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RESUMO 

Os casos graves de COVID-19 são frequentemente caracterizados por um grande 

processo inflamatório que pode levar à falência de órgãos e à morte do paciente. Neste 

contexto, a anfiregulina (AREG), um fator de crescimento epidérmico semelhante ao 

EGF, tem sido descrita como importante no processo de reparo por exercer um papel 

fundamental na mediação dos mecanismos de tolerância. Considerando que a AREG é 

um fator importante no processo de homeostasia durante e após o processo inflamatório, 

decidimos investigar seu papel na fisiopatologia da COVID-19. Para isso, utilizamos 

amostras de PBMCs, de autópsias pulmonares e lavado traqueal de pacientes com 

COVID-19 (leve, moderada e severa) e comparamos a presença de AREG por RT-PCR, 

imunofluorescência e ELISA com base em grupos controle. Além disso, usamos um 

modelo experimental de infecção usando como base camundongos K18-hACE2 para 

entender o papel do AREG na fisiopatologia da COVID-19, também bloqueamos a 

sinalização do EGFR com intuito entender como os sinais emitidos por esse receptor se 

relacionam com a doença.  Observamos que os níveis de AREG em PBMCs de pacientes 

com COVID-19 estavam elevados em comparação aos doadores saudáveis e que, este 

aumento, estava correlacionado com manifestações clínicas mais graves, com um 

provável desfecho de morte, também observamos um aumento das concentrações de 

AREG no lavado traqueal de pacientes hospitalizados e no homogenato do pulmão, bem 

como uma coloração intensa na imunofluorescência de autópsias pulmonares de 

pacientes que morreram de COVID-19.  Vimos também que no modelo experimental de 

infecção, o AREG estava em altos níveis, assim como outros mediadores inflamatórios. 

Além disso, o bloqueio da sinalização do receptor AREG melhorou os sinais clínicos da 

doença no modelo de experimental. Em resumo, nossos dados indicam que o AREG está 

envolvido no processo fisiopatológico desencadeado pelo SARS-CoV-2 e está 

relacionado com a gravidade da doença. 

 

Palavras-chaves: Tolerância. Reparo Tecidual. Fibrose.  
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ABSTRACT 

Severe cases of COVID-19 are often characterized by a large inflammatory process that 

can lead to organ failure and patient death. In this context, amphiregulin (AREG), an 

epidermal growth factor EGF-like, has been described as important in the repair process 

by playing a key role in mediating tolerance mechanisms. Considering that AREG is an 

important factor in the homeostasis process during and after the inflammatory process, 

we decided to investigate its role in the pathophysiology of COVID-19. To this end, we 

used PBMCs, lung autopsy and tracheal lavage samples from patients with COVID-19 

(mild, moderate and severe) and compared the presence of AREG by RT-PCR, 

immunofluorescence and ELISA based on control groups. In addition, we used an 

experimental infection model using K18-hACE2 mice to understand the role of AREG in 

the pathophysiology of COVID-19, we also blocked EGFR signaling in order to understand 

how the signals emitted by this receptor relate to the disease.  We observed that AREG 

levels in PBMCs from patients with COVID-19 were elevated compared to healthy donors, 

and that this increase correlated with more severe clinical manifestations with a likely 

outcome of death, we also observed increased AREG concentrations in tracheal lavage 

from hospitalized patients and in lung homogenate, as well as intense staining in 

immunofluorescence from lung autopsies of patients who died of COVID-19.  We also 

saw that in the experimental infection model, AREG was at high levels, as were other 

inflammatory mediators. Furthermore, blocking AREG receptor signaling improved the 

clinical signs of the disease in the experimental model. In summary, our data indicate that 

AREG is involved in the pathophysiological process triggered by SARS-CoV-2 and is 

related to disease severity. 
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Lista de figuras 

Figura 1. Ciclo replicativo do SARS-CoV-2 ................................................................ 18 

Figura 2. Principais sintomas da COVID-19 ............................................................... 19 

Figura 3. Características Estruturais do AREG .......................................................... 22 

Figure 4. PBMCs de pacientes com COVID-19 e doadores voluntários saudáveis 
diferem na expressão gênica de Areg ......................................................................... 39 

Figura 5. PBMC de pacientes graves com COVID-19 diferem na expressão gênica de 
Areg em relação a doadores voluntários saudáveis......................................... .........40 

Figura 6.Pacientes com COVID-19 que evoluíram para óbito apresentam maior 

expressão de Areg no PBMC ...................................................................................... 41 

Figura 7. Associação entre os níveis de expressão de Areg com características 
clínicas e comorbidades............................................................................................... 42 

Figura 8. Associação entre os níveis de expressão de Areg com idade. ................. 42 

Figura 9. Associação entre os níveis de expressão de Areg com o sexo ................. 43 

Figura 10. Níveis de citocinas no lavado traqueal de pacientes com COVID-19 .... 43 

Figura 11. Níveis de citocinas em autópsias pulmonares de pacientes com COVID-

19. ................................................................................................................................. 44 

Figura 12. AREG está aumentado em autópsias de pulmão de pacientes com COVID-

19 .................................................................................................................................. 44 

Figura 13. Infecção com concentrações diferentes de SARS-CoV-2 em camundongos 

K18-hACE-2 produz sinais clínicos distintos. .............................................................. 46 

Figura 14. Análises histopatológicas de animais K18-ACE-2 infectados com SARS-

CoV-2 ............................................................................................................................ 47 

Figure 15. Produção de citocinas no pulmão durante infecção experimental por 

SARS-CoV-2. ............................................................................................................... 48 

Figura 16. Protocolo representativo das estratégias de gate..................................... 49 

Figura 17. Leucócitos são os produtores de AREG no pulmão. .......................................... 49 

Figura 18. Os monócitos-macrófagos F4/80+ são os produtores de AREG nos 

pulmões. ....................................................................................................................... 50 

Figura 19. Protocolo representativo das estratégias de gate.....................................50 



Figura 20. Os monócitos-macrófagos F4/80+ são os produtores de AREG nos 

pulmões. ....................................................................................................................... 51 

Figura 21. A inibição do EGFR melhora a saturação de oxigênio em modelo de 

infecção experimental .................................................................................................. 53 

Figura 22. O bloqueio da sinalização do EGFR melhora aspectos histopatológicos do 

pulmão dos animais K18-ACE-2 infectados com SARS-CoV-2.. ............................... 54 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Sumário 

1. Introdução .............................................................................................................16 

1.1 Visão Geral da Pandemia de COVID-19 ........................................................17 

1.2 Biologia do SARS-CoV-2 .................................................................................18 

1.3 Fisiopatologia da COVID-19 ............................................................................19 

1.4 Uma espada de dois gumes: Resistência e Tolerância .................................21 

1.5 Anfiregulina (AREG): Estrutura, Regulação e Sinalização ............................22 

1.6 Consequências Fisiológicas e Patológicas da sinalização do AREG ...........24 

2. Objetivos ................................................................................................................27 

2.1 Objetivo geral ...................................................................................................28 

2.2 Objetivos específicos .......................................................................................28 

3. Material e métodos ...............................................................................................29 

3.1 Isolamento do PBMC .......................................................................................30 

3.2 Isolamento de RNA e PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR)..............30 

3.3 Lavado Traqueal ..............................................................................................30 

3.4 Quantificação de Citocinas ..............................................................................30 

3.5 Amostras  de autópsias de pulmão .................................................................31 

3.6 Imunofluorescência ..........................................................................................31 

3.7 Produção do Estoque Viral ..............................................................................31 

3.8 Camundongos K18-hACE-2 ............................................................................31 

3.9 Modelo in vivo de infecção por SARS-CoV-2 .................................................32 

3.10 Tratamento in vivo com Gefitinib .....................................................................34 

3.11 Marcação de superfície ou intracelular para citometria de fluxo ...................34 

3.12 Quantificação do genoma viral do SARS-CoV-2 ............................................34 

3.13 Coloração de Hematoxilina – Eosina ..............................................................35 

3.14 Análise estatística ............................................................................................37 

4. Resultados.............................................................................................................39 

4.1 O PBMC de pacientes com COVID-19 possui níveis de mRNA de Areg mais 
elevados em comparação aos doadores saudáveis ................................................40 

4.2 Amostras de pulmão de pacientes com COVID-19 (+) apresentam níveis 

elevados de AREG em comparação aos doadores COVID-19 (-)...........................44 

4.3 No modelo experimental de COVID-19 há aumento de produção de AREG e  
macrófagos/monócitos F4/80+ parecem ser a fonte geradora ................................46 

4.4 O bloqueio da sinalização do EGFR melhora sinais clínicos e 

histopatológicos dos animais K18-ACE2 infectados com SARS-CoV-2 .................52 

5. Discussão ..............................................................................................................56 

6. Conclusão ..............................................................................................................63 

7. Referências............................................................................................................65 



8. Anexos ...................................................................................................................70 

8.1 Anexo 1. Características dos pacientes com COVID-19 ...............................71 

8.2 Anexo 2. Aprovação do comitê de ética em experimentação animal ............72 

8.3 Anexo 3. Aprovação do comitê de ética em experimentação humana. ........74 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

1. Introdução



Caetité, D. B. Introdução 

17 

 

 

 

1.1 Visão Geral da Pandemia de COVID-19 

No fim de 2019, diversas unidades de saúde reportaram casos de pneumonia com 

origem desconhecida em grupos de pessoas ligadas epidemiologicamente a um mercado 

de pescado (Huanan Seafood Wholesale Market em Wuhan), na província de Hubei, 

China (Zhu et al., 2020).   

De acordo com estudos retrospectivos, o primeiro relato oficial ocorreu em 8 de 

dezembro de 2019, após alguns dias o número de infectados aumentaram de maneira 

exponencial em indivíduos que não haviam tido contato direto com o estabelecimento 

(Chowdhury & Oommen, 2020). Além disso, era recorrente os casos de infecção 

nosocomial, esses acontecimentos sugeriam que havia transmissão entre humanos (Hu 

et al., 2021).  

No fim do mês de dezembro a Comissão Municipal de Saúde de Wuhan (Wuhan 

Municipal Health Commission) notifica publicamente a população e informa a 

Organização Mundial de Saúde (OMS)  a ocorrência desse novo surto (Wu & McGoogan, 

2020). 

Desde o registro inicial em Wuhan, o número de casos cresceu rapidamente em 

outras cidades da província de Hubei, em aproximadamente 1 mês, se espalhou 

vertiginosamente para todas as 34 províncias Chinesas (Hu et al., 2021). Em 11 de 

janeiro de 2020, o primeiro caso foi relatado fora da China continental, na Tailândia, em 

30 de janeiro a OMS declara o surto do novo coronavírus como emergência global 

(Eurosurveillance Editorial Team, 2020). Em 11 de fevereiro, o Comitê Internacional de 

Taxonomia de Vírus (ICTV - International Committee on Taxonomy of Viruses) nomeou 

o novo coronavírus como "SARS-CoV-2" (Severe acute respiratory syndrome-related 

coronavirus 2) e a OMS nomeia a doença como "COVID-19" (Coronavirus Disease 2019) 

(ICTV, 2020).  

