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RESUMO

A COVID-19, causada pelo SARS-CoV-2, tem sido associada a manifestacdes
extrapulmonares persistentes, incluindo sintomas neuropsiquiatricos, caracterizando a
Sindrome Po6s-Aguda da COVID-19 (SPAC). A proteina Spike, principal componente
estrutural do virus, pode atravessar a barreira hematoencefalica e induzir neuroinflamagao.
Considerando os perfis imunoldgicos distintos das linhagens BALB/c (Th2) e C57BL/6
(Thl), este estudo investigou os efeitos da proteina Spike nessas linhagens, com foco em
alteracdes imunes e comportamentais persistentes associadas a SPAC. Objetivou-se avaliar
alteracdes comportamentais, neuroquimicas e imunologicas induzidas pela exposicdo a
proteina Spike em camundongos BALB/c e C57BL/6, examinando a influéncia das
respostas imunes Th1 e Th2 na persisténcia de sintomas da SPAC. No modelo in vitro,
astrocitos murinos e macrofagos (células RAW 264.7) foram expostos a proteina Spike (10
pg) para andlise de citotoxicidade (MTT), morfologia e producdo de 6xido nitrico. No
modelo in vivo, camundongos machos BALB/c e C57BL/6 receberam salina (controle) ou
Spike (10 pg/animal, intraperitonial, exposi¢do Unica) e foram avaliados em duas fases: (i)
aguda- FA (até 7 dias apds exposi¢do); (ii) pos-aguda — FPA (40—45 dias apds exposi¢ao).
Os testes comportamentais incluiram avaliagdo da atividade locomotora (teste de campo
aberto), aprendizado espacial (teste de labirinto em T), memoria declarativa ndo espacial
(teste de reconhecimento de objeto), comportamento ansioso-simile (teste de zero maze) e
comportamento depressivo (teste do nado forcado). Foram analisadas citocinas no
hipocampo (Mouse XL Cytokine Array) e dopamina e seu metabolito DOPAC no corpo
estriado (HPLC). Nos testes in vitro, a proteina apresentou efeito citotéxico mais acentuado
sobre macrofagos RAW 264.7 (81,70%) do que sobre astrocitos (39,28%). A exposicdo a
Spike induziu alteracdes comportamentais marcantes em BALB/c. No modelo in vivo,
camundongos BALB/c expostos a Spike na FA exibiram comportamento ansioso-
depressivo, com aumento do tempo de imobilidade no teste do nado forgado (P<0.0001),
diminui¢do da distancia percorrida (P<0.0001), maior tempo no seguimento aberto (Zero
Maze, P<0.0001). Observou-se redu¢ao do niumero de rearings na fase pos-aguda (P =
0,0299), aumento na atividade locomotora e aumento significativo no tempo na zona
central do campo aberto (P=0,0001), e prejuizo na memoria de trabalho (teste do labirinto
em T). Neuroquimicamente, houve elevacdo dos niveis de DOPAC, indicando maior

turnover dopaminérgico. A andlise de citocinas revelou baixa expressao de IL-1ra, [L-15 ¢



BDNF no hipocampo. Em contraste, os C57BL/6 demonstraram resiliéncia
comportamental e neuroquimica, com resposta inflamatéria mais robusta (média de
expressao de citocinas: 12,33 + 2,33 vs. 3,15 = 1,81 nos BALB/c; P < 0,0001), com
aumento de IL-6, IL-22, IL-23, MIP-3f, IL-1ra e BDNF, compativel com perfil Thl. Na
FA teve tempo reduzido na parte locomotora (P=0.0362), maior nimero de grooming
(P=0.0191), ja na FPA teve déficit cognitivo no reconhecimento de objetos. Animais
BALB/c apresentaram maior susceptibilidade a SPAC, com alteragdes comportamentais,
disfuncdo dopaminérgica e resposta imune deficiente. Em contraste, C57BL/6 mostraram
maior resiliéncia comportamental e resposta imune mais eficiente. Os dados reforcam o
papel do perfil imunogenético na vulnerabilidade 8 COVID longa e a utilidade translacional

do modelo BALB/c.

