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RESUMO

O SARS-CoV-2, agente etiolégico da COVID-19, representa a maior crise de saude
publica do século XXI. Além das manifestacbes sistémicas, a doenca tem sido
associada a impactos significativos no sistema nervoso central, contribuindo para
quadros de neuroinflamagdo e neurodegeneracdo. Uma das hipoteses para a
neuropatogénese envolve a ativagdo exacerbada de microglia mediada pela
glicoproteina Spike do SARS-CoV-2, resultando em um estado pro-inflamatorio
sustentado. Este estudo investigou os mecanismos imunometabdlicos associados a
ativagdo microglial por meio de andlises de dosagem de citocinas e lipidémica em
células BV-2 estimuladas com a glicoproteina Spike. Por meio de citometria de fluxo,
foi observado aumento na producdo de TNF-a, enquanto a espectrometria de
massas identificou oito metabdlitos modulados. As analises de fragmentagéo
(MS/MS) detalharam alteragdes em lipidios das classes de esfingolipidios,
glicerofosfolipidios e glicerolipidios, sugerindo que esses metabdlitos podem

desempenhar um papel na neuroinflamacao.

Palavras-chave: COVID-19; Imunometabolismo; Lipiddomica.



ABSTRACT
SARS-CoV-2, the etiological agent of COVID-19, represents the greatest public
health crisis of the 21st century. In addition to systemic manifestations, the disease
has been associated with significant impacts on the central nervous system,
contributing to neuroinflammation and neurodegeneration. One hypothesis for the
neuropathogenesis involves exacerbated microglial activation mediated by the
SARS-CoV-2 Spike glycoprotein, resulting in a sustained pro-inflammatory state. This
study investigated the immunometabolic mechanisms associated with microglial
activation through cytokine assays and lipidomic analyses in BV-2 cells stimulated
with the Spike glycoprotein. Flow cytometry revealed an increase in TNF-a
production, while mass spectrometry identified eight modulated metabolites. MS/MS
fragmentation analyses detailed alterations in lipids belonging to the sphingolipid,
glycerophospholipid, and glycerolipid classes, suggesting that these metabolites may

play a role in neuroinflammation.

Keywords: COVID-19; Immunometabolism: Lipidomic
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1 INTRODUCAO
11 SARS-CoV-2 E COVID-19: PRINCIPAIS CARACTERISTICAS

O virus Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2)
desencadeou a maior crise de saude publica do século XXI: a pandemia da
Coronavirus Disease 2019 (COVID-19). Declarada como uma emergéncia global
pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) em 11 de margo de 2020, a pandemia
se estendeu até 5 de maio de 2023. Nesse periodo, foram confirmados mais de 765
milhdes de casos e registradas oficialmente mais de 6,9 milhdes de mortes em todo
o mundo (OMS, 2024). Entre os paises mais afetados, o Brasil se destacou como
um dos lideres em numero de 6bitos, ultrapassando 600 mil mortes no primeiro ano
da pandemia (Brasil, 2024). Apesar do fim oficial da emergéncia global da COVID-19
pela OMS, o SARS-CoV-2 permanece como um desafio no ambito da saude publica
devido a circulagdo continua do virus, ao surgimento de variantes mais
transmissiveis e aos efeitos prolongados dessa doenga infecciosa (Chen et al.,
2022; Davis et al., 2023).

O SARS-CoV-2 pertence a uma familia viral com ampla diversidade e
capacidade de infectar um amplo espectro de espécies de animais, como
mamiferos, répteis e aves (Gorbalenya et al., 2020). Os virus dessa familia possuem
um genoma de RNA de fita simples e de sentido positivo, caracteristica que, aliada a
alta taxa de mutacdo e recombinacdo, contribui para sua adaptabilidade e para o
surgimento de zoonoses emergentes. Devido ao amplo estudo e caracterizagao
genotipica, essa familia foi subclassificada em duas, Letovirinae e
Orthocoronavirinae, conforme exposto na figura 1. Sendo que esta ultima é
composta por virus capazes de causar doengas respiratorias, gastrointestinais,
hepaticas e neuroldgicas (Zmasek et al., 2022; Woo et al., 2023). Além disso, possui
quatro  géneros:  Alphacoronavirus  (a-CoVs), Betacoronavirus (B-CoVs),
Gammacoronavirus (y-CoVs) e Deltacoronavirus (6-CoVs). Entre esses, os a-CoVs e
B-CoVs recebem destaque pela capacidade de infectar seres humanos, sendo os
B-CoVs particularmente reconhecidos devido a alta patogenicidade de alguns de
seus membros, como o Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus
(MERS-CoV), o Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 1 (SARS-CoV-1)
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e, mais recentemente, o SARS-CoV-2 (Jelinek et al., 2021). Independentemente de
sua classificacdo filogenética, os coronavirus compartiham uma estrutura viral
composta por um envelope lipidico que contém quatro proteinas estruturais: a
glicoproteina Spike, responsavel pela ligacdo aos receptores celulares e entrada nas
células hospedeiras; a proteina de Membrana, que participa da montagem do virus;
a proteina de Envelope, envolvida na patogénese; e a proteina do Nucleocapsideo,

responsavel pela estabilizagcado o RNA genémico (Yang et al., 2021).

A Spike é uma proteina de fusdo essencial para a infeccdo das células
hospedeiras. No caso do SARS-CoV-2, essa proteina pertence a classe | de
glicoproteinas virais de fusdo e possui uma estrutura homo-trimérica (Huang et al.,
2020), sendo constituida por duas subunidades estruturais distintas (Figura 1):
amino-terminal (S1) e carboxi-terminal (S2). A subunidade S1 contém o
Receptor-Binding Domain (RBD), responsavel pela ligagdo ao receptor Angiotensin
Converting Enzyme 2 (ACE2). A entrada do SARS-CoV-2 na célula ocorre por meio
da interagcdo entre o RBD da Spike e o receptor ACE2, seguida pela clivagem da
proteina pelo co-receptor Transmembrane Protease Serine 2 (TMPRSS2), que
provoca uma mudanca conformacional, permitindo a fusdo do virus com a
membrana celular (Jackson et al.,, 2022). Contudo, a Spike n&o esta envolvida
apenas na infeccdo celular; estudos indicam que ela também pode ativar
diretamente vias celulares que contribuem para a patogénese da COVID-19,
independentemente da replicagdo viral. Mesmo isoladamente ou em sua forma
soluvel, é capaz de induzir respostas imunes inflamatorias, particularmente pela
ativagdo de receptores do sistema imunolégico inato (Zhao et al., 2021). Essa
ativacdo exacerbada resulta em um fendmeno denominado de tempestade de
citocinas, um dos principais fatores de agravamento da doencga (Fajgenbaum &
June, 2020).
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Figura 1 - Taxonomia e estrutura SARS-CoV-2 e Spike. A imagem apresenta a classificagdo
taxonémica da familia Coronaviridae, destacando suas subfamilias Letovirinae e Orthocoronavirinae e
os respectivos géneros. Na subfamilia Orthocoronavirinae, estdo os géneros Alphacoronavirus,
Betacoronavirus, Gammacoronavirus e Deltacoronavirus, com destaque, em vermelho, os géneros
Alphacoronavirus e Betacoronavirus onde se encontram os coronavirus de relevancia clinica humana.
Na parte inferior, a imagem apresenta a estrutura viral do SARS-CoV-2, com o envelope contendo as
principais proteinas estruturais: glicoproteina Spike (S), proteina de membrana (M) e proteina de
envelope (E). O detalhe ampliado evidencia a glicoproteina Spike, mostrando sua estrutura
tridimensional. Fonte: Adaptado de Diana Sofia Mollocana Yanez, com modifica¢des.
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A COVID-19 apresenta como manifestagdes classicas sintomas relacionados
ao sistema respiratério, incluindo febre, fadiga, mialgia e tosse seca (Luo et al.,
2022). Entretanto, em alguns casos, a doenca pode evoluir para quadros mais
graves, como a Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SRAG), caracterizada por
inflamacdo pulmonar severa, dificuldade respiratéria e, em casos criticos,
insuficiéncia respiratéria (Hu et al., 2021). Essa condi¢gdo, em alguns casos, ainda
requer ventilacdo mecanica e esta associada a alta mortalidade (Pfortmueller et al.,
2021). Embora os sintomas respiratorios sejam o0s mais caracteristicos da
COVID-19, a doenga também possui um carater multissistémico, causando
complicacbes extrapulmonares, como tromboembolismo venoso, miocardite, lesao
renal aguda e manifestacbes neuroldgicas, incluindo encefalite e acidente vascular
cerebral. Nesse contexto, o comprometimento do Sistema Nervoso Central (SNC)
pela COVID-19 ainda ndo esta totalmente elucidado, assim como suas
manifestagbes neuropsiquiatricas associadas (Azizi & Azizi, 2020; Cataldi et al.,
2020; Badenoch et al., 2021; Pang et al., 2024).