Em fevereiro de 2020 ampliam-se os registros internacionais de casos, a 

associação entre uma alta transmissibilidade do SARS-CoV-2, somada a uma 

abundância de viagens internacionais, possibilita que em poucas semanas a COVID-19 

se espalhe pelo mundo, com isso, em 11 de março a OMS eleva a doença ao patamar 

de pandemia (OMS, 2020). 

Diariamente, acentua-se o relato de novas infecções e reinfecções com um 

acumulado de casos, em fevereiro de 2022, aproximando-se dos 400 milhões (Ritchie et 

al., 2021). A emergência causada pela COVID-19 fez com que diversos entidades 

governamentais e privadas se unissem com intuito de frear a pandemia, entretanto, os 
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esforços para conter a disseminação do vírus são dificultados pela falta de dados sobre 

vários aspectos importantes sobre a infecção, que vão desde a fisiopatologia, até a 

resposta do hospedeiro e opções de tratamento (Tay et al., 2020). 

1.2 Biologia do SARS-CoV-2 

Os coronavírus (CoVs) são uma diversificada família  de vírus envelopados, com 

RNA fita simples, de senso positivo, bastante conhecidos por infectar uma ampla 

variedade de vertebrados, entre esses vírus, 7 espécies tipicamente causam doenças 

em humanos (V’kovski et al., 2021).  

Os coronavírus humanos (HCoVs), HCoV-229E e o HCoV-OC43, circulam a muito 

tempo entre as populações humanas, também com o HCoV-NL63 e o HCoV-HKU1, 

descritos mais recentemente. Em conjunto, esses patógenos levam a infecções 

sazonais, geralmente leves do trato respiratório e que são genericamente associados a 

sintomas de “resfriado comum" (V’kovski et al., 2021).   

Em contrapartida, nos últimos 20 anos surgiram  registro de 3 novas espécies de 

HCoVs altamente patogênicos, com grande potencial de desenvolver doença grave, são 

eles o SARS-CoV-1 (Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 1), o MERS-CoV 

(Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus) e o SARS-CoV-2 (Tay et al., 2020). 

A primeira etapa do ciclo de vida dos coronavírus envolve a infecção do hospedeiro 

a partir da interação entre a proteína “spike” (S), com receptores celulares específicos. 

Para os HCoVs, têm sido descritos “human aminopeptidase N” (APN; HCoV-229E), 

“angiotensin-converting enzyme 2” (ACE2; HCoV-NL63, SARS-CoV e SARS-CoV-2) e o 

“dipeptidyl peptidase 4” (DPP4; MERS-CoV), como os ligantes que medeiam a entrada 

dos vírus nas células alvo (V’kovski et al., 2021) .  

O ciclo de vida do SARS-CoV-2 consiste na invasão da célula hospedeira via ACE-

2, expressão dos genes virais, formação e eventual saída dos novos vírus (Figura 1) 

(Yadav et al., 2021). 
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Figura 1 - Ciclo replicativo do SARS-CoV-2: 1. O ciclo de vida do SARS-CoV-2 se inicia quando a 
proteína S, com seu domínio de ligação ao receptor (RBD) localizado na porção S1, interage com o 
receptor do hospedeiro (ACE-2). Após essa ligação, a porção S2 dessa mesma proteína sofre clivagem 
via proteases (TMPRSS2 e/ou catepsinas) permitindo a liberação do peptídeo de fusão, esse 
processamento leva a fusão do vírus com a célula alvo. 2. Após a fusão, o RNA genômico de senso positivo 
(gRNA+) tem acesso ao seu citoplasma e é traduzido por ribossomos da própria célula em duas 
poliproteínas, pp1a e pp1ab, esses polipeptídeos sofrem autoproteólise (a partir de domínios quimiotripsina 
e papaína presentes em suas cadeias) liberando as proteínas não estruturais (nsps - non-structural 
proteins). A nsp12, nsp7 e nsp8, formam a RdRp (RNA-dependente RNA-polimerase). 3. Usando o gRNA+ 
a polimerase viral produz um RNA complementar de senso negativo (gRNA-), com base nesse anti-genoma 
são sintetizados novos gRNA+ e RNAs subgenômicos. 5. Os RNAs subgenômicos são produzidos a partir 
da transcrição descontínua e são traduzidos 6. principalmente no retículo endoplasmático, gerando as 
proteínas estruturais. Essas por sua vez caem na via de transporte de vesículas da célula e seguem para 
o Golgi. 7. Os gRNAs+ sintetizados, interagem com as proteínas N do citoplasma formando o 
nucleocapsídeo, essa estrutura por sua vez se liga a outras proteínas estruturais como a E, M e S levando 
a formação da partícula viral madura. 8. Os vírus recém montados, se utilizam da via de secreção a partir 
do Golgi 9. para mediar sua exocitose ao meio extracelular. Criado com BioRender adaptado de Malone 
et al. 2022 e Yadav et al. 2021. 

1.3 Fisiopatologia da COVID-19 

A transmissão do SARS-CoV-2 ocorre principalmente pelo contato das superfícies 

de mucosa com as partículas virais presentes no ambiente, a disponibilidade dessas 

partículas depende da proximidade a indivíduos infectados que liberam aerossóis através 

de tosse, espirros e fala (V’kovski et al., 2021).  

 O período de incubação, que diz respeito ao período entre a exposição ao 

vírus e o início dos sintomas, é cerca de 5-6 dias, mas em alguns casos pode-se 

estender a 14, durante esse tempo, também conhecido como período pré-

sintomático, os indivíduos infectados podem ser contagiosos (Parasher, 2021). 

Os sintomas dos pacientes com COVID-19 se manifestam em um amplo espectro 
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de sinais clínicos, variando desde manifestações leves a graves problemas respiratórios 

com múltiplas falhas de órgãos (Figura 2). 

 

Figura 2 - Principais sintomas da COVID-19: Os sintomas típicos dos pacientes com COVID-19 são 
febre, tosse seca e fadiga e em casos graves dispnéia. A maioria das infecções, em particular adultos e 
crianças, são assintomáticas, contudo, pessoas mais velhas e/ou com comorbidades aumentam as 
chances de desenvolver formas graves da doença.  Criado com BioRender adaptado de Hu et al., (2021). 

As células do trato respiratório concentram os primeiros sítios de replicação do 

vírus, contudo, a expressão e distribuição tecidual dos receptores de entrada não estão 

restritos a esses locais, tornando outros órgãos potenciais alvos de invasão  (Tay et al., 

2020; Parasher, 2021). 

Ao reconhecer as células epiteliais do trato respiratório, o SARS-CoV-2 inicia seu 

ciclo de replicação e, eventualmente, migra para porções mais inferiores infectando 

células alveolares, esse processo estimula uma forte resposta imune nos pulmões (Hu 

et al., 2021).  

No trato respiratório inferior as células epiteliais, macrófagos alveolares (MAs) e 

células dendríticas (CDs) constituem os três principais componentes da resposta imune 

inata dos pulmões. As CDs abaixo do epitélio pulmonar em conjunto com o MAs, estão 

entre os primeiros leucócitos a responderem localmente ao vírus (Yuki et al., 2020). 

Quando a replicação viral acelera, a integridade da barreira epitelial-endotelial é 

comprometida,  pois, além de infectar células pulmonares o SARS-CoV-2 também é 

capaz de invadir células endoteliais dos capilares do pulmão, isso contribui ainda mais 

para inflamação local, aumentando o influxo de leucócitos, principalmente monócitos e 

neutrófilos nos estágios iniciais da doença (Wiersinga et al., 2020). 

Essa inflamação inicial somada a morte celular em decorrência ao processo 

replicativo do SARS-CoV-2, proporciona um aumento da disponibilidade de DAMPs 
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(Damage-Associated Molecular Patterns), que incluem ATP e ácidos nucléicos, além de 

PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Patterns) como dsRNA (double-stranded RNA). 

Esses sinais são reconhecidos por PRRs (Pattern Recognition Receptors) em diversos 

tipos celulares, que culminam na produção de citocinas e quimioatraentes pró-

inflamatórios como IL-6, CXCL10, CCL2, CCL3, CCL4 (Tay et al., 2020).  

Essas proteínas recrutam mais leucócitos para região, que promovem ainda mais a 

produção de proteínas pró-inflamatórias estabelecendo um loop  na produção desses 

compostos (Wiersinga et al., 2020). A capacidade do vírus de infectar diversos órgãos, 

somado a tempestade de citocinas gerada por essa inflamação exacerbada, contribuem 

para promover dano sistêmico observado em casos graves (Tay et al., 2020).  

A inflamação excessiva é considerada uma das principais causas que contribuem 

para gravidade da COVID-19, entretanto, os mecanismos que desencadeiam a 

imunopatologia letal em indivíduos infectados não são completamente compreendidos, 

além disso, o desenvolvimento da forma grave da doença não parece estar somente 

relacionado à carga viral (Xu et al., 2020; Lucas et al., 2020).  

Alternativamente, os indivíduos assintomáticos ou que desenvolvem quadros 

leves/moderados, possuem linfócitos T CD8+ vírus-específicos com uma elevada 

capacidade de reconhecer e eliminar células infectadas, limitando o espalhamento viral, 

além de possuírem linfócitos B que produzem anticorpos com alta capacidade de 

neutralização. Esses fatores, em conjunto com uma produção rápida de IFN-I (Type I 

interferons), promovem uma eliminação rápida do vírus com mínimo dano pulmonar 

(Wiersinga et al., 2020; Tay et al., 2020). 

Ainda assim, o processo de retorno à homeostasia após a infecção por SARS-CoV-

2 não se resume somente a competência do sistema imunológico em reconhecer e 

eliminar os vírus, mas também a capacidade que o hospedeiro possui em minimizar os 

danos advindos da replicação do patógeno, mas também pela ação do sistema imune. 

Nesse sentido, o indivíduo pode se proteger de uma doença infecciosa, utilizando duas 

estratégias distintas: resistência e tolerância (Medzhitov et al., 2012).  

1.4 Uma espada de dois gumes: Resistência e Tolerância 

Fundamentalmente, duas principais estratégias de defesa -resistência e tolerância- 

são empregadas pelo hospedeiro para combater infecções como aquelas causadas por 

vírus. A resistência diz respeito a capacidade de controlar a carga viral, sendo assim, age 

limitando o dano ao hospedeiro causado pela reprodução do patógeno, em contrapartida, 

a tolerância previne ou reduz a imunopatologia  mantendo o balanço homeostático 

mesmo com a presença do organismo invasor (Mok et al., 2020). 
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A sobrevivência perante doenças infecciosas classicamente é atribuída a habilidade 

de eliminar o patógeno através de mecanismos de resistência, como a produção de 

citocinas, de espécies reativas de oxigênio/nitrogênio, recrutamento de leucócitos e 

produção de anticorpos. Todavia, uma consequência inexorável dos processo 

inflamatório gerado pelo organismo invasor é a imunopatologia no intercurso da doença, 

nesse contexto, ao longo dos últimos anos foi reconhecida a importância da tolerância 

como um mecanismo essencial de defesa do organismo (McCarville & Ayres, 2017). 