Palavras-chave: COVID longa; doengas neuroinflamatdrias; tempestade de citocina;

proteina S1 da espicula de coronavirus; resposta imune.



ABSTRACT

COVID-19, caused by SARS-CoV-2, has been associated with persistent extrapulmonary
manifestations, including neuropsychiatric symptoms, characterizing Post-Acute COVID-
19 Syndrome (PACS). The Spike protein, the main structural component of the virus, can
cross the blood-brain barrier and induce neuroinflammation. Considering the distinct
immunological profiles of BALB/c (Th2) and C57BL/6 (Thl) mouse strains, this study
investigated the effects of Spike protein in these strains, focusing on persistent immune and
behavioral alterations associated with PACS. We aimed to evaluate behavioral,
neurochemical, and immunological alterations induced by exposure to Spike protein in
BALB/c and C57BL/6 mice, examining the influence of Th1l and Th2 immune responses
on the persistence of PACS symptoms. In the in vitro model, murine astrocytes and
macrophages (RAW 264.7 cells) were exposed to Spike protein (10 pg) for analysis of
cytotoxicity (MTT), morphology and nitric oxide production. In the in vivo model, male
BALB/c and C57BL/6 mice received saline (control) or Spike (10 pg/animal,
intraperitoneal, single exposure) and were evaluated in two phases: (i) acute-AF (up to 7
days after exposure); (ii) post-acute-FPA (4045 days after exposure). Behavioral tests
included assessment of locomotor activity (open field test), spatial learning (T-maze test),
non-spatial declarative memory (object recognition test), anxiety-like behavior (zero maze
test) and depressive-like behavior (forced swim test). Cytokines were analyzed in the
hippocampus (Mouse XL Cytokine Array) and dopamine and its metabolite DOPAC in the
striatum (HPLC). In in vitro tests, the protein showed a more pronounced cytotoxic effect
on RAW 264.7 macrophages (81.70%) than on astrocytes (39.28%). Exposure to Spike
induced marked behavioral changes in BALB/c mice. In the in vivo model, BALB/c mice
exposed to Spike in the AF exhibited anxious-depressive behavior, with increased
immobility time in the forced swim test (P<0.0001), decreased distance traveled
(P<0.0001), and longer time in the open follow-up (Zero Maze, P<0.0001). There was a
reduction in the number of rearings in the post-acute phase (P = 0.0299), an increase in
locomotor activity and a significant increase in the time spent in the central zone of the
open field (P = 0.0001), and impairment in working memory (T-maze test).
Neurochemically, there was an increase in DOPAC levels, indicating greater dopaminergic
turnover. Cytokine analysis revealed low expression of IL-1ra, IL-15 and BDNF in the

hippocampus. In contrast, C57BL/6 demonstrated behavioral and neurochemical resilience,



with a more robust inflammatory response (mean cytokine expression: 12.33 + 2.33 vs.
3.15 £ 1.81 in BALB/c; P < 0.0001), with increased IL-6, IL-22, IL-23, MIP-38, IL-1ra
and BDNF, consistent with a Thl profile. In FA, there was reduced time in the locomotor
part (P=0.0362), greater number of grooming (P=0.0191), while in FPA there was cognitive
deficit in object recognition. BALB/c animals showed greater susceptibility to SPAC, with
behavioral changes, dopaminergic dysfunction and deficient immune response. In contrast,
C57BL/6 showed greater behavioral resilience and more efficient immune response. The
data reinforces the role of the immunogenetic profile in vulnerability to long COVID and

the translational utility of the BALB/c model.

Keywords: long COVID; neuroinflammatory diseases; cytokine storm; coronavirus spike

protein S1; immune response.
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1. INTRODUCAO

1. 1 Pandemia de COVID-19 e seu impacto global

Em 31 de dezembro de 2019, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) foi informada
sobre um surto de casos de pneumonia de origem desconhecida na cidade de Wuhan, localizada
na provincia de Hubei, na China (Wu et al., 2020; Zhou et al., 2020). Devido a elevada taxa de
disseminag@o do virus, a OMS declarou, em 30 de janeiro de 2020, uma emergéncia de saude
publica de importancia internacional, o nivel mais elevado de alerta previsto no Regulamento
Sanitario Internacional, com o proposito de intensificar a coordenacdo, a colaboracdo e a
solidariedade global para conter a transmiss@o entre as nagoes.

