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RESUMO 

A COVID-19 é uma doença infecciosa causada pelo coronavírus SARS-

CoV-2 que se disseminou para a maioria dos países constituindo uma 

pandemia. O principal órgão-alvo dessa doença costuma ser o pulmão cujo 

comprometimento varia de leve a grave. Parte significativa do envolvimento 

pulmonar tem sido atribuída a um processo inflamatório exacerbado 

envolvendo tanto a imunidade inata quanto a específica. Na primeira fase 

desta investigação caracterizamos um modelo de inflamação pulmonar 

desencadeado pela inoculação intranasal do SARS-CoV-2 inativado em 

camundongos e avaliamos a capacidade da vitamina D de controlar ou 

modificar este processo. A instilação nasal de SARS-CoV2 desencadeou 

um processo inflamatório associado com diferentes tipos celulares e 

mediadores o qual foi controlado pela administração nasal de vitD. Na 

segunda fase desta investigação utilizamos o SARS-CoV-2 inativado como 

uma preparação vacinal para analisar seu efeito na evolução clínica e 

imunológica da encefalomielite autoimune experimental (EAE) que é o 

modelo mais utilizado para estudos de esclerose múltipla. Para isto, 

camundongos C57BL/6 foram, inicialmente, imunizados com o vírus 

inativado associado ao alúmen e avaliados quanto à indução da resposta 

imune humoral e celular específicas. Posteriormente, animais assim 

imunizados foram submetidos à indução da EAE por imunização com MOG 

na presença de Adjuvante Completo de Freund e toxina pertussis. Até o 

momento foram avaliados variação de peso corporal e escores clínicos. A 

imunização com o vírus inativado não agravou o desenvolvimento da EAE. 

Palavras-chave: SARS-CoV-2, encefalomielite autoimune experimental, 

C57BL/6, esclerose múltipla, inflamação, resposta imune, vacinação, 

pulmão, sistema nervoso central. 

 

 

 

 



ABSTRACT 

COVID-19 is an ongoing pandemic triggered by the coronavírus SARS-CoV-

2. The main targets of this infectious disease are the lungs and a significant 

part of its involvement is associated to an accentuated inflammatory process 

involving innate and specific immunity. Initially, we established and 

characterized a pulmonary inflammatory process triggered by intranasal 

instillation of inactivated SARS-CoV-2 in C57BL/6 mice and then evaluated 

the ability of vitamin D to control or modify this process. Intranasal instillation 

of inactivated SARS-CoV-2 triggered an inflammatory process constituted 

of various cells and mediators which was significantly controlled by 

intranasal vitD administration. We then employed the inactivated SARS-

CoV-2 as a vaccine antigen to analyze its effect on the clinical and 

immunological evolution of experimental autoimmune encephalomyelitis 

(EAE) which is the most used animal model for multiple sclerosis studies. 

C57BL/6 mice were then immunized with the virus associated to alúmen to 

characterize the humoral and cellular specific immune responses. Similarly 

immunized mice were then submitted to EAE induction by inoculation of 

MOG emulsified with Complete Freund Adjuvant in the presence of 

pertussis toxin. The following parameters were evaluated up to now: body 

weight variation and clinical scores. Immunization with the inactivated 

SARS-CoV-2 did not aggravate EAE development. 

Keywords: SARS-CoV-2, experimental autoimmune encephalomyelitis, 

C57BL/6, multiple sclerosis, inflammation, immune response, vaccination, 

lung, central nervous system. 
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1 Revisão de literatura 
1.1 COVID-19: aspectos epidemiológicos, agente etiológico e formas 

clínicas 

 

O SARS-CoV-2 (severe acute respiratory syndrome coronavirus-2) é um 

novo coronavírus, inicialmente identificado em Wuhan, província chinesa de 

Hubei e que desencadeou uma pandemia denominada COVID-19. A família 

Coronaviridae é grande e inclui 7 espécies capazes de causar infecções em 

seres humanos que podem ser brandas (resfriados comuns) ou mais graves 

como é o caso das associadas às pandemias: SARS-CoV, causadora da 

Severe Respiratory Syndrome Coronavirus entre 2002-2003; MERS-CoV, 

causadora da Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus em 2012 e a 

espécie SARS-CoV-2, causadora da atual pandemia.  Até esta data foram 

registrados mais de 608 milhões de casos confirmados de Covid-19 e mais 

de 6 milhões de mortes associadas a este vírus WHO (2020). 