A tolerância à infecção se diferencia da resistência, pois possui um efeito benéfico 

ao indivíduo ainda que tenha um impacto neutro (e em alguns casos até mesmo positivo) 

no fitness do patógeno (Medzhitov et al., 2012). Não se deve confundir tolerância à 

infecção, aos processos de tolerância imunológica que ocorrem através da eliminação 

de linfócitos T auto-reativos no timo ou na periferia (McCarville & Ayres, 2017; Mok et al., 

2020). 

O controle do dano tecidual pode ocorrer por diversos mecanismos como (1) 

manutenção da integridade das células epiteliais prevenindo a invasão do patógeno 

através da função de barreira, (2) neutralização de toxinas e fatores de virulência, (3) 

regulando a duração e intensidade  da resposta imune e (4) promovendo a regeneração 

do tecido danificado (Soares et al., 2017). 

Por outro lado, uma ativação exagerada desses mecanismos de tolerância pode 

contribuir para manutenção/aumento da carga do patógeno, persistência da infecção por 

um período prolongado ou ainda alterações permanentes no tecido danificado, através 

do  desenvolvimento de um quadro fibrótico (McCarville & Ayres, 2017). 

Os mecanismos de defesa frente ao patógeno -resistência e tolerância- são 

igualmente necessários no retorno a homeostase do hospedeiro, embora, grande parte 

dos esforços dos pesquisadores se voltem a estudar as estratégias que limitam  o 

desenvolvimento do organismo patogênico, um emergente número de dados indica que 

a tolerância a infecção não deve ser ignorada.  

Nesse sentido, a anfiregulina (AREG), um fator de crescimento epidérmico 

semelhante ao EGF, demonstrou desempenhar um papel fundamental na mediação dos 

mecanismos de tolerância, em diversos modelos de doenças infecciosas.  

1.5 Anfiregulina (AREG): Estrutura, Regulação e Sinalização 

Embora uma grande gama de fatores contribua com a resposta do hospedeiro 

contra infecções ou antígenos estranhos, a anfiregulina (AREG) uma molécula 

semelhante ao fator de crescimento epitelial (EGF), tem se mostrado um desempenhar 

um papel central na tolerância ao patógeno (Zaiss et al., 2015). 
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Classicamente o AREG, assim como outros membros da família do EGF, eram 

descritos como fatores derivados unicamente de células epiteliais, entretanto, em 

experimentos mais recentes, a anfiregulina pôde ser detectada em várias populações de 

leucócitos ativados (Berasain & Avila, 2014).  

Por exemplo, em diversos contextos inflamatórios, macrófagos, basófilos, 

eosinófilos, mastócitos, ILC2s (células linfóides inatas do tipo 2), células dendríticas e 

linfócitos T CD4+ são capazes de produzir AREG em contextos específicos  (Zaiss et al., 

2015). Os macrófagos, principalmente as populações polarizadas para um perfil M1, são 

um dos produtores mais conhecidos (Meng et al., 2015).  

 A biodisponibilidade do AREG pode ser regulada em dois níveis, o primeiro diz 

respeito a regulação transcricional (através da associação de ativadores/repressores nas 

regiões promotoras) e o segundo, a partir de modificações pós-traducionais (como o 

processo de clivagem do fragmento fisiológico, descrito a seguir) (Singh et al., 2021).  

O Areg é transcrito como um mRNA de 1.4-kb, contendo 6 éxons que quando 

traduzidos produzem uma proteína transmembranar precursora de 252 aa chamada de 

Pro-AREG. O Pro-AREG contém múltiplos domínios, um peptídeo sinal (1 - 20aa), uma 

pro-região hidrofílica N-terminal (21 - 101aa), um domínio de ligação a heparina (102 - 

140 aa), um domínio semelhante ao EGF (141 - 181aa), uma região de clivagem (182 - 

198aa), um domínio hidrofóbico (199 - 221aa) e um domínio citoplasmático (222 - 252aa)  

(Singh et al., 2021) (Figura 3). 

 

Figura 3 - Características Estruturais do AREG: Estrutura do Pro-AREG indicando as regiões de 
domínio e os sítios de processamento proteolítico. RT - Região Transmembranar; RC- Região 
Citoplasmática. Criado com BioRender adaptado de Berasain & Avila, 2014. 

O segundo ponto de regulação é vinculado a liberação da porção madura da 

anfiregulina que ocorre através do processamento proteolítico (ectodomain shedding) do 

Pro-AREG. Essa clivagem é feita pela enzima TACE (tumor-necrosis factor-alpha 

converting enzyme), uma proteína membranar que participa da família das desintegrinas 

e metaloproteinases, também conhecida como ADAM-17 (Berasain & Avila, 2014).  

A ação enzimática da ADAM-17 é dependente da fosforilação de seu domínio 
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citoplasmático, desse modo, diversas proteínas quinase provenientes de outros 

processos de sinalização podem levar a ativação da TACE (Singh et al., 2021). Na sua 

forma solúvel, o AREG age de maneira autócrina e parácrina via seu receptor EGFR, 

esse tipo de processo é chamado de mecanismo de transativação, já que múltiplos sinais 

(receptores de quimiocinas, citocinas, PRRs) são capazes de mediar a ativação do EGFR 

através da ação da ADAM-17 (Zaiss et al., 2015).  

O EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor), também conhecido como 

ErbB1/HER1, é um receptor de tirosina quinase e representante mais conhecido da 

família do EGFR, que inclui também ErbB2/HER2/Neu, ErbB3/HER3 e ErbB4/HER4 

(Pines et al., 2010).  

Além do AREG e EGF, existem outros cinco ligantes que também sinalizam via 

EGFR, são eles o TGF-α (transforming growth factor-α), EREG (epiregulin), BTC 

(betacellulin), HB-EGF (heparin-binding EGF-like growth factor) EPI (epigen), sendo que 

o AREG, EGF e TGF-α sinalizam exclusivamente por esse receptor (Berasain & Avila, 

2014).  

Cada ligante parece ativar o EGFR da mesma forma: ao interagirem com o receptor, 

estimulam um processo de homo/heterodimerização com outros membros da família do 

EGFR, promovendo autofosforilação através dos seus domínios quinase, os resíduos de 

tirosina fosforilados recrutam adaptadores e proteínas sinalizadoras (Pines et al., 2010). 

Apesar dessas similaridades, a sinalização do EGFR por diferentes ligantes é conhecida 

por desencadear efeitos biológicos distintos, por mecanismos não totalmente conhecidos 

(Zaiss et al., 2015).  

Após o processo de ativação, a cascata downstream ao receptor envolve múltiplas 

vias de sinalização, cada uma dependente dos ligantes disponíveis e da combinação de 

receptores presentes no processo de dimerização. As vias conhecidas incluem ERK 

MAPK, PI3K-AKT, SRC, PLC-γ-PKC, JNK, e JAK-STAT, como principais transdutoras de 

sinais (Pines et al., 2010).  

A consequência fisiológica do processo de sinalização do EGFR possibilita 

múltiplos destinos, dos quais podem envolver proliferação, crescimento, diferenciação, 

migração e sobrevivência celular. Entretanto, essas modificações,  são desencadeadas 

em contextos celulares específicos, nesse sentido, o AREG é reconhecido como um fator 

importante em microambientes inflamatórios, principalmente infecciosos (McCarville & 

Ayres, 2017). 

1.6 Consequências Fisiológicas e Patológicas da sinalização do AREG 

Originalmente a anfiregulina foi descrita como sendo um poderoso mitógeno agindo 
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principalmente sobre células epiteliais, nesse sentido, os primeiros trabalhos que 

associavam o AREG a contextos inflamatórios descreviam sua importância na 

manutenção do epitélio frente modelos infecciosos de perfil Th2 (Zaiss et al., 2015). 

Os helmintos são capazes de estimular uma poderosa resposta inflamatória do tipo 

II, frequentemente são eliminados de maneira ineficaz do hospedeiro e causam diversos 

tipos de danos ao longo do seu ciclo de vida principalmente nos epitélios. Desse modo, 

a associação entre a integridade epitelial e a sinalização de AREG, ganhou destaque em 

diversos trabalhos dada sua capacidade de contribuir com a manutenção de função de 

barreira (Zaiss et al., 2006; Turner et al., 2013; Minutti et al., 2019). 

Devido sua ação sinérgica com imuno mediadores como IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13 

classicamente o AREG é considerado uma citocina de perfil Th2, dessa maneira, em 

consonância com efeitos fisiológicos desse tipo de resposta, a anfiregulina pode suprimir 

inflamação local (Zaiss et al., 2013). Dentre os efeitos imunomoduladores, o AREG foi 

capaz de reduzir a inflamação pulmonar aguda induzida por LPS (Xu et al., 2016), 

aumentar o poder supressor de células T reguladoras em modelos experimentais de 

colite (Zaiss et al., 2013) e contribuir com aquisição de FoxP3 em linfócitos diferenciados 

in vitro (Ko et al., 2020). 

Embora seja associado a um mitógeno, o AREG se diferencia de outros ligantes do 

EGFR pois sua ação não se limita apenas à indução de uma resposta proliferativa, sua 

sinalização também é capaz de transduzir sinais de diferenciação. Essa atividade 

inesperada é a raiz de sua classificação (“Anfi”-regulina), apesar de ser um fator de 

crescimento, pode também induzir diferenciação de acordo ao tipo celular (Zaiss  et al., 

2015).  

Esse caráter bifuncional é a chave para sua participação no remodelamento da 

matriz extracelular. Mesmo que originalmente o AREG fosse associado a uma resposta 

do tipo II, trabalhos recentes mostraram que diversos leucócitos (independente ao 

comprometimento Th1, Th2, Th17) são capazes de produzi-lo, o que é consistente com 

sua função de reparo tecidual em múltiplos contextos (Zeiss et al., 2015; Zhao et al., 

2020).  

Um passo crítico para o reparo tecidual é a deposição de proteínas típicas de tecido 

conectivo como o colágeno e a fibronectina (Suga et al., 2014). Esse processo é mediado 

principalmente por fibrócitos, que no tecido se diferenciam em fibroblastos e em conjunto 

com outras células mesenquimais (fibroblastos residentes, pericitos, miofibroblastos) 

realizam o processo de reparo (Bellini et al., 2007).  

