NLRC4: F:AGGTCCCACAACTCGTCAAGCT e R:-TGCTCACACGATTTCCCGCCAA;
PYCARD: F:AGCTCACCGCTAACGTGCTGC e R:GCTTGGCTGCCGACTGAGGAG;
NLRP1: F:ATTGAGGGCAGGCAGCACAGAT e R:CTCCTTCAGGTTTCTGGTGACC;
CASP1: F:GCTGAGGTTGACATCACAGGCA e R:-TGCTGTCAGAGGTCTTGTGCTC;
AIM2: F:GCTGCACCAAAAGTCTCTCCTC e R:CTGCTTGCCTTCTTGGGTCTCA;
IL6: F:AGACAGCCACTCACCTCTTCAG e R:TTCTGCCAGTGCCTCTTTGCTG;
GAPDH: F:GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG e R:ACCACCCGTTGCTGTAGCCAA;
TNFA: F:CTCTTCTGCCTGCTGCACTTTG e R:ATGGGCTACAGGCTTGTCACTC;
IL10: F:-TCTCCGAGATGCCTTCAGCAGA e R:TCAGACAAGGCTTGGCAACCCA;
IL1B: F:CCACAGACCTTCCAGGAGAATG e R:GTGCAGTTCAGTGATCGTACAGG;
IL18: F:GATAGCCAGCCTAGAGGTATGG e
R:CCTTGATGTTTATCAGGAGGATTCA; CASP4:
F:GGGATGAAGGAGCTACTTGAGG e R:CCAAGAATGTGCTGTCAGAGGAC;
IL17A: F:CGGACTGTGATGGTCAACCTGA e R:GCACTTTGCCTCCCAGATCACA;
IFNG: F:GAGTGTGGAGACCATCAAGGAAG e
R:TGCTTTGCGTTGGACATTCAAGTC; IFNB1:
F:CTTGGATTCCTACAAAGAAGCAGC e R:TCCTCCTTCTGGAACTGCTGCA;
IFNA1: F:AGAAGGCTCCAGCCATCTCTGT e R:-TGCTGGTAGAGTTCGGTGCAGA;
IL4: F:CCGTAACAGACATCTTTGCTGCC e R:GAGTGTCCTTCTCATGGTGGCT.
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3.20. Animais e infecgoes in vivo

Neste estudo utilizamos animais com background genético C57BL/6, incluindo o K18-
hACE2 (B6.Cg-Tg(K18-ACE2)2Primn/J; Jackson Laboratory cepa #: 034860) que foi
cruzado com Casp11~~ para geragdo de hACE2*- Casp11*-, que foram cruzados
para a geragdo de hACE2*~ Casp11*"*, hACE2+/— Casp11*~ e h-ACE2*~ Casp11~-.
Camundongos machos ou fémeas de oito a dez semanas de idade foram infectados
em uma unidade de BSL3 da Universidade de Sao Paulo, FMRP/USP. Todos os
animais receberam ragéo e agua ad libitum, a 25°C. Experimentos de infec¢gdo foram
realizados com camundongos de 8 a 10 semanas de idade. Os animais foram
anestesiados com cetamina (50mg/kg) e xilazina (10mg/kg) por via intraperitoneal e
infectados por via intranasal com SARS-CoV-2 2x10* PFU contido em 20 uL de PBS
1x foi administrado por via intranasal. Do dia 0 ao dia 10, os animais foram avaliados
quanto ao peso, temperatura e escore clinico. A pontuacéo clinica foi medida de
acordo com a perda de peso, postura e aparéncia dos camundongos, atividade,
abertura dos olhos, responsividade a estimulos, respiragdo (Tabela 2). No ponto de
tempo indicado, os camundongos foram sacrificados e os pulmdes foram coletados
para as analises seguintes. Para curvas de mortalidade, a sobrevivéncia dos

camundongos foi monitorada diariamente com alimentos e agua fornecidos ad libitum.

Tabela 2. Escore clinico

Variavel Avaliagao Escore
Peso 0% de perda 0
1 a 5% de perda 1
6 a 10% de perda 2
11 a 15% de perda 3
16 a 20% de perda 4
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>20% de perda 5

Postura e aparéncia Sem piloericao 0
Com piloerigao 1

Atividade Ativo 0
Atividade moderada 1

Pouca atividade 2

Imovel 3

Olhos (abertura) Normal 0
Fechamento lento 1

Fechados 2

Responsividade ao Normal 0
estimulo Moderada 1
Baixa 2

Respiragao Normal 0
Alterada (esforgo) 1

3.21. Quantificagao da carga viral em amostras de pulmao de camundongos

A titulacdo de virus de estoques virais de homogenatos de pulmao de camundongo
infectado foi realizada usando diluicdo limitante padrdo para confirmar a dose
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infecciosa de cultura de tecidos de 50% (TCID50) do estoque viral propagado (REED;
MUENCH, 1938). A quantificagdo viral por RT-PCR, foi realizada com conjuntos
primer-probe para 2019-nCoV_N2, de acordo com os protocolos do grupo USA-CDC
e Charité (CORMAN et al., 2020; LU et al., 2020b) ja descritos acima.

3.22 Quantificagdo de citocinas e avaliacao histolégica em homogenatos

pulmonares de camundongos

Os niveis de IL-13 foram avaliados no homogenato de tecido pulmonar dos pulmdes
de camundongos infectados com SARS-CoV-2 por ELISA. TNF-q, IL-6, IL-12, IL-10,
IFNy e MCP-1 foram quantificados em homogenatos de tecido pulmonar de
camundongos por CBA (CBA Mouse Inflammation Kit, BD) seguindo as instrugdes do
fabricante. Para avaliagdo histoldgica, amostras de tecido pulmonar de camundongos
foram fixadas em formalina 10%, embebidas em parafina e coradas com hematoxilina
e eosina (H&E) em cortes de 3 um. As laminas de tecido foram escaneadas em um
microscopio Olympus VS120 com alta resolugéo para realizar a analise histologica da
area do parénquima medindo a porcentagem da area aerada usando o software

imageJ.

3.23. Analise estatistica

A significancia estatistica para a analise linear foi determinada pelo teste t de Student
bicaudal pareado ou n&o pareado para dados que atingiram distribuigdo normal, e o
teste de Mann-Whitney foi usado para dados nao distribuidos normalmente. Esses
procedimentos estatisticos e graficos foram realizados com o software GraphPad
Prism 8.4.2. Além disso, analises longitudinais foram implementadas para descrever
a variacdo na producédo de IL-18 e Casp1p20 ao longo do tempo, considerando os
resultados dos pacientes e o0 sexo como fatores fixos. Essas analises foram realizadas
em R (versdo 4.0.2) utilizando o RStudio (versdo 1.3.1056). Os desfechos dos
pacientes foram divididos em trés categorias (37 pacientes no total; 16 mulheres e 21
homens): 6bito (n = 10 individuos, total de 25 amostras), recuperagao leve (pacientes
que foram hospitalizados, mas ndo necessitaram de VM; n = 17 individuos, totalizando
53 amostras) e critico-recuperagao (pacientes que necessitaram de VM na unidade
de terapia intensiva e se recuperaram; n = 10 individuos, totalizando 27 amostras). A
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ativacdo de IL-18 e Casp1 foram avaliadas separadamente usando modelos
completos que consideraram a interagao do tempo (“Day.sampled”) com os desfechos
dos pacientes (“Desfecho”) ou sexo (“Sexo”) e incluiram individuos (“Patient.ID”) como
um fator aleatério para controlar medidas repetidas e efeitos individuais. A
normalidade e a homoscedasticidade do conjunto de dados foram verificadas e
refutadas para um conjunto de dados de séries temporais, e as analises foram
implementadas usando o pacote gimmTMB (BROOKS et al., 2017) em uma
abordagem de modelo misto generalizado com distribuigdo “gama” e fungao de link
‘log”. Um critério de informagcdo de Akaike para amostras finitas foi usado para
selecionar os melhores modelos das amostras finitas completas usando MuMiIn
(BARTON; BARTON, 2020). Modelos com critério de informagdo de Akaike para
valores de amostra finita dentro de 2 U do modelo de melhor ajuste foram
considerados como tendo suporte substancial (GUTHERY; BURNHAM; ANDERSON,
2003); foram confirmadas distribuigdes de residuos adequadas e construidos graficos
e tabelas representativas usando os pacotes DHARMa (HARTIG, 2020), ggeffects
(LUDECKE, 2018) e broom.mixed (BOLKER & ROBINSON, 2020)

O Teste Kruskall-Wallis com corre¢cdo de Dunn foi realizado para dados in vivo com 3
comparagdes de grupos, enquanto Mann-Whitney foi usado para as 2 comparagdes
de grupos. O teste de Kaplan-Meier foi realizado para curvas de sobrevida. Esses
procedimentos estatisticos e graficos foram realizados com o software GraphPad
Prism 8.4.2. A distribuicgdo normal em amostras de expressao génica pulmonar foi
avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk; os dados foram analisados por meio do teste ndo

paramétrico de Kruskal-Wallis, teste de Mann-Whitney e correlagado de Spearman.
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4. RESULTADOS

4.1. A infeccao por SARS-CoV-2 desencadeia a ativagao do inflamassoma de
NLRP3 em mondcitos primarios humanos

A resposta inflamatéria exacerbada existente na COVID-19, caracterizada pelo
aumento de marcadores como a enzima lactato desidrogenase (LDH), que é
associada a morte celular litica, além da tempestade de citocinas, tais como IL-6 e IL-
1 (CHEN et al., 2020b; HAN et al., 2020; HUANG et al., 2020b; POGGIALI et al., 2020)
nos levou a buscar compreender a possivel participacdo do inflamassoma no
desenvolvimento dessa doencga.

Inicialmente, isolamos mondcitos humanos CD14+ a partir dos PBMCs obtidos
de doadores saudaveis e infectamos com SARS-CoV-2 para avaliarmos a ativagao do
inflamassoma. O mock (sobrenadante da vero ndo infectada) foi usado como um
controle negativo de infeccdo. Observamos que a infecgdo por SARS-CoV-2
desencadeou a ativagao da caspase-1 (CASP1), como observado através do ensaio
de luminescéncia chamado Caspase-Glo 1 (Fig. 9 A) e induziu a producgao de IL-13
avaliada pelo ensaio de ELISA (Fig. 9 B). E interessante notar que a ativacdo da
CASP1 e a producgao de IL-1 ocorreu somente em resposta a um virus SARS-CoV-
2 viavel, pois como podemos observar, o virus inativado por UV nao induziu a ativagéo
da CASP1 e a producéo de IL-1B (Fig. 9 A, B). E importante ressaltar que a ativagéo
da CASP1 induzida por SARS-CoV-2 e a producgao de IL-1p foi inibida pelo MCC950,
um inibidor seletivo de NLRP3.

Também medimos a liberacdo de LDH em resposta a infecgéo e observamos que
0 SARS-CoV-2 induziu a liberacdo de LDH em mondcitos por um processo
independente de primeiro sinal ou “priming” das células e, para ocorrer, necessita de
SARS-CoV-2 viavel (Fig. 9 C). Observamos também que o MCC950 n&o afetou a
liberacdo de LDH, sugerindo que respostas independentes de NLRP3 operam para a
inducao de uma forma de morte celular litica induzida pelo virus (Fig. 9 C). Resultados
semelhantes foram obtidos quando testamos simultaneamente mondcitos de 3
doadores diferentes (Fig. 9 A-C).

Em seguida, medimos a formacao de “puncta” de NLRP3 e ASC e evidenciamos
gue o0 SARS-CoV-2 desencadeia a formagao de “puncta” em um processo que requer
virus viavel (Fig. 9 D-E e Fig. 10 D-E). O MCC950 nao inibiu significativamente a
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formacéao de “puncta” de ASC, o que nos levou a acreditar que possivelmente existem
outros inflamassomas dependentes de ASC que podem ser ativados por SARS-CoV-
2 (Fig. 10 D).