A origem deste novo coronavírus permanece obscura. Segundo 

ANDERSEN et al., (2020), estudos de estrutura genética sugerem que é 

bastante improvável que o vírus tenha surgido por manipulação laboratorial. 

Estes pesquisadores sugerem 3 hipóteses para explicar sua origem: 1. 

seleção natural em um hospedeiro animal seguida de transferência 

zoonótica, 2. transferência zoonótica para humano seguida de seleção 

natural no hospedeiro humano, 3. seleção ocorrida in vitro ou in vivo em 

culturas celulares ou modelo animal, respectivamente, seguida de 

transferência para ser humano. Estes processos de seleção envolveriam 

especialmente mutações na região RBD (receptor binding domain) que é 

responsável pela interação com a molécula receptora nas células humanas 

que é a angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2). Morcegos e pangolins 

são sugeridos como os prováveis reservatórios do vírus progenitor. 

A estrutura viral e o mecanismo de infecção das células-alvo já são bem 

descritos na literatura.  O SARS-CoV-2, que pertence ao grupo dos beta-

coronavírus juntamente com o SARS-CoV e o MERS-CoV, é um vírus 
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envelopado contendo uma única molécula de RNA+ de fita simples 

associada com várias cópias de nucleoproteínas. Este nucleocapsídeo é 

envolto por uma bicamada lipídica na qual estão ancoradas 4 glicoproteínas 

estruturais: spike, hemaglutinina-acetil transferase, glicoproteína de 

membrana, glicoproteína do envelope e uma fosfo-proteína também 

associada ao envelope, como ilustrado na figura 1.  

 

Fonte: Created with Biorender.com 

Figura 1. Representação da estrutura do SARS-CoV-2. A partícula viral é constituída 

pelas glicoproteínas estruturais: Spike (S), Hemaglutinina-acetil Transferase (HE), 

Envelope (E) e Membrana (M) e contém em seu núcleo RNA (+) de fita simples associado 

a nucleoproteínas (N), que juntos formam o nucleocapsídeo. 

 

O processo de infeção envolve a proteína S (spike) que é exposta 

sob a forma trimérica e cuja distribuição na superfície da partícula viral 

forma estruturas similares a espículas conferindo a aparência de uma coroa 

no microscópio eletrônico; esta conformação resultou no nome coronavírus 

(HELMY et al., 2020). A Spike é composta pelos domínios S1 e S2, sendo 

que a região RBD, que é responsável pela ligação na célula-alvo, está 
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localizado no S1 enquanto a região responsável pela fusão entre o vírus e 

a célula-alvo está situada no domínio S2 (BORGES, 2020). A ACE2, como 

referido acima, funciona como receptora do vírus enquanto a serina 

protease transmembrana 2 (TMPRSS2), também presente na superfície da 

célula-alvo, catalisa a clivagem proteolítica facilitando a fusão viral com a 

célula-alvo. O processo de infecção está ilustrado na figura 2. Vários 

receptores alternativos e proteases celulares adicionais estão envolvidos 

neste processo de infecção (MASRE et al., 2021). Apesar do pulmão e da 

traqueia serem descritos como os alvos primários do vírus, já se sabe que 

o vírus também pode infectar rins, intestino delgado, pâncreas, vasos 

sanguíneos, glândulas sudoríparas e células endoteliais vasculares (LIU et 

al., 2021). 

 

Fonte: Created with Biorender.com 

Figura 2. Processo de infecção de célula humana pelo SARS-CoV-2. (A) Os indivíduos 

são expostos ao SARS-CoV-2 principalmente através das vias aéreas superiores e por 

esse motivo as células da traqueia e do pulmão são consideradas alvos primários de 

infecção. (B) Após a exposição ao vírus, a proteína denominada Spike (subdividida em 

domínio S1 e S2), expressa na superfície da partícula viral, interage com as proteínas de 

membrana do hospedeiro (ACE2 e TRPMSS2) respectivamente, resultando na fusão do 

vírus/célula. (C) Uma vez concluídos os processos de fusão e passagem do material 

genético do vírus para o interior da célula, a replicação tem início. 
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Diferentes graus de gravidade podem ser observados nos indivíduos 

com COVID-19. Segundo (BAJ et al., 2020), estas manifestações podem 

ser agrupadas em 5 graus de gravidade crescente cujos sintomas mais 

típicos são listados no quadro abaixo. 

 

Quadro 1. Níveis de gravidade e seus sintomas na infecção por SARS-CoV-2. 

Indivíduos com COVID-19 têm sido classificados em 5 níveis distintos de acordo com os 

sintomas.  