O AREG contribui com a regeneração do tecido danificado devido sua capacidade 
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de induzir a forma bioativa do TGF-ꞵ, um potente sinalizador para diferenciação de 

fibroblastos (Minutii et al., 2019). Além disso, a sinalização de AREG nessas células 

parece aumentar seu poder de deposição da matriz extracelular (Poole et al., 2020). 

A produção exacerbada e sinalização persistente de AREG está ligada a múltiplos 

desfechos patogênicos como: (1) progressão de neoplasias  (Willmarth & Ethier, 2006), 

(2) piora de doenças autoimunes como artrite reumatóide e psoríase (Yamane et al., 

2008; Berasain & Avila, 2014) e fibrose (Zaiss et al., 2015). 

Ainda é pouco conhecido a relação entre o AREG e seu envolvimento no contexto 

de infecções virais, nesse sentido, dado o seu papel diverso nos processos inflamatórios 

e a emergência causada pela pandemia do SARS-CoV-2 decidimos investigar sua 

participação na fisiopatologia da COVID-19. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2. Objetivos 
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2.1 Objetivo geral 

 
 

Investigar a participação da anfiregulina (AREG) na fisiopatologia da COVID-19. 

2.2 Objetivos específicos 

 
 

I. Analisar o perfil de expressão gênica e proteica de AREG em amostras de pacientes 

com COVID-19; 

II. Estabelecer um modelo experimental de COVID-19; 

III. Avaliar as concentrações de AREG nos animais infectados com SARS-CoV-2; 

IV. Identificar a população produtora de AREG; 

V. Verificar o efeito da inibição do EGFR no modelo experimental de COVID-19. 
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3. Material e 
métodos
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3.1 Isolamento do PBMC 

Amostras de sangue periférico foram coletadas de pacientes e controles saudáveis 

por punção venosa e centrifugadas a 450 g para separação do soro. As células 

sanguíneas foram então ressuspendidas na solução salina equilibrada de Hank 

(Corning), e a população de PBMC foi isolada por Percoll (GE Healthcare) gradiente de 

densidade. Os PBMCs isolados foram ressuspensos em RPMI 1640 (Corning) 

suplementados com 0,1% de BSA. A pureza dos PBMCs foi >95%, conforme 

determinado por Citospin de cor Rosenfeld (Laborclin). 

3.2 Isolamento de RNA e PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR) 

O RNA total das amostras de PBMC foi extraído usando o Kit de Isolamento RNeasy 

de acordo com as instruções do fabricante (Qiagen), posteriormente quantificados e 

avaliados quanto sua qualidade no NanoDrop One/Onec (ThermoFisher Scientific, USA). 

Para síntese do DNA complementar (cDNA), utilizamos 300ng do RNA total para 

conversão através do Kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA), segundo informações do fabricante. RT-qPCR foi 

feito utilizando SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) usando Viia7 Real-

time PCR System (Applied Biosystems). A expressão gênica foi determinada em relação 

ao Gapdh e o fold change usando o método 2-ΔΔCT threshold cycle. O protocolo de 

amplificação foi 95°C por 10 min, seguido por 40 ciclos de 95 °C por 15 s e 60 °C por 1 

min. 

3.3 Lavado Traqueal 

O fluido traqueal foi obtido por aspiração do tubo orotraqueal usando uma técnica 

asséptica. Os líquidos coletados foram misturados 1:1 com 0,1 M de ditiotreitol (Thermo 

Fisher Scientific) e incubados por 15 min a 37°C. A solução obtida foi centrifugada 750 g 

a 4°C por 10 min e o sobrenadante foi utilizado para medir a quantidade de citocinas. 

Para estimular a produção e coleta de fluido das vias aéreas a partir de controles 

saudáveis foi feita a inalação de 5mL de solução salina hipertônica (3%).  

3.4 Quantificação de Citocinas 

Os sobrenadantes resultantes do processamento do lavado traqueal,  homogenato 

do pulmão dos animais K-18(hACE-2) infectados e as biópsias de pulmão dos pacientes 

foram coletados e os níveis de citocinas foram quantificados por ELISA de acordo com 

as instruções do fabricante (R&D Systems). 
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3.5 Amostras  de autópsias de pulmão 

Pacientes com COVID-19 foram autopsiados com a abordagem minimamente 

invasiva guiada por ultra-som. O estudo de autópsia COVID19-HC-FMUSP foi aprovado 

pelo Comitê de Ética do HC-FMUSP (protocolo 2013/08216-2) e realizado na Plataforma 

de Imagem na Sala de Autópsia (https://pisa.hc.fm.usp.br/). O protocolo de amostragem 

foi previamente descrito (Duarte-Neto et al., 2019). 

3.6 Imunofluorescência 

As amostras de pulmão foram fixadas com solução tamponada a 4% de 

paraformaldeído por 24 horas a 4°C. As amostras fixadas foram criopreservadas com 

sacarose 30% a 4°C, em seguida, congeladas em meio preservante Tissue-Tek® O.C.T. 

e criosseccionadas (14 a 16 μm). Criossecções foram deixadas 20 minutos em 

temperatura ambiente para secagem seguida de duas lavagens com 0,3% Triton-X 100 

em tampão fosfato + salina esterilizado (PBS, pH 7.2-7.4) e uma lavagem com PBS 

apenas. Para reduzir as ligações a proteínas inespecíficas, as criossecções foram 

incubadas com soro de burro 10% por 1 hora. Anticorpos anti-AREG foram aplicados 

sobre as criossecções e incubados a 4°C por 18 horas em câmara escura úmida. No dia 

seguinte, as criossecções eram submetidas a novo processo de lavagem. Os anticorpos 

secundários conjugados com fluorocromo eram incubados em temperatura ambiente por 

2 horas em câmara escura úmida, durante a incubação era adicionado 2% de soro de 

burro para estabilização dos anticorpos e redução do background. As criossecções 

imunomarcadas foram observadas sob microscopia confocal. 

3.7 Produção do Estoque Viral 

O SARS-CoV-2 foi isolado de paciente testado positivo para o COVID-19, 

propagado e titulado em células Vero E6 em laboratório de biossegurança nível 3 (NB3). 

Estas células foram cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal 

bovino (FBS) e antibiótico/antimicótico (Penicilina 10,000 U/mL; Streptomicina 10,000 

μg/mL). O inóculo viral foi adicionado às células Vero em DMEM (FBS 2%) incubadas a 

37°C com CO2 5% por 48h. Após este período, avaliou-se o efeito citopatogênico por 

microscópio, as células foram coletadas em monocamada e o sobrenadante armazenado 

imediatamente a -70°C. A titulação viral na cultura de células Vero E6 foi realizada 

utilizando-se o método de formação de placas (PFU). 

3.8 Camundongos K18-hACE-2 

Para realização da infecção experimental por SARS-CoV-2, utilizamos o 
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camundongo K18-hACE2 (B6.Cg-Tg(K18-ACE2)2Prlmn/J), que expressa a ACE2 

humana por meio do promotor da queratina 18 (K18). Os animais foram obtidos a partir 

do Laboratório Jackson (The Jackson Laboratory), reproduzidos no Centro de Criação 

de Animais Especiais da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto (FMRP/USP) e 

mantidos no biotério do Departamento de Farmacologia da FMRP/USP até o transporte 

para o laboratório de biossegurança 3 (NB3) do Centro de Pesquisa em Virologia da 

FMRP/USP. 

3.9 Modelo in vivo de infecção por SARS-CoV-2 

Animais machos K18-hACE2 de 8 semanas de idade foram inoculados com 5x103 

ou 5x104 PFU (em 50 µL) por via intranasal sob leve anestesia por isoflurano. Animais 

não infectados foram inoculados com igual volume de meio de cultura DMEM estéril. 

Acompanhamos os efeitos da infecção sobre a perda de peso, principal sinal observado 

nesse modelo experimental. Para avaliação do perfil inflamatório, os animais foram 

eutanasiados no 2 e 5 dpi utilizando-se sobredose de xilazina e ketamina. Após a 

eutanásia, o pulmão esquerdo foi coletado em solução de PFA 4% e o pulmão direito 

coletado em trizol para posterior quantificação de carga viral ou em tampão RIPA para 

análise dos níveis de mediadores inflamatórios. Além disso, estabelecemos um score 

clínico para avaliação dos sinais induzidos pela infecção. A obtenção do score clínico foi 

feita por meio da adaptação de protocolo previamente descrito e seguindo avaliação 

mostrada na Tabela 1. Durante o todo o experimento, os animais tiveram livre acesso à 

água e à ração padrão para camundongos. 

Tabela 1: Score clínico adaptado para o modelo de infecção experimental por Sars-

CoV-2. 

Variável Avaliação Escore 

Peso 0% de perda 0 

1 a 5% de perda 1 

6 a 10% de perda 2 

11 a 15% de perda 3 
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16 a 20% de perda 4 

> de 20% de perda 5 

Postura e aparência Sem piloerição 0 

Piloerição 1 

Atividade Ativo 0 

Atividade moderada 1 

Pouca atividade 2 

Imobilidade 3 

Olhos (abertura) Normal 0 

Fechamento lento 1 

Fechados 2 

Responsividade a 

estímulos 

Normal 0 

Moderada 1 

Baixa 2 

Respiração Normal 0 

Acelerada 1 
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3.10 Tratamento in vivo com Gefitinib 

O gefitinib foi administrado diariamente oralmente na dose de 30 mg/kg, sendo os 

volumes administrados (proporcionais aos pesos dos animais) durante 5 dias, o 

tratamento foi iniciado um dia antes da infecção. Foi utilizado a carboximetilcelulose a 

1% (m/v), como veículo, sendo administrada 100 μL da droga ou placebo, através de 

uma sonda para gavagem oral acoplada a uma seringa de insulina de 1 mL. Os 

camundongos machos K18-hACE2 de 8 semanas de idade foram inoculados com 5x103 

ou 5x104 PFU (em 50 µL) por via intranasal sob leve anestesia por isoflurano. Animais 

não infectados foram inoculados com igual volume de meio de cultura DMEM estéril. No 

5 d.p.i realizou-se a eutanásia e a coleta dos tecidos procedeu conforme descrito 

anteriormente (ver tópico 4.9). 

3.11 Marcação de superfície ou intracelular para citometria de fluxo  

Células do pulmão dos animais infectados com SARS-CoV-2 foram obtidas após 

digestão em uma solução de colagenase tipo II (1 mg/mL – Sigma Aldrich) por 45 min, 

a 37° C e 5% CO2 em RPMI incompleto. Após incubação foram processadas com cell 

strainer (100 μm) em RPMI incompleto (RPMI-I). A marcação extracelular foi realizada 

com anti-F4/80 (1:200; BD Biosciences), anti-CD45 (1:200; BD Biosciences), anti-Ly6G 

(1:200; BD Biosciences), anti-CD11b (1:200; BD Biosciences) e anti-CD19 (1:200; BD 

Biosciences) com marcador de viabilidade celular (1:3000; Dye fixable viability – 

eBioscience), por 20 minutos a 4° C. As células foram centrifugadas (450G, 8 min, 4° 

C) e fixadas utilizando PFA 2%. E seguida a fixação fora ressuspendidas em PBS 1x e 

adquiridas no citômetro de fluxo (FACSVerse™ – BD Biosciences). A análise dos dados 

foi realizada usando o software FlowJo® X.  