A fim de avaliarmos a permissividade dos mondécitos humanos a infecgéo,
realizamos um ensaio de RT-PCR para o gene N2 e confirmamos que o SARS-CoV-
2 é capaz de infectar mondcitos humanos in vitro (Fig. 9 F). Coletivamente, esses
dados sugerem que o SARS-CoV-2 é capaz de infectar mondécitos humanos e
desencadear a ativacdo de NLRP3, além de induzir uma morte celular litica. Diferente
da ativacdo da CASP1, producdo de IL-13 e formacédo de “puncta” de NLRP3, a
liberacao de LDH nao foi afetada pelo tratamento com o MCC950, sugerindo que vias
adicionais podem operar para inducdo de morte de células liticas em resposta ao

SARS-CoV-2. Essa morte celular sera melhor investigada posteriormente.
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Figura 9. A infecgdo de monécitos humanos primarios com SARS-CoV-2 desencadeia a ativagao
do inflamassoma de NLRP3 e morte celular. Mondcitos CD14+ humanos foram primados ou nao
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com Pam3Cys (300 ng/mL) por 4 horas e infectados com SARS-CoV-2 utilizando um MOI de 5 (ou
conforme indicado) por 24 horas. O mock (sobrenadante da vero nado infectada) foi usado como um
controle negativo de infecgao, e a nigericina foi usada como um controle positivo para ativagéo de
NLRP3. O inibidor de NLRP3, MCC950 (10 pM), foi adicionado 1 h apos a infecgado viral e mantido
(S.CoV-2 + 950). Quando indicado, o SARS-CoV-2 foi inativado por irradiagdo UV (UV Inat.). (A) A
atividade da caspase-1 foi medida nos sobrenadantes da cultura de tecidos usando o ensaio Caspase-
Glo 1. (B) Produgéo de IL-18 nos sobrenadantes de cultura de tecidos. (C) Liberagao de LDH nos
sobrenadantes da cultura de tecidos. Triton (9%) foi usado para induzir a morte celular e estimar 100%
da morte. (D) A porcentagem de células contendo “puncta” de NLRP3 foi estimada por microscopia
confocal. (E) E mostrada uma imagem representativa de um mondcito contendo “puncta” de NLRP3
(verde, indicado por setas). A insergao (vermelho) mostra uma ampliagdo maior da imagem contendo
uma célula com a presenga de “puncta” de NLRP3. DAPI cora os nucleos das células (azul). Barra de
escala de 10 ym. (F) Cargas virais nos sobrenadantes de cultura de células foram estimadas por RT-
PCR em mondcitos infectados por 8 e 24 h no MOI indicado. # indica P <0,05 em comparagdo com
células tratadas Mock e * indica P <0,05 comparando os grupos indicados, conforme determinado pelo
teste t de Student. A caixa mostra a média de triplicados + DP dos valores. E mostrado na figura um
experimento representativo de 3 experimentos (A-F) realizados com resultados semelhantes.
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Figura 10. A infecgdo de monodcitos humanos primarios com SARS-CoV-2 desencadeia a

ativagao do inflamassoma de NLRP3 e morte celular. (A — C) Mondcitos humanos CD14+ obtidos
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de trés doadores saudaveis independentes (cada um marcado com uma cor diferente) foram
preparados com Pam3Cys (300 ng/mL) por 4 h e infectados com SARS-CoV-2 MOI 5 por 24 h. Mock
foi usado como um controle negativo de infecgéo e nigericina como um controle positivo para ativagéo
de NLRP3. O inibidor de NLRP3 MCC950 (10 uM) foi adicionado 1 h apds a infecgao viral e mantido
(S.CoV-2 + 950). O SARS-CoV-2 foi inativado por irradiagdo UV (U.V. Inat.). (A) A atividade da caspase-
1 foi medida nos sobrenadantes da cultura de tecidos usando o ensaio Caspase-Glo 1. (B) produgao
de IL-1B nos sobrenadantes de cultura de mondcitos. (C) Liberagdo de LDH medida nos sobrenadantes
da cultura de tecidos. Triton X-100 (9%) foi usado para induzir a morte celular e estimar 100% da morte.
(D) Mondcitos CD14 + humanos obtidos de um unico doador foram preparados ou ndo com Pam3Cys
(300 ng/mL) por 4 h e infectados com SARS-CoV-2 MOI 5 por 24 h. A porcentagem de células contendo
“puncta” de ASC foi estimada por microscopia confocal. (E) Uma imagem representativa de mondcitos
contendo “pucnta” de ASC (verde, indicado por setas brancas) € mostrado. O destaque (vermelho)
mostra uma ampliagao mais alta de uma célula contendo “puncta” de ASC. DAPI cora os nucleos das
células (azul). Barra de escala 10 ym. #, P <0,05 em comparagao com as células tratadas com Mock;
*, P <0,05 comparando os dois grupos indicados, conforme determinado pelo teste t de Student. A caixa
mostra o média + DP dos valores. (A — C) Cada quadrado representa dados de um unico doador (A —
C) ou dados de quatro repeticbes técnicas realizadas usando células de um doador unico (D).
Mostramos um experimento representativo de trés experimentos independentes realizados com
resultados semelhantes.
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4.2. A CASP4 é expressa e ativa em monécitos humanos infectados com SARS-
CoV-2

A fim de compreendermos se a via ndo candnica de ativagao do inflamassoma
de NLRP3 através da ativacdo de caspase-4 (CASP4) ocorreria em resposta a
infeccdo com SARS-CoV-2, infectamos mondcitos humanos isolados de individuos
saudaveis e avaliamos a expressao e a ativacdo de CASP4 nessas células.
Observamos que a infecgéo induziu o aumento significativo da expressdo de CASP4,
avaliada por RT-PCR (Fig. 11 A). Além disso, investigamos a ativagao de CASP4 por
um ensaio de fluorescéncia que avalia a Ac-WEHD-FC que € um substrato da CASP4,
demonstrando que ha um aumento de CASP4 ativa em mondcitos humanos
infectados com SARS-CoV-2 com um MOI de 5 (Fig. 11 B).

A B
Mondcitos humanos Monocitos humanos

©

T 107 * 5 2 8 %109+

5§ 5. ' o9 .

5 e o ¢ gx10% b

o) I S

S 61 w <

£ = g 4x10%]

¥ 41 S o

0} < 0

@ 3 2x10°- ﬂ ﬁ

o 2‘ ©

2 s

O > O T T T

o
Mock-]i'

SARS-CoV2 1

x
&)
©]

=

- 0
2 g
>

5 3

S. CoV-2 MOI1 1 E—P

S. CoV-2 MOI5 -

Figura 11. A infecgdo de monodcitos humanos primarios com SARS-CoV-2 desencadeia a
expressao e ativagao de caspase-4. Mondcitos CD14+ humanos foram primados com Pam3Cys (300
ng/mL) por 4 horas e infectados com SARS-CoV-2 utilizando MOI1 e/ou MOI 5 por 24 horas. O mock
(sobrenadante da vero nao infectada) foi usado como um controle negativo de infecgao, e nigericina
como um controle positivo para ativagdo de NLRP3. Quando indicado, o SARS-CoV-2 foi inativado por
irradiagdo UV (UV Inat.) de acordo com o MOI utilizado. (A) A expressédo genica de caspase-4 foi
avaliada por RT-PCR em mondécitos infectados por 24 h no MOI indicado. (B) A ativagédo de capase-4
foi avaliada utilizando um Kit de fluorescéncia Ac-WEHD-FC em mondcitos infectados apés 8 horas. *
indica P <0,05 em comparagao com células tratadas Mock e * indica P <0,05, conforme determinado
pelo teste t de Student. E mostrado um experimento representativo de 2 experimentos realizados com
resultados semelhantes.
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4.3. A CASP11 é importante para a ativagao do inflamassoma em macréfagos
infectados com SARS-CoV-2

Tendo observado que o SARS-CoV-2 induz a ativagado do inflamassoma de
NLRP3 e sabendo que a caspase-11 (CASP11) desencadeia a ativagdo n&o candnica
do inflamassoma NLRP3 em células de camundongos (KAYAGAKI et al., 2011),
buscamos investigar se a CASP11 pode estar envolvida na ativagdo n&o candnica de
NLRP3 durante a infecgcao por SARS-CoV-2. Para isso, inicialmente, testamos se a
infeccdo por SARS-CoV-2 induz aumento da expressao de CASP11 em macréfagos
derivados da medula éssea de camundongo (BMDMs) e descobrimos que o SARS-
CoV-2 viavel, mas nao o virus irradiado por UV, induziu a expressao de CASP11
aumentada (Fig. 12 A). Além disso, observamos que o NLRP3 n&o foi necessario para
a regulacgéao positiva de CASP11 pela infecgdo por SARS-CoV-2 uma vez que BMDMs
Nirp3~-tiveram uma resposta semelhando aos BMDMs WT (Fig. 12 A).

Para investigarmos ndo somente a expressdo, como também a ativagdo da
CASP11 em resposta a infeccdo, realizamos um ensaio de “pull-down de
estreptavidina em células tratadas com Biotina-VAD-FMK e, em seguida, marcadas
para CASP11 ativa por Western blot (CUNHA et al., 2015). Através deste ensaio,
demonstramos que a infecgdo por SARS-CoV-2 induziu a ativagdo de CASP11 em
BMDMs quando comparado ao grupo Mock, que sao células tratadas com
sobrenadante de células vero n&o infectadas (Fig. 12 B).

A fim de elucidar a importancia da CASP11 para a ativagao do inflamassoma
de NLRP3 em resposta ao SARS-CoV-2, infectamos BMDMs e mensuramos a
producdo de IL-1B por ELISA, como uma forma de avaliarmos a ativacdo do
inflamassoma. Observamos que o SARS-CoV-2 viavel, mas nao o virus inativado por
UV, induziu a producdo de IL-1B nos macrofagos C57BL/6 e esse processo foi
prejudicado nos macréfagos Casp?71~ (Fig. 12 C). Utilizamos como controle positivo
a nigericina, uma toxina bacteriana que atua como um forte ativador do inflamassoma
de NLRP3. Esses dados sugerem que o SARS-CoV-2 induz a ativagdo do
inflamassoma em um processo dependente de NLRP3 e CASP11.
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Figura 12. O CASP11 é importante para a ativagdo do inflamassoma em macréfagos infectados
com SARS-CoV-2. Macréfagos derivados da medula 6ssea (BMDMs) de camundongos C57BL/6,
NIrp3—/— e Casp11—/— foram preparados e usados para infecgdes. (A) BMDMs foram infectados com
SARS-CoV-2 em uma multiplicidade de infecgao (MOI) de 1 por 8h. A analise de Western blotting do
lisado celular foi realizada para avaliar a expressdo de CASP11 apos a infecgéo. (B) BMDMs C57BL/6
foram iniciados com PAM3Cys (300 ng/mL) por 4 horas e infectados com SARS-CoV-2 em um MOI de
1 por 8h. O pull-down do CASP11 ativo foi realizado pela adigdo de Biotina-VAD-FMK seguido por
esferas de estreptavidina. (C) BMDMs foram iniciados com PAM3Cys (300 ng/mL) por 4 horas e
infectados com SARS-CoV-2 em MOI de 1 para 24 e os niveis de IL-1B em sobrenadantes livres de
células foram medidos por ELISA. * indica P < 0,05 comparado a MOCK no mesmo background
genético e # indica P < 0,05 comparado a C57BL/6 nas mesmas condigbes. Ambos determinados pelo
teste t de Student. Os graficos mostram a média + SD dos valores.

4.4. O SARS-CoV-2 induz a morte celular em macréfagos por diversas vias e

pode ocorrer de maneira independente do inflamassoma

Uma vez que a ativagao do inflamassoma induz ndo somente a produgao de
IL-1B como também a morte celular inflamatéria chamada piroptose (BROZ; DIXIT,
2016a), avaliamos a liberagdo de LDH como um parametro de avaliagdo de morte

celular litica. No entanto, nosso resultado prévio demonstrado na na Fig. 9 C sugere

71



Rodrigues T.S. Resultados

que a morte celular litica ocorre em mondcitos de maneira independente de NLRP3.
Por isso, decidimos avaliar melhor as possiveis vias de morte celular envolvidas nesse
processo utilizamos macrofagos de animais deficientes para moléculas do
inflamassoma ou em outras formas de morte celular. Observamos que a infecgéo por
SARS-CoV-2 induziu a liberagdo de LDH mesmo na auséncia de CASP11, NLRP3 e
na auséncia de ambas, CASP1 e CASP11 (Fig. 13 A). Esse dado sugere que o0 SARS-
CoV-2 é capaz de induzir a morte celular por outras vias independentes do
inflamassoma. A fim de compreender melhor possiveis vias envolvidas, avaliamos a
liberacdo de LDH em resposta a infecgdo por SARS-CoV-2 na auséncia de outras
moléculas importantes para o processo de morte celular, seja piroptose, apoptose,
necroptose ou até autofagia. Observamos que a morte celular ocorreu apos a infec¢ao
mesmo na auséncia de moléculas essenciais para a piroptose como observado em
BMDMs deficientes para GSDMD e ASC/CASP1/CASP11 (Fig. 13 B). Embora na
auséncia de ASC/CASP1/CASP11 haja uma redugao significativa da liberacdo de
LDH em BMDMs infectados com MOI1 quando comparados com BMDMs WT, em
maiores quantidades de virus, observadas na condigdo MOI5, os niveis de LDH sao
similares aos BMDMs WT. Quando avaliamos a dupla auséncia de moléculas da
apoptose e piroptose utilizando BMDMs Casp7/GSDMD”-, também néo identificamos
diferenca na morte celular. Do mesmo modo, quando utilizamos BMDMs Casp8/Ripk
- também n&o houve diferencga na liberagdo de LDH apds a infecgdo com SARS-CoV-
2. Interessantemente, vimos que, na auséncia de ATG5, uma molécula chave no
processo de autofagia, a morte celular litica foi significativamente aumentada,
demonstrando a importancia da autofagia nesse controle da morte celular durante a
infeccdo por SARS-CoV-2 (Fig. 13 B). Com esses dados, sugerimos que o SARS-
CoV-2 induz a morte celular por diferentes vias distintas.
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Figura 13. A morte celular induzida por SARS-CoV-2 em macréfagos ocorre por diversas vias e
pode ser independente do inflamassoma. Macréfagos derivados da medula 6ssea (BMDMs) de
camundongos C57BL/6, Nirp3~~ e Casp11~~ foram preparados e usados para infecgbes. (A) BMDMs
foram primados com PAM3Cys (300 ng/mL) por 4 horas e infectados com SARS-CoV-2 em MOI de 1
por 24 e os niveis de LDH no sobrenadante foram medidos por ELISA. * indica P < 0,05 comparado a
MOCK no mesmo background genético e # indica P < 0,05 comparado a C57BL/6 nas mesmas
condigbes. Ambos determinados pelo teste t de Student. Os graficos mostram a média + SD dos

valores.
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4.5. O IFN-I é capaz de regular negativamente a ativagao do inflamassoma em
macroéfagos infectados com SARS-CoV-2