A presenca de manifestagdes neuroldgicas na COVID-19 reforca a
compreensao de que outros (B-CoVs, como o Mouse Hepatitis Virus, também
demonstraram capacidade de infectar o SNC (Correia et al., 2020). De forma
semelhante, o MERS-CoV e o SARS-CoV-1 ja foram implicados em condigdes
graves, como encefalopatia aguda e desmielinizacdo, destacando sua
neuropatogenicidade. Estudos post mortem em pacientes infectados pelo
SARS-CoV-1 confirmaram a presenga do genoma viral em células neuronais,
enquanto relatos indicam a detecgdo do MERS-CoV em tecidos cerebrais de
animais infectados (Cheng et al., 2020). Esses achados sugerem que a
neuropatogenicidade pode ser uma caracteristica comum a diversos coronavirus,
incluindo o SARS-CoV-2, o que amplia a compreensdo sobre o potencial de
complicagdes neuroldogicas associadas a essa familia viral. Ademais, o receptor
ACE2 é expresso em diversas células humanas, incluindo micrdglias, o que pode
estar diretamente relacionado ao impacto do SARS-CoV-2 no SNC (Olajide et al.,
2022) .
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A neuroinvasdo do SARS-CoV-2 é um processo multifatorial, envolvendo
diferentes vias e mecanismos que permitem ao virus acessar e impactar o SNC
(Bauer et al., 2022). Um dos principais caminhos é a via hematogénica, em que o
virus atravessa a barreira hematoencefalica (BHE), comprometida pela inflamacgao
sistémica, o que aumenta sua permeabilidade e facilita a entrada de particulas virais,
células imunes infectadas ou mediadores inflamatérios. Além disso, o0 SARS-CoV-2
pode infectar diretamente as células endoteliais da BHE, devido a expressédo do
receptor ACE2. Outra via relevante € a via neural, na qual o virus utiliza o transporte
retrogrado axonal, especialmente pelo nervo olfatério, conectando a mucosa nasal
ao SNC. Inicialmente, esse mecanismo foi associado ao sintoma de anosmia.
Contudo, diferengas entre as variantes do SARS-CoV-2 e a identificagao de outras
rotas de neuroinvasdo sugerem que esses fendmenos podem ocorrer de forma
independente. A anosmia esta mais associada a inflamagao e aos danos no epitélio
olfatério, incluindo apoptose celular e alteragdes estruturais, do que a presenca
direta do virus no SNC. Variantes como Delta e Omicron demonstraram manter a
capacidade de neuroinvasao, mas apresentaram uma incidéncia significativamente
menor de anosmia em comparagado a variante original de Wuhan, destacando o

processo multifatorial dos mecanismos envolvidos (de Melo et al., 2023).
1.2  MICROGLIA E NEUROINFLAMAGCAO: NEUROPATOGENIA DA COVID-19

A microglia é a célula imune residente do SNC, originada de progenitores do
saco vitelino durante o desenvolvimento embrionario, € que desempenha papéis
fundamentais na manutengdao da homeostase do SNC. A microglia é altamente
dinamica, monitora o ambiente ao redor, remove detritos celulares, sustenta o
desenvolvimento neural e mantém a integridade das conexdes sinapticas (Paolicelli
et al. 2022). Quando exposta a estimulos como lesdes, infeccbes ou doencgas
neurodegenerativas, responde de forma plastica, ativando diferentes vias
moleculares e desempenhando fungbes especificas, como fagocitose, liberagao de
mediadores inflamatorios e remodelagem de redes neurais (Cherry et al. 2014).
Quando a micréglia esta em um estado homeostatico ela promove a liberagado de
fatores neuroprotetores, como fator de crescimento transformador beta (TGF-B) e

Interleucina 10 (IL-10), o que destaca a sua fungdo na manuten¢ao da homeostase
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neural, os quais sdo mostrados na figura 2. Porém, durante uma infecgdo, a
microglia pode adotar um fendtipo pré-inflamatério, liberando citocinas como
Interleucina 1 beta (IL-1B), Interleucina 6 (IL-6), Fator de necrose tumoral a (TNF-a),
exacerbando o dano tecidual, também indicados na figura 2. As alteragdes entre os
diferentes estados da micrdglia vao além da liberagéo das suas moléculas, mudando
também sua morfologia. Ademais, microglias em diferentes estados de ativagéo
expressam diferentes receptores de superficie (Smith et al., 2012).
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Figura 2 - Representagdo dos diferentes estados funcionais da micréglia no SNC. A micréglia
homeostatica (azul), sob estimulos inflamatérios, é induzida para o estado pré-inflamatdrio
(vermelho), caracterizado pela liberagdo de citocinas proé-inflamatérias, que amplificam a
neuroinflamagdo e promovem a neurodegeneracdo. Em contrapartida, a exposi¢cdo a estimulos
anti-inflamatérios induz a polarizagédo para o estado anti-inflamatério (verde), marcado pela produgéo
de fatores neuroprotetores, que favorecem a neuroprotecao e o reparo tecidual. Fonte: elaborado pelo
autor.

A neuroinflamacao é desencadeada quando a micréglia reconhece sinais de
perigo, que podem ser classificados como: Padrbes Moleculares Associados a
Patéogenos (PAMPs) ou Padrées Moleculares Associados a Danos (DAMPs). Os
PAMPs sao moléculas associadas a presenga de agentes infecciosos, sendo a Spike
considerada um PAMP (Zhao et al., 2021; Frank et al., 2023). J& os DAMPs sé&o
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moléculas liberadas por células do préprio organismo que sofreram estresse. O
reconhecimento desses sinais ocorre por meio de receptores de reconhecimento
padrao (PRRs), como os receptores do tipo toll (TLRs). Quando ativados, os PRRs
iniciam cascatas de sinalizagdo intracelular, como a via do Nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B (NF-kB). Essa cascata leva a producéo e
liberacdo de mediadores inflamatdrios, como quimiocinas e citocinas
proé-inflamatérias (IL-18, TNF-a, IL-6), que contribuem para o recrutamento e
ativagdo de outras células imunoldgicas. Essa liberagdo de mediadores inflamatorios
pode desencadear um aumento exacerbado na producdo de citocinas
pré-inflamatérias, levando a uma resposta inflamatéria descontrolada conhecida

como tempestade de citocinas (Hu, Huang & Yin, 2020).

A tempestade de citocinas € caracterizada pela liberacdo excessiva e
continua de citocinas proé-inflamatérias (IL-18, IL-6 e TNF-a) que resulta em um ciclo
vicioso de amplificagao inflamatdria (Montazersaheb et al., 2022). No SNC, essa
condicdo compromete a BHE, permitindo a infiltracdo de células imunes periféricas e
amplificando ainda mais a resposta inflamatdria local. Micréglias ativadas tornam-se
fontes adicionais de citocinas e espécies reativas de oxigénio (EROs), causando
neurotoxicidade direta e disfuncdo neuronal (Zanza et al., 2022). Além disso, a
tempestade de citocinas pode desencadear apoptose neuronal, disfuncao sinaptica
e inflamagao crénica, contribuindo para as complicagbes neuroldgicas observadas
em casos graves de COVID-19 (Soung et al., 2022).

A inflamagao causada pela infeccdo por SARS-CoV-2 pode resultar em
sintomas neurolégicos que se estendem além da fase aguda, culminando na COVID
Longa. Pacientes que apresentam COVID Longa frequentemente relatam fadiga
cronica e comprometimento cognitivo, sintomas que podem ser atribuidos a esta
resposta inflamatoéria exacerbada (Gutman et al., 2024). Esta ativacdo continua de
células imunoldgicas no cérebro afeta a integridade da BHE e pode resultar em
disfungdo sinaptica e um ambiente favoravel a senescéncia celular (Greene et al.,
2024; Gutman et al.,, 2024). Este processo, em conjunto com a inflamacéao
perivascular, acelera o envelhecimento cerebral. Além disso, a interagdo do virus

com receptores como ACE2, amplamente expressos no SNC, exacerba o
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desequilibrio entre circuitos excitatérios e inibitérios, aumentando o risco de morte
celular. Estudos recentes destacam uma conexao potencial entre a COVID longa e
patologias neurodegenerativas, como a doenga de Alzheimer, uma vez que o virus
pode estimular processos como a agregacdo de proteinas amildides e a
hiperfosforilagdo da Tau, caracteristicas da neurodegeneragdo observadas em
Alzheimer (Amadoro et al., 2023; Rahmati et al., 2023; Zhao et al., 2024).