3.12 Quantificação do genoma viral do SARS-CoV-2 

O  RNA total das amostras de pulmão foi extraído pelo método do Trizol® 

(Invitrogen, CA, EUA), posteriormente quantificados e avaliados quanto à sua qualidade 

no NanoDrop One/Onec (ThermoFisher Scientific, USA). Para síntese do DNA 

complementar (cDNA), utilizamos 1000ng do RNA total para conversão através do Kit 

High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), 

segundo informações do fabricante. A determinação do número de cópias do gene N1 

do SARS-CoV-2 em dada amostra foi feita por quantificação absoluta utilizando 

StepOneTM Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Para 

acessar o número de cópias, uma curva padrão foi feita utilizando um plasmídeo 

(PTZ57R/T CloneJetTM Cloning Kit Thermo Fisher®) onde clonamos o amplicon de 
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944pb, começando do nucleotídeo 14 do gene N, de maneira a incluir toda a região 

coberta pelas sondas utilizadas pelo protocolo da CDC (N1, N2 e N3). Para quantificação, 

foram feitas diluições seriadas na proporção de 1:10 do plasmídeo para geração da curva 

padrão. O número de cópias do primeiro ponto da curva é determinado pela seguinte 

fórmula: input de plasmídeo (ng) x constante de avogadro / número de pares de bases 

do plasmídeo x peso de um par de base x constante (1x109). Os primers e probes para 

o gene N1 e RNAse P (endógeno – controle da integridade e qualidade das amostras) 

são comerciais (2019-nCov CDC EUA Kit, IDT), e foram desenvolvidos segundo 

protocolos estabelecidos e publicados pela CDC. A reação de qPCR foi feita utilizando 

aproximadamente 5-10 ng/ul de cDNA, 20 µM de primers, 5 µM de probe (5 µM) mais o 

Taqman Universal Master Mix 1x (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). O 

protocolo de amplificação foi 95°C por 10 min, seguido por 40 ciclos de 95 °C for 15 s, e 

60 °C por 1 min. 

3.13 Coloração de Hematoxilina – Eosina   

Após eutanásia, o pulmão esquerdo foi coletado em solução PFA 4%. Após 48h, o 

tecido foi transferido para solução de álcool 70%, seguida de bateria de desidratação e 

inclusão em parafina. A bateria consistiu dos seguintes passos: 

Solução Tempo 

Álcool 70% 1 hora 

Álcool 80% 1 hora 

Álcool 90% 1 hora 

Álcool 100% I 1 hora 

Álcool 100% II 1 hora 

Álcool 100% III 1 hora 

Álcool + Xilol 1 hora 
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(1:1) 

Xilol I 1 hora 

Xilol II 1 hora 

Xilol III 1 hora 

Parafina líquida I 2 horas 

Parafina líquida II 2 horas 

Após a impregnação em parafina líquida, os tecidos foram incluídos com auxílio de 

um inclusor de parafina e mantidos em uma placa fria para solidificação da resina. Blocos 

de pulmão foram cortados em espessura de 5 µm com auxílio de um micrótomo. Os 

tecidos foram transferidos para um lâmina de histologia e desparafinizados e corados de 

acordo com a seguinte bateria: 

Solução Tempo 

Xilol I 10 min 

Xilol II 10 min 

Xilol III 10 min 

ABS I 5 min 

ABS II 5 min 

Álcool 90% 5 min 

Álcool 80% 5 min 
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Álcool 70% 5 min 

Água 1 min 

Hematoxilina 3 min 

Água corrente 10 min 

Eosina 1,5 min 

Água corrente 5 min 

Álcool 95% 3 min 

Álcool 100% I 3 min 

Álcool 100% II 3 min 

Álcool + Xilol 

(1:1) 

3 min 

Xilol I 4 min 

Xilol II 4 min 

Xilol III 4 min 

Por fim, as lâminas foram montadas utilizando-se meio de montagem Entellan e 

visualizadas em microscópio de campo claro. 

3.14 Análise estatística 

 

Foi utilizado análise de variância ANOVA de uma via (one way), seguido do teste 

(post-hoc) de Tukey para comparação entre os diferentes grupos. ANOVA de duas 

vias (two way), seguindo do teste de Bonferroni, foi utilizada para avaliação do curso 
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temporal do score clínico dos animais infectado. Para se comparar dois grupos de 

variáveis não-pareadas, utilizou-se o teste t de student. Os dados foram expressos 

como Média ± S.E.M., sendo representativos de 1-2 experimentos independentes. 

Diferenças estatísticas foram consideradas quando P < 0,05. As análises estatísticas e 

confecção gráfica foram realizadas através do programa estatístico GraphPad Prism 

7.0. 
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4. Resultados



Caetité, D.B. Resultados 

40 

 

 

4.1 O PBMC de pacientes com COVID-19 possui níveis de mRNA de Areg 

mais elevados em comparação aos doadores saudáveis 

Como diversos estímulos inflamatórios são capazes de regular a expressão de 

AREG tanto em nível transcricional quanto proteico (Zaiss et al., 2015), inicialmente 

decidimos verificar os níveis de expressão gênica por RT-PCR em PBMCs (Peripheral 

blood mononuclear cells) e PMNs (Polymorphonuclear Leukocytes) de pacientes 

acometidos por COVID-19 em relação a doadores saudáveis.  

 Verificamos que no PBMC dos pacientes portadores de COVID-19 a expressão 

gênica de Areg  estava aumentada em comparação aos doadores saudáveis (Fig. 4A). 

Entretanto, não conseguimos observar alteração na população de PMNs (Fig. 4B). 

Dessa forma, decidimos nos concentrar na população de PBMCs. 

Nesse sentido, analisamos a expressão conforme gravidade da doença, 

contudo, não encontramos diferenças entre indivíduos em estado grave 

(suplementação de O2 por ventilação mecânica) em comparação aos pacientes 

moderados (suplementação de O2 por ventilação não invasiva) (Fig. 5A). Como 

poderia existir variação da expressão gênica em relação ao tempo da doença, 

analisamos os níveis de mRNA com base no relato do início dos sintomas, contudo, 

não encontramos diferença ao longo dos dias (Fig. 5B).  

 

Figura 4 -  PBMCs de pacientes com COVID-19 e doadores voluntários saudáveis diferem na 
expressão gênica de Areg.  PBMCs e PMNs foram isolados de pacientes com COVID-19 e doadores 
saudáveis. (A) Quantificação de Areg por RT-PCR no PBMC de pacientes com COVID-19 (n = 147) e 
doadores saudáveis (n = 56). (B) Quantificação de Areg por RT-PCR no PMN de pacientes com COVID-
19 (n = 33) e doadores saudáveis (n = 13). A expressão gênica foi normalizada pelo Gapdh 
(gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase) e as mudanças são mostradas em relação aos doadores 
saudáveis. Os dados foram analisados através da ANOVA, seguido do teste de Tukey. Os resultados 
estão expressos em Média. **P < 0,01, ns - não significativo. 
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Figura 5 -  PBMC de pacientes graves com COVID-19 diferem na expressão gênica de Areg em 
relação a doadores voluntários saudáveis. PBMCs  foram isolados de pacientes com COVID-19 e 
doadores saudáveis. Diferenças de expressão de Areg entre (A) casos moderados (n = 29) e graves 

(n = 114), e também em relação ao (B) dias do aparecimento dos primeiros sintomas (≤ 7 dias: 
moderados (n = 6) graves (n = 34), > 7 dias: moderados (n = 23) graves (n = 80). A expressão gênica 
foi normalizada pelo Gapdh (gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase) e as mudanças são mostradas em 
relação aos doadores saudáveis. Os dados foram analisados através da ANOVA, seguido do teste de 
Tukey. Os resultados estão expressos em Média. **P < 0,01. 

Em seguida, investigamos se o nível de expressão gênica do Areg poderia ter 

relação com o desfecho dos pacientes, nesse caso, observamos que os indivíduos 

que evoluíram para óbito possuíam concentrações mais elevadas de Areg no PBMC, 

em comparação aos pacientes convalescentes (Fig. 6A) e que esse padrão era mais 

proeminente em fases mais tardias da doença (Fig. 6B). Quando comparamos o 

desfecho somente entre os pacientes graves esse padrão também se repetiu (Fig. 6C 

e 6D). 
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Figura 6 - Pacientes com COVID-19 que evoluíram para óbito apresentam maior expressão de 
Areg no PBMC. PBMCs foram isolados de pacientes com COVID-19 e doadores saudáveis. (A) 
Quantificação de Areg por RT-PCR no PBMC de pacientes convalescentes (n = 89), que evoluíram 
para óbito (n = 58) e voluntários saudáveis (n = 56), (B) além de sua distribuição em relação ao início 

dos sintomas  (≤ 7 dias: convalescentes (n = 24) óbitos (n = 16) > 7 dias: convalescentes (n = 65) óbitos 
(n = 42). (C) Expressão de Areg entre pacientes graves que evoluíram para óbito (n = 58), 
convalescentes (n = 54) e voluntários saudáveis (n = 56), (D) bem como sua distribuição em relação 

ao início dos sintomas  (≤ 7 dias: convalescentes (n = 15) óbitos (n = 16) > 7 dias: convalescentes (n = 
39) óbitos (n = 42). A expressão gênica foi normalizada pelo Gapdh (gliceraldeído-3-fosfato 
desidrogenase) e as mudanças são mostradas em relação aos doadores saudáveis. Os dados foram 
analisados através da ANOVA, seguido do teste de Tukey. Os resultados estão expressos em Média. 
*P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001.  

Posteriormente, investigamos a relação entre os níveis de Areg no PBMC dos 

pacientes com COVID-19 com as características clínicas e comorbidades. 

Encontramos correlação negativa com AID (autoimmune disease) (Fig. 7A). Também 

analisamos os pacientes de acordo com o número de comorbidades e não detectamos 

diferenças estatisticamente significativas nos níveis de Areg de acordo com o número 

de comorbidades dos pacientes (Fig. 7B).  

Como os fatores de idade e sexo contribuem com o desfecho da doença (Scully 

et al., 2020), analisamos a possibilidade de haver alguma correlação entre essas 
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características clínicas e os níveis de Areg nos pacientes, entretanto não conseguimos 

encontrar nenhuma associação significativa (Fig. 8A E 9A). 

No geral, vimos que os níveis de Areg no PBMC de indivíduos com COVID-19 

estavam elevados em comparação aos controles saudáveis e que esse aumento 

estava associado a quadros clínicos mais graves com provável evolução de óbito. 