QUADRO CLÍNICO DE PACIENTES COM COVID-19 – GRAVIDADE x SINTOMAS 

 GRAVIDADE DA DOENÇA SINTOMAS 

Assintomática  - Ausência de manifestações clínicas 

- Sem alterações na tomografia e raio X 

Leve - Febre, tosse seca, dor de garganta, 

espirros, cansaço, dor muscular, dor de 

cabeça e perda do olfato 

- Usualmente sem alterações nos exames 

de imagem pulmonar  

Moderada - Sintomas de quadro pneumônico, febre, 

tosse seca 

- Exames de imagem do pulmão mostram 

opacidade pulmonar lembrando vidro fosco 

além de áreas de consolidação 

Severa  - Dispnéia, hipóxia e mais de 50% de 

comprometimento pulmonar, diarréia, 

vômitos e náusea 

- Exames de imagem mostram opacidades 

típicas, consolidação, efusão pleural e 

linfadenopatia 

Crítica  - Dificuldade respiratória, dor torácica, 

limitação da mobilidade e fala, evolução 

para síndrome do estresse respiratório, 

arritmia, insuficiência cardíaca e hepática, 

encefalopatia, coagulação intravascular 

disseminada e choque séptico  

Fonte: (BAJ et al., 2020) 
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1.2 Resposta imune, “cytokine storm” e patogênese pulmonar 

 

Segundo AHMADPOOR & ROSTAING (2020), na maioria dos 

pacientes, os quais desenvolvem a forma benigna da doença, ocorre 

ativação da resposta imune inata seguida de resposta imune específica que 

juntas controlam a replicação viral e determinam recuperação clínica. De 

acordo com estes autores, em indivíduos saudáveis e não idosos, a 

interação do vírus com o TLR-7, localizado nos endossomas, desencadeia 

uma produção inicial de IFN-, IL-12 e IL-6, seguida da expansão de células 

Th, ativação de linfócitos B com subsequente produção de anticorpos e 

diferenciação de linfócitos Tc. Entretanto, quando o sistema imunológico do 

indivíduo afetado é incapaz, por razões diversas (comorbidades e 

imunossenescência, por exemplo), de montar uma resposta imune 

eficiente, ocorrerem várias alterações imunológicas envolvendo tanto a 

imunidade inata quanto a específica. As alterações mais comuns incluem 

queda na quantidade de linfócitos, incluindo na subpopulação de T 

reguladores e exaustão funcional de linfócitos citotóxicos (Tc e NK) (YE; 

WANG; MAO, 2020; ZHENG et al., 2020). A diminuição de linfócitos inclui 

tanto os TCD4+ quanto os TCD8+ e é acompanhada de queda na produção 

de IFN- (WU et al., 2020). Os casos mais graves também são 

caracterizados por elevada quantidade de polimorfonucleares e aumento 

nos níveis de proteína C reativa (OUYANG et al., [s.d.]). 

Um dos aspectos que vem sendo enfatizado na patogênese da 

COVID-19 é a ocorrência de uma “cytokine storm” derivada principalmente 

de células da imunidade inata. Segundo vários relatos, esse fenômeno está 

associado com doença mais grave e determina a síndrome do desconforto 

respiratório que pode progredir para a síndrome de falência de múltiplos 

órgãos e finalmente para óbito do paciente (YE; WANG; MAO, 2020). 

Evidências clínicas confirmam um estado hiperinflamatório nestes 

pacientes caracterizado por níveis elevados de diversas citocinas e 

quimiocinas, incluindo IL-1, TNF-, IL-2, IL-6, IL-7, GM-CSF, IL-12, IL-17, 
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IP-10, MIP-1, MCP-1 (MEHTA et al., 2020). Exames post-mortem 

mostraram necrose tecidual e infiltração intersticial de macrófagos no 

pulmão, coração e mucosa gastrointestinal em pacientes com elevada 

concentração de citocinas inflamatórias (XU et al., 2020b). 

A COVID-19 atinge de forma mais brutal a estrutura pulmonar. 

Segundo MASON (2020), considerando uma perspectiva biológica, a 

gravidade do envolvimento pulmonar está associada à região do pulmão na 

qual o vírus está em processo de multiplicação. Resumidamente, este 

comprometimento envolve 3 estágios. No estágio inicial, que seria 

assintomático, o vírus inalado se liga em células epiteliais presentes na 

cavidade nasal e inicia um processo de replicação que é acompanhado de 

uma discreta ativação da resposta imune inata. No estágio 2, caracterizado 

pelo aparecimento de sintomas clínicos brandos, o vírus se propaga para a 

parte inferior do sistema respiratório e a resposta imune inata se torna mais 

acentuada. Algumas quimiocinas, como por exemplo a CXCL10, têm sido 

sugeridas como marcadores preditores de síndrome respiratória aguda 

grave (TANG et al., 2005). No estágio 3 o vírus atinge as unidades de troca 

gasosa, infecta células alveolares e, possivelmente, causa apoptose e dano 

alveolar difuso. 