1.3 IMUNOMETABOLISMO: ALTERACOES METABOLICAS

O metabolismo celular influencia a ativacdo e a fungdao de células
imunoldgicas durante a resposta inflamatéria. Durante uma infecgao, células imunes,
como macrofagos, linfécitos T e micréglias, reprogramam seu metabolismo para
atender as demandas energéticas e funcionais (O’'Neill et al., 2016). Em conjunto
com as mudancgas celulares para suprir a demanda energética, o SARS-CoV-2
reprograma o metabolismo das células hospedeiras para atender as suas
necessidades de replicagcdo. O virus promove mudancas especificas nas vias
metabdlicas, aumentando a entrada de carbono derivado da glicose no ciclo do
acido tricarboxilico por meio da ativagao da enzima piruvato carboxilase, enquanto
reduz a utilizagado oxidativa da glutamina, embora mantenha a carboxilagao redutiva
(Mullen et al., 2021). Essas alteracbes favorecem a producdo de metabdlitos
essenciais para a replicagado viral e montagem de novas particulas virais. Como
consequéncia para a célula hospedeira, a diminui¢do da oxidagao de glutamina pode
comprometer a eficiéncia energética e o metabolismo redox, enquanto o aumento na
utilizacdo de glicose pela via da piruvato carboxilase pode sobrecarregar o sistema
metabdlico, tornando a célula mais suscetivel ao estresse oxidativo (Gain et al.,
2023).

Foi demonstrado que a proteina Spike do SARS-CoV-2 modifica a
sinalizagao purinérgica na microglia, aumentando a secre¢cado de ATP e a expresséo
de receptores purinérgicos, o que esta diretamente associado a produgcdo de EROs
(Alves et al., 2023). O excesso de EROs, resultado do estresse mitocondrial,
amplifica o estresse oxidativo e provoca danos ao DNA mitocondrial, prejudicando

sua replicagéo e ativando inflamassomas, como o NLRP3 (Pan et al., 2021; Albornoz
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et al., 2022; Guarnieri et al., 2023). A ativagcdo do inflamassoma intensifica a
liberagdo de citocinas pré-inflamatérias, como IL-18 e IL-18, contribuindo para a
neuroinflamacao. Além dessas alteragdes, a glicoproteina Spike também afeta o
metabolismo lipidico da microglia. Durante a ativagcdo para um estado
pro-inflamatoério observa-se uma reprogramagédo metabdlica para atender os novos
gastos energéticos, exemplificado na Figura 3 (Folick, Koliwad & Valdearcos, 2021).
Caracterizada pelo aumento na sintese de lipidios e pelo acumulo de lipid droplets
(LDs) (Chausse et al., 2020). Esses LDs funcionam como plataformas para a
producdo de mediadores inflamatérios derivados de lipidios, mas seu acumulo
excessivo compromete a capacidade da microglia de realizar fagocitose e de
promover reparo tecidual, agravando o processo inflamatério (Marschallinger et al.,
2020).
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Figura 3 - Representacdao das diferencas metabdlicas da micréglia. A microglia homeostatica
(azul) utiliza o metabolismo oxidativo mitocondrial eficiente para a produg¢ado de ATP, contribuindo para
a homeostase do SNC. Em contraste, a micrdglia pro-inflamatéria (vermelha) apresenta aumento da
glicdlise aerdbica e alteragcdes no ciclo de Krebs, direcionando o metabolismo para a sintese de
lipidios e producdo de intermediarios pré-inflamatérios, que favorecem o desenvolvimento da
neuroinflamacao. Fonte: elaborado pelo autor.

Investigagbes conduzidas no Laboratério de Imunologia Aplicada da
Universidade Federal de Santa Catarina demonstraram que a ativacdo de células
microgliais pela glicoproteina Spike do SARS-CoV-2 impacta o metabolismo celular,
com alteragdes na glicélise e na beta-oxidagao lipidica (Oliveira, 2024). Observou-se
um aumento nos niveis de oxaloacetato e uma redugcdo no aconitato, indicando
possiveis modulagdes metabdlicas que afetam a atividade enzimatica e a geragao
de intermediarios para a produgdo de energia e precursores biossintéticos. Essas
alteracbes foram associadas a diminuicdo da atividade da aconitase e a redugao de
carnitinas, sugerindo uma atenuagdo da beta-oxidagao lipidica, com consequente
acumulo de lipidios e disfungdo mitocondrial. Entretanto, a relacdo dessas
alteragbes com vias metabdlicas lipidicas ainda representa uma lacuna na pesquisa,
uma vez que as analises metabdlicas anteriores se concentraram em identificar
metabdlitos hidrofilicos. Diante disso, o presente trabalho tem como objetivo
identificar os lipidios modulados pela Spike e investigar as vias metabdlicas lipidicas
potencialmente alteradas em células microgliais, ampliando o entendimento sobre o

impacto metabdlico dessa glicoproteina no SNC.
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2 HIPOTESE

A glicoproteina Spike do virus SARS-CoV-2 ativa as células microgliais para um

estado pré-inflamatério e modula seu metabolismo lipidico.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Identificar alteragdes do metabolismo lipidico associadas ao processo inflamatorio
causado pela estimulagdo com a glicoproteina Spike do virus SARS-CoV-2 em

células da microglia da linhagem BV-2.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar a ativagdo de células microgliais pela glicoproteina Spike através da

producao de citocinas pré-inflamatérias.

b) Extrair e identificar lipidios modulados pela estimulagdo com a glicoproteina

Spike utilizando espectrometria de massas.

c) Investigar vias metabdlicas potencialmente alteradas pela estimulagdo com a

glicoproteinas Spike, com foco na biossintese e degradacéo lipidica
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4.2 CULTURA CELULAR E TRATAMENTO

Os ensaios in vitro foram realizados utilizando a linhagem celular BV-2
(codigo 0356, Banco de Células do Rio de Janeiro), derivada de microglia de
camundongos C57BL/6 e imortalizada por transfecgao viral dos oncogenes v-raf e
v-myc, preservando caracteristicas morfolégicas e funcionais de macréfagos murinos
(BLASI et al., 1990). As células foram cultivadas em DMEM High Glucose (HyClone,
EUA), suplementado com 10 mM de HEPES, 1,0 mM de piruvato de sddio, 1,5 g/L
de bicarbonato de sdédio, 1,0 U/mL de penicilina/estreptomicina, 0,125 ug/mL de
anfotericina B (Sigma-Aldrich) e 10% de soro fetal bovino (LGC Biotecnologia,
Brasil), em estufa a 5% de CO. a 37°C. Apoés atingirem a confluéncia, as células
foram plaqueadas e incubadas por 24 horas para adesdo celular. O meio foi
renovado e as células foram divididas em trés grupos experimentais, em
sextuplicada. Tratado com a glicoproteina Spike recombinante (3 pg/mL) por 60
horas; tratado com lipopolissacarideo (LPS) (1 ug/mL) por 60 horas e grupo controle,
conforme padronizado por Oliveira (2024). Quatro horas antes do término, o
sobrenadante foi coletado e o meio foi trocado para DMEM sem soro fetal bovino.

Apos esse periodo, as células foram coletadas para analises posteriores.
4.3 DOSAGEM DE CITOCINAS

A secrecao de citocinas foi analisada por meio do CBA Mouse Inflammation
kit (BD Pharmingen, EUA). Para isso, o sobrenadante das células estimuladas com a
proteina S foi incubado com microesferas revestidas com anticorpos contra TNF-q,
IL-6, MCP-1, IL-10, IL-12p70 ou IFN-y. Em seguida, as microesferas foram
conjugadas ao fluorocromo ficoeritrina, de acordo com as recomendagdes da
fabricante. A aquisicao de dados foi realizada no citémetro de fluxo FACSCanto™ Il
(BD Pharmingen, EUA), previamente calibrado e com compensacéo fluorocromatica
adequada. Analises de intensidade de fluorescéncia, quantificagdo e demais
parametros foram realizadas através do software FCAP Array™ v. 3.0 (BD
Pharmingen, EUA).
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4.4 EXTRAGCAO DE METABOLITOS

A extracao foi realizada utilizando uma adaptagdo do método de Nakayasu e
colaboradores (2016). Os pellets celulares foram ressuspensos em agua, seguida da
adicao de cinco volumes de uma mistura de cloroférmio e metanol na proporcéo de
2:1 (v/v), previamente resfriada a -20°C. As amostras foram incubadas em gelo por 5
minutos, agitadas em vortex por 1 minuto e, em seguida, centrifugadas a 12.000 rpm
por 10 minutos a 4°C para promover a separacao das fases. Apds a centrifugacgéao, a
fase aquosa, contendo metabdlitos hidrofilicos, e a fase organica, rica em lipidios,
foram cuidadosamente coletadas separadamente para analises posteriores. As
interfaces proteicas foram submetidas a uma lavagem adicional com 1 mL de
metanol resfriado, agitadas em vértex e centrifugadas novamente sob as mesmas
condigdes. As trés fases resultantes (aquosa, orgéanica e proteica) foram secas em
centrifugador a vacuo Concentrator plus (Eppendorf, Alemanha). Para a etapa de
normalizacdo foi executada a quantificacdo de proteinas por meio do ensaio

colorimétrico Pierce™ BCA Protein Assay (Thermo Fisher, EUA).
45 ESPECTROMETRIA DE MASSAS