Além disso, esse aumento parece ser independente de características clínicas e 

comorbidades prévias dos pacientes. 

 

Figura 7 - Associação entre os níveis de expressão de Areg com características clínicas e 
comorbidades. (A) Correlação de matriz entre os níveis de Areg no PBMC dos pacientes com COVID-
19 com parâmetros clínicos e comorbidades (n = 147) as análises foram realizadas em R para gerar a 
matriz de correlação e a função corrplot para gerar a exibição gráfica. Relatamos as correlações que 
compreendem os valores de P < 0,05. (B) Níveis de Areg no PBMC dos pacientes com COVID-19 
associados ao número de comorbidades de cada indivíduo, variando de nenhuma comorbidade (0) a 

maior/igual a cinco (≥ 5) (n = 147). AID - autoimmune disease, ID - immunodeficiency, DM - diabetes 
mellitus, SAH - systemic arterial hypertension.  

 

Figura 8 - Associação entre os níveis de expressão de Areg com idade. (A) Correlação entre os 
níveis de Areg no PBMC dos pacientes com COVID-19 no dia da internação com a idade (n = 147).  
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Figura 9 - Associação entre os níveis de expressão de Areg com o sexo. (A) Correlação entre os 
níveis de Areg no PBMC dos pacientes com COVID-19 no dia da internação com o sexo (n = 147).  

4.2  Amostras de pulmão de pacientes com COVID-19 (+) apresentam níveis 

elevados de AREG em comparação aos doadores COVID-19 (-) 

Embora tenhamos observado a expressão diferencial de Areg no PBMC dos 

pacientes, nos perguntamos se esse aumento era visto também a nível proteico. Para 

isso, verificamos a concentração de AREG e outros mediadores no lavado traqueal 

dos indivíduos saudáveis e naqueles acometidos por COVID-19. Conforme (Fig. 10A), 

vemos que há um aumento de AREG solúvel, além de outros marcadores como EGF, 

IL-10 e IL-6.  

Posteriormente investigamos os níveis de AREG em amostras pulmonares 

provenientes de autópsias de pacientes, de maneira similar, notamos aumento na 

concentração de AREG e EGF por ELISA (Fig. 11A). Observamos também um maior 

número células expressando AREG nas seções marcadas por imunofluorescência. 

Em conjunto esses dados sugerem que há alteração nos níveis proteicos de AREG 

ao longo da infecção pelo SARS-CoV-2.  

Figura 10. Níveis de citocinas no lavado traqueal de pacientes com COVID-19. (A) O lavado 
traqueal de pacientes acometidos de COVID-19 (n = 20) e doadores voluntários (n = 5) tiveram seus 
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níveis de citocinas avaliados por ELISA (A). Os dados foram analisados através de teste T pareado. 
Os resultados estão expressos em Média. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ns = não significativo. 

 

 

Figura 11. Níveis de citocinas em autópsias pulmonares de pacientes com COVID-19. O 
homogenato das biópsias pulmonares de pacientes acometidos de COVID-19 (n = 41) e doadores 
COVID-19 (-) (n = 7) tiveram seus níveis de citocinas avaliados por ELISA (A). Os dados foram 
analisados através de teste T pareado. Os resultados estão expressos em Média. **P < 0,01, ns = não 
significativo. 

Figura 12 - AREG está aumentado em autópsias de pulmão de pacientes com COVID-19. Imagens 
representativas de confocal da presença de AREG no tecido pulmonar de autópsias de pacientes 
COVID-19 negativo (n = 2) ou pacientes COVID-19 (n = 3). As células foram marcadas para núcleo 
(DAPI, azul) e AREG (verde). A barra de escala indica 50 µm. 

 



Caetité, D.B. Resultados 

46 

 

 

4.3 No modelo experimental de COVID-19 há aumento de produção de AREG 

e  macrófagos/monócitos F4/80+ parecem ser a fonte geradora 

Para melhor investigar a participação do AREG na fisiopatologia da COVID-19, 

utilizamos o modelo experimental de infecção pelo SARS-CoV-2 em animais K18-

hACE-2. Esses camundongos possuem o gene da Ace2 (Angiotensin-converting 

enzyme 2) humana governado pelo promotor da K18 (Keratin 18), permitindo uma 

infecção produtiva do vírus (Mccray et al., 2006; Winkler et al., 2020). 

Como vimos que os níveis de AREG estavam elevados nas amostras 

pulmonares e que no PBMC, esse aumento tinha associação com uma forma grave 

da doença, nos perguntamos se esse padrão poderia se repetir experimentalmente e 

qual poderia ser a provável fonte produtora. 

Para isso, infectamos animais K18-hACE-2 com 5x103 ou 5x104 PFU de SARS-

CoV-2 por via intranasal, nessas condições, com base em experimentos anteriores há 

o desenvolvimento de doença moderada e letal respectivamente. Após infecção os 

animais foram acompanhados diariamente com eutanásia no dia 2 e 5 dpi. No terceiro 

dia de infecção, conforme (Fig. 13A), os camundongos apresentam aumento no score 

clínico e diminuição do peso corporal. No 5 dpi temos uma diminuição consistente da 

saturação de O2. Esses sinais clínicos alterados são condizentes com a carga viral 

encontrada no pulmão (Fig. 13B).  

De maneira compatível com os mediadores dosados, as análises 

histopatológicas evidenciaram um progressivo processo inflamatório nos pulmões 

(Fig. 14A). Observamos um acúmulo de leucócitos nos espaços perivasculares, com 

infiltrado de células imunes nos espaços adjacentes aos alvéolos, além de 

espessamento na arquitetura alveolar (Fig. 14B).  

No modelo experimental, similar aos dados de humanos, verificamos na dose 

letal um aumento na concentração de AREG, além de outros marcadores envolvidos 

em respostas de reparo como o IGF-1 (insulin-like growth factor 1) (Fig. 15C). Já para 

os mediadores pró-inflamatórias como IL-6, TNF-α, IL-17, CXCL1 e Endocan não 

observamos grandes diferenças entre as concentrações virais (Fig. 15A). Padrão 

similar também para citocinas de caráter mais anti-inflamatório, como IL-10, IL-13, IL-

25 e IL-33, excetuando-se IL-4 (Fig. 15B). 
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Figura 13 - Infecção com concentrações diferentes de SARS-CoV-2 em camundongos K18-
hACE-2 produz sinais clínicos distintos. Camundongos K18-hACE2 foram inoculados por via 
intranasal com 5x103 (n = 8) ou 5x104  (n = 10) PFU de SARS-CoV-2, os sinais clínicos foram 
acompanhados até a eutanásia no 2 e 5 dpi, além disso, as cópias de RNA viral no pulmão após 
infecção foram determinadas por RT-PCR  tendo como base o grupo naive (n = 6).  Efeitos da infecção 
nas características clínicas dos animais como (A) peso corporal, (B) score clínico e (C) saturação de 
oxigênio. (D) Carga viral nos pulmões após infecção. Os dados foram analisados através da ANOVA 
de duas vias (A)  seguido do teste de Bonferroni ou uma via seguida por Tukey (B). Os resultados estão 
expressos em Média ± SEM. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001. 

Para identificar as prováveis fontes produtoras de AREG, recorremos a 

citometria de fluxo. As células pulmonares processadas no 2 e 5 d.p.i foram marcadas 

e analisadas conforme estratégia de gate disponível nas figuras 16A e 19A.  

Embora vários tipos celulares são capazes de produzir AREG (Zaiss et al., 2015), 

vimos que no 2 d.p.i os maiores produtores em nosso modelo experimental eram 

populações CD45+ (Fig. 17 A e B). Dentre os leucócitos, identificamos os monócitos-

macrófagos F4/80+ como principal fonte produtora tanto no 2 dpi (Fig. 18A e B) quanto 

5 dpi (Fig. 20A e B).  

Em conjunto, conseguimos reproduzir no modelo experimental de COVID-19 

que, como em humanos, o AREG se encontra elevado no pulmão dos animais 
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infectados e que esse aumento também se refletia na gravidade da doença. Além 

disso, identificamos a provável fonte produtora. 

 

Figura 14 - Análises histopatológicas de animais K18-ACE-2 infectados com SARS-CoV-2. 
Camundongos K18-hACE2 foram inoculados por via intranasal com 5x103 (n = 3) ou 5x104  (n = 3) PFU 
de SARS-CoV-2  sofrendo eutanásia no 5 dpi com posterior coleta do pulmão para análises histopatológicas. 

(A) Imagens representativas das análises histopatológicas. (B) Dados morfométricos mostrando 
porcentagem do espessamento septal pulmonar 5dpi após a infecção. Os dados foram analisados 
através da ANOVA, seguido do teste de Tukey. Os resultados estão expressos em Média ± SEM. *P < 
0,05, **P < 0,01. 
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Figura 15 - Produção de citocinas no pulmão durante infecção experimental por SARS-CoV-2. 
(A) Camundongos K18-hACE2 foram inoculados por via intranasal com 5x103 (n = 8) ou 5x104  (n = 10) 
PFU de SARS-CoV-2  sofrendo eutanásia no 2 e 5 dpi, o pulmão foi coletado para quantificação de 
citocinas por ELISA. (A) Concentração de citocinas pró-inflamatórias no pulmão dos animais infectados. 
(B) Concentração de citocinas anti-inflamatórias no pulmão dos animais infectados. (C) Concentração 
de citocinas de reparo no pulmão dos animais infectados.Os dados foram analisados através da 
ANOVA, seguido do teste de Tukey. Os resultados estão expressos em Média ± SEM. *P < 0,05, **P < 
0,01, ***P < 0,001, ****P < 0,0001, IL-6 (interleukin 6), TNF-α (tumor necrosis factor alpha), IL-17 
(interleukin 17), CXCL1 (C-X-C motif chemokine ligand 1), IL-4 (interleukin 4), IL-10 (interleukin 10), IL-
13 (interleukin 13), IL-25 (interleukin 25) e IL-33 (interleukin 33).  
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Figura 16 - Protocolo representativo das estratégias de gate. Células pulmonares de animais 
infectados com SARS-CoV-2 foram marcadas com anticorpos específicos e analisadas para (A) 
exclusão de eventos duplos (singlets), selecionados conforme morfologia geral (morphology) e 
diferenciadas em leucócitos vivos (Viability x CD45).  