No contexto acima queremos investigar se o processo inflamatório 

que ocorre no pulmão e a produção elevada de citocinas podem ser 

mimetizados pela instilação nasal do vírus morto em modelo murino. Uma 

vez confirmada esta possibilidade, avaliaremos se estas alterações podem 

ser controladas por vitamina D (vitD). A escolha dessa vitamina se baseia 

fundamentalmente em nossa linha de pesquisa. Já demonstramos 

anteriormente que a vitD controla de forma eficaz o processo inflamatório 

que ocorre no sistema nervoso central (SNC) durante o desenvolvimento 

da EAE (CHIUSO-MINICUCCI et al., 2015; DE OLIVEIRA et al., 2020; 

ZORZELLA-PEZAVENTO et al., 2017). Aliado a isto, a literatura indica que 

a vitD aplicada por via intranasal (IN) determina tanto efeito anti-inflamatório 

local quanto no SNC (ENKHJARGAL et al., 2017; KIM et al., 2019). Além 
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destas propriedades anti-inflamatórias, a vitD também vem sendo apontada 

na literatura recente como uma das substâncias com potencial 

terapêutico/imunorregulador para a COVID-19. Tem sido sugerido, por 

exemplo, que a deficiência de vitD em países do hemisfério norte seria um 

fator adicional para a maior gravidade da infecção nestas regiões em 

comparação com o hemisfério sul (RHODES et al., 2020).  Em revisão 

recente, GRANT et al., (2020), discutem alguns aspectos que justificariam 

a suplementação com esta vitamina para reduzir o risco de infecção por 

vírus influenza e SARS-CoV-2. De acordo com estes autores, os principais 

efeitos protetores da vitD seriam através de indução de catelicidinas e 

defensinas as quais possuem efeito antiviral, e de inibição sobre a produção 

de citocinas pró-inflamatórias. 

A possibilidade de que a vitD possa controlar, de forma 

concomitante, processos inflamatórios no SNC e no pulmão, nos parece 

muito promissora no contexto atual da COVID-19, tanto para os portadores 

de EM como de outras patologias neurológicas. 

 

1.3 Esclerose múltipla: modelo experimental, imunopatogênese e 

fatores ambientais 

 

A EM é uma doença inflamatória e desmielinizante do SNC que é 

descrita como a principal causa de incapacidade neurológica em adultos 

jovens (HOHLFELD, 2009). A doença afeta 2,3 milhões de pessoas em todo 

o mundo, tendo maior prevalência na Europa e na América do Norte (AARLI 

et al., 2014). No continente americano a incidência é de 8,3 casos a cada 

100.000 habitantes (WHO, 2008) e a Associação Brasileira de EM estima 

que 40 mil brasileiros estão atualmente afetados. 

A maioria dos pacientes apresenta um quadro transitório de sintomas 

com períodos de exacerbação e remissão da doença, seguido por uma fase 

secundária progressiva, caracterizada por perdas irreversíveis e 

neurodegeneração (HOHLFELD, 2009). As manifestações clínicas da EM 
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incluem fraqueza de um ou mais membros, perda da visão, falta de 

coordenação motora, depressão e fadiga (GELFAND, 2014). 

O modelo experimental mais utilizado para estudar diferentes 

aspectos da EM tais como imunopatogênese e alternativas terapêuticas é 

conhecido como encefalomielite autoimune experimental (EAE) a qual é 

induzida em animais de diferentes espécies, principalmente em distintas 

cepas de camundongos. A EAE é desencadeada por imunização com 

antígenos derivados da bainha de mielina (doença ativa) ou por 

transferência adotiva de linfócitos T isolados de animal previamente 

imunizado com estes antígenos (doença passiva). As manifestações 

clínicas e as alterações imunopatogênicas observadas na EAE variam um 

pouco entre os diferentes animais e as distintas cepas de camundongos, 

mas parecem refletir justamente a heterogeneidade encontrada na doença 

humana correspondente. As duas cepas de camundongos utilizadas com 

mais frequência para indução de EAE são a C57BL/6 e a SJL (SIMMONS 

et al., 2013) as quais mimetizam a EM de caráter crônico e remitente-

recorrente, respectivamente. Nestes dois modelos ocorre um processo 

inflamatório no SNC, em especial na medula espinal, seguido de 

desmielinização e manifestações de paralisia flácida ascendente os quais 

permitem investigar o efeito deletério ou protetor de vários agentes 

infecciosos, drogas e procedimentos vacinais. 