Também é importante o melhor entendimento das possiveis vias de regulagao
da ativagao do inflamassoma durante a infeccdo por SARS-CoV-2. Dado que o IFN-I
€ importante para o controle de respostas virais e que existem trabalhos que
demonstram que o IFN-I pode regular negativamente o inflamassoma (BANERJEE et
al., 2018; BURKE et al., 2020; GUARDA et al., 2011) avaliamos como a sinalizag&o
de IFN-I poderia atuar nesse processo de ativagdo do inflamassoma. Para isso,
infectamos BMDMs C57BL/6 e Ifnar” e avaliamos a liberagdo de IL-1 como um
produto da ativacido do inflamassoma e observamos que ha um aumento da liberagéo
de IL-1B na auséncia do receptor de IFN-I (IFNAR), demonstrando que essa via de
sinalizagao regula a ativagdo do inflamassoma pela infecgéo viral. Por outro lado, a
auséncia de IFNAR nao interfere na morte celular litica induzida pelo SARS-CoV-2
observada através da liberagdo de LDH (Fig. 14 B)
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Figura 14. IFN-l é capaz de regular negativamente a ativagdo do inflamassoma em macréfagos
infectados com SARS-CoV-2. Macrofagos derivados da medula éssea (BMDMs) de camundongos
C57BL/6 e Ifnar’ foram plaqueados e usados para infecgdes. (A) BMDMs foram primados com
PAM3Cys (300 ng/mL) por 4 horas e infectados com SARS-CoV-2 em MOI de 1 por 24h e os niveis de
IL-1B no sobrenadante foram medidos por ELISA. (B) A liberagcdo de LDH também foi mensurada no
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sobrenadante. * indica P < 0,05 comparado a mock no mesmo background genético e # indica P < 0,05
comparado a C57BL/6 nas mesmas condi¢gdes. Ambos determinados pelo teste t de Student. Os
graficos mostram a média = SD dos valores. Os dados sio representativos de 2 experimentos
independentes.

4.6. A producao de IL-18 durante a infeccao por SARS-CoV-2 é dependente da
ativagcao nao canonica via caspase-11 do inflamassoma de NLRP3

Sabendo que a ativacdo do inflamassoma foi dependente de CASP11 em
macroéfagos infectados in vitro (Fig. 12), buscamos compreender se in vivo a ativagao
do inflamassoma também é dependente da via n&o candnica de ativagdo de NLRP3.
Para avaliarmos a importancia da caspase-11 na resposta do hospedeiro ao SARS-
CoV-2 in vivo, geramos camundongos transgénicos K18-hACEZ2 (Zheng et al., 2021)
deficientes para CASP11, NLRP3, Asc/Casp1/Casp11 e Casp1/11. Os camundongos
foram infectados com SARS-CoV-2 2x10* PFU, via intranasal, (Fig. 15 A), e os niveis
de IL-18 foi dosado no pulmé&o desses animais. Observamos que a IL-18 estava
reduzida na auséncia de CASP11 a niveis idénticos aos observados em animais Nlrp3-
I~ e até mesmo aos niveis presentes em animais ASC/Casp1/Casp11”- (Fig. 15 B),
indicando que a via de CASP11 é chave na ativacédo do inflamassoma e produgao de
IL-18 mediada pela infecgdo por SARS-CoV-2.
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Figura 15. A producgao de IL-18 durante a infecgao por SARS-CoV-2 é dependente da ativagdo
nao candnica via caspase-11 do inflamassoma de NLRP3. (A)Camundongos K18-hACE2 WT,
Casp117, Nirp3”, Asc/Casp1/Casp117 e Casp1/117 foram infectados por via intranasal com 2x10*
SARS-CoV-2 por 3 dias e, apos a eutanasia, os pulmdes foram coletados. A citocina IL-18 foi avaliada
por ELISA no homogenato pulmonar seguindo as instrugbes do fabricante. * P < 0,05, conforme
determinado Kruskal-Wallis seguido pelo teste post hoc de Dunn. A caixa mostra a média + SD dos
valores.

4.7. A CASP11 é importante para a ativagao do inflamassoma de NLRP3 nos
pulmoées de camundongos infectados com SARS-CoV-2

Para avaliarmos a importancia da caspase-11 na resposta do hospedeiro ao
SARS-CoV-2 in vivo, utilizamos camundongos ‘little matte controls” para hACE2
Casp11**, Casp11*~ e Casp11~-, os quais foram infectados com SARS-CoV-2 2x10*
PFU, via intranasal. Inicialmente, investigamos o efeito da CASP11 na replicagao viral
no pulmé&o desses animais apds 3 dias de infeccdo. A caspase-11 ndo demonstrou
ser importante para a replicagao viral quando medimos as cargas virais por TCID50
ou RT-PCR nesse tempo p6s infec¢ao (Fig. 16 A-B).

Em seguida, avaliamos a importédncia da CASP11 para a ativagdo do
inflamassoma no pulm&o dos animais infectados com SARS-CoV-2. Avaliamos a
formacédo de “puncta” de NLRP3 e ASC, um processo que indica a ativagdo do
inflamassoma de NLRP3 e ocorre em resposta a infeccdo por SARS-CoV-2 e em
pacientes com COVID-19 (RODRIGUES et al, 2020). Confirmamos que
camundongos infectados com SARS-CoV-2 induzem a formagdo de “puncta” nos
pulmbes de camundongos hACE2 Casp771** e esse processo foi reduzido em
camundongos hACE2 Casp?1™~ (Fig. 16 C-D). Camundongos nao infectados e
tratados com sobrenadante de células vero, grupo “mock”, mostram formagao de
‘puncta” ndo significativa. Imagens microscopicas dos pulmdes infectados ilustram
NLRP3 e ASC puncta nos pulmdes de camundongos infectados com SARS-CoV-2
(Fig. 8 E-F).
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Figura 16. A CASP11 é importante para a ativagao do inflamassoma em humanizados com ACE2
humanizada infectados com SARS-CoV-2. Camundongos transgénicos K18-hACE2 heterozigotos
para CASP11 foram cruzados para gerar camundongos K18-hACE2 Casp11**, Casp11*- e Casp117~
controle da mesma ninhada. Os animais foram infectados por via intranasal com 2x10* SARS-CoV-2
por 3 dias. A carga viral foi avaliada por TCID50 (A) e por RT-PCR para o gene SARS-CoV-2 N2 (B).
A porcentagem de células contendo “puncta” de NLRP3 (C) e ASC (D) foi estimada por microscopia
multifotbnica de tecidos pulmonares. Imagens de microscopia multifotdnica de tecidos pulmonares
coradas com anti-NLRP3 (E) ou ASC (F) indicam “puncta” de inflamassoma (pontos vermelhos,
indicados por setas brancas). DAPI cora os nucleos das células. Barra de escala 10 ym.
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Corroborando com os dados de formagéo de “puncta”, observamos uma producao
reduzida de IL-1B em animais Casp?1”~ quando comparadas com animais Casp11** apos 3
dias de infecgao (Fig. 17 A). Outras citocinas foram medidas, incluindo: IFNy, IL-6, IL-10, IL-
12, TNFa e MCP-1. Embora tenham sido encontradas em niveis ligeiramente menores em
camundongos Casp?1™", esses dados ndo foram estatisticamente significativos em

comparagéo com camundongos Casp11** e Casp11*” (Fig. 17 B-G).
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Figura 17. Producéo de citocinas nos pulmoes de camundongos ap6s infecgao com SARS-CoV-
2. Camundongos transgénicos K18-hACE2 heterozigotos para Casp11 foram cruzados para gerar
camundongos K18-hACE2 Casp11+/+, Casp11+/— e Casp11-/— controle da mesma ninhada. Os
animais foram infectados por via intranasal com 2x104 SARS-CoV-2 por camundongos por 3 dias e as
citocinas IL-1B (A), IFNy (B), IL-6 (C), IL-10 (D), IL-12 (E ), TNFa (F) e MCP-1 (G) foram avaliados em
homogeneizado de tecido pulmonar por CBA Mouse Inflammatory Cytokine Kit (BD) seguindo as
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instrugdes. * P < 0,05, conforme determinado Kruskal-Wallis seguido pelo teste post hoc de Dunn. A
caixa mostra a média + SD dos valores.

4.8. A CASP11 prejudica o “clearance” viral em camundongos infectados com
SARS-CoV-2

Apesar de nao termos observado alguma diferenga na carga viral no pulméo
de animais deficientes para CASP11 com 3 dias pos infeccdo (Fig. 18 A-B),
observamos uma redug¢do na carga viral na auséncia de caspase-11 5 dias apés a
infeccdo, demonstrando que a CASP11 prejudica parcialmente o clearance viral mais
tardio (Fig. 18 A-B).

A > B
. o ,
é Sdpi = 5dpi
*
5 81 — 3 15-
o A = *
36l 8 ° s | |
o 310—
Q 4+ e
{]
) ® 2 5 8
O 2 2 o| |°
o >
<~ 0 +l \Il \I| g O T T T
(o) ¥ + \ = ¥ > >
o ~ Ay Ay ® + * ~
& 2 2 2 S
®© © O (®)) @ ®©
o O 3 S o ©O
-

Figura 18. A CASP11 prejudica o clearance viral em camundongos infectados com SARS-CoV-
2. Camundongos transgénicos K18-hACE2 heterozigotos para CASP11 foram cruzados para gerar
camundongos K18-hACE2 Casp11**, Casp11*~ e Casp11”~ controle da mesma ninhada. Os animais
foram infectados via intranasal com 2x10* SARS-CoV-2 por 5 dias. A carga viral foi avaliada por TCID50
(A) e por RT-PCR para o gene SARS-CoV-2 N2 (B). * P < 0,05, conforme determinado Kruskal-Wallis
seguido pelo teste post hoc de Dunn. A caixa mostra a média + SD dos valores.
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4.9. A CASP11 medeia a patologia da doenga em camundongos infectados com
SARS-CoV-2

Em seguida, investigamos o efeito da CASP11 no desenvolvimento da doenca
e observamos que os camundongos Casp?7~~ foram protegidos da perda de peso em
comparagdo com os ‘little mate controls” Casp?11** e Casp?11*- (Fig. 19 A).
Camundongos Casp771~-também foram mais resistentes a variagdo de temperatura
(Fig. 19 B) e demonstraram um menor escore clinico durante o desenvolvimento da
doenga (Fig. 19 C-D). Dados similares de protegdo com menor escore clinico foram
observados em animais hACE-2 NiIrp3” (Fig. 19 C), demonstrando que a ativag&o do
inflamassoma de NLRP3 via CASP11 é importante para o desenvolvimento da doenca
nesses animais.

Para avaliarmos a inflamag&o pulmonar em camundongos infectados com
SARS-CoV-2, realizamos analises histologicas dos pulmdes infectados. Ao
avaliarmos os tecidos pulmonares corados com H&E, observamos a redugdo do
infiltrado celular inflamatoério em camundongos Casp?71~-, que também possuiram
area de parénquima reduzida em comparagdo com camundongos Casp?7**
infectados apos 5 dias de infecgdo (Fig. 19 E-F). Resultados semelhantes foram
obtidos em analises histolégicas de camundongos infectados por 3 dias (Fig. 20).
Animais hACE-2 Nirp3” infectados também demonstraram uma menor area do
parénquima, com um menor infiltrado inflamatoério assim como os animais deficientes
para CASP11 quando comparados aos animais hACE-2 WT infectados (Fig. 22 D - E)

Além de avaliarmos o infiltrado celular inflamatorio, buscamos investigar o perfil
de citocinas produzidas nos pulmdes de animais Casp?7” infectados quando
comparados aos animais Casp17**e Casp11* “little mate controls”. Observamos que
houve uma redugao significativa da produgéo das citocinas IFNy, IL-10, TNF e MCP-
1 na auséncia de CASP11, corroborando com a reducao do infiltrado inflamatério e
com o menor desenvolvimento da doenca (Fig. 21 C).