 

Figura 17 - Leucócitos são os produtores de AREG no pulmão. Camundongos K18-hACE2 foram 
inoculados por via intranasal com 5x103 (n = 5) ou 5x104  (n = 5) PFU de SARS-CoV-2  sofrendo 
eutanásia no 2  dpi. O pulmão foi coletado e processado para formar uma suspensão, em seguida as 
células foram marcadas com anticorpos anti-CD45, anti-AREG biotinilado e estreptavidina conjugada 
com fluoróforo. (A) Imagens representativas da citometria de fluxo das células marcadas e a  (B) 
frequência de células CD45+ AREG+. Os dados foram analisados através da ANOVA, seguido do teste 
de Tukey. Os resultados estão expressos em Média ± SEM. **P < 0,01, FMO (fluorescence minus one), 
2º strep. (streptavidin fluorophore conjugate). 
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Figura 18 - Os monócitos-macrófagos F4/80+ são os produtores de AREG nos pulmões. 
Camundongos K18-hACE2 foram inoculados por via intranasal com 5x103 (n = 5) ou 5x104  (n = 5) PFU 
de SARS-CoV-2  sofrendo eutanásia no 2  dpi. O pulmão foi coletado e processado para formar uma 
suspensão, em seguida as células foram marcadas com anticorpos anti-CD45, anti-F4/80, anti-AREG 
biotinilado e estreptavidina conjugada com fluoróforo. (A) Imagens representativas da citometria de 
fluxo das células marcadas e a  (B) frequência de células F4/80+ AREG+. Os dados foram analisados 
através da ANOVA, seguido do teste de Tukey. Os resultados estão expressos em Média ± SEM. **P 
< 0,01, FMO (fluorescence minus one), 2º strep. (streptavidin fluorophore conjugate), F4/80+ (EGF-like 
module-containing mucin-like hormone receptor-like 1). 

 

Figura 19 - Protocolo representativo das estratégias de gate. Células pulmonares de animais 
infectados com SARS-CoV-2 foram marcadas com anticorpos específicos e analisadas para (A) 
exclusão de eventos duplos (singlets), selecionados conforme morfologia geral (morphology) e 
diferenciadas em leucócitos vivos (Viability x CD45).  
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Figura 20 - Os monócitos-macrófagos F4/80+ são os produtores de AREG nos pulmões. 
Camundongos K18-hACE2 foram inoculados por via intranasal com 5x103 (n = 3) ou 5x104  (n = 3) PFU 
de SARS-CoV-2  sofrendo eutanásia no 5  dpi. O pulmão foi coletado e processado para formar uma 
suspensão, em seguida as células foram marcadas com anticorpos anti-CD45, anti-F4/80, anti-AREG 
biotinilado e estreptavidina conjugada com fluoróforo. (A) Imagens representativas da citometria de 
fluxo das células marcadas e a  (B) frequência de células F4/80+ AREG+. Os dados foram analisados 
através da ANOVA, seguido do teste de Tukey. Os resultados estão expressos em Média ± SEM. *P < 
0,05, FMO (fluorescence minus one), 2º strep. (streptavidin fluorophore conjugate), F4/80+ (EGF-like 
module-containing mucin-like hormone receptor-like 1). 

4.4 O bloqueio da sinalização do EGFR melhora sinais clínicos e 

histopatológicos dos animais K18-ACE2 infectados com SARS-CoV-2 

Para entender como o aumento de AREG se relacionava com a fisiopatologia da 

COVID-19, utilizamos o bloqueio farmacológico do EGFR durante a infecção 

experimental. Para isso, tratamos oralmente os animais com gefitinib, um inibidor do 

domínio quinase do receptor.  

Conforme (Fig. 21A), o gefitinib foi capaz de retardar a perda de saturação de 

oxigênio dos animais infectados com a menor dose de vírus, embora não tenha 

melhorado o score clínico. Na maior dose viral  (Fig. 21A), a administração oral da 

droga não foi capaz de amenizar os sinais clínicos. 

O bloqueio do EGFR parece não ter alterado a resistência dos animais, isso é 

compatível com as concentrações semelhantes de IL-6 em todos os tratamentos  (Fig. 

22A) avaliados. Todavia, os níveis de IL-10 e IGF-1 se mantiveram menores com a 
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aplicação do gefitinib. 

Já as análises histopatológicas indicam provável diminuição do dano encontrado 

nos pulmões (Fig. 23A). Isso fica nítido com uma melhora no aspecto geral do tecido, 

menor espessamento septal e queda no infiltrado inflamatório em comparação aos 

animais veículo. Reunidos, esses dados indicam que o bloqueio de EGFR no modelo 

experimental de COVID-19, retarda a perda de saturação na menor dose e protege 

os animais de um dano pulmonar excessivo. 

 

Figura 21 - A inibição do EGFR melhora a saturação de oxigênio em modelo de infecção 
experimental. Camundongos K18-hACE2 foram tratados (-1dpi até 4 dpi) com gefitinib oral (30 mg/kg) 
ou veículo (CMC 1%) e infectados com SARS-CoV-2 nas doses de  5x103 (gefitinib n = 3 / veículo n = 
4) ou 5x104  (gefitinib n = 5 / veículo n = 4) PFU de SARS-CoV-2. Os sinais clínicos foram 
acompanhados até a eutanásia no 5 dpi. (A) Efeitos clínicos do tratamento de gefitinib ou veículo nos 
animais infectados com 5x103  PFU de SARS-CoV-2. (B) Efeitos clínicos do tratamento de gefitinib ou 
veículo nos animais infectados com 5x104  PFU de SARS-CoV-2. Os dados foram analisados através 
da ANOVA de duas vias seguido do teste de Bonferroni. Os resultados estão expressos em Média ± 
SEM. *P < 0,05. CMC (carboximetilcelulose). 
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Figura 22 - O bloqueio do EGFR não modifica a resistência dos animais K18-ACE-2 infectados 
com SARS-CoV-2. Camundongos K18-hACE2 foram tratados (-1dpi até 4 dpi) com gefitinib oral (30 
mg/kg) ou veículo (CMC 1%) e infectados com SARS-CoV-2 nas doses de  5x103 (gefitinib n = 3 / 
veículo n = 4) ou 5x104  (gefitinib n = 5 / veículo n = 4) PFU de SARS-CoV-2. O pulmão foi coletado 
para quantificação de citocinas por ELISA. (A) Concentração de citocinas no pulmão dos animais 
infectados e tratados com gefitinib ou veículo. Os dados foram analisados através da ANOVA, seguido 
do teste de Tukey. Os resultados estão expressos em Média ± SEM. *P < 0,05, **P < 0,01, IL-6 
(interleukin 6), IL-10 (interleukin 10), IGF-1 (insulin-like growth factor 1).  
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Figura 23 - O bloqueio da sinalização do EGFR melhora aspectos histopatológicos do pulmão 
dos animais K18-ACE-2 infectados com SARS-CoV-2. Camundongos K18-hACE2 foram tratados (-
1dpi até 4 dpi) com gefitinib oral (30 mg/kg) ou veículo (CMC 1%) e infectados com SARS-CoV-2 nas 
doses de  5x103 (gefitinib n = 3 / veículo n = 4) ou 5x104  (gefitinib n = 5 / veículo n = 4) PFU de SARS-
CoV-2. Os animais foram eutanasiados no 5 dpi e o pulmão processado para análises histológicas. (A) 
Imagens representativas das análises histopatológicas dos animais naive e infectados com SARS-CoV-
2 após tratamento com gefitinib ou veículo.
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O AREG é uma citocina que está envolvida em múltiplos processos inflamatórios 

desencadeados por patógenos. No âmbito de infecções virais, ainda há poucos dados 

que elucidam a participação dessa proteína ao longo da patogênese. Nesse sentido, 

nosso trabalho oferece contribuições valiosas para esse entendimento. 

Vimos que há uma alteração na expressão de Areg no PBMC de pacientes com 

COVID-19, essa up-regulação pode acontecer por múltiplos mecanismos. Não existe um 

consenso acerca dos fatores de transcrição envolvidos na indução deste gene. 

Entretanto, em humanos, alguns fatores são descritos como sendo capazes de agir no 

promotor do Areg, dentre os conhecidos destaca-se: elementos de resposta ao cAMP 

(CRE) e ao WT1 (WRE), elementos de ligação SP1, sítios de ligação ao AP-1 e também 

HIF-2 (Berasain & Avila, 2014).  

O recrutamento desses fatores de transcrição pode ser desencadeado por uma 

série de sinais dependendo do contexto celular. A expressão de Areg pode ser induzida 

por vias como cAMP/PKA, PKC, pela ativação de receptores de citocinas e alguns tipos 

de PRRs (como TLR4) (Berasain & Avila, 2014; Meng et al., 2015).  

No contexto da COVID-19, outro importante indutor poderia ser a sinalização de 

interferon do tipo I (IFN-I) induzido em resposta ao reconhecimento viral. Nesse sentido, 

fomos capazes de detectar a produção de Areg em células de linhagem (dados não 

mostrados) estimuladas com ativadores de STING (Stimulator of interferon genes) 

(Barber et al., 2015).  

A via cGAS/STING é conhecida por ser uma importante fonte de indução de IFN-I, 

desse modo, Unterman et al. (2022) comenta que embora não seja conhecido como um 

ISG (Interferon-stimulated gene), provavelmente esse é um dos mecanismos da indução 

de Areg. Essa conjectura está de acordo com estudos publicados recentemente, que 

identificaram uma forte resposta do IFN-I em várias subpopulações de PBMCs derivadas 

de pacientes com COVID-19 (Huang et al., 2021). 

Em consonância com nossos achados, o aumento de Areg também foi descrito por 

Xiong et al. (2020) em análises de bulk RNAseq no PBMC de indivíduos com COVID-19. 

Essas evidências, em conjunto, nos mostram que a alteração nos níveis de Areg ocorre 

de maneira consistente e fundamentada por outros estudos. 

Além disso, o aumento da expressão de moléculas reguladoras (como o Areg), nas 

coortes mais graves não é uma particularidade de nosso trabalho.  Wilk et al., (2020) 

descreve um fenótipo distorcido de células mielóides em direção a uma assinatura mais 

imunossupressora, essa alteração estava associada também a uma maior gravidade 

(Wilk  et al., 2020). 
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Nesse sentido, foi descrita também a presença de clusters de monócitos anti-

inflamatórios em pacientes com COVID-19 que tendem a evoluir para doença grave. 

Essas populações celulares, possuem mudanças na expressão gênica rumo a um perfil 

supressivo/reparador, e inclusive, expressam mais Areg em comparação aos indivíduos 

com doença não progressiva (Unterman et al., 2022).  

Esses resultados estão alinhados ao aumento de expressão gênica no PBMC dos 

pacientes graves que descrevemos neste estudo. Isso indica uma potencial participação 

do AREG, produzido principalmente por células mielóides/linfóides, na progressão da 

doença.   

A idade, sexo e presença de comorbidades prévias são particularidades relevantes 

na definição do rumo da COVID-19 (Dolan et al., 2020). Entretanto, não conseguimos 

identificar um padrão claro entre os níveis de Areg e essas características. Isso nos 

sugere que a expressão desse gene ocorre de forma independente a esses fatores. 

A expressão gênica diferencial se refletiu nas concentrações proteicas. 