Estudos em amostras derivadas de pacientes e de animais com EAE 

vêm permitindo revelar detalhes da imunopatogênese. Está demonstrado 

que o processo inflamatório no SNC resulta em desmielinização, morte dos 

oligodendrócitos, dano axonal, gliose e neurodegeneração (HEMMER; 

KERSCHENSTEINER; KORN, 2015; KAWACHI; LASSMANN, 2017). 

Linfócitos Th1, Th17 e Tc específicos para antígenos do SNC são ativados 

nos órgãos linfoides secundários e então migram para o SNC onde são 

reativados por reconhecimento local de antígenos próprios, iniciando assim 

o processo de lesão inflamatória autoimune (DENDROU; FUGGER; 

FRIESE, 2015; HARTUNG et al., 2014). As células Th17 também 
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desempenham um papel importante na patogênese da EM contribuindo 

para a ruptura da barreira hematoencefálica e para o processo inflamatório 

(WOJKOWSKA et al., 2014). Ênfase também tem sido dada à participação 

de células T reguladoras (Tregs), visto que deficiências numéricas e 

funcionais destas células têm sido descritas em pacientes com EM 

(KOUCHAKI et al., 2014). Células da imunidade inata tais como microglia e 

macrófagos também participam ativamente da patogênese da EM/EAE. 

Estudos mostram que estes fagócitos internalizam e degradam a bainha de 

mielina, dando início aos processos inflamatório e desmielinizante 

(FISCHER; ZELINKA; MILANI-NEJAD, 2015). A contribuição dos astrócitos 

para a progressão da doença também vem sendo investigada 

(CORREALE, 2014). Esse processo inflamatório é significativamente 

mediado pelas espécies reativas de oxigênio (EROs), ou seja, radicais 

livres derivados do oxigênio molecular, os quais podem ser formados nas 

células durante os processos oxidativos, principalmente na cadeia 

respiratória através do transporte mitocondrial de elétrons (OHL; 

TENBROCK; KIPP, 2016). Microglia ativada e macrófagos infiltrantes 

liberam vários mediadores pró-inflamatórios e radicais livres como 

superóxido, hidroxil, peróxido de hidrogênio e óxido nítrico (COLTON and 

GILBERT, 1993). As EROs oxidam a maioria dos componentes celulares 

como lipídios, proteínas, carboidratos e ácidos nucléicos, provocando 

alterações estruturais e, consequentemente funcionais, através do 

processo de peroxidação. Para impedir os efeitos deletérios das EROS são 

ativados mecanismos de defesa antioxidantes. Existem basicamente dois 

grupos de antioxidantes: enzimas com atividade antioxidante (superóxido 

dismutase, glutationa peroxidase e catalase) e antioxidantes não 

enzimáticos (vitamina C, α-tocoferol, glutationa reduzida, vitamina D e 

selênio) (Halliwell and Gutteridge, 2007; RAYMAN, 2012). Entretanto, a 

produção excessiva de EROs e/ou redução no sistema de defesa 

antioxidante endógeno determina estresse oxidativo (Lopes, Oliveira, and 

Soares Fortunato, 2008) que é considerado um evento primordial na 
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patogênese da EM (MATUTE-BLANCH; MONTALBAN; COMABELLA, 

2017). O estresse oxidativo está diretamente associado com um sistema 

denominado inflamassoma que amplifica os danos determinados pelas 

EROs. O inflamassoma é um complexo proteico macromolecular composto 

por um sensor molecular, a proteína adaptadora ASC e a protease caspase-

1. O inflamassoma é ativado em resposta a infecções, dano tecidual ou 

desequilíbrios metabólicos, iniciando programas celulares responsáveis 

pela maturação e liberação de citocinas pró-inflamatórias como IL-1β e IL-

18 e também por um tipo de morte celular denominado piroptose (MIAO; 

RAJAN; ADEREM, 2011). O inflamassoma NLRP3 é o que se encontra 

descrito com maiores detalhes até o momento e está amplamente 

associado às doenças inflamatórias crônicas e autoimunes (WEN; TING; 