Em fevereiro de 2020, a OMS denominou oficialmente a doenga como COVID-19,
marcando o inicio de uma crise de saude publica sem precedentes nos ultimos 50 anos. A
COVID-19 ¢ uma doenga infecciosa de rapida disseminagdo global, sendo caracterizada como
uma pandemia devido ao seu impacto global. Além das consequéncias biomédicas e
epidemioldgicas, a pandemia também gerou impactos significativos nas esferas politica,
cultural, social e psicoldgica (Ketwa; Kang’ethe, 2024).

Desde o inicio do surto até 28 de dezembro de 2024, foram confirmados globalmente
155.330.000 casos de infeccao por COVID-19, com 7.010.681 dbitos e 13,64 bilhdes de doses
de vacinas administradas. No Brasil, registraram-se 37.511.921 casos de COVID-19, com
702.116 o6bitos (OMS, 2025). No Estado do Ceard, conforme o boletim epidemioldgico da
Secretaria de Saude, entre janeiro de 2024 e 02 de janeiro de 2025, foram confirmados 29.831
casos de Covid-19, além de 41 6bitos no mesmo intervalo de tempo no estado do Ceara (Cenario
epidemiologico da Covid-19, 2025)

A COVID-19 ¢ uma infecgao respiratoria aguda grave, causada pelo virus SARS-CoV-
2. Inicialmente denominado novo coronavirus (OMS,2025), o virus foi posteriormente
renomeado como Sindrome Respiratoria Aguda Grave Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) pelo
Comité Internacional de Taxonomia de Virus, com base em analises filogenéticas e em sua

relagdo genética e evolutiva com outros coronavirus (Flores-Vega et al., 2022).
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1. 2 SARS-CoV-2 e sua proteina Spike

O SARS-CoV-2 ¢ um virus de acido ribonucleico (RNA) de fita simples positivo,
envelopado, pertencente ao género Betacoronavirus e ao subgénero Sarbecovirus (Uzunian,
2020). O seu genoma atua diretamente como RNA mensageiro, sendo traduzido pelos
ribossomos celulares para a sintese de proteinas virais (Dwyer, 2023; Uzunian, 2020).

O SARS-CoV-2 ¢ classificado dentro da espécie responsavel pela Sindrome Respiratoria
Aguda Grave (SARS) (Raghavan; Kenchappa; Leo, 2021). Estudos indicam que o virus
possivelmente teve origem em morcegos (Gorbalenya et al., 2020). O genoma do virus possui
aproximadamente 30.000 nucleotideos, compostos por uma molécula de agucar (ribose), um
grupo fosfato e uma base nitrogenada (adenina, citosina, guanina e uracila) (Dwyer, 2023).

Esse genoma codifica cerca de 29 proteinas virais, incluindo proteinas estruturais
essenciais, esquematizadas na Figura 1:

o Nucleocapsideo (N): protege o RNA viral e desempenha um papel na modulagao
da resposta imune do hospedeiro (Lu et al., 2021).

. Envelope (E): estd envolvida na montagem e na liberagdo de novas particulas
virais (Boson et al., 2021).

o Membrana (M): ¢ a proteina mais abundante no envelope viral e atua na
montagem do virus (Schoeman; Fielding, 2019; Wong; Saier Jr, 2021).

. Spike (S): responsavel pelo reconhecimento do receptor celular primario, a
enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2), com o qual interage. Essa proteina trimérica ¢
composta por duas subunidades principais: a S1, que contém o dominio de ligagdo ao receptor
(RBD), responsavel pela interacdo com o0 ACE2, e a S2, que possui uma ancora transmembrana
responsavel por mediar a fusdo entre as membranas virais e da célula hospedeira (Tai et al.,

2020).
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Figura 1- Estrutura do SARS-CoV-2 destacando as principais proteinas estruturais.
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ACE2
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Fonte: Criado pela autora em software BioRender e adaptado de Lee et al., 2020.