Encontramos níveis elevados de AREG em amostras de lavado traqueal, em autópsias 

e homogenato pulmonar. O EGF, outro ligante do EGFR, aumentou de maneira 

expressiva no lavado traqueal, contudo, no contexto pulmonar seus níveis foram 

inferiores ao AREG. Mesmo que sinalizem pelo mesmo receptor, ambos os fatores 

desempenham papéis fisiológicos distintos (discutidos adiante) (McCarville & Ayres, 

2017). 

O aumento de citocinas inflamatórias (como IL-6) e anti-inflamatórias (IL-10) vistas 

neste trabalho, já são descritas pela literatura. Esses mediadores são importantes pois 

integram o processo de tempestade de citocinas. A tempestade de citocinas é uma 

síndrome inflamatória sistêmica que envolve níveis elevados de citocinas circulantes, 

além de uma hiperativação de células imunes. Esse fenômeno pode ser desencadeado 

por vários tipos de patógenos, e no contexto da COVID-19, é um dos fatores que mais 

contribui na indução da imunopatologia (Yang et al., 2020). 

Como os dados que podemos extrair de amostras humanas são limitados, 

decidimos avançar em nossa história utilizando o modelo experimental. O principal 

impedimento à infecção das células de camundongos (Mus musculus) com SARS-CoV-

2 é a falta de receptores apropriados para iniciar a infecção viral. O vírus se utiliza da 

ACE-2 para se ligar e entrar nas células alvo, contudo, o mesmo receptor em 

camundongos não liga se efetivamente a proteína à proteína Spike (Muñoz-Fontela et 

al., 2020). 

Várias estratégias foram elaboradas para resolver este problema. Uma delas é a 
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modificação genética dos animais para expressarem a hACE-2. Nesse sentido, existem 

atualmente três modelos de camundongos transgênicos, nos quais o ACE2 humano tem 

sua expressão controlada por um promotor específico para tecidos (por exemplo, o 

promotor Krt18 para células epiteliais, K18-hACE2), um promotor universal 

(cytomegalovirus enhancer seguido pelo promotor de β-actina) ou um promotor 

endógeno de hACE-2 (McCray et al., 2007; Muñoz-Fontela et al., 2020).  Decidimos 

utilizar animais C57BL/6 K18-hACE2 (M. musculus) para o desenvolvimento dos 

experimentos. 

 A escolha se deve ao nosso interesse pelo background genético dessa linhagem e 

por ser um modelo bem aceito (Winkler et al., 2020; Muñoz-Fontela et al., 2020). Assim, 

o animal K18-hACE2 é uma modelo experimental atraente para investigar mecanismos 

fisiopatológicos da COVID-19. 

Nesse contexto, conseguimos reproduzir uma infecção produtiva, evidenciado pela 

perda de peso corporal, respiração rápida, postura curvada e inatividade dos animais. A 

carga viral detectada nos pulmões mostra que houve uma replicação produtiva. Outros 

órgãos também podem ser infectados, rna viral foi encontrado nos pulmões, cérebro, rim, 

fígado e baço (Winkler et al., 2020). Os animais naive não mostraram sinais de doença 

ganhando peso com uma aparência normal. 

Além disso, mudanças histopatológicas que observamos nos pulmões dos animais 

K18-hACE2 infectados estão correlacionadas com a função pulmonar comprometida. Os 

pneumócitos são infectados em estágios iniciais, o processo replicativo disponibiliza 

PAMPs e DAMPs que favorecem o recrutamento de leucócitos para o interstício 

pulmonar. O aumento da produção de citocinas pró-inflamatórias contribui com o 

desenvolvimento da imunopatologia, levando a lesão de células parenquimatosas, 

colapso do espaço alveolar e comprometimento das trocas gasosas (Dong et al., 2022). 

Essas características são consistentes com a doença humana, na qual, replicação 

viral precoce e exacerbada, é seguida por respostas inflamatórias exageradas. Agindo 

em sinergismo esses dois fatores contribuem para a patologia, morbidade e mortalidade 

(Pan et al., 2020). 

No modelo experimental vemos um aumento da produção de AREG nos pulmões 

dos animais infectados, além disso, os níveis mais elevados estavam correlacionados 

com a dose viral 5x104 PFU (gravidade maior). Esses dados indicam uma associação 

entre os níveis AREG com a doença mais grave, se assemelhando ao observado nas 

amostras de PBMC humano. 

 Notavelmente, outras citocinas de reparo/imunossupressoras como o IGF-1, IL-4 e 
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IL-10, mantêm concentrações crescentes no 5 dpi, ao contrário dos mediadores 

inflamatórios como IL-6 e TNF-α que tendem a diminuir. Embora seja um fenômeno 

esperado, a maior dose de vírus levou a concentrações superiores dessas moléculas, 

em comparação a menor dose, mesmo tendo níveis similares de inflamação.  

Esse padrão não é particular do nosso estudo, Oladunni et al. (2020) comenta que 

moléculas de reparo, como AREG, desempenham um papel importante na promoção de 

regeneração tecidual, contudo, a produção exagerada somada a manutenção da 

sinalização por longos períodos, podem levar ao desenvolvimento de fibrose. 

Várias populações celulares poderiam ser responsáveis pelo aumento do AREG no 

tecido pulmonar, contudo, nossos dados revelam que os monócitos/macrófagos F4/80+ 

respondem por quase toda produção dessa proteína no pulmão.  

Nos estágios iniciais de infecção um grande número de monócitos e macrófagos 

são recrutados para o tecido pulmonar. De acordo ao microambiente que se encontram, 

podem sofrer alterações fenotípicas e adquirir papéis funcionais diversos (Ko et al., 

2020). Embora não saibamos o perfil de ativação dessa população, sabemos que tanto 

uma polarização M1 ou M2 é capaz de promover a produção de AREG (Meng et al., 

2015). 

Os macrófagos são células conhecidas por serem uma fonte de AREG em 

contextos de doenças inflamatórias, sendo importantes no processo de resolução 

produzindo múltiplos fatores de reparo (Minutti et al., 2019). No contexto da infecção por 

SARS-CoV-2, diversos estímulos poderiam mediar a geração de AREG por essas 

células. Os PAMPs virais poderiam ativar receptores Toll que conhecidamente levam 

produção e liberação dessa proteína (Meng et al., 2015). Ou ainda, o processo de dano 

tecidual pode liberar DAMPs como o ATP, que também é capaz de estimular produção 

de AREG em macrófagos (Minutti et al., 2019). 

Para entender como esse aumento de AREG se relacionava com a fisiopatologia 

causada pelo SARS-CoV-2, utilizamos o gefitinib, um inibidor do EGFR. O gefitinib 

compete pelo domínio de ligação ao ATP nas regiões quinase do EGFR1 e EGFR2, 

impedindo a fosforilação e a subsequente ativação das vias de transdução de sinal, 

levando à apoptose e diminuindo a proliferação celular. 

O tratamento com a droga diminuiu a perda de saturação de oxigênio na doença 

moderada, embora não tenha levado diferenças clínicas em comparação ao veículo. Já 

os achados histopatológicos revelaram um menor dano tecidual nos pulmões, com menor 

infiltrado inflamatório e manutenção da arquitetura do tecido.  

Como o EGFR possui outras moléculas sinalizadoras diferentes do AREG, não 
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podemos isolar o papel dessa proteína em relação aos outros ligantes. Entretanto, 

algumas particularidades da interação AREG/EGFR e o contexto da infecção, nos 

permite supor um papel mais preponderante dessa molécula.  

Um aspecto importante na biologia do EGFR é como a especificidade do sinal 

disparado pelos diferentes ligantes determinam funções fisiológicas distintas. O primeiro 

determinante, seria o papel específico de cada molécula com base nas diferenças 

espaço/temporais em resposta a um estímulo (Berasain & Avila, 2014).  

Por exemplo, o AREG é descrito como um dos ligantes do EGFR que mais é up-

regulado no contexto inflamatório (Hsu et al., 2010). De maneira similar, conseguimos 

identificar diferenças entre os níveis de AREG e EGF no pulmão dos pacientes com 

COVID-19. 

Além disso, a própria sinalização pelo receptor EGFR promove diversas alterações 

na estabilidade do mRNA dos seus ligantes, nesse sentido, o Areg é conhecido por 

possuir o transcrito mais estável, aumentando a taxa de tradução (Stoll & Elder, 1999).  

No entanto, a especificidade dentro do sistema de sinalização do EGFR não pode 

ser exclusivamente atribuída às diferenças temporais na disponibilidade de seus ligantes. 

Algumas características moleculares são capazes de levar a uma sinalização diferente 

(Zaiss et al., 2015). 

Algumas particularidades da interação com EGFR é a baixa afinidade de ligação 

exibida pelo AREG em comparação aos outros ligantes. Além disso, essa proteína possui 

uma capacidade de ligação diferente ao EGFR, em conjunto essas características podem 

explicar como o AREG medeia consequências fisiológicas distintas aos outros ligantes 

(Berasain & Avila, 2014).  

Outra característica importante é a manutenção da sinalização em resposta a cada 

molécula sinalizadora. Por exemplo, o EGF é conhecido por ser um dos ligantes de maior 

afinidade ao EGFR, entretanto, essa forte interação leva a rápida dessensibilização do 

receptor. Como consequência, o sinal é transduzido de modo oscilatório. Como o AREG 

interage fracamente com o EGFR, ocorre uma sinalização tônica e consistente ao longo 

do tempo (Zaiss et al., 2015). Essa característica está associada também à competição 

dos ligantes, como o AREG mantém sua interação por mais tempo, isso limita a 

disponibilidade do receptor (Berasain & Avila, 2014).  

Embora a sinalização ocorra pelo mesmo receptor de outros sinalizadores, 

reunidos, essas evidências apontam um papel preponderante do AREG no contexto 

estudado. Para confirmar essa associação, pretendemos utilizar um nocaute condicional 

de AREG em macrófagos. Também pretendemos caracterizar as populações produtoras 
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de AREG e investigar melhor a associação de AREG com fibrose pulmonar. 
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6. Conclusão 
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Em conjunto, nossos dados revelam que o AREG se encontra elevado no pulmão, 

tanto no modelo experimental, quanto em amostras humanas. Esse aumento a nível de 

mRNA está associado a uma maior gravidade da doença. Além disso, o bloqueio de 

sinalização do EGFR melhora o aspecto histopatológico dos animais infectados, bem 

como retarda a perda de saturação de oxigênio na menor dose viral de SARS-CoV-2. 
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8.1 Anexo 1. Características dos pacientes com COVID-19 
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8.2 Anexo 2. Aprovação do comitê de ética em experimentação animal 
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8.3 Anexo 3. Aprovação do comitê de ética em experimentação humana. 

 

 
  



 

 

 
  



 

 

 
  



 

 

 
  



 

 



 

 

  



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 

 