Em seguida, investigamos a mortalidade dos camundongos durante o
desenvolvimento da doenga. Inicialmente, monitoramos camundongos por até 10 dias
apos a infecgdo e identificamos que camundongos infectados com SARS-CoV-2
comegaram a morrer no dia 6 e os animais Casp771” foram significativamente mais

resistentes & morte em comparagdo com Casp11** e Casp11*- “little mate controls”
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(Fig. 19 G). Esta figura mostra um conjunto de 2 experimentos independentes com
n=23 casp11**; n=16 casp11*-; n=28 Casp117-. Como no 10° dia pds infecgdo alguns
camundongos permaneceram doentes, decidimos realizar experimentos mais longos.
Ap0s a sobrevivéncia dos camundongos por até 16 dias apés a infecgao, confirmamos
que os animais Casp 117 foram significativamente mais resistentes do que os animais
Casp11**. Enquanto os animais Casp77** morreram no dia 8, animais Casp11*-
morreram no 14° dia e cerca de 30% dos animais Casp77” sobreviveram e n&o
apresentaram sinais de doenca (Fig. 19 H). Esses dados in vivo sugerem que a
CASP11 participa da exacerbacdo da doencga e pode contribuir para a inflamagao
excessiva observada nos pulmdes de casos criticos de COVID-19. Estes sdo os
primeiros dados que demonstram a ativagao do inflamassoma de NLRP3 em resposta
ao SARS-CoV-2 em modelos de COVID-19 em camundongos e, mais importante,
mostra que o CASP11 é necessaria para a ativacao eficiente do inflamassoma nos

pulmdes desses camundongos.
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Figura 19. CASP11 contribui para a patologia da doenga em camundongos infectados com
SARS-CoV-2. Camundongos transgénicos K18-hACE2 heterozigotos para CASP11 foram cruzados
para gerar camundongos K18-hACE2 Casp11**, Casp11*~ e Casp11~~ controle da mesma ninhada.
Os animais foram infectados por via intranasal com 2x10* SARS-CoV-2 por até 10 dias. Variagéo de
peso corporal (A), variagado de temperatura (B) e escore clinico (C) foram avaliadas do dia 0 ao dia 10.
Escore clinico até 3 e 5 dias pds-infecgdo de um pool de 3 experimentos independentes (D). (E) A
porcentagem da area do parénquima foi estimada ap6s coloragdo com hematoxilina e eosina (H&E) de
tecidos pulmonares de animais K18-hACE2 Casp11**, Casp11*- e Casp11~~ infectados por 5 dias. As
barras mostram a média + SD dos valores. Sdo demonstradas imagens representativas de pulm&es
corados com H&E de camundongos infectados por 5 dias (F). Os painéis superiores mostram
camundongos infectados por Mock. Barra de escala 50 um. (G) Curva de sobrevivéncia de K18-hACE2
Casp11** (n=23), Casp11* (n=16) e Casp?11” (n=28) infectados e seguidos por 10 dias (2
experimentos independentes). (H) Curva de sobrevivéncia de K18-hACE2 Casp11** (n=3), Casp11*-
(n=8) e Casp71”~ (n=13) infectados e acompanhados por 16 dias (* nesta figura indica P < 0,05
comparando Casp71** com Casp11~-).*, P < 0,05, conforme determinado pelo teste de Man Whitney
(para 2 grupos) ou Kruskal-Wallis (para 3 grupos) (A-D) ou Kaplan-Meier (G-H).
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Figura 20. A CASP11 agrava a patologia da doenca, avaliada por analises histolégicas de
pulmoes de camundongos infectados com SARS-CoV-2. Camundongos transgénicos K18-hACE2
heterozigotos para CASP11 foram cruzados para gerar camundongos K18-hACE2 Casp11~~ e
controles de ninhada. Os animais foram infectados por via intranasal com 2x10* SARS-CoV-2 por por
3 dias. (A) A porcentagem da area do parénquima foi estimada apos coloragdo com hematoxilina e
eosina (H&E) de cortes pulmonares de K18-hACE2 Casp11** e Casp11~~ infectados por 3 dias. As
barras mostram a média + SD dos valores. Imagens representativas de pulmdes corados com H&E de
camundongos infectados por 3 dias (B). Os painéis superiores mostram camundongos tratados com
sobrenadante da vero, grupo “Mock”. Barra de escala 50 uym. *, P < 0,05, conforme determinado pelo
teste de Man Whitney.
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Figura 21. Producao de citocinas nos pulmdes de camundongos 5 dias apés a infecgao com
SARS-CoV-2. Camundongos transgénicos K18-hACE2 heterozigotos para CASP11 foram cruzados
para gerar camundongos K18-hACE2 Casp11**, Casp11*~e Casp11~~ controles da mesma ninhada.
Os animais foram infectados por via intranasal com 2x10* SARS-CoV-2 por 5 dias e as citocinas IL-1B
(A), IFNy (B), IL-6 (C), IL-10 (D), IL-12 (E), TNFa (F) e MCP-1 (G) foram avaliados em homogenato
pulmonar por CBA Mouse Inflammatory Cytokine Kit (BD) seguindo as instrugdes. * P < 0,05, conforme
determinado Kruskal-Wallis seguido pelo teste post hoc de Dunn. A caixa mostra a média + SD dos

valores.
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Figura 22. CASP11 e NLRP3 contribuem para a patologia da doenga em camundongos
infectados com SARS-CoV-2. Camundongos transgénicos K18-hACE2 heterozigotos para CASP11
foram cruzados para gerar camundongos K18-hACE2 Casp11**, Nirp3’~ e Casp11~~ controle da
mesma ninhada (A). Os animais foram infectados por via intranasal com 2x10* SARS-CoV-2 por
camundongos por até 5 dias. A porcentagem da area do parénquima foi estimada ap6s coloragéo com
hematoxilina e eosina (H&E) de segdes pulmonares de K18-hACE2 Casp11**, Casp11*-e Casp11™~
infectados por 5 dias. As barras demonstram a média + SD dos valores. Sdo mostradas imagens
representativas de pulmdes corados com H&E de camundongos infectados por 5 dias (B). *, P < 0,05,
conforme determinado pelo teste de Man Whitney (para 2 grupos) ou Kruskal-Wallis (para 3 grupos).

85



Rodrigues T.S. Resultados

4.10. O inflamassoma de NLRP3 esta ativo em pacientes com COVID-19

Em seguida, testamos a ativagdo do inflamassoma no soro de pacientes com
COVID-19. Testamos soros obtidos no dia da hospitalizagdo de 124 pacientes com
COVID-19 e comparamos com soros de 42 controles que testaram RT-PCR/sorologia
negativo ou que foram coletados antes da pandemia da COVID-19. Encontramos
concentragcdes mais altas de Casp1p20 e IL-18 no soro dos pacientes com COVID-19
(Fig. 23 A, B), sugerindo que o inflamassoma esta ativo nesses pacientes.

Também observamos que as citocinas IL-6, IL-10 e IL-4 estavam aumentadas
em pacientes em comparagao com os controles. Por outro lado, ndo detectamos
diferencas significativas para as citocinas IL-2, TNF-a e IL-17A (Fig. 24 C e Fig. 24 D-
E). Os niveis de IFN-y foram ligeiramente mais baixos em pacientes com COVID-19
em comparagao com os controles (Fig. 24 C).

Em seguida, medimos a ativacao do inflamassoma em células mononucleares
do sangue periférico (PBMCs) de 47 pacientes e os comparamos com 32 individuos
saudaveis. Usando o ensaio FAM-YVAD (FLICA) que € um marcador para caspase-1
intracelular ativa (ZAMBONI et al., 2006), identificamos que, no dia da hospitalizacao,
os PBMCs de pacientes possuem uma porcentagem maior de células FAM-YVAD+
em comparagao com controles saudaveis (Fig. 23 D-E).

Ainda em PBMCs isolados de pacientes com COVID-19, evidenciamos a
presenca de “puncta” de NLRP3 e ASC nessas células, indicando a ativagdo do
inflamassoma nesses pacientes (Fig. 23 F-l). Para confirmarmos a ativagdo da
caspase-1 nessas células, usamos um ensaio de luminescéncia e observamos a
presenca da caspase-1 ativa em sobrenadantes de culturas de PBMCs de 46
pacientes, quando comparada a baixa ativacdo da caspase-1 em doadores saudaveis
(Fig. 23 J). Também detectamos IL-18 nos sobrenadantes de PBMCs de alguns
pacientes, mas nao no sobrenadante de doadores saudaveis (Fig. 23 K), reforgcando
que ha ativagado do inflamassoma em PBMCs de pacientes com COVID-19.
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Figura 23. Ativacdo do inflamassoma em pacientes com COVID-19. (A-C) Concentracédo de
citocinas no soro de individuos controles (CT, n = 42 para ELISA e 45 para CBA) e pacientes com
COVID-19 (COVID-19 P, n = 124 para ELISA e 92 para CBA; todos testados positivos usando RT-
PCR). Caspase-1 ativa (Casp1p20, A) e IL-18 (B) foram medidas por ELISA, e IL-6 (C) foi mensurada
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por CBA. Dados mostrados como concentragbes transformadas em Log10 em pg/mL. (D-I) Células
mononucleares de sangue periférico (PBMCs) foram isoladas de sangue fresco de CT ou COVID-19 P.
(D-E) PBMCs FAM-YVAD positivos foram estimados por FACS usando kit FLICA Caspase-1. (D) Os
histogramas representativos de um CT representativo e um COVID-19 P indicam a “gate” para
determinacéo da porcentagem de células FAM-YVAD+. (E) A porcentagem de células FAM-YVAD+
para 32 CT e 47 COVID-19 P. (F) PBMCs de COVID-19 P foram corados com anti-NLRP3 (verde) para
determinacao de “puncta” de NLRP3 (setas brancas) e DAPI para colorir os nucleos das células (azul).
A insergao (vermelho) mostra uma ampliagdo maior de uma célula contendo “puncta” de NLRP3. Barra
de escala de 10 uym. (G) A porcentagem de células com “puncta” de NLRP3 é mostrada para 24 CT e
17 COVID-19 P. (H) PBMCs de COVID-19 P foram corados com anti-ASC (verde) para determinagéo
de “puncta” de ASC (seta branca). DAPI cora os nucleos das células (azul). Inserto (vermelho) mostra
uma ampliagdo da imagem mostrando uma célula contendo “puncta” de ASC. Barra de escala = 10 uym.
(I) A porcentagem de células com “puncta” de ASC é mostrada para 35 CT e 18 COVID-19 P. (J)
PBMCs de 18 CT e 46 COVID-19 P foram mantidos em cultura por 16 horas e os sobrenadantes foram
testados para a atividade de caspase- 1 usando o ensaio Caspase-Glo 1. (K) PBMCs de 6 CT ou 18
COVID-19 P foram mantidos em cultura por 16 horas e a produgéo de IL-1p foi estimada por ELISA. *
P <0,05, conforme determinado pelo teste t de Student. Cada ponto representa o valor de um Unico
individuo. Os dados mostrados em (E, G, I, J, K) resultam de varios experimentos que foram agrupados
para gerar as figuras. Barras correspondem a média + DP dos valores.
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Figura 24. Produgao de citocinas em pacientes com COVID-19. Concentragao de citocinas no soro
de individuos controles (CT, n = 45) e pacientes COVID-19 (COVID- 19 P, n = 92; todos testados
positivos usando RT-PCR). (A —E) IL-10 (A), IL-4 (B), IFN-y (C), TNF-a (D) e IL-17A (E) foram medidos
por CBA. Os dados sao mostrados como Log10 concentragbes transformadas em picogramas por
mililitro. *, P <0,05 conforme determinado pelo teste t de Student. Cada ponto representa o valor de um
unico individuo. A caixa mostra a média £ DP dos valores. ns, ndo significativo.
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4.11. A CASP4 é regulada positivamente e ativada em pacientes com COVID-19

A fim de investigarmos a regulagao da expressdo de CASP4 em pacientes com
COVID-19, avaliamos dados de sequenciamento de RNA de swab nasofaringeo de
controles e de doadores saudaveis (n = 10) e pacientes com COVID-19, incluindo 58
que testaram positivo para o virus (n&o hospitalizados), 17 que foram internados, mas
nao necessitaram de UTI e 8 que foram internados em unidade de terapia intensiva
(UTI) (Ng et al.,, 2021). A expressao de CASP4 foi significativamente maior em
pacientes com COVID-19 quando comparado aos controles, independentemente do
grau de gravidade da doencga (Fig. 25 A, B). Os genes associados ao inflamassoma,
como membros da familia CASP1, IL1B e IL-18 (IL18, IL18R1, IL18RA) também foram
regulados positivamente e correlacionados positivamente com CASP4 em pacientes
com COVID-19 (Fig. 25 B-D).