O’NEILL, 2012). Para ativação de NLRP3 e formação do inflamassoma são 

necessários dois sinais: o sinal 1 ou priming, desencadeado pela ativação 

do NF-κB por TLRs, NLRs e receptores de citocinas, o que resulta na 

transcrição de NLRP3 e pró-IL-1β (BAUERNFEIND et al., 2009). O segundo 

sinal é determinado por agonistas que ativam o complexo inflamassoma e 

consequentemente a caspase-1. Esse segundo sinal pode ser por efluxo 

de potássio (K+), translocação mitocondrial, produção de EROs e liberação 

de DNA mitocondrial. Está comprovado que as EROs ativam o 

inflamassoma NLRP3 no decurso do diabetes tipo II experimental em 

camundongos (ZHOU et al., 2010). As EROs também têm sido descritas 

como ativadoras do inflamassoma NLRP3 no SNC em camundongos 

infectados com vírus. Aspectos referentes à participação do inflamassoma 

em diferentes doenças inflamatórias que afetam o SNC vêm sendo alvo de 

muita investigação e discussão tanto para que os mecanismos patogênicos 

destas doenças sejam conhecidos como também para se avaliar a 

possibilidade de utilizar esta plataforma como alvo terapêutico (VOET et al., 

2019). A literatura sugere fortemente que a ativação do inflamassoma 

esteja relacionada com a progressão da EM visto que as citocinas 

sintetizadas e liberadas através deste complexo proteico, como é o caso 
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das IL-1 e IL-18, atuam na diferenciação e manutenção das células Th1 e 

Th17 que são subpopulações celulares altamente envolvidas na 

patogênese da doença (CHUNG et al., 2009). Além disso, há uma elevada 

expressão de caspase-1 nas lesões localizadas no SNC e nas células 

mononucleares do sangue periférico de pacientes com EM (MING et al., 

2002). Em consonância com estes achados, camundongos com EAE 

exibem elevada expressão de NLRP3 na medula espinhal, enquanto 

camundongos NLRP3-/- desenvolvem doença mais branda, decorrente da 

redução do infiltrado inflamatório, menor produção de citocinas 

encefalitogênicas e preservação da bainha de mielina (GRIS et al., 2010).  

O desenvolvimento da EM depende de predisposição genética, estilo 

de vida e fatores ambientais. Existem fortes evidências da associação entre 

EM e baixos níveis de vitamina D, obesidade durante a adolescência, 

tabagismo e infecções virais (ALFREDSSON; OLSSON, 2019). A 

possibilidade de que o vírus Epstein-Barr (EBV) seja um gatilho 

importantíssimo para o desenvolvimento da EM foi recentemente reforçada 

pelo trabalho de (BJORNEVIK et al., 2022). Estes autores estudaram uma 

coorte de mais de 10 mil jovens adultos (militares) e encontraram 955 

indivíduos com EM. Constataram que o risco de desenvolver esta patologia 

aumentou 32 vezes após a infecção com o EBV mas não aumentou após a 

infecção com outros vírus. Um achado bastante interessante foi o aumento 

dos níveis de neurofilamento de cadeia leve que é um biomarcador de 

degeneração neuroaxonal, após a soroconversão anti-EBV. 

Nosso laboratório dispõe de bastante experiência com modelos 

experimentais de EM, especialmente com o modelo de doença crônica pois 

este vem sendo utilizados no estudo de fatores ambientais que podem 

afetar o desenvolvimento da EAE e na busca de terapias alternativas ou 

adjuntas para a EM (FRAGA-SILVA et al., 2015; PINKE et al., 2020; 

ZORZELLA-PEZAVENTO et al., 2017). Neste trabalho vamos explorar o 

modelo desenvolvido por animais C57BL/6 imunizados com um peptídeo 

derivado da mielina do oligodendrócito (MOG35-55). Este modelo de 
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doença inflamatória crônica, que mimetiza a imunopatogênese observada 

na EM, será utilizado para investigar se a resposta imune induzida por 

imunização subcutânea com vírus inativado determina agravamento desta 

patologia desmielinizante. 

 

1.4 Esclerose múltipla & COVID-19 & vacinação 

 

A relação entre COVID-19 e EM é bastante complexa e deve ser 

analisada sob diferentes ângulos. Uma das primeiras indagações nesta 

área foi se os pacientes com EM, por estarem sob terapia 

imunossupressora ou imunomoduladora, teriam maior risco de adquirir esta 

infecção. Algumas publicações têm indicado que a susceptibilidade ao 

SARS-CoV-2 é afetada pelo tipo de droga em questão; IFNs e acetato de 

glatiramer foram associados com risco reduzido enquanto o uso de 

anticorpos monoclonais anti-CD20 determinou aumento do risco (REDER 

et al., 2021). Fatores como comorbidades, obesidade e ancestralidade 

negra também parecem contribuir para aumentar o risco de infecção nestes 

pacientes (REDER et al., 2021). Outros relatos não confirmaram este risco 

aumentado de COVID-19 em pacientes com EM mas sim um maior risco 

de hospitalização nestes indivíduos (EVANGELOU et al., 2021; ZABALZA 

et al., 2021). 