A proteina Spike (S) é apresentada em configurag@o trimérica na forma de pré-fusdo, com destaque para os
dominios S1, responsavel pela ligagdo ao receptor ACE2, e S2, que medeia a fusdo com a membrana celular.
Proteinas estruturais do SARS-CoV-2: Proteina de Membrana (M), Proteina de Nucleocapsideo (N), Proteina de
Envelope (E), Proteina S (Spike), Enzima Conversora de Angiotensina 2 (ACE2), Transmembrane Serine Protease
2 (TMPRSS2), os dominios imunologicamente significativos da proteina Spike, especificamente S1, S2, RNA

Viral e o dominio de ligac¢ao ao receptor (RBD).

A infeccao pelo SARS-CoV-2 tem inicio com a interag@o entre a proteina Spike (S) do
virus e o receptor ACE2 expresso na superficie das células hospedeiras, desencadeando umas
séries de eventos critico que cuminam na entrada viral.

Esse processo ocorre por meio de trés etapas principais: Reconhecimento do receptor:
A subunidade S1 da proteina Spike se liga ao receptor ACE2 na superficie da célula hospedeira
(Tai et al., 2020), quando a proteina Spike se liga ao receptor TM protease serina 2 (TMPRSS2)
localizado na membrana da célula hospedeira, ocorre a entrada do virus na célula, ativando a
proteina Spike (Figura 1) (Peacock et al., 2021), assim que o virus entra na célula , o RNA viral
¢ liberado, as poliproteinas sao traduzidas do genoma do RNA ¢ a replicagdo e transcri¢do do

genoma do RNA viral ocorrem por meio da clivagem da proteina € montagem do complexo
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replicase-transcriptase.
O RNA viral ¢ replicado e as proteinas estruturais sdo sintetizadas, montadas e
empacotadas na célula hospedeira, apds o que as particulas virais sdo liberadas (Huang, Y. et

al., 2020).

1.3 Vias de transmissio e sintomatologia da COVID-19

A principal forma de transmissdo da COVID-19 ocorre por via aérea, principalmente
por meio de goticulas respiratdrias expelidas por pessoas infectadas ao falar, tossir ou espirrar.
Também pode ocorrer por aerossdis em ambientes mal ventilados e com aglomeracao de
pessoas. O periodo de incubagao da doenga geralmente varia entre 2 e 14 dias, com média de 5
a 6 dias apos a exposi¢do ao virus (Song et al., 2021). Nesse intervalo, os individuos podem
permanecer assintomadticos ou desenvolver manifestagdes clinicas que variam de leves a
moderadas, graves ou criticas (Marks; Gulick, 2023).

A maioria dos pacientes com COVID-19 apresenta sintomas leves, como coriza, febre,
tosse seca e diarreia. Em casos mais graves, entretanto, a doenga pode evoluir para insuficiéncia
respiratoria aguda, faléncia de multiplos 6rgaos e lesdo cardiaca. Nos quadros criticos, hé risco
de rapida progressdo para sindrome da insuficiéncia respiratoria aguda (SIRA), acidose
metabolica, choque séptico, disfuncdo dos mecanismos de coagulagdo e faléncia organica
multipla(Huang, C. et al., 2020). Grupos populacionais especificos, como gestantes, idosos ¢
individuos com comorbidades pré-existentes incluindo hipertensao, obesidade, tuberculose e
diabetes apresentam maior risco de desenvolver formas graves e criticas da doenga (Chen et al.,
2020; Marks; Gulick, 2023).

Embora a COVID-19 afete principalmente o sistema respiratorio, com predilecdo por
células epiteliais pulmonares, evidéncias apontam que a infeccdo pode desencadear efeitos
sistémicos ja na primeira semana. Entre as manifestagdes extrapulmonares descritas estdo
lesdes hepaticas, distirbios gastrointestinais, mialgia, hiposmia, disfuncdes tireoidianas,
plaquetopenia, sindrome de liberagao de citocinas e até uma resposta inflamatoria exacerbada
(Estrada, 2020; Gupta et al., 2020; Hess; Eldahshan; Rutkowski, 2020; Pannone et al., 2021;
Raveendran; Misra, 2021).