No entanto para confirmarmos a ativagdo de caspase-4 em pacientes
moderados e graves, obtivemos PBMCs de 9 doadores saudaveis (HC1 - HC9) e 13
pacientes COVID-19 com COVID-19 (P1 - P13) e testamos a clivagem de CASP4 por
western blot. Detectamos uma heterogeneidade na clivagem de CASP4 em PBMCs
obtidos de pacientes com COVID-19 (em 7 de um total de 13 pacientes testados) (Fig.
25E).
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Figura 25. CASP4 é regulado positivamente em pacientes com COVID-19. (A-D) A expressao de
CASP4 foi avaliada em amostras de swab nasofaringeo de controles e de pacientes com COVID-19
divididos em trés grupos: Nao hospitalizados; Hospitalizado, ndo UTI; e UTI (A). A expressdo de CASP4
foi correlacionada com outros genes relacionados ao inflamassoma (B). Correlagdo CASP4 com
CASP1 (C) e IL1B (D) em pacientes divididos em: ndo hospitalizados; Hospitalizados, ndo UTI; e UTI.
(E) Células Mononucleares de Sangue Periférico (PBMCs) foram isoladas de sangue fresco de

Controles Saudaveis (HC 1-9, n=9) ou COVID-19 P (P1-13, n=13). A clivagem de CASP4 foi avaliada
por analise de Western blotting do lisado celular.
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4.12. O inflamassoma de NLRP3 esta ativo em tecidos post mortem de pacientes
com COVID-19

Apés avaliarmos a expressdo de genes do inflamassoma na cavidade
nasofaringea e a sua ativagdo em células mononucleares circulantes do sangue,
buscamos avaliar a ativagdo do inflamassoma em tecidos pulmonares obtidos de
autépsias de pacientes com COVID-19 que foram a 6bito. Inicialmente, utilizamos um
anticorpo anti-SARS-CoV-2 para a confirmacao da presenca do virus por coloragao
de imuno-histoquimica em tecidos pulmonares post-mortem (Fig. 26 A, B).

Posteriormente, realizamos a coloragdo multiplex por imunohistoquimica
sequencial com anti-SARS-CoV-2, anti-CD14 e anti-NLRP3 e identificamos células
CD14+ infectadas que expressam NLRP3 em tecidos post-mortem de pacientes (Fig.
26 C, D).

No entanto, para confirmagao da ativagao do inflamassoma e n&o somente da
sua expressao aumentada, avaliamos a quantidade de “puncta” de NLRP3 e de ASC
nos pulmdes de 5 controles e 5 pacientes com COVID-19 utilizando microscopia
confocal e identificamos que os pacientes possuem maior numero de “puncta” de
NLRP3 (Fig. 26 E) e de ASC (Fig. 26 F) em comparagdo com os controles. Imagens
representativas de tecidos pulmonares corados com anticorpo anti-NLRP3 (Fig. 26 G)
ou anti-ASC (Fig. 26 H) ilustram a formagédo de “puncta”, indicando que existem
inflamassomas ativos em casos letais de COVID-19.
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Figura 26. Analise histopatolégica pulmonar e ativagdo de NLRP3 em casos fatais de COVID-19.
Achados histologicos pulmonares representativos em paciente com COVID-19 (COVID-19 P),
autopsiado por autépsia minimamente invasiva guiada por ultrassom. (A, B) Imagem imunohistoquimica
representativa de tecidos de controle (CT, A) ou COVID-19 P (B) corados com anti-SARS-CoV-2. Barra
de escala 50 ym. (C-D) A coloragédo multiplex por coloragao imunohistoquimica sequencial com setas
anti-SARS-CoV-2, anti-CD14 e anti-NLRP3 indica células CD14 + infectadas que expressam NLRP3.
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Barra de escala = 20 um (C) e 10 ym (D). (E, F) Quantificagdo de “puncta” de NLRP3 (E) ou “puncta”
de ASC (F) em tecidos pulmonares de 5 CT e 5 COVID-19 P. (G, H) Microscopia multifotonica de
tecidos pulmonares corados com anti-NLRP3 (G) ou anti-ASC (H) mostrando “puncta” (vermelho,
indicado por uma seta preta). As insergbes (vermelho) mostram uma ampliagdo maior de uma célula
contendo “puncta” de NLRP3 (G) e de ASC (H). DAPI cora os nucleos das células (azul). Barra de
escala= 10 ym. Cada ponto nas figuras representa o valor obtido de cada paciente. * P <0,05, conforme
determinado pelo teste t de Student.

4.13. A CASP4 é regulada positivamente nos pulmées de casos letais de COVID-
19 e se correlaciona com mediadores inflamatérios e componentes do

inflamassoma

Por fim, avaliamos a expressdo de CASP4 e mediadores inflamatorios em
autépsias pulmonares de casos letais de COVID-19. Ao realizar RT-PCR,
identificamos que a CASP4 é regulada positivamente nos pulmdes de pacientes com
COVID-19 (n = 28) em comparagdo com pacientes controles (area benigna de
adenocarcinoma de pulméo, n = 4) (Fig. 27 A). E interessante notar que muitos
pacientes ndo apresentaram expressdo de CASP4, indicando que a expressao e
ativacdo de CASP4 é variavel entre os pacientes com COVID-19. Todos os 28
pacientes mostrados nesta figura apresentaram hemocultura negativa, sugerindo que
as coinfecgbes bacterianas ou fungicas podem nao contribuir para o aumento da
expressdo de CASP4 observada nos pacientes.

Interessantemente, as analises de RT-PCR da expressao génica em pacientes
com cultura negativa com COVID-19 mostraram uma correlagdo positiva entre CASP4
e varios genes inflamatorios (Fig. 27 B). Entre esses, encontramos uma correlagéo
positiva significativa com CASP1, IL1B, IL18, IL6 e TNFA (Fig. 27 C-F).

Ao realizarmos a marcagao sequencial de imunoperoxidase e o método
chamado SIMPLE (“Sequential Immunoperoxidase Labeling and Erasing”) que nos
permitiu apagar e remarcar laminas dos tecidos pulmonares, confirmamos a
expressao das proteinas CASP4, CASP1 e Spike de SARS-CoV-2 nos pulmdes de
pacientes fatais com COVID-19 (Fig. 27 H).
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Figura 27. A CASP4 é regulada positivamente nos pulmées de casos letais de COVID-19 e se
correlaciona com mediadores inflamatorios e proteinas associadas ao inflamassoma. Autépsias
pulmonares foram obtidas de 28 casos fatais de COVID-19 que testaram negativo para co-infecgbes
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(hemocultura) durante a hospitalizagdo. Os controles incluem amostras de 4 pacientes que faleceram
devido a adenocarcinoma de pulméao (area benigna dos pulmdes). (A-F) A expressao de mRNA de
CASP4 e outros genes inflamatérios foram avaliados em autépsias pulmonares de pacientes com
COVID-19 por RT-PCR. (B) Matriz de correlagdo da expressdo do gene CASP4 e outros genes
inflamatérios indicando correlagéo forte positiva (vermelho), correlagdo moderada positiva (laranja) e
correlagao fraca positiva (amarelo). (C-F) Correlagbes de CASP4 com CASP1 (C), IL-18 (D), IL-6 (E) e
TNF (F). (G) A coloragéo multiplex por coloragdo imuno-histoquimica sequencial ilustra a expresséo de
CASP4 (anti-CASP4). Expressdo de CASP1 (anti-CASP1) e proteina Spike SARS-CoV-2 (anti-Spike)
no tecido pulmonar de um paciente com COVID-19. Barra de escala 20 ym.

Analises adicionais, incluindo amostras de pacientes com COVID-19 que
testaram positivo para fungos ou bactérias durante a hospitalizacdo, né&o
demonstraram uma contribuicdo significativa de coinfecgbes para o aumento da
expressdo de CASP4 (Fig. 28).
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Figura 28. A expressao aumentada de CASP4 em tecidos pulmonares de autépsia de pacientes
com COVID-19 ocorre independentemente de co-infecgoes bacterianas e flingicas. As autdpsias
pulmonares obtidas de casos fatais de COVID-19 foram distribuidas de acordo com a presenca ou
auséncia de coinfec¢des conforme determinado por hemocultura durante a internagdo. Os pacientes
com COVID-19 incluem 28 que testaram negativo para co-infecgdes, 4 co-infectados com bactérias
Gram-positivas, 9 co-infectados com bactérias Gram-negativas e 2 co-infectados com fungos. Os dados
que mostram 28 que testaram negativo para co-infecgbes. A expressdo de mRNA de CASP4 foi

avaliada por RT-PCR. As barras mostram a média + SD dos valores.

4.14. A ativagao do inflamassoma influencia no resultado clinico da COVID-19
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Em seguida, avaliamos o impacto da ativagdo do inflamassoma no
desenvolvimento clinico da doenca. Inicialmente, realizamos analises dos niveis de
Casp1p20 e IL-18 no soro obtido no dia da internacdo de 124 de pacientes.
Realizamos uma matriz de correlagcdo de Pearson para avaliar varios parametros.
Essas analises foram realizadas em R para gerarmos a matriz de correlagdo e a
funcao corrplot para a exibicdo grafica da matriz de correlagdo. Observamos uma
correlacao positiva dos niveis de Casp1p20 e/ou IL-18 com marcadores inflamataérios,
como proteina C reativa (PCR), LDH e ferritina (Fig. 29 A). Observamos uma
correlagdo positiva entre os niveis de Casp1p20 e IL-18, sugerindo que a produgéo
de IL-18 é de fato dependente do inflamassoma (Fig. 29 B). Além disso, a presenca
de Casp1p20 se correlacionou positivamente com IL-6, LDH e com proteina C reativa
(CRP) (Fig. 29 C-E). Observamos também que os niveis de IL-18 se correlacionaram
positivamente com os niveis de IL-6 e PCR (Fig. 29 F, G). Também avaliamos se os
niveis de Casp1p20 e IL-18 seriam afetados pela presenca de comorbidades ou pelos
parametros clinicos dos pacientes, incluindo coinfecgbes bacterianas (bactérias
cultivaveis no sangue), nefropatia, obesidade, género, acidente vascular cerebral,
pneumopatia, imunodeficiéncia e neoplasia (Fig. 30). Detectamos diferengas
estatisticamente significativas apenas quando comparamos pacientes obesos com
nao obesos, pois os niveis de IL-18 foram maiores em pacientes com indice de massa
corporal > 30 (Fig. 30 G). Também analisamos os pacientes de acordo com 0 numero
de comorbidades e ndo detectamos diferengas significativas nos niveis de Casp1p20
e IL-18 de acordo com o numero de comorbidades dos pacientes (Fig. 30 T, -U).

Posteriormente, investigamos se os niveis de Casp1p20 e IL-18 medidos no dia
da hospitalizagdo se correlacionavam com o desfecho clinico da doenca. E importante
notar que os niveis de IL-18, mas ndo de Casp1p20, foram mais elevados em
pacientes que necessitaram de ventilagdo mecéanica (VM) em comparagdo com 0s
pacientes que n&o necessitaram (Fig. 29 H, I). Quando separamos os pacientes de
acordo com a gravidade da doencga (leve/moderada versus grave), descobrimos que
os niveis de Casp1p20, mas nao os niveis de IL-18, eram maiores em pacientes com
a forma grave da COVID-19 (Fig. 29 J, K) Também observamos que os niveis de IL-
18, mas nao de Casp1p20, foram maiores nos casos letais de COVID-19 em
comparagao com os sobreviventes (Fig. 29 L, M). Por fim, realizamos analises
longitudinais da producdo de IL-18 e Casp1p20 em 37 pacientes a partir do dia da
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hospitalizagao (dia zero) por até 45 dias apdés a admissdo usando modelos mistos
generalizados com distribuigdo 'gama' e funcdo de ligagdo 'log' como a melhor
previsao do conjunto de dados. Para essas analises, categorizamos os pacientes em:
obito, recuperacgao leve (pacientes que foram hospitalizados, mas ndo necessitaram
de VM e se recuperaram) e recuperagao critica (pacientes que necessitaram de VM
na Unidade de Terapia Intensiva e se recuperaram). Para Casp1p20, o modelo indicou
um efeito significativo no dia zero, que diminuiu com o tempo, independentemente do
sexo ou desfecho clinico do paciente (Fig. 29 N). Ja em relagéo a IL-18, o modelo de
melhor ajuste também descreveu uma redugao geral na producéo de IL-18 ao longo
do tempo (amostragem do dia), que diferiu entre os grupos de pacientes. Este modelo
previu uma diminuicdo na IL-18 em taxas semelhantes entre os trés grupos, com
pacientes que morreram apresentando niveis mais elevados que nunca atingiram os
observados em pacientes com recuperacgéo leve e recuperagao critica (Fig. 29 O),
reforgando nossa afirmacé&o que a magnitude da ativagdo do inflamassoma impacta
no resultado da doenca.