As amostras provenientes da fase organica e o branco da extragdo foram
reconstituidas em 200 pL de uma mistura de solventes composto por
2-propanol/acetonitrila/agua (ISO/ACN/H:0O, 90:8:2 v/v/v; 10 mM acetato de amobnio;
0,1% acido férmico), sonicadas e agitadas em vortex por 30 segundos € mantidas no
gelo. Em seguida, para a analise de espectrometria de massas, 50 YL de cada
amostra foi infundida diretamente em um espectrémetro de massas Amazon X
lonTrap (Bruker Daltonics, Alemanha), utilizando uma bomba de infusdo e uma
seringa Hamilton de vidro de 250 pL através de uma fonte de ionizagdo por
eletrospray (ESI). A taxa de fluxo de infus&o foi de 3 pL/min e a aquisi¢do dos dados
foi realizada durante um total de 2,5 min no modo positivo (ESI+) e no modo
negativo (ESI-) sequencialmente. Os espectros foram adquiridos apés 30 segundos
do inicio da infusao e, inicialmente, com a ionizagdo no modo positivo com voltagem
de capilar 4500 V, offset final de -500 V, A press&o do nebulizador de nitrogénio (N:)

de 0,4 e fluxo de gas seco de 4 L-min™ a 200 °C, tune de m/z para 600. Apdés 1 min
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de aquisicdo no modo ESI+, o método alternou para o modo ESI- reduzindo a
voltagem do capilar para -4000 V, offset final de 500 V, mantendo a pressédo do
nebulizador de N: de 0,4 e fluxo de gas seco de 4 L-min™ a 200 °C. Apds 20
segundos, os espectros foram adquiridos por mais 1 min. Os espectros de massas
foram adquiridos com o software trapControl v.7.2 (Bruker Daltonics, Alemanha) na
faixa de m/z 50 a 2000 e as amostras infundidas de forma randomizada com limpeza
completa do equipamento entre cada infusdo. Infusdes de branco da extragdo e
branco do solvente de diluicdo também foram realizadas e os espectros adquiridos

da mesma forma que as amostras.
46 PROCESSAMENTO E ANALISE DE ESPECTROS DE MASSA

Para o estudo de classificacdo/caracterizacdo e identificagdo de possiveis
marcadores, os dados brutos foram inicialmente processados e convertidos com o
software DataAnalysis v4.3 (Bruker Daltonics, Alemanha) para o formato de saida
mzXML. As impressoes digitais de DI-ESI-lonTrap-MS foram transformadas em
matrizes de dados (intensidades de sinal de ions organizadas em fung¢do das
amostras nas colunas e variaveis m/z nas linhas) utilizando o software mzMine
4.2.0 (Schimid et al., 2013). No software foi utilizada a fungdo mzWizard, onde
padrées utilizados na ferramenta foram configurados para um ensaio de injecéo

direta de baixa resolu¢cdo e uma aquisi¢ao dependente de dados.

A primeira etapa consistiu na detecgdo de analitos. Foram definidos um
intervalo de tempo de pico de 0,04 — 2,17 min, a polaridade correspondente, um
nivel de ruido de 3.0E6. Em seguida, os sinais falsos foram removidos com o filtro
FTMS shoulder peak, ajustando uma fungdo de modelo de pico Gaussiano € uma
resolucdo de massa padrao do programa. Para extrair os cromatogramas de ions
das massas detectadas continuamente ao longo de um tempo determinado foi
utilizada a fungdo chromatogram builder, definindo o tamanho minimo do grupo de
varredura em 5 e seguindo as definigdes do programa. O alinhamento das massas
detectadas entre as amostras analisadas foi realizado utilizando-se a fungao Join
Aligner seguindo os padrbes do programa. Por fim, as massas encontradas na

amostra, branco da extracdo e branco do solvente foram subtraidas pela fungao



31

Feature List e Blanck Subtraction, a lista final de ions alinhados foi exportada no
formato CSV para realizagdo da analise quimiométrica subsequente. As dimensoes
das matrizes de dados obtidas foram 12 x 254 e 12 x 353 para os modos de

ionizagao negativa e positiva, respectivamente.

Os dados do arquivo CSV foram analisados em software online gratuito
MetaboAnalyst 6.0 (Pang et al., 2024), verificados quanto a integridade, filtrados
pelo intervalo interquartil, normalizados pela mediana, transformados por raiz
cubica e escalonados por Range Scaling. O MetaboAnalyst foi utilizado para
confirmar a diferenga entre os grupos, por meio de um PLS-DA. Para filtrar
mudangas significativas nos niveis lipidicos, foi realizado um volcano plot e um

heatmap para visualizar a expressao relativa destes metabdlitos.
47 FRAGMENTACAO MS/MS E ANOTACAO DE LIPIDEOS

Para tentativa de identificagdo das espécies lipidicas foram realizados
experimentos de dissociagao induzida por colisdo (CID), das m/z diferenciais, para
analise dos padrbes de fragmentacdo no modo manual MS/MS direcionada para
cada molécula extraida nas analises estatisticas. Uma solugdo com a mistura de
10 pyL de cada uma das amostras foi preparada para cada grupo. As amostras
foram novamente introduzidas no espectrémetro de massas em uma taxa de fluxo
de 3 pL/min nas mesmas condi¢des de ionizagao anteriores. O CID foi empregado

com energia de colisao ajustada para cada molécula.

Com os dados de CID adquiridos, foi realizada a anotagdo de possiveis
lipidios. Presumiu-se que um pico de sinal especifico seja provavelmente uma
combinagdo de varias espécies lipidicas devido as limitagées ja indicadas do
método de analise. A anotacdo foi baseada na m/z com erro de 0,05 Da e,
adicionalmente, em dados de fragmentagao do icone mais predominante por meio
de analises de MS/MS e comparacdo com dados disponiveis na literatura (Han et
al., 2016). Trés bancos de dados foram utilizados para as buscas: Swisslipids
(Aimo et al., 2015); LipidMaps (O’'Donnell et al., 2019) e/ou Human Metabolome
Database (HMDB) (Wishart et al., 2022). Opc¢des de adutos além de [M+H]+ foram
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[M+Na]+, [M+NH4]+ e [M+H-H20]+ para o modo positivo e [M-H]- e [M-OAc]- para

0 modo negativo
4.8 ANALISE ESTATISTICA

Para comparagdes entre dois grupos foi utilizado o teste t de Student. Para
comparagdes envolvendo mais de dois grupos, empregou-se a analise de variancia
unidimensional (one-way ANOVA). As analises pelo teste t de Student foram
conduzidas com nivel de significaAncia estabelecido em p < 0,01. Enquanto os testes

estatisticos por one-way ANOVA o nivel de significancia foi definido como p < 0,05.
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5 RESULTADOS
5.1 DOSAGEM DE CITOCINAS
Os resultados apresentados na Figura 5 demonstram que a estimulagao das
células microgliais BV-2 com a proteina Spike do SARS-CoV-2 resultou em um
aumento nos niveis de TNF-a em relagdo ao controle, indicando que a Spike é
capaz de induzir uma resposta inflamatéria inicial. Em contraste, o grupo tratado
com LPS exibiu uma elevagao nos niveis de TNF-a em comparagao a ambos os
grupos, corroborando sua eficacia como controle positivo. As demais citocinas
testadas pelo kit ndo mostraram diferenca estatistica entre o controle positivo e as

células tratadas.
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Figura 5 - Concentragcdo de TNF-a no sobrenadante de células BV-2 tratadas com a proteina
Spike do SARS-CoV-2. Células BV-2 foram estimuladas com Spike e LPS. Apés 60 horas, o
sobrenadante foi coletado para avaliagdo da concentragdo de TNF-a por citometria de fluxo.
Mostrando uma diferenga entre os grupos. Os marcadores de significancia estatistica (* e ***)
indicam diferenca significativa entre as condi¢des, com p < 0,05 e p < 0,001.
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5.2 IDENTIFICAQAO DE METABOLITOS DIFERENCIALMENTE ABUNDANTES