Mesmo ap0s a recuperacdo da infeccao aguda inicial a COVID-19 pode deixar sequelas
que persistem por semanas, meses ou até mais de um ano, estas manifestagoes sao denominadas

Sequelas Pos Aguda da COVID 19 (SPAC). Entre os sintomas, estdo os neurologicos, sendo
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esses os mais relatados na literatura como, fadiga, confusdo mental, dificuldades de memoria e
cefaleia. Além disso, sdo relatadas complicagdes neuropsiquiatricas (Augustin et al., 2021;

Premraj et al., 2022; Simani et al., 2021; Theofilis et al., 2024).

1.4 Sequelas Pos-Agudas da COVID-19 (SPAC) em Humanos e Murino

Apos a infecgdo aguda inicial, uma variedade de sintomas persistentes tem sido relatado,
podendo se manifestar e até trés meses apos a infeccdo em humanos (Davis et al., 2021,
Rutjanawech; Sritipsukho; Sritipsukho, 2024). Em modelos in vivo, no entanto, a duragao
desses sintomas varia conforme o modelo animal utilizado e o delineamento experimental. Por
exemplo, em modelos de camundongos infectados pelo SARS-CoV-2, foram observadas
alteragdes pulmonares e neuro inflamatorias apds 24 horas, 15 e 30 dias da infeccao (Saenkham-
Huntsinger et al., 2024), bem como aumento de citocinas pro-inflamatdrias, como IL-6 ¢ TNF-
o, além de ativacdo de macréfagos (Nascimento ef al., 2024). Essas alteracdes podem persistir
por varias semanas apos a infecc¢ao inicial. Esses periodos podem nao corresponder exatamente
aos observados em humanos devido a diferencas fisiologicas entre as espécies (Figura 2).

No estudo de Dantas et al. (2023), camundongos jovens adultos de cerca de 3 meses de
idade, equivalentes a jovens adultos humanos com aproximadamente 30 anos, foram
submetidos a testes comportamentais relacionados a ansiedade, cognicdo e depressdo, em
diferentes momentos apds a administracdo da proteina Spike (15, 30, 45 e 60 dias), simulando

a progressao temporal das sequelas pds-aguda da COVID-19 (SPAC).
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Figura 2- Principais processos de desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC) em

camundongos ¢ humanos.
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Fonte: Adaptado de Zeiss (2021)

Linhas de tempo aproximadas desses processos sdo mostradas em relagdo aos eventos dncora de nascimento,
desmame, maturidade sexual e idade adulta. Os surtos de crescimento cerebral sdo mostrados em vermelho. Os
processos individuais sdo codificados por cores, com pico de atividade indicado pela por¢do mais larga do
diamante. E (Embryonic Day - Dia Embrionario): Representa os dias de desenvolvimento embrionario antes do

nascimento.PN (Postnatal Day - Dia P6és-Natal): Indica os dias apds o nascimento.

A SPAC ocorre independentemente da variante viral (Canas et al., 2023), e foi
formalmente reconhecida como condi¢ao pos-COVID-19 (OMS,2021). Desde entdo, passou a
constar na Classifica¢ao Internacional de Doencgas (CID) sob o codigo U09.9, em resposta ao
aumento de relatos de manifestagdes sistémicas e neuropsiquiatricas inexplicaveis apds a fase
aguda da infeccao (Rocha et al., 2024)

Entre os sintomas mais prevalentes da SPAC, destacam-se manifestagdes
neuropsiquiatricas, como depressdao, ansiedade, alteragdes cognitivas na interacao social e

outros, conforme observado na Figura 3 (Jiang et al., 2021).
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Figura 3 - Manifestagdes extrapulmonares causadas pelo o SARS- CoV- 2: Principais
implicagdes clinicas e sistémicas da SPAC.
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Fonte: Adaptado de (Jiang et al., 2021).