Os resultados que demonstraram niveis elevados de Casp1p20 em pacientes,
juntamente a presenca de “puncta” de NLRP3 e ASC em células de pacientes PBMCs
e em tecidos post mortem, fortalecem a nossa afirmagao de que os inflamassomas
sdo ativos em pacientes com COVID-19 e isso pode afetar o desfecho clinico da

doenga.
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Figura 29. A ativagao do inflamassoma influencia no resultado clinico da COVID-19. (A) Matriz de
\correlagdo dos niveis de Casp1p20 e IL-18 no soro de pacientes com COVID-19 no dia da internacao
com as caracteristicas do paciente e parametros clinicos. (BJ) Correlagdes de Casp1p20 com IL-18
(B), Casp1p20 com IL-6 (C), Casp1p20 com lactato desidrogenase (LDH) (D), Casp1p20 com proteina
C reativa (PCR), IL-18 com IL- 6 (F) e IL-18 com PCR (G). (H, I) Niveis de Casp1p20 (H) e IL-18 (I) em
pacientes que necessitaram (VM +, barra azul) ou ndo (VM-, barra vermelha) de ventilagao mecanica.
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(J, K) Niveis de Casp1p20 (J) e IL-18 (K) em pacientes com COVID-19 Leve/Moderado (barra amarela)
ou Grave (barra rosa). (L, M) Niveis de Casp1p20 (L) e IL-18 (M) em sobreviventes (barra verde) ou
ndo sobreviventes (barra roxa). Os niveis de Casp1p20 e IL-18 foram medidos por ELISA e séo
mostrados como concentragdes transformadas em Log10. * P <0,05 e ** P <0,01 conforme determinado
pelo teste t de Student. Cada ponto representa o valor de um unico individuo. Barras correspondem a
média + DP dos valores. (N, O) Predigbes derivadas dos modelos de melhor ajuste retidos nas analises
longitudinais de Casp1p20 (N) e IL-18 (O); O modelo compreende a variagéo na interceptagdo entre os
grupos de pacientes: Morte (vermelho), Recuperagéo critica (laranja) e Recuperagéo leve (azul).

99



Rodrigues T.S.

Resultados

B Casp1p20 C
sSmg "% o 35 ns
A c22%8 S8s £ =3 =
<~ 2358 228 2 £3.0 €30
9®o9o0258 _,939, & > 2
B 3o000SI<02852F £2.5 2.5
OZHHnITOODATZzazI8 4 o =)
220 =
Casp-1 [ ] S > 0
L-18 0.8 515 . g9
2o mase. 06 Hemo.()Hemo.(+)  Hemo() Hermo.(+)
Hemocultura 0.4
Cardiopatia 02 Casp1p20 IL-18
0 35‘3.5 e 5 - NS _
= L] L] E3 0
Nefropati 02 39 g
efropatia = £
Pneurrli)opatlia _ —0.4 S;g o2.5
eoplasia -0.6 2. 3 >
AV 08 Jd45 ) 32.0
Tabagismo -1 Nefr.(-)  Nefr.(+)
F G H Casp1p20
/-\35 — 335 ns N . SE\
€30 €30 £30 ] £3.0
()] B’ o [} &
£25 S5 S25 025
=) o ~— ~—
(@)} o (@] o
S5 . 520 =15 . —2.0
N&o obeso Obeso N&o obeso Obeso Sexo fem. Sexo masc.  Sexo fem. Sexo masc.
J Caspip20 K IL-18 L casp1p20 M IL-18
35 ns = ~3.5 s 5
-
E30 £30 £33 E30
g — = . &
=295 525 S 20 # 52.5
5,20 ‘§ 2.0 ‘é,
o
CVA (-) CVA (+) CVA (-) CVA(+) Pneum.(-) Pneum.(+) Pneum.(-) Pneum.(+)
N Casp1p20 (0] IL-18 P casp1p20 Q IL-18
3.5 — - 735 —5
. ° . ° °
E30| e £30 Es0| o
()] o
225 @ 525 525 =
220 ¢ > 2.0
g S2.0 S
a1.5 . 1.5 .
Imuno.(-)  Imuno.(+) Imuno.(-) Imuno.(+) Neopl.(-) Neopl.(+) Neopl.(-) Neopl.(+)
R casp1p20 S IL-18 T  caspip20 U IL-18
~3.5 . —_
e e R T R -
Ezol Te E30| wle o3 530 530 B¢
) =) - a a
2.5 % v2 5 o’ o o < Q
= E o4 2 I, — o -
2.0 & o= = g 2.0 o, o .
S & : S 920
15 S20] L 15 . R
Tabag.(-) Tabag.(+) Tabag.(-) Tabag.(+) 0 1 3 4 +5 01 23 4 +5

Numero de comorbidades Numero de comorbidades



Rodrigues T.S. Resultados

Figura 30. Associacdo da ativagcdo do inflamassoma com caracteristicas clinicas e
comorbidades. (A) Correlagao de matriz dos niveis de Casp1p20 e IL-18 em o soro de pacientes com
COVID-19 no dia da internagdo com parametros clinicos e comorbidades. (B — S) Niveis de Casp1p20
(B,D,F,H,J,L,N,PeR)elIL-18 (C, E, G, I, K, M, O, Q e S) em pacientes com parametros clinicos
como bactérias cultivaveis no sangue (B e C), nefropatia (Nefr .; D e E) , obesidade (F e G), género (H
e I), acidente vascular cerebral (AVC; J e K), pneumopatia (Pneum .; L e M), imunodeficiéncia (Imuno.;
N e O), neoplasia (Neopl .;P e Q), e tabagismo (Tabag.; R e S). (T e U) Niveis de Casp1p20 (T) e IL-
18 (U) no soro de pacientes com COVID-19 associados ao numero de comorbidades dos pacientes,
variando de nenhuma comorbidade (0) a mais de cinco comorbidades (+5). Os niveis de Casp1p20 e
IL-18 foram medidos por ELISA e sdo mostrados como concentragdes transformadas por Log10 em
picogramas por mililitro. *, P <0,05 conforme determinado pelo teste t de Student (G, P = 0,0054). Cada
ponto representa um valor de um Unico individuo. A caixa mostra a média + DP dos valores. B.C.,
hemocultura; DM, diabetes mellitus; DAI, doencas autoimunes; HAS, hipertensdo arterial sistémica;
AVC, acidente vascular cerebral; IDD, imunodeficiéncia; ns, ndo significativo.
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5. DISCUSSAO

Em resumo, nosso trabalho demonstrou que a infecdo pelo SARS-CoV-2 é
capaz de induzir a ativagdo do inflamassoma de NLRP3 via CASP4/CASP11 em
mondécitos humanos e macrofagos murinos infectados in  vifro. Também
demonstramos que a CASP4/11 participa da ativagao do inflamassoma de NLRP3 em
resposta ao SARS-CoV-2 e promove a exacerbagdo da doengca em modelo de
camundongos K18-hACE2, que sdo permissivos a infeccdo (ZHENG et al., 2021).
Corroborando com os dados in vitro e in vivo, identificamos que o inflamassoma é
fortemente ativo em pacientes com COVID-19 que requerem hospitalizacio e tanto a
magnitude da ativagédo do inflamassoma no dia da hospitalizagdo quanto o curso da
ativacao do inflamassoma durante a hospitalizacao influenciam no desfecho clinico da
doenga. Nossos resultados explicam efetivamente a fisiopatologia da COVID-19 e
estabelecem que a CASP4 pode ser um alvo terapéutico para tratar pacientes em
condigdes moderadas e criticas. Esses dados encorajam estudos futuros para
direcionar inflamassomas como estratégias terapéuticas para COVID-19.

Sabia-se que pacientes com COVID-19 grave apresentavam um aumento de
IL-13 e IL-18 circulantes (LUCAS et al., 2020). No entanto, n&o estava clara a
participagdo do inflamassoma nesse processo e se 0 SARS-CoV-2 induziria essa
ativacado de forma direta. Inicialmente, realizamos experimentos in vitro e observamos
que o SARS-CoV-2 induz a ativacédo do inflamassoma de NLRP3 observada através
da presenca de “puncta” em mondcitos humanos, além da liberacdo de caspase-1
ativa e de IL-1B. Dados semelhantes foram publicados posteriormente, com mondcitos
e/ou macrofagos humanos infectados in vitro caracterizados por maior indugédo de
caspase-1e IL-13 (FERREIRA et al., 2021; SEFIK et al., 2022). Portanto, confirmamos
a ativagdo e participagdo do inflamassoma na indugcdo de IL-1p e passamos a
investigar melhor a importancia no inflamassoma para o desenvolvimento da doenca.

Dados de ASC “speck” aumentados frente a infec¢do por SARS-CoV-2 in vitro
em monocitos humanos mesmo apds a inibicdo de NLRP3 através da utilizacdo do
MCC950 sugerem que ha a ativagcédo de outros inflamassomas dependentes de ASC.
Junqueira e colaboradores demonstraram posteriormente que mondcitos infectados
com SARS-CoV-2 morrem por piroptose mediada por GSDMD através da ativagao

dos inflamassomas de NLRP3 e AIM2 demonstrados em um unico “puncta”
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(JUNQUEIRA et al., 2022). Portanto, esses dados em conjunto apontam que o SARS-
CoV-2 é capaz de ativar ndo somente o inflamassoma de NLRP3, mas também o
inflamassoma de AIM2 em humanos.

Além de observarmos o aumento dos componentes do inflamassoma
“‘dawnstream” de NLRP3, como a presenca de ASC “speck” nas células infectadas e
de CASP1 e IL-1B no sobrenadante das mesmas, também encontramos a maior
expressdo e ativagdo de CASP4 (em humanos), analoga a CASP11 (em
camundongos), que caracteriza a ativagdo nao canénica do inflamassoma de NLRP3
(KAYAGAKI et al.,, 2011). Até entdo existem poucos trabalhos que associam a
ativacdo da CASP4 com a ativagdo ndo canbnica do inflamassoma em infec¢des
virais. Um destes trabalhos demonstrou que a CASP4 é ativada em resposta a
infeccdo pelo virus DENV2, causador da dengue, induzindo a ativacdo do
inflamassoma e producao de IL-1p e piroptose em macrofagos infectados (CHEUNG
et al., 2018). Com isso, esclarecemos que, assim como outros virus, 0 SARS-CoV-2
pode induzir a ativagcdo de CASP4 em células humanas, ativando a via ndo candnica
do inflamassoma.

De modo similar ao que ocorre em mondcitos, também observamos a ativagao
do inflamassoma em macréfagos derivados de medula 6ssea de camundongos
(BMDMs) infectados com SARS-CoV-2. Recentemente, foi demonstrado que a
ativagcédo do inflamassoma em BMDMs infectados com SARS-CoV-2 € dependente da
replicagao viral, uma vez que o tratamento com remdesivir leva a perda da produgao
de IL-18/IL-1B (SEFIK et al., 2022). Com isso, acreditamos que o virus replica nessas
células e ativa o inflamassoma de NLRP3.

Nos BMDMs infectados in vitro com SARS-CoV-2 também ha a ativacao de
CASP11, a qual foi importante para a ativagdo do inflamassoma de NLRP3 e para a
producdo de IL-1p nessas células. No entanto, ainda nao identificamos a molécula
indutora da ativagdo da CASP11, seja uma proteina viral ou uma molécula enddgena,
constituindo uma limitagdo do nosso estudo. Uma das formas enddgenas descritas de
ativacdo da CASP11 ocorre pelo reconhecimento de fosfolipidios oxidados (ZANONI
et al., 2016). Outros trabalhos demonstram que moléculas como o lipopolissacarideo
(LPS) bacteriano (HAGAR et al., 2013; KAYAGAKI et al., 2011; ZANON!I et al., 2016)
assim como lipofosfoglicano (LPG) em parasitas sdo potentes ativadores da CASP11
(DE CARVALHO et al., 2019). Dado que essas moléculas que sdo reconhecidas e
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ativam CASP11 podem variar de acordo com o patdgeno, experimentos estdo em
andamento para identificarmos a molécula responsavel pela ativacdo de CASP4/11
durante a infecgao pelo SARS-CoV-2.

Existem algumas proteinas virais que atuam na regulacdo das respostas
imunes. Por exemplo, a NSP5 é uma protease do SARS-CoV-2 capaz de clivar RIG-I
e MAVS, inibindo assim a produgcdao de IFNB via RIG-I, e, consequentemente, a
resposta antiviral (LIU et al., 2021). Em relacdo a ativagdo do inflamassoma, foi
evidenciado que a proteina N do SARS-CoV-2 interage diretamente com a proteina
NLRP3, promovendo a ligaggo de NLRP3 com ASC e induzindo respostas
inflamatorias excessivas em animais infectados in vivo (PAN et al., 2021).

Um estudo descreveu que a morte celular piroptética que ocorre apds a
infeccdo de macrofagos pelo SARS-CoV-2 via receptores CD16 e ACE-2 impede um
ciclo viral produtivo nessas células (SEFIK et al., 2022). No nosso trabalho,
identificamos que a morte celular litica de monécitos humanos infectados com SARS-
CoV-2 ocorreu de maneira independente do inflamassoma de NLRP3. Logo,
acreditamos que vias alternativas de morte celular independentes de NLRP3 podem
operar em resposta a infecgao.

Para entendermos se de fato a morte celular pode acontecer por outra via ndo
piroptotica e, portanto, independente do inflamassoma, ou se essa morte celular litica
ocorreria por meio da ativagdo de outros inflamassomas, avaliamos macréfagos
deficientes para varias moléculas envolvidas com a piroptose, necroptose, apoptose
e autofagia. A morte celular ocorreu mesmo na auséncia de componentes de qualquer
uma das vias investigadas. Corroborando com a possibilidade de haver mais de um
tipo de morte celular induzida pelo virus, foi demonstrado recentemente que a ativacao
de caspase-8 em células pulmonares Calu-3 infectadas in vitro desencadeia um
processo de morte celular dupla por apoptose e por necroptose para a liberacdo de
IL-1B (LI et al., 2020b). Posteriormente, também foi sugerido que o SARS-CoV-2 seria
capaz de induzir uma morte chamada panoptose, que consiste no conjunto das mortes
celulares apoptose, necroptose e piroptose acontecendo concomitantemente (ZHENG
et al., 2020). Com esses dados concluimos que o SARS-CoV-2 é capaz de orquestrar
uma morte celular por diversas vias distintas.