Foi realizada uma analise de PCA (Principal Component Analysis) para
investigar a distribuicdo global das amostras metabdlicas entre os grupos controle
(C) e estimulado pela Spike (S). O grafico A (Figura 6) revelou que os dois
primeiros componentes principais, PC1 e PC2, explicaram 16,7% e 13,8% da
variancia total dos dados, respectivamente. Cada ponto no grafico representa uma
amostra individual, com o grupo C em verde e o grupo S em vermelho. Embora
haja certa sobreposigao entre os grupos, observa-se uma tendéncia de separacao,
sugerindo a presenca de diferencas metabdlicas entre os grupos controle e
estimulado pela Spike. Para confirmar a separagao dos perfis metabdlicos foi
realizada uma analise de PLS-DA (Partial Least Squares Discriminant Analysis). Ao
contrario do PCA, que é uma técnica nao supervisionada, o PLS-DA utiliza
informacdes dos grupos pré-definidos para maximizar a separagao entre eles,
facilitando a identificagdo de padrdes ou diferengas. O grafico B (Figura 6) revelou
que os dois primeiros componentes latentes, Componente 1 e Componente 2,
explicaram, respectivamente, 11% e 14,1% da variancia total dos dados. As elipses
em torno dos grupos indicam intervalos de confianga de 95%, representando a
variacdo metabdlica interna de cada grupo. A separacéo evidente entre as elipses
dos grupos indica que o estimulo pela Spike induziu alteragbes metabdlicas
significativas, levando a perfis metabdlicos distintos entre os grupos C e S, e
auséncia de sobreposicdo entre as amostras dos dois grupos reforca a

consisténcia das alteracdes metabdlicas observadas.
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Figura 6 - Graficos de PCA e PLS-DA mostrando a separagdo metabdlica. Células foram
estimuladas com Spike. Apds 60 horas, foram coletadas para avaliagdo dos metabdlitos por
espectrometria de massas. O grupo controle (C, em verde) e estimulado pela Spike (S, em vermelho).
Em A o grafico de PCA mostrando sobreposigao no perfil metabdlico dos dois grupos. Em B o grafico

de PLS-DA mostrando separagéo entre os grupos apos analise de discriminagéo supervisionada.
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A anadlise do volcano plot foi realizada para identificar metabdlitos
diferencialmente expressos entre os grupos S e C (Figura 7). Através da relacao
entre o log:(Fold Change, FC) (eixo X) e o -logi(p-valor) (eixo Y), foram
evidenciadas alteragbes significativas em oito metabdlitos, sendo dois destes
identificados a partir do modo de ionizagdo negativa (554,41 e 911,51). Os
metabdlitos 512,53 (Fold Change: 1,79) e 836,7 (FC: 1,31) foram os unicos que
apresentaram aumento significativo na expressdao. Esses metabdlitos
demonstraram uma elevagao consistente no grupo S em relagao ao grupo C. Por
outro lado, a maioria dos metabdlitos modulados apresentou uma redugao na
expressao no grupo S. Os metabdlitos 577,56 (FC: 0,75), 619,57 (FC: 0,68) e
554,41 (FC: 0,66) destacaram-se como os mais reduzidos, enquanto m/z 911,51
(FC: 0,70), 699,63 (FC: 0,79) e 579,58 (FC: 0,83) também exibiram redugdes

significativas.
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Figura 7 - Volcano plot do metabolitos modulados. Células foram estimuladas com Spike. Apds
60 horas, foram coletadas para avaliagdo dos metabdlitos por espectrometria de massas. Alteragao
de expressao (log:(Fold Change), eixo X) e sua significancia estatistica (-logi(p-valor), eixo Y). Os
pontos em vermelho representam os metabdlitos com aumento significativo na expressao (2
metabdlitos), enquanto os pontos em azul indicam os metabdlitos com redugéo significativa (6
metabdlitos). Os pontos em cinza correspondem aos metabdlitos sem alterac¢des significativas (601
metabolitos).

Os padrbes de expressao metabdlica entre os grupos C e S foram analisados
e visualizados por meio de um heatmap (Figura 8), reforcando os resultados
previamente identificados no volcano plot. A analise confirmou que os oito
metabdlitos diferencialmente expressos apresentaram alteragdes consistentes com
os padrbes observados anteriormente. Os niveis normalizados de expressao,
representados pelas cores do heatmap, mostraram que os metabdlitos 579,58;
577,56; 699,63; 911,51; 619,57 e 554,41 apresentaram maior expressao no grupo
C, evidenciado pelos tons de vermelho, e indicando sua redugéo no grupo S. Em
contrapartida, os metabdlitos 512,53 e 836,7 exibiram maior expressao no grupo S,
corroborando os resultados observados no volcano plot. Além disso, a
clusterizacdo das amostras no heatmap demonstrou uma separagao clara e
consistente entre os grupos, sem sobreposi¢cao entre as amostras. Essa distincéo
reflete que os padrdes metabdlicos de cada grupo s&o suficientemente unicos,
validando a qualidade dos dados. A clara separagao entre os clusters reforca a
confiabilidade das alteragdes metabdlicas identificadas e destaca a relevancia dos

metabdlitos modulados no contexto do trabalho.
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Figura 8 - Heatmap dos niveis de expressdo dos metabdlitos diferencialmente modulados.
Realizado entre os oito metabdlitos presentes nos grupos controle (C) e estimulado pela Spike (S).
Tons de azul indicam redugéo na expressao, enquanto tons de vermelho representam aumento.
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A anotacdo dos metabdlitos foi realizada a partir da comparagado dos dados

obtidos do CID e bancos de dados disponiveis, utilizando padrbes de fragmentacgao

caracteristicos observados na literatura. A analise considerou as massas exatas e

os erros de ppm, aliada a identificagdo de fragmentos especificos que confirmaram

a estrutura quimica dos metabdlitos. As espécies encontradas sao sugestdes que

sao corroboradas pelas anotagdes.

m/z Classe m/z Erro de Possivel Fold Expressao no
tedrico ppm espécie Change | grupo tratado
com Spike
512,53 Esfingolipido 512,50 58 Cer(d18:0/14:0) 1,79 Aumentado
Ceramida
554, 41 Glicerofosfolipidio 554,38 36 LPE(0O/20:0) 0,66 Reduzido
Lisofosfatidiletanolamina
577,56 Glicerolipidio 577,52 69 DG(16:0/18:1) 0,75 Reduzido
Diacilglicerol
579,58 Glicerolipidio 579,58 69 DG(16:0/18:0) 0,83 Reduzido
Diacilglicerol
619,57 Glicerolipidio 619,56 16 DG(18:0/16:0) 0,68 Reduzido
Diacilglicerol
699,63 Esfingolipido 699,58 57 SM(d18:1/17:0) 0,79 Reduzido
Esfingomielina
836,7 Glicerofosfolipidio 836,7 0 PC(20:1/20:4) 1,31 Aumentado
Fosfatidilcolina
911,51 Glicerofosfolipidio 911.58 -87 P1(18:0/17:0) 0,70 Reduzido

Fosfatidilinositol
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Tabela 1 - Sumario dos resultados obtidos nas analises de anotacgéo de lipidios.
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Figura 9 - A anotagdo do metabodlito com m/z 512,53. Células foram estimuladas com
Spike. Apds 60 horas, foram coletadas para avaliagdo dos metabdlitos por CID. Eixo X representa a
razado massa/carga (m/z) e o eixo Y a intensidade relativa. O metabdlito foi atribuido a ceramida
Cer(18:0/14:0), baseado nos picos de perda de uma molécula de agua (m/z 493, destacado em
verde) e de duas moléculas de agua (m/z 476, destacado em vermelho). A base esfingoide d18:0 foi
confirmada pelos fragmentos em m/z 266 e 283 (destacados em laranja), enquanto a cauda 14:0 foi
confirmada pelo pico em m/z 228 (destacado em rosa).

A andlise do metabdlito de m/z 512,53 (m/z tedrico 512.50, erro 58 ppm)
permitiu sua identificagdo como uma ceramida, Cer(18:0/14:0) (Figura 9). Com base
nos padrdes de fragmentacéao tipicos observados em CID. Sob condi¢des acidas no
modo positivo, as ceramidas formam ions protonados [M+H]*, que s&o instaveis e
perdem rapidamente uma molécula de agua, formando o fragmento predominante
[M+H-18]" (m/z 493). Esse fragmento pode sofrer a perda adicional de uma segunda
molécula de agua, gerando o ion [M+H-36]" (m/z 476). A fragmentagcao também
mostrou ions caracteristicos da base esfingdide presente na molécula, esses
fragmentos estédo localizados em m/z 266 e 283 (d18:0, esfinganina). A cauda 14:0

foi confirmada pelo fragmento em m/z 228, correspondente a quebra caracteristica
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de sua estrutura. Para confirmar essa analise, a fragmentagao foi comparada aos
dados disponiveis nos bancos de dados LipidMaps e HMDB, sendo que os picos de
fragmentacao observados apresentaram correspondéncia com os registrados nestes

bancos de dados.
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Figura 10 - A anotacdo do metabdlito com m/z 554,40. Células foram estimuladas com
Spike. Apés 60 horas, foram coletadas para avaliagdo dos metabdlitos por CID. Eixo X representa a
razdo massal/carga (m/z) e o eixo Y a intensidade relativa. O metabdlito foi atribuido a
lisofosfatidiletanolamina, LPE(O-20:0). A identificagdo foi baseada nos picos de fragmentagéo
caracteristicos, como o fragmento em m/z 311, associado a cadeia lateral do acido graxo FA20:0
(destacado em laranja), e o fragmento em m/z 492, referente a perda da etanolamina (destacado em
verde).