Outra questão importante refere-se ao possível efeito desta infecção 

na evolução da EM. Investigações indicam que o SARS-CoV-2 pode 

desencadear tanto pseudo surtos quanto surtos verdadeiros (BELLUCCI et 

al., 2021; GARJANI et al., 2021). Um aspecto muito interessante que vem 

sendo também discutido é a possibilidade de que a infecção pelo SARS-

CoV-2 atue como um fator ambiental que contribui para a indução de 

autoimunidade envolvendo o SNC, incluindo a EM. A entrada do SARS-

CoV-2 no SNC ativa a microglia, desencadeando neuroinflamação crônica 

e possivelmente neurodegeneração. A análise transcriptométrica do SARS-

CoV-2 revela similaridade com vários epítopos do SNC o que pode, 
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juntamente com a cytokine storm e vários autoanticorpos, culminar em uma 

condição autoimune (GUPTA; WEAVER, 2021). 

Existe uma concordância geral de que pacientes com EM não devem 

suspender a terapia mas que devem receber a imunização anti-COVID-19. 

Recomenda-se, entretanto, uma análise acurada do tipo de terapia uma vez 

que algumas delas são imunodepletoras o que pode diminuir 

consideravelmente a eficácia das vacinas. Por exemplo, pacientes em 

tratamento com ocreluzimab, rituximab e alemtuzimab devem discutir com 

seus médicos a estratégia de imunização para otimizar a eficácia da vacina. 

Várias vacinas, baseadas em distintos mecanismos de ação, vêm 

sendo aprovadas para controle da COVID-19, incluindo principalmente as 

inativadas, as baseadas em vetores virais não replicantes e aquelas 

contendo subunidades tais como proteínas e mRNA (FRANCIS et al., 

2021). Os programas vacinais adotados priorizaram, inicialmente, os 

indivíduos mais vulneráveis e os pacientes com EM têm sido vistos como 

de risco mais elevado. Todas as vacinas aprovadas são capazes de induzir 

anticorpos neutralizantes contra a proteína Spike mas só as baseadas em 

vetor viral e em ácidos nucléicos (mRNA neste caso), desencadeiam 

imunidade celular do tipo Tc (JEYANATHAN et al., 2020). Segundo a 

National Multiple Sclerosis Society, as três vacinas mais recomendadas 

para os pacientes que convivem com a EM são a Pfizer BioNTech, a 

Moderna e a Janssen/J&J. As 2 vacinas de mRNA são constituídas por 

mRNA codificando a Spike e envolto por nanopartículas. 
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Fonte: Created with Biorender.com 

Figura 3. Mecanismo de ação das vacinas de mRNA. O mRNA mensageiro sintético 

contendo as informações para síntese da proteína (S) é produzido em laboratório e 

introduzido no indivíduo através da vacinação. (B) Uma vez localizado pelas células 

apresentadoras de antígeno APCs), ocorre o processo de fagocitose desse material 

genético. (C) As APC’s então sintetizam a proteína codificada, processam a mesma e 

apresentam os epítopos, associados às moléculas de histocompatibilidade de classe,  aos 

linfócitos Th. (D)Essa apresentação inicia a imunidade efetora e a geração de memória 

imunológica. 
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Fonte: Created with Biorender.com 

Figura 4 Mecanismo de ação da vacina baseada em vetor viral não replicante. (A) A vacina 

é elaborada com a introdução dos genes responsáveis pela síntese da proteína Spike no 

material genético de um vírus sem capacidade de causar doença e replicação. (B) O vírus 

é fagocitado pelas APCs e os genes são copiados em mRNA sendo a Spike resultante da 

tradução do mRNA expressa na superfície das células do hospedeiro, além de também 

serem processadas e apresentadas através de moléculas de MHC II. (C) A células da 

imunidade adaptativa são especificamente ativadas ocorrendo a montagem da resposta 

imune efetora e memória imunológica.  