Embora ja esteja bem estabelecida a importancia do IFN-I para o controle da
replicagdo viral, animais hACE-2 deficientes para IFNAR possuem diferengas minimas
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na replicacdo de SARS-CoV-2 quando comparados aos animais hACE-2 WT
(ISRAELOW et al., 2020). No entanto, a auséncia da sinalizacdo de IFN-I pode
implicar em maior ativacdo do inflamassoma e produgdo de IL-18 em macréfagos
infectados (FLAMENT et al., [s.d.]). Ja foi previamente descrito que o IFNB pode
regular negativamente tanto a produgao de pro-IL-1p e pro-IL-18 como das suas
formas maduras, IL-1p e IL-18, através da regulagéo dos inflamassomas de NLRP3 e
NLRP1b. Assim, embora o IFNf seja bastante utilizado no tratamento de doencas
inflamatdrias, essa citocina pode enfraquecer o sistema imune apds uma infecgao viral
(GUARDA et al., 2011). Observamos no nosso estudo que uma das formas de
regulagcédo negativa da ativagdo do inflamassoma durante a infecgdo por SARS-CoV-
2 ocorre via IFN do tipo I, pois ha um aumento de IL-1p na auséncia da sinalizag&o de
IFN-I em BMDMs /fnar’-. Dessa forma, demonstramos que esse antagonismo das vias
de IFNp e do inflamassoma também ocorre frente a infecgdo por SARS-CoV-2.

Neste trabalho geramos camundongos K18-hACE-2, que expressam ACE-2
humanizada na regido promotora do gene da queratina 18, presente em células
epiteliais, como um modelo experimental permissivo a infec¢ao pelo SARS-CoV-2.
Esses animais K18-hACE-2 foram cruzados com os animais deficientes para
moléculas do inflamassoma, o que nos permitiu investigar a importancia dessas
moléculas na fisiopatologia da COVID-19. Este foi o primeiro trabalho a utilizar animais
deficientes para componentes do inflamassoma em um “background” K18-hACE-2.
Através desse modelo, observamos que os niveis de IL-18 estavam reduzidos no
pulméo de animais Casp777 de modo semelhante ao encontrado em animais Nlrp3”
, Casp1/Casp11’- e Asc/Casp1/Casp11”-, demonstrando a importancia da CASP11 na
ativacao do inflamassoma mediante a infecgdo por SARS-CoV-2 nesses animais. A
partir de entdo, focamos na investigagdo da importédncia da CASP11, que estaria
acima de NLRP3, ASC e CASP1.

De modo similar ao que observamos in vitro, resposta de ativagdo do
inflamassoma pelo SARS-CoV-2 também se mostrou dependente de CASP11 in vivo,
caracterizada pela menor formacao de “puncta” de NLRP3 e “puncta® de ASC no
pulmao dos animais Casp71” infectados, associada a menores niveis de IL-18 e IL-
1B, confirmando que ha a ativagdo ndo candnica de NLRP3 induzida pela infecgéo.
Esta é a primeira evidéncia da importancia da CASP11 para a ativagdo do NLRP3 in
vivo em infecgdo por SARS-CoV-2.
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Outro achado importante deste trabalho foi a participacdo da CASP11 na
fisiopatologia e maior gravidade da doenca em animais K18-hACE-2 infectados com
SARS-CoV-2. Demonstramos que os animais Casp 777~ possuiram um menor infiltrado
inflamatdrio pulmonar nos dias 3 e 5 apds a infecgdo, com reducédo de citocinas
inflamatorias no pulmao, além de um escore clinico reduzido e uma diminuigdo da
variagcéo de peso e temperatura, indicando um menor grau de doenga. Recentemente,
foi demonstrada a participagdo da CASP4/11 na indug&o da inflamacgao e coagulopatia
em pacientes COVID-19 grave. Neste trabalho, também foi observado que os animais
deficientes para Casp?1” infectados com SARS-CoV-2 MA-10 tiveram um menor
acumulo do fator de von Willebrand, um marcador de dano endotelial, mas
apresentaram uma maior expressao do fator de transcricdo chamado “Krupel-Like” 2,
o qual é responsavel por manter a integridade vascular (ELTOBGY et al., 2022). Em
contrapartida, nossos achados nao incluem relacdo entre os pacientes com maior
expressédo de CASP4 a presenca de coagulopatia. A partir dessas informagdes,
confirmamos que a CASP11 é importante para a resposta inflamatéria pulmonar
exacerbada e desenvolvimento da doenga em resposta a infecgao pelo SARS-CoV-2.

Dados similares de protegao foram obtidos em camundongos deficientes para
Nirp3”-, que possuiram area do parénquima reduzida e menor desenvolvimento da
doenca. Corroborando com nossos dados, um estudo demonstrou que a inibigdo do
inflamassoma de NLRP3 através do uso de MCC950 reduziu a inflamacgao pulmonar
excessiva em camundongos hACE-2 infectados com SARS-CoV-2 (ZENG et al.,,
2022). Com isso, concluimos que o NLRP3 contribui para a inflamagao pulmonar e
agravamento da doenga nos animais infectados com SARS-CoV-2.

E interessante observar que a CASP11 somente interferiu na replicacéo viral
nos tecidos pulmonares 5 dias apds a infecgdo. Contrariamente, outro grupo de
pesquisa nao observou diferenga na replicacdo viral até o 4° dia pds infecgéo
utilizando uma carga viral maior em um modelo de infecgdo com virus murino (10°
PFU SARS-CoV-2 MA-10) (ELTOBGY et al., 2022). Ja foi previamente relatado que o
pico de replicagao viral ocorre no 2° dia pds infecgdo com queda nos dias seguintes
(OLADUNNI et al., 2020) . Portanto, sugerimos que a CASP11 pode facilitar o
clearance viral por mecanismos que ainda necessitam ser melhor investigados e essa

resposta depende da carga viral e do modelo experimental utilizado.
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Além de avaliarmos a ativacdo do inflamassoma em resposta a infec¢gao por
SARS-CoV-2 in vitro e in vivo, buscamos investigar a ativagdo do inflamassoma em
pacientes com COVID-19. Identificamos que que componentes do inflamassoma
estdo expressos e/ou ativos em diversas células e tecidos, como na nasofaringe, no
pulmao e nos PBMCs dos pacientes com COVID-19. Observamos a presenca de
‘puncta” de NLRP3 nos PBMCs de pacientes moderados e graves, assim como a
caspase-1 estava ativa nessas células. Recentemente, foi publicado que os monadcitos
de pacientes com COVID-19 foram mais responsivos a P-selectina e ao fibrinogénio
e passaram a secretar maiores niveis de citocinas inflamatérias. Este trabalho
identificou que a interagdo entre mondcitos e plaquetas foi crucial para a ativagao
dessas células em pacientes com COVID-19, gerando uma maior producdo de
citocinas inflamatorias como TNF, IL-6 e IL-1 (HOTTZ et al., 2022). Portanto,
concluimos que ha a ativagao do inflamassoma em células mononucleares circulantes
dos pacientes com COVID-19 e as plaquetas podem favorecer essa resposta.

Evidenciamos que o SARS-CoV-2 desencadeou uma potente resposta
transcricional CASP4/11. E possivel que a atividade relatada das proteinas “Spike” ou
do envelope (E) de SARS-CoV-2 na sinalizagdo TLR2/NF-«B seja responsavel por
esse processo (KHAN et al., 2021; ZHENG et al., 2021). Alternativamente, as citocinas
produzidas em resposta a infecgcao viral, como IL-6 e TNFa, podem desencadear a
sinalizacdo de NF-xB que, por sua vez, promove a expressdao de CASP4/11.
Independentemente do mecanismo pelo qual o SARS-CoV-2 desencadeia a
regulacgao transcricional de CASP4/11, esse processo foi consistentemente observado
em infecgbes de macrofagos in vitro, em amostras nasofaringeas de pacientes com
COVID-19 e nos pulmdes de casos fatais de COVID-19.

Embora tenhamos observado o aumento da expressdo de componentes do
inflamassoma na nasofaringe de pacientes com COVID-19 hospitalizados e nao
hospitalizados. Neste estudo, ndo testamos pacientes assintomaticos para ativagao
do inflamassoma, mas pode-se esperar que os niveis de Casp1p20 e IL-18 sejam
intermediarios entre individuos ndo infectados e pacientes leves/moderados. Nao
podemos excluir que seja possivel que a ativagado do inflamassoma em pacientes
assintomaticos e leves seja benéfica para o hospedeiro e possa ser responsavel por
respostas protetoras do hospedeiro contra o virus, em oposi¢céo ao efeito prejudicial
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do inflamassoma em gerar inflamac&o exacerbada em pacientes com formas graves
de doenca.

E interessante notar que, embora ocorra de maneira heterogénea, houve a
ativacdo de CASP4 nos PBMCs dos pacientes moderados e graves. Buscando avaliar
se também haveria ativagdo do inflamassoma nos pulmdes infectados, identificamos
uma maior quantidade de “puncta” de NLRP3 e ASC em autopsias de pulméo de
pacientes com COVID-19. Corroborando com esses dados, outro estudo identificou
a presencga do inflamassoma de NLRP3 ativo no pulm&o de casos fatais de COVID-
19 (TOLDO et al., 2021). Posteriormente, nosso grupo demonstrou que a ativagédo do
inflamassoma de NLRP3 no pulmdo dos pacientes ocorre principalmente em
macréfagos e em células endoteliais (DE SA et al., [s.d.]). Através desses achados,
concluimos que o inflamassoma esta se encontra ativo no pulm&o de pacientes que
foram a ébito por COVID-19.

Para entendermos a relagao da ativagao do inflamassoma com a gravidade da
doenga, avaliamos os niveis de CASP1 e IL-18 no soro de 124 pacientes e
identificamos que os produtos derivados do inflamassoma, como Casp1p20 e IL-18
correlacionaram-se com os marcadores de gravidade de COVID-19, incluindo IL-6 e
LDH. A IL-18 ja havia sido associada a casos graves (LUCAS et al., 2020), mas nao
havia sido correlacionada com outras moléculas do inflamassoma ou com LDH, que
também foi bastante discutido como um biomarcador de gravidade nesses pacientes
(WU et al., 2020). Assim, confirmados que existe uma associagao entre a ativagao do
inflamassoma com a morte celular litica e, possivelmente, com a gravidade da doenga
nesses pacientes.

A seguir, demonstramos que os niveis de |IL-18 se encontraram elevados em
pacientes que necessitaram de ventilagdo mecanica e nos que nao sobreviveram.
Além disso, em um estudo longitudinal, os niveis de IL-18 no dia de hospitalizagédo
dos pacientes que eventualmente v&o a Obito sdo maiores quando comparados aos
pacientes que se recuperam. Em concordancia com nossos dados, um estudo recente
também encontrou niveis aumentados de IL-18 em pacientes com COVID-19 grave.
Em resumo, os autores observaram uma mudanga no perfil de mondcitos e
macrofagos que deixaram de produzir IFNa e passavam a produzir IL-18 nos
pacientes com COVID-19. Niveis elevados de IL-18 induziram a ativagao de células T

invariantes de mucosa (MAIT) que passaram a ter um perfil citotdxico, contribuindo
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para a inflamag&o pulmonar e morte dos pacientes graves (FLAMENT et al., [s.d.]). A
partir desses achados em conjunto, compreendemos melhor o0s possiveis
mecanismos de indugéo da inflamagao pulmonar causada pela IL-18 e sugerimos que
esta citocina poderia ser utilizada como um biomarcador para indicativo da progresséo
da doenca.

Com relacdo a comorbidades associadas a COVID-19, observamos que os
niveis de IL-18 foram maiores nos pacientes obesos com COVID-19 quando
comparados aos infectados ndo obesos. Trabalhos ja demonstraram que adipdcitos
humanos expressam e secretam IL-18 (SKURK et al., 2005; WOOD et al., 2005). Além
disso, os niveis de IL-18 foram encontrados aumentados no plasma de pacientes
obesos, devido a resisténcia a insulina e ndo necessariamente ao peso corporal
(BRUUN et al., 2007). Portanto, identificamos que a obesidade € mais um fator que
contribui para o aumento de IL-18 nos pacientes com COVID-19.

Para alguns parametros, detectamos diferengas estatisticamente significativas
em IL-18, enquanto em outros, as diferengas foram identificadas em Casp1p20. A
producdo da IL-18 de modo independente da CASP1 ja foi descrita (SUGAWARA et
al., 2001; TSUCHIYA et al., 2014) e, portanto, ndo podemos excluir completamente a
possibilidade de que uma via independente do inflamassoma possa ser responsavel
pela producédo elevada de IL-18 em pacientes com COVID-19. No entanto, esta
hipétese n&o é suportada por nossos dados, que mostram uma correlagdo significativa
entre IL-18 e Casp1p20 em soros de COVID-19.