A analise do metabdlito com m/z 554,40 (m/z tedrico 554,38, erro de 36 ppm)
identificou-o como uma lisofosfatidiletanolamina, especificamente LPE(O-20:0)
[M+OAc]” (Figura 10). No modo de ionizagdo negativa, os espectros de
fragmentagcdo mostraram sinais caracteristicos, sendo observada a perda neutra da
molécula de etanolamina, resultando no fragmento em m/z 492 ([M+OAc-62]"). O
fragmento em m/z 311 foi associado a cadeia lateral do acido graxo FA20:0. Esses

padrées de fragmentagao reforcam a identificacdo do metabdlito como LPE(O-20:0),
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e sua analise foi consistente com dados de referéncia disponiveis no banco de

dados Swisslipids.

miz 339 DG(16:0/18:1)

m/z 559
m/z 339

I¥ L
b1 Hum h\‘_‘\lh\u\h\ml‘l \‘M I,“ n‘_\\l, Ll L 1y o all u‘ T R A Ly \‘l\ \mnly [ (P

]

Figura 11 - A anotagdo do metabdlito com m/z 577,56.Células foram estimuladas com
Spike. Apds 60 horas, foram coletadas para avaliagdo dos metabdlitos por CID. Eixo X representa a
razdo massal/carga (m/z) e o eixo Y a intensidade relativa. O metabdlito foi atribuido ao diacilglicerol
DG(16:0/18:1). Perda de uma molécula de agua (m/z 559, destacado em verde). O fragmento em m/z
339 (destacado em rosa) corresponde a perda do acido graxo FA18:1, enquanto os fragmentos em
m/z 256 e 313 (destacados em laranja) indicam a presenga do acido graxo FA16:0.

A analise do metabdlito de m/z 577,56 (m/z tedrico 577,52, erro de 69 ppm)
permitiu sua identificagdo como um diacilglicerol, DG(34:1), com base nos padrdes
de fragmentagao caracteristicos observados (Figura 11). O metabdlito foi detectado
com o ion [M+H-18]" (m/z 559), evidenciando a perda de uma molécula de agua,
tipica de glicerolipidios. A fragmentacao revelou fragmentos em m/z 256 e 313,
associados ao acido graxo FA16:0 (acido palmitico), e em m/z 339, caracteristico do
acido graxo FA18:1 (acido oleico). Outro fragmento, como m/z 284 (FA18:0),
também foi observado. Novamente, como meio de confirmagdo, os fragmentos

foram comparados as plataformas HMDB e LipidMaps.
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Figura 12 - A anotacdo do metabdlito com m/z 579,58. Células foram estimuladas com
Spike. Apds 60 horas, foram coletadas para avaliagao dos metabdlitos por CID. Eixo X representa a
razdo massal/carga (m/z) e o eixo Y a intensidade relativa. O metabdlito foi atribuido ao diacilglicerol
DG(16:0/18:0). Perda de uma molécula de agua (m/z 561, destacado em verde). O fragmento em m/z
284 (destacado em rosa) corresponde a perda do acido graxo FA18:0, enquanto os fragmentos em
m/z 256 e 313 (destacados em laranja) indicam a presenca do acido graxo FA16:0.

A analise do metabdlito com m/z 579,58 (m/z tedrico 579,54, erro de 69 ppm)
permitiu sua identificagdo como um diacilglicerol, DG(34:0) (Figura 12), diferindo do
metabdlito anterior por ndo apresentar insaturagdes na cadeia carbdnica. Foi
detectado o ion [M+H-18]" em m/z 561, evidenciando a perda de uma molécula de
agua. Os padrdes de fragmentagao observados incluem os fragmentos em m/z 256
e m/z 313, caracteristicos do acido graxo FA16:0, e o fragmento em m/z 284,
associado ao acido graxo FA18:0 (acido estearico). Os fragmentos foram
comparados com outros metabdlitos nos bancos de dados LipidMaps e HMDB,

confirmando sua identificagao.
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Figura 13 - A anotacdo do metabdlito com m/z 619,57. Células foram estimuladas com
Spike. Apds 60 horas, foram coletadas para avaliagado dos metabdlitos por CID. Eixo X representa a
razdo massa/carga (m/z) e o eixo Y a intensidade relativa. O metabdlito foi atribuido ao diacilglicerol
DG(18:0/16:0). A perda de sodio e a subsequente perda de uma molécula de agua (m/z 580,
destacado em verde) foram observadas. O fragmento em m/z 268 (destacado em laranja)
corresponde a perda do acido graxo FA18:0, enquanto o fragmento em m/z 256 e m/z 313 (destacado
em rosa) indica a presenga do acido graxo FA16:0. Ademais fragmentos encontrados em comparagéo
com a fragmentagdo no banco de dados HMDB m/z 341; m/z 579 e m/z 614 destacados em
vermelho.

A analise do metabdlito com m/z 619,57 (m/z tedrico 619.56, erro 16 ppm)
permitiu sua identificagdo como outro diacilglicerol, possivelmente DG(34:0) (Figura
13). O metabdlito foi detectado como o ion aduzido ao sddio [M+Na]*. A perda de
sédio (-22) resultou no fragmento m/z 597 e foi detectado o ion [M+H-18]" em m/z
580, evidenciando a perda de uma molécula de agua. Ademais, os padrbes de
fragmentagdo observados incluem fragmentos em m/z 256 e m/z 313, que sé&o
caracteristicos do acido graxo FA16:0, e um fragmento em m/z 284, indicativo do
acido graxo FA18:0. Como os metabdlitos diacilgliceréis encontrados sdo muito
similares, esses picos sao indicativos que corroboram na sua identificagdo. Os

fragmentos adicionais m/z 341; m/z 579 e m/z 614 sdo fragmentos encontrados em
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comparag¢ao com o banco de dados HMDB, esses foram encontrados em adi¢ao aos

anteriores na plataforma LipidMaps, reforcando a confirmagao.
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Figura 14 - A anotacdo do metabdlito com m/z 699,62. Células foram estimuladas com
Spike. Apds 60 horas, foram coletadas para avaliagao dos metabdlitos por CID. Eixo X representa a
razdo massa/carga (m/z) e o eixo Y a intensidade relativa. O metabdlito foi atribuido a esfingomielina
SM(d18:1/17:0). Perda de uma molécula de agua (m/z 681, destacado em azul). O fragmento em m/z
429 (destacado em rosa) corresponde a base esfingdide d18:1 com ligagao a fosfocolina, enquanto
os fragmentos em m/z 339 e 357 (destacados em laranja) indicam a presenga da cadeia lateral do
acido graxo FA17:0. Fragmentos adicionais, como m/z 638 (destacado em verde) e m/z 517 (
destacado em vermelho), reforcam a identificagao.

A analise do metabdlito com m/z 699,62 (m/z tedrico 699,58, erro de 57 ppm)
identificou-o como uma esfingomielina, especificamente SM(d18:1/17:0) (Figura 14).
No modo de ionizagdo positiva, o metabdlito foi detectado como o ion [M+H-18]",
indicando a perda de uma molécula de agua e resultando no fragmento em m/z 681.
Os padrbes de fragmentagao caracteristicos de esfingomielinas foram observados,
incluindo o fragmento em m/z 638, associado a perda do grupo trimetilamina
[M+H-59]*, e o fragmento em m/z 517, relacionado a perda da cabecga fosfocolina
[M+H-183]*. Ademais, os fragmentos em m/z 339 e m/z 357 confirmam a presenca

da cadeia lateral do acido graxo FA17:0, enquanto o fragmento em m/z 429 reforga a
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identificacdo da base esfingdide d18:1 com ligacéo a fosfocolina. A comparag¢ao dos
fragmentos com os bancos de dados HMDB e LipidMaps confirmou os padrbes

analisados.
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Figura 15 - A anotag¢dao do metabodlito com m/z 836,70. Células foram estimuladas com
Spike. Apds 60 horas, foram coletadas para avaliagdo dos metabdlitos por CID. Eixo X representa a
razdo massa/carga (m/z) e o eixo Y a intensidade relativa. O metabdlito foi atribuido a fosfatidilcolina
PC(40:5). No modo de ionizagdo positiva, apresentou fragmentos caracteristicos em m/z 184 a
cabega fosfocolina (em azul), m/z 777 a perda de trimetilamina (em verde), m/z 818 perda de uma
agua (em vermelho), m/z 653 a perda da cabecga fosfocolina (em roxo), m/z 527 a cadeia lateral do
acido graxo FA20:1(em laranja) e m/z 550 cadeia lateral do acido graxo FA20:4 (em rosa)