 

Dois aspectos vêm recebendo atenção especial no contexto da 

vacinação dos pacientes com EM. O primeiro deles se refere à eficácia 

dessas vacinas considerando que estes indivíduos estão sob terapia 

imunossupressora ou que podem apresentar alterações imunológicas. O 

uso de DMTs (disease modifying therapies) pode determinar decréscimo da 

eficácia vacinal e isto foi observado nos pacientes fazendo uso de 

ocrelizumab, rituximab, cladribine e esteróides. O grau de segurança das 

vacinas anti-COVID-19 vem sendo investigado e tem mostrado resultados 
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divergentes. Evidências preliminares realmente não apontaram para 

aumento de risco de surtos nestes pacientes (ACHIRON et al., 2021). 

Entretanto, alguns achados têm sugerido o aparecimento de surtos após 

vacinação. Inicialmente foram relatados 2 casos isolado de surtos agudos 

após vacinação anti-COVID-19 (ETEMADIFAR et al., 2021; MANISCALCO 

et al., 2021). Mais recentemente, NISTRI et al., (2021) relataram o 

aparecimento de surtos em 16 pacientes convivendo com EM os quais 

foram acompanhados entre os meses de março e junho de 2021, após 

terem sido vacinados. Três destes 16 pacientes desenvolveram o primeiro 

episódio de EM após terem sido vacinados e os outros 13 já tinham 

diagnóstico prévio de EM. As vacinas empregadas nestes indivíduos foram 

Pfizer (10 pacientes), Moderna (2 pacientes) e AstraZeneca (4 pacientes). 

Todos os surtos ocorreram entre 3 dias e 3 semanas após a primeira dose 

ou após o reforço. Os 16 pacientes descritos apresentaram evidências de 

comprometimento na MRI condizente com o aparecimento dos surtos. Os 

autores alertam para a necessidade de esclarecer se esta associação 

temporal foi causal ou incidental. 

 

2 Justificativa  

 

Um dos aspectos mais importantes desta infecção é o comprometimento 

pulmonar que é o órgão alvo inicial e que dependendo da gravidade, pode 

resultar em doença muito prolongada ou morte do paciente. A linha de 

pesquisa do nosso laboratório está voltada para a imunopatogênese dos 

processos inflamatórios e seu controle por diferentes produtos, como por 

exemplo a vitamina D. A primeira abordagem dessa investigação foi 

estabelecer e caracterizar um modelo de inflamação pulmonar induzido por 

instilação nasal de SARS-CoV-2 inativado e, posteriormente, avaliar a 

eficácia terapêutica ou imunomoduladora da administração de vitamina D. 

A relevância desta análise reside no fato deste processo inflamatório ser 

provavelmente o aspecto mais acentuado da patogênese desta infecção e 
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por ter a vitamina D características que facilitariam sua adoção como 

terapia. Neste sentido, ressaltamos que esta vitamina é produzida de forma 

endógena após exposição solar, é dotada de reconhecida capacidade 

imunomoduladora e já vem sendo sugerida ou adotada terapeuticamente 

em doenças inflamatórias (AO; KIKUTA; ISHII, 2021). Inclusive 

LAKKIREDDY et al., (2021) mostraram recentemente que elevadas doses 

de vitamina D diminuíram vários marcadores inflamatórios em pacientes 

com COVID-19 sem desencadear efeitos colaterais. 

Outro processo inflamatório no qual temos interesse ocorre no sistema 

nervoso central (SNC) no decurso da esclerose múltipla (EM) que é uma 

doença associada a uma resposta autoimune contra componentes da 

mielina e descrita como a principal causa de incapacidade neurológica em 

adultos jovens (HOHLFELD, 2009). Para estudá-la utilizamos um modelo 

murino desta doença denominado encefalomielite autoimune experimental 

(EAE). Neste contexto, nos interessamos pelos possíveis efeitos da 

resposta imune induzida pelo vírus, incluindo por preparações vacinais, na 

evolução da EAE. Avaliamos então o efeito da imunização com o SARS-

CoV-2 inativado e associado ao alúmen, o que é semelhante ao processo 

vacinal com a Coronavac, amplamente empregada em nosso país, no 

desenvolvimento clínico e imunológico da EAE. 

 

3 Objetivos 

 

1. Induzir um modelo murino de inflamação pulmonar por instilação 

nasal de SARS-CoV-2 Inativado. 

2. Caracterizar as populações celulares envolvidas na inflamação. 

3. Investigar o efeito do tratamento com vitamina D.  

4. Investigar se a resposta immune induzida por antígeno vacinal (virus 

morto associado ao alúmen afeta as características clínicas e 

imunológicas da EAE. 
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