Nossos resultados demonstrando niveis elevados de Casp1p20 em pacientes,
juntamente com a demonstragcdo de “puncta” de NLRP3 e ASC em PBMCs de
pacientes e em tecidos de autopsias apoiam fortemente nossa afirmacédo de que os
inflamassomas sao ativos em pacientes com COVID-19 e se correlacionam com o
desfecho da COVID-19. No entanto, apesar de termos identificado moléculas chave
do inflamassoma responsaveis pela exacerbacao da inflamacéo, no presente estudo
nao investigamos a fundo uma estratégia terapéutica especifica para pacientes com
COVID-19 grave. Recentemente, nosso grupo identificou a niclosamida como um
potente inibidor da ativagdo do inflamassoma e da replicacdo do SARS-CoV-2,
constituindo um forte inibidor tanto da replicagéo viral como da resposta inflamatoria
mediada pelo inflamassoma (DE ALMEIDA et al., 2022). Esse estudo forneceu

informagdes sobre os mecanismos imunomoduladores desse farmaco que se mostrou
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altamente promissor e esta atualmente em ensaios clinicos de fase | para o tratamento
da COVID-19.

Portanto, sugerimos que o inflamassoma pode ser utilizado como alvo
terapéutico potencial em pacientes com COVID-19 moderada e grave e como
biomarcadores indicativos do desfecho clinico na doencga, especialmente através da
dosagem de IL-18.
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6. SUMARIO

6.1. Ha ativacdo do inflamassoma em mondcitos humanos infectados com SARS-
CoV-2 in vitro.

6.2. A CASP4 (em humanos) e a CASP11 (em camundongos) sao ativas e importantes
para a ativagao n&o canénica do inflamassoma de NLRP3 em mondcitos humanos e
macrofagos murinos infectados com SARS-CoV-2 in vitro.

6.3. A morte celular ocorre em mondcitos humanos e macrofagos murinos resposta a
infeccédo pelo SARS-CoV-2 mesmo na auséncia do inflamassoma de NLRP3.

6.4.0 SARS-CoV-2 induz a morte celular em BMDMs mesmo na auséncia de GSDMD,
caspase-7, caspase-8 e RIPK3, sugerindo que o virus é capaz de ativar vias
alternativas distintas de morte celular.

6.5.A sinalizagdo de IFN-I regula negativamente a ativagdo do inflamassoma em
macrofagos murinos infectados in vitro.

6.6.A CASP11 participa da ativagdo do inflamassoma de NLRP3 em animais
Casp11**, Casp11*- e Casp117 infectados com SARS-CoV-2 in vivo.

6.7. A CASP11 contribui para a fisiopatologia e para o desenvolvimento da doenga em
animais Casp11**, Casp11*- e Casp11” infectados com SARS-CoV-2 in vivo.

6.8. A expressado de CASP4 e outros componentes do inflamassoma esta aumentada
em amostras de swab de nasofaringe e tecido pulmonar pacientes com COVID-19 e
pode estar ativa em células mononucleares periféricas do sangue de pacientes
moderados e graves.

6.9.0 inflamassoma de NLRP3 ¢ ativo pulmao de pacientes que foram a obito com
COVID-19 e no sangue de pacientes moderados e graves.

6.10. A ativacdo do inflamassoma se correlaciona com a magnitude da doenca.
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7. CONCLUSAO

Neste estudo, identificamos a CASP4/CASP11 como uma molécula importante
para a ativacao do inflamassoma de NLRP3 em resposta a infeccédo pelo SARS-CoV-
2. Nossos dados obtidos com amostras de pacientes com COVID-19 e infecgdes in
vitro com mondcitos humanos e macrofagos murinos foram reforgados por
experimentos in vivo realizados com camundongos ACE-2 humanizados infectados
com SARS-CoV-2. Assim, demonstramos que a CASP11 e o NLRP3 contribuem para
inflamag&o pulmonar exacerbada e para desenvolvimento da doencga, contribuindo
para a melhor compreensao da patogénese da COVID-19 (Figura 31).

Interessantemente, a IL-18 mostrou-se um potencial biomarcador indicativo de
desfecho clinico ruim da doenga, com niveis significativamente elevados desde o
primeiro dia de hospitalizagao dos pacientes que chegaram a 6bito quando comparada
aos pacientes que se recuperam. Ja a CASP1 foi encontrada em niveis
significativamente elevados nos pacientes graves quando comparada aos pacientes
leves e moderados no dia de hospitalizagdo, porém nao variou de acordo com
desfecho da doenga. Portanto, nossos resultados sugerem que a magnitude da
ativacao do inflamassoma tanto no dia da internagcdo quanto o curso da ativagao do
inflamassoma durante a hospitalizacao influenciam o resultado clinico dos pacientes.

Como o inflamassoma de NLRP3 é central em pacientes criticos com COVID-
19, estratégias imunomoduladoras que tenham o NLRP3 como alvo podem aumentar
as possibilidades terapéuticas para tratar casos criticos de COVID-19. Logo, uma
abordagem clinica que iniba os alvos que estdo acima dos produtos da ativagédo do
inflamassoma, tais como a CASP4 ou o préprio NLRP3, pode ser mais promissora do
que bloqueio apenas a sinalizagao da IL-1p, estratégia que ja vem sido testada em
pacientes com COVID-19(CAVALLI et al., 2020; HUET et al., 2020). Nesse cenario, a
determinacdo dos mecanismos especificos pelos quais o SARS-CoV-2 desencadeia
a ativacdo do inflamassoma e a compreensio de quais plataformas especificas do
inflamassoma sao ativadas durante a doenca também sao informagdes importantes

para estratégias terapéuticas eficazes para o COVID-19.
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Casos de COVID-19
Animais K78 hACE-2 moderada e grave
infectados com SARS-CoV-2

Mondcitos e macréfagos
infectados com SARS-CoV-2

oW

— [’

| Caspase-4/Caspase-11
| NLRP3

| ASC

| Caspase-1

IL-18
IL-1B
.
4+ Inflamagéao pulmonar

'

Desfecho clinico ruim

Figura 31. Participacao do inflamassoma no desenvolvimento da COVID-19. A
infeccéo pelo SARS-CoV-2 leva a ativagdo de CASP4/CASP11 e do inflamassoma de
NLRP3 em mondécitos e macréfagos isolados, em camundongos e em humanos. A
ativacdo do inflamassoma culmina na produgcédo de IL-13 e IL-18, piroptose,
contribuindo para a resposta inflamatéria exacerbada, que favorece o desfecho clinico
ruim dos pacientes moderados e graves com COVID-19.
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9. ANEXOS

9.1 Anexo 1: Prémios e titulos

9.1.1. Mencao honrosa pela participacao do Prémio Thereza Kipnis com apresentagao
intitulada “inflammasomes are activated in response to sars-cov-2 infection and are
associated with covid-19 severity in patients”, realizada durante o XLV Encontro anual

da Sociedade Brasileira de Imunologia, 2021.

9.1.1. Palestra intitulada “INFLAMMASOME ROLE IN THE PATHOGENESIS OF
SARS-COV-2 INFECTION IN HUMANS AND ANIMAL MODELS” no Simpédsio SBBf
Young Scientists no 51th Annual Meeting of the Brazilian Society of Biochemistry and
Molecular Biology (SBBq) e 46th Congress of the Brazilian Society of Biophysics
(SBBf)/LAFESB que ocorreu entre os dias 5 e 8 de Setembro no Centro de

Convencdes do Hotel Majestic em Aguas de Lindéia, SP

9.1.2. Mencao honrosa pela participagcao do Prémio Thereza Kipnis com apresentagao
intitulada “Inflammasomes are activated in response to sars-cov-2 infection and are
associated with covid-19 severity in patients”, realizada durante o XLV Encontro anual

da Sociedade Brasileira de Imunologia, 2021.

9.1.3. Mencdo honrosa a Tamara Silva Rodrigues pela aula ministrada “Doencgas
alérgicas: patogénese e terapia”, a qual foi classificada em 3° lugar como melhor aula
tedrica do XI Curso de Inverno em Imunologia, realizado no periodo de 16 a 25 de

julho de 2018.

9.1.4. Premiada em primeiro lugar pelo trabalho intitulado “Alveolar epitelial cells role

upon dendritic cells function during Mycobacterium tuberculosis infection: active

130



Rodrigues T.S. Anexos

players or innocent bystandars? No Xll Workshop of Immunology, realizado na

Fuldade de Medicina de Ribeirdo Preto no Periodo de 22 a 24 de novembro de 2018.

9.2. Anexo 2: Trabalhos de primeira autoria

9.2.1 Artigo publicado (RODRIGUES et al, JEM, 2020): Inflammasomes are
activated in response to SARS-CoV-2 infection and are associated with COVID-19
severity in patients. JOURNAL OF EXPERIMENTAL MEDICINE., v.218, p.1 - 11,
2020.

9.2.2 Artigo publicado (SALINA; DOS SANTOS; RODRIGUES et al., eLife, 2021):
Efferocytosis of SARS-CoV-2-infected dying cells impairs macrophage anti-

inflammatory functions and clearance of apoptotic cells. eLife. v.11, p.74443 - , 2022.

9.2.3 Artigo em preparacao (RODRIGUES et al., Journal of Infectious Disease):
CASP4/11 contributes to pulmonary inflammation and disease exacerbation in COVID-
19.

9.2.4 Artigo publicado (RODRIGUES et al., Journal of Leucocyte Biology, 2019):
Mycobacterium tuberculosis -infected alveolar epithelial cells modulate dendritic cell
function through the HIF-1a-NOS2 axis.

9.2.5 Artigo publicado (RODRIGUES et al., Journal of Leucocyte Biology, 2019):
nterplay between alveolar epithelial and dendritic cells and Mycobacterium

tuberculosis.

9.3. Anexo 3: Trabalhos de co-autoria
9.3.1 Artigo publicado (DE CARVALHO et al., Nature Communications, 2019):
Leishmania RNA virus exacerbates Leishmaniasis by subverting innate immunity via

TLR3-mediated NLRP3 inflammasome inhibition.

9.3.2 Artigo publicado (DE ALMEIDA et al., Science Advances, 2022):
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|dentification of immunomodulatory drugs that inhibit multiple inflammasomes and

impair SARS-CoV-2 infection.

9.3.3 Artigo publicado (SILVA et al., Critical Care, 2022): Gasdermin-D activation

by SARS-CoV-2 triggers NET and mediate COVID-19 immunopathology.

9.3.4 Artigo publicado (LOPES et al., RMD OPEN, 2021): Beneficial effects of
colchicine for moderate to severe COVID-19: a randomised, double-blinded, placebo-
controlled clinical trial. RMD OPEN.

9.3.5 Artigo publicado (PALMA et al., Cells, 2021): Obesity-Induced Dysbiosis
Exacerbates IFN-y Production and Pulmonary Inflammation in the Mycobacterium

tuberculosis Infection.

9.3.6 Artigo publicado (PINEROS et al., 2019): Obesity-Induced Dysbiosis
Exacerbates IFN-y Production and Pulmonary Inflammation in the Mycobacterium

tuberculosis Infection.

9.4 Anexo 4: Repercussao deste trabalho no cenario nacional e internacional

Os anexos a seguir se referem a repercussao desse trabalho no cenario nacional
e internacional. Como mostrado no anexo 1, os trabalhos resultantes dessa tese foram
publicados em periddicos de prestigio internacional, como por exemplo as revistas
Journal of Experimental Medicine (JEM) e e-life e Journal of Infectious disease (in
preparation). Além do impacto cientifico mundial, podemos evidenciar a importancia
desse trabalho para a ciéncia nacional, uma vez que os dois artigos resultantes desta
tese (RODRIGUES et al., 2020, JEM) e (Rodrigues et al., 2022, in preparation) foram

realizados por pesquisadores brasileiros em territorio nacional e trazem informagdes
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extremamente relevantes sobre a importancia do inflamassoma para o
desenvolvimento da COVID-19 grave.

Os resultados obtidos nestas publicagées implicam em um grande avango no
campo do conhecimento da COVID-19, destacando a comunidade cientifica brasileira
frente ao cenario internacional e nacional. Em 2020, este trabalho foi divulgado por
diversos meios de comunicac¢ao no Brasil, ressaltando a sua relevancia no cenario da
COVID-19 e ampliando o acesso a informagao o publico leigo brasileiro sobre ciéncia
basica.

O reconhecimento aos trabalhos resultantes desta tese fez a aluna participar do
Prémio Thereza Kipnis, que é considerado o maior prémio de imunologia do pais. A
aluna também foi convidada para apresentar esses resultados na sessao de “Young
Scientists” do congresso anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biofisica
(SBBq).

Finalmente, gostaria de evidenciar as perspectivas futuras resultantes desta tese.
Os achados deste estudo auxiliaram significativamente na compreensdo da
imunopatogénese da COVID-19. Acreditamos que esses dados poderéo contribuir
diretamente para o futuro desenvolvimento de terapias efetivas contra a doencga,

prevenindo e tratando, principalmente, a COVID-19 grave.
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