A analise do metabdlito com m/z 836,70 (m/z tedrico 836,70, erro de ppm)
identificou-o como uma fosfatidilcolina (PC), especificamente PC(40:5) (Figura 15),
composta pelas cadeias FA20:1 e FA20:4. No modo de ionizagcédo positiva, foi
detectado o ion [M+H]*, com fragmentacdo caracteristica em m/z 184, associado a
cabeca fosfocolina. Além disso, foram observadas perdas neutras tipicas, como a
perda da agua ([M+H-18]") em m/z 818 e nos fragmentos em m/z 777 ([M+H-59]"),
devido a quebra do grupo trimetilamina. Em m/z 653 ([M+H-183]"), teve a quebra

restante da molécula apds a perda da cabecga fosfocolina. A fragmentagdo das
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cadeias laterais reforgou a identificacdo, com os fragmentos em m/z 527 e m/z 550,
presumivelmente correspondendo aos acidos graxos FA20:1 e FA20:4,
respectivamente. Os fragmentos foram comparados com as plataformas LipidMaps e

HMDB, corroborando a identidade do metabadlito.
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Figura 16 - A anotagdo do metabodlito com m/z 911,50. Células foram estimuladas com
Spike. Apds 60 horas, foram coletadas para avaliagdo dos metabdlitos por CID. Eixo X representa a
razdo massal/carga (m/z) e o eixo Y a intensidade relativa. O metabdlito foi atribuido ao
fosfatidilinositol P1(18:0/17:0). O fragmento em m/z 283 (destacado em rosa) é caracteristico do acido
graxo FA18:0, enquanto o fragmento em m/z 419 (em verde) indica a presenca do acido graxo
FA17:0. O m/z 162 é resultante da perda neutra da cadeia de acido graxo e do inositol. Fragmentos
adicionais (em vermelho), como m/z 581, m/z 599 e m/z 865, foram identificados ap6s comparagéo
com banco de dados.

Analise do metabdlito com m/z 911,50 (m/z tedrico 911,58, erro de -87 ppm)
permitiu sua identificagdo como um fosfatidilinositol, possivelmente PI(35:0) (Figura
16). No modo de ionizag&o negativa, o metabdlito foi detectado como ion aduzido de
acetato [M+OAc]. Os fragmentos associados as cadeias de acidos graxos incluem
m/z 283, caracteristico do acido graxo FA18:0, e fragmento m/z 419, indicando a

presengca do acido graxo FA17:0, resultante da perda neutra da cadeia de acido
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graxo (-270) e o inositol (-162), representado como [M+OAc - 432]. Outros
fragmentos caracteristicos foram encontrados comparado com outros metabolitos no
banco de dados do HMDB e LipidMaps, sendo eles m/z 581; m/z 599 e m/z 865.
Esses padrées de fragmentacdo s&o consistentes com os descritos para

fosfatidilinositois, validando a identificagcao.
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6 DISCUSSAO
6.1  ATIVACAO MICROGLIAL: NEUROINFLAMACAO E NEURODEGENERAGCAO

Neste trabalho, foi observado um aumento significativo na liberagado de TNF-a
por células microgliais estimuladas pela proteina Spike do SARS-CoV-2. Esse
achado corrobora o estudo de Olajide e colaboradores (2022), que demonstraram
que a subunidade S1 da Spike pode ativar a micréglia por meio do receptor TLR4.
Essa ativacao inicia uma cascata de sinalizacao intracelular dependente de NF-kB
e p38 MAPK, resultando na producdo de citocinas proé-inflamatérias e na

polarizacdo das microglias para um estado pro-inflamatorio.

Devido ao aumento na produgdo de TNF-a nas microglias do grupo S,
podemos presumir sua polarizagcdo para um estado pré-inflamatério.
Consequentemente, ocorre uma resposta inflamatéria exacerbada, a qual esta
ligada a danos no SNC, comprometendo a homeostase neuronal e favorecendo a
progressao de neuroinflamagédo crénica, que € um fator de risco para doengas
neurodegenerativas, como Alzheimer, Parkinsons e infecgbes virais (Leng &
Edison, 2020; Jeong et al., 2022; Isik et al., 2023). Essa ativacdo das micréglias
reflete mecanismos observados em outras infecgdes virais, como o Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV), que também utiliza o TLR4 para induzir
neuroinflamacgédo. Assim como na COVID-19, a infec¢ao pelo HIV resulta em
ativagcao crbnica da micréglia, produgéo continua de citocinas inflamatérias e
disfuncao neural (Borrajo et al., 2020; Bai et al., 2023; Kong et al., 2024).

Os resultados do presente trabalho corroboram a literatura e podem sugerir a
explicagdo para o0s mecanismos subjacentes aos sintomas neurologicos
persistentes observados em neuroCOVID e COVID longa. A ativagao crénica da
micréglia e a polarizagdo para um estado proé-inflamatério pode levar a uma
neuroinflamagéo prolongada. Esse estado inflamatodrio sustentado, caracterizado
pela producdo continua de citocinas como TNF-q, esta associado a alteragdes na
homeostase, disfuncdo sinaptica e danos ao tecido nervoso. Esses processos
resultam nos sintomas relatados em pacientes com COVID longa, como fadiga,

déficits cognitivos e névoa mental, que compartiiham semelhangas com outras
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patologias neurodegenerativas. Além disso, a neuroinflamagdo prolongada
observada na COVID-19 pode ser agravada pela desregulagdo metabdlica lipidica

demonstrada neste trabalho.
6.2 METABOLITOS MODULADOS: VISAO GERAL

Os resultados deste estudo revelaram a detecgao de 609 analitos, entre os
quais oito apresentaram alteracbes metabdlicas significativas entre os grupos
controle (C) e estimulado pela Spike (S). A analise de PLS-DA (Figura 6)
demonstrou uma clara separacdo entre as amostras, indicando que as diferencas
metabdlicas observadas estdo diretamente relacionadas a estimulagdo com a
glicoproteina Spike do SARS-CoV-2. O volcano plot (Figura 7) demonstra a
significancia estatistica destes metabdlitos modulados. Ademais, esses achados
foram corroborados pelo heatmap (Figura 8), que confirmou os padrdes
consistentes de expressdao metabdlica, evidenciando a homogeneidade das

amostras dentro de cada grupo.

A partir dos oito metabdlitos modulados foi realizada a fragmentagao MS/MS
para tentar identificar as possiveis classes desses metabdlitos. Foram identificados
dois esfingolipidos, uma ceramida e uma esfingomielina. Trés glicerofosfolipidios,
uma Lisofosfatidiletanolamina; uma fosfatidilcolina e um fosfatidilinositol. E por fim
dois glicerolipidios, todos diacilglicerdis (Tabela 1). Estas classes de metabdlitos
desempenham papéis importantes na manutencdo da integridade celular, na
sinalizagao intracelular e em respostas inflamatorias (Scott et al., 2014; Hubler &
Kennedy, 2016; Osawa, Fujikawa & Shimamoto, 2024). Embora alteracdes
metabolicas no contexto de infecgdes virais, dentre elas SARS-CoV-2, serem
amplamente investigadas, ainda existem muitas lacunas a serem completadas.
Estudos recentes tém demonstrado o papel dos lipidios ndo apenas na entrada
viral e replicagdo, mas também na modulacdo imunolégica e na resposta
inflamatdria (Abu-Farha et al., 2020; Farley et al., 2022; Kurano et al., 2022; Gupta
et al., 2023). Corroborando com os achados deste trabalho, esses resultados

contribuem para a compreensao do papel do metabolismo lipidico na dindmica de
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infecgdes virais, destacando como as mudancas nesses lipidios podem influenciar

tanto a infecgao celular quanto a inflamacéo.
6.3 METABOLITOS MODULADOS: ESFINGOLIPIDIOS

Os esfingolipidios (SL) sdo uma classe de lipidios bioativos que
desempenham papéis na estrutura e funcionalidade das membranas celulares,
além de atuarem como mediadores em processos de sinalizagao intracelular
(Hannun & Obeid, 2008; Hannun & Obeid, 2018; Lee, Lee & Bae, 2023). Eles
regulam fungdes biolégicas, como apoptose, diferenciagdo celular e resposta
imunolégica, sendo amplamente reconhecidos por sua relevancia tanto na
homeostase celular quanto em condicbes patolégicas, como doengas
neurodegenerativas, incluindo Alzheimer, Parkinson e infec¢des virais (Alaamery et
al., 2020; Vos, Klein & Hicks, 2023; Lozhkina et al., 2024). Neste contexto, os
resultados deste trabalho evidenciaram o impacto da glicoproteina Spike do
SARS-CoV-2 na modulagao dos SLs em células microgliais. A estimulagao com a
Spike resultou em alteragdes especificas nos niveis de ceramida e esfingomielina
(SM). Foi observado um aumento significativo na expressdo de ceramida,
enquanto a SM apresentou redugdo expressiva no grupo estimulado em
comparagao ao controle, sugerindo que a Spike esta influenciando o metabolismo

destes lipidios, possivelmente pela via da degradagédo da SM.

O aumento de ceramida, observado neste estudo, representa um achado que
destaca a interagdo deste SL na resposta inflamatéria e em processos patoldgicos.
Tal aumento esta relacionado a ativagdo da via de degradagdo da SM mediada
pela esfingomielinase acida (ASM), uma enzima lisossomal que catalisa a hidrélise
da SM, convertendo-a em ceramida e fosfocolina. Dentre as diversas
consequéncias do aumento de ceramida, destaca-se que este metabdlito facilita a
formacdo de plataformas lipidicas na membrana plasmatica, que atuam como
zonas de agregacao para receptores, como o ACE2, e co-receptores, como a
TMPRSS2 ( Kornhuber, Hoertel & Gulbins, 2022; Geiger et al., 2022; Niort et al.,
2023). Esse mecanismo amplifica a eficiéncia da infecg&o viral e pode perpetuar o

ciclo replicativo do virus, contribuindo para a disseminagdo viral. Como este
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trabalho avaliou os efeitos da Spike nas células microgliais, o aumento da
ceramida pode ser interpretado como uma resposta inicial ao processo da infecgao

celular.

A ceramida desempenha um papel também na ativagdo do inflamassoma
NLRP3, mediador da resposta inflamatéria em células sob estresse metabdlico ou
infectadas, como observado no contexto do SARS-CoV-2 (Alaamery et al., 2020;
Kornhuber, Hoertel & Gulbins, 2022; Fenizia, Gaggini & Vassalle, 2023). O acumulo
de ceramida esta associado a desestabilizagcdo da membrana lisossomal, o que
resulta na liberagdo de DAMPs e EROs, sinais intracelulares que ativam o NLRP3.
Essa ativacao promove o recrutamento de proteinas adaptadoras, e a ativacado da
caspase-1, culminando na maturacdo e secreg¢ao de citocinas pro-inflamatodrias,
como IL-1B e IL-18. O aumento de ceramida também interfere na agregacéao de
componentes estruturais do inflamassoma. Estudos demonstram que a ativacao
exacerbada do NLRP3 esta associada a casos graves de COVID-19 (Ferreira et
al., 2021 Rodrigues et al., 2021; Albornoz et al., 2022; Vora, Lieberman & Wu,
2023). Os resultados indicam que a desregulagdo metabdlica causada pela
estimulacdo da Spike, especialmente o aumento de ceramida, pode estar
relacionada a ativagao do inflamassoma NLRP3. A conexdo entre a alteragdo nos
niveis de SL e a potencial interagdo com o inflamassoma sugere um papel
importante da ceramida como mediadora inicial desse processo. Estudos futuros,
que integrem a analise funcional do inflamassoma e suas citocinas associadas,

poderao elucidar melhor a contribuicido dos SL nesse mecanismo inflamatorio.

Em contrapartida ao aumento de ceramida, a redu¢cdo de SM observada
neste trabalho, reflete alteracbes metabdlicas que reforcam as consequéncias
anteriormente discutidas. A diminuicao de SM esta associada a ativagao de sua via
de degradacao pela ASM, que a converte em ceramida (Henry et al., 2013). No
entanto, além de ser um precursor da ceramida, a esfingomielina possui outras
funcbes. Sua reducdo pode desestabilizar rafts lipidicos, microdominios ricos em
SL e colesterol, importantes para a sinalizagao celular, transporte vesicular e
endocitose (Barenholz, 2004; Ando et al., 2015; Miller et al., 2020). A

desestabilizagcdo destes rafts compromete a funcionalidade das proteinas de
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superficie das células. O aumento de ceramida, combinado com a reducao de seu
precursor, a SM, sugere uma conexao direta com a estimulagao pela glicoproteina
Spike do SARS-CoV-2. Considerando que esses SL desempenham papéis nas
interacoes dos receptores celulares, essas alteragdes metabdlicas destacam seu
potencial como alvos para estratégias terapéuticas. Um bom candidato a ser
explorado a fim de mitigar os efeitos inflamatérios e patolégicos associados a
neuroCOVID e COVID longa seria, por exemplo, a inibicdo da ASM (Abusukhun et
al., 2021; Hoertel et al., 2021; Pauletto, Delgado & da Rocha, 2022).

6.4 METABOLITOS MODULADOS: GLICEROFOSFOLIPIDEOS E
GLICEROLIPIDEOS

Os (licerofosfolipideos e o0s glicerolipideos, juntamente com os
esfingolipidios, desempenham fungbes de mediadores em processos de
sinalizagao intracelular, mas sao mais reconhecidos pelas funcdes de manutengao
da integridade estrutural e funcional das membranas celulares e organelas. Neste
estudo, foi observada uma reducdo expressiva na expressdao de
lisofosfatidiletanolaminas (LPE), fosfatidilinositdis (PI) e diacilgliceréis (DG) e um
aumento na expressao fosfatidilcolinas (PC). Essas alteragdes indicam uma
reprogramacao metabdlica significativa pela estimulagdo com a Spike e sugerem
um estado de estresse metabdlico e estrutural que compromete a homeostase

celular.

O aumento de PCs, um dos principais componentes das membranas
plasmaticas, pode impactar diretamente a fluidez e estabilidade da bicamada
lipidica, interferindo na organizagdo de proteinas de membrana envolvidas em
sinalizacao celular. Além de influenciar na organizagdao de moléculas sinalizadoras,
as PCs sao precursoras de acido araquidonico e lisofosfatidilcolinas, cujo aumento
€ observado em processos inflamatérios (Xu et al.,, 2016; Van Der Veen et al.,
2017; Law et al., 2019). O acido araquiddnico € um acido graxo poli-insaturado que
serve como substrato para a producgao de eicosandides, incluindo prostaglandinas,

leucotrienos e tromboxanos, que regulam respostas inflamatorias e imunoldgicas



54

(Dennis & Norris, 2015; Lohitaksha et al., 2024). O aumento de PCs observado
neste trabalho pode ser pela necessidade da célula de suprir a produgéo do acido
araquidonico e, consequentemente, a produgcdo dos eicosanoides, aumentando a
producao dessas moléculas inflamatérias e modulando através de tempestades de
eicosandides (Hammock et al., 2020; Mohammed, Kalle & Reddanna, 2022; Zaid
et al., 2021)

A diminuicdo nos niveis de LPE, observada neste estudo reflete um
comprometimento e alteragdes no metabolismo mitocondrial. Uma das principais
funcdes das LPE é sua participacdo na manutencao da estrutura e dindmica das
membranas destas organelas. As mitocondrias dependem da fosfatidiletanolamina
(PE) e de seus derivados, como as LPE, para a formacao de cristas mitocondriais,
que sdo necessarias para o funcionamento da cadeia transportadora de elétrons e
a producéao de ATP (Mayr, 2014; Calzada, Onguka & Claypool, 2015; Van Der Veen
et al., 2017). A redugdo de LPE pode comprometer essa dindmica mitocondrial,
levando a uma menor eficiéncia na geragao de energia e ao acumulo de EROs,
exacerbando o estresse oxidativo celular como visto anteriormente por Oliveira
(2024). Os resultados deste trabalho acrescentam que essas alteragcdes
metabdlicas se somam a disfungdo observada em outras classes lipidicas, como
os esfingolipideos. Assim, a relagdo entre a redugdo de LPE e o aumento de
citocinas pré-inflamatérias, como TNF-a, detectadas neste trabalho, sugere que a
disfungdo mitocondrial pode ser um gatilho na polarizagdo microglial para um

estado pro-inflamatario.

Os Pls sao lipidios que desempenham papéis na ativacdo de vias de
sinalizagao inflamatérias e metabdlicas. Neste estudo, a redugdo nos niveis de PI
observada sugere uma disfungao significativa nos processos de sinalizagao celular,
especialmente em vias associadas a ativacdo de proteinas quinases, como a
proteina quinase C (PKC). A PKC é uma enzima que regula processos celulares,
incluindo respostas inflamatdrias, sobrevivéncia celular e adaptacdo ao estresse
metabdlico (Mochly-Rosen, Das & Grimes, 2012; Newton, 2018; Kin & Kornberg,
2021; Singh et al., 2024). A ativagcao da PKC depende da interacdo com cofatores

lipidicos, como os Pls e DGs, que sado gerados pela clivagem de fosfolipidios na
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membrana celular. A reducao de Pl compromete essa cascata, afetando a ativagao
adequada da PKC. De forma semelhante, os DGs, que também apresentaram
reducao significativa neste trabalho, podem comprometer a ativacdo de cascatas,
agravando o desequilibrio metabdlico e favorecendo um estado pré-inflamatério

exacerbado nas microglias.
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CONCLUSAO

A glicoproteina Spike do SARS-CoV-2 induz a polarizagao microglial para um
fendtipo pré-inflamatério e promove o remodelamento do perfil de lipidios bioativos,

0s quais podem desempenhar um papel na progressao da neuroCOVID.
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