A SPAC pode variar conforme a variante viral (Premraj et al., 2022), que causou a
infecgdo, como as variantes Alfa (B.1.1.7), Delta (B.1.617.2) ¢ Omicron (B.1.1.529/BA.1). A
variante Alfa foi associada a uma maior diversidade de sintomas (Fernandez-de-Las-Penas et
al., 2022). Além de afetar a qualidade de vida, pode resultar em absenteismo, a queda na
produtividade ao retomar as atividades cotidianas e a dificuldade de reinser¢dao no mercado de
trabalho. Segundo Huang e colaboradores (2022), muitos pacientes internados devido a a
infeccdo por SARS-CoV-2 relataram ndo conseguir retomar suas fungdes profissionais mesmo
apos dois anos (Huang et al., 2022).

Em humanos, evidéncias recentes revelam que sintomas neurocognitivos — como
“brain fog” (nevoeiro mental), déficit de memoria e diminui¢do da capacidade de concentragdo

— podem persistir por até cinco anos apds a infeccao inicial por SARS-CoV-2. Um estudo
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multicéntrico com sobreviventes hospitalizados mostrou que a prevaléncia de sintomas como
“brain fog” e perda de memoria manteve-se estavel em até cinco anos, embora com tendéncia
de reducdo gradual ao longo do tempo, segundo curvas exponenciais de
recuperagdo(Fernandez-de-Las-Pefias et al., 2024).

A duracido das SPAC ainda ndo ¢ completamente esclarecida, mas estudos recentes
sugerem que dois fatores principais podem influenciar sua persisténcia: a presenga do antigeno
viral no organismo ¢ a manutencao de respostas imunes especificas ao SARS-CoV-2. Isso
significa que, em algumas pessoas, mesmo ap0s a resolucdo da infeccao aguda, vestigios virais
ou a ativagdo imunologica continua podem contribuir para a permanéncia dos sintomas,
dificultando a recuperagdo completa. Esses processos inflamatdrios cronicos podem afetar o
sistema nervoso, levando a sintomas neurolégicos persistentes (Files et al., 2021; McCormick;

Khaperskyy, 2017; Song et al., 2021).

1. 6 Neuroinvasio no Sistema Nervoso Central pelo SARS-CoV-2

Entre os possiveis mecanismos de neuroinvasdo do SARS-CoV-2, destaca-se a via de
propagacao transsindptica (Figura 4), como uma das hipdteses mais discutidas (Li et al., 2013).
Nessa rota, o virus inicialmente entra no organismo pela cavidade oro-nasal, infectando a
mucosa nasal e, em seguida o nervo olfatorio. Através das sinapses, o virus migra entre os
neurdnios, utilizando tanto vias endociticas como ectociticas, que sdo mediadas pela membrana
plasmatica. Este transporte ocorre em um sentido reverso, permitindo a disseminacao viral até
os neurdnios medulares e, subsequentemente, o cérebro. Para a propagagdo intracelular, o
SARS-CoV-2 utiliza os microtibulos axonais facilitando sua disseminagdo dentro dos

neurdnios e sua chegada a diferentes regides do sistema nervoso central (Li et al., 2013).



Figura 4- Propagacdo Viral pela via cribriforme e rota transsinaptica.
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A) As células infectadas atravessam a placa cribriforme do osso etmoide craniano, alcangando o bulbo olfativo,

e de 14, invadem o sistema nervoso central. (B) O SARS-CoV-2 propaga-se de forma retrograda através da

transferéncia do transporte axonal rapido (TAR), utilizando processos de endocitose e exocitose, além do

transporte axonal mediado por vesiculas, o que facilita 0 movimento do virus ao longo dos microtubulos até os

corpos celulares neuronais.

Além da rota neuronal, a via hematogénica também representa uma importante

possibilidade de acesso viral ao sistema nervoso central. O virus € transportado pelos leucdcitos

através do endotélio vascular, ultrapassando a BHE e alcangando o sistema nervoso central

(SNC) (De Melo et al., 2021; Hernandez-Parra et al., 2023). Como o SARS-CoV-2 € um virus

neurotropico (Paniz-Mondolfi et al., 2020 (Paniz-Mondolfi et al., 2020), ele apresenta a

capacidade de invadir diretamente o SNC. Essa infeccao ¢ facilitada pela modulagado da resposta

imunoldgica do hospedeiro, a qual contribui para a disseminagao viral no cérebro e gera uma

inflamacdo neurogénica (De Melo et al., 2021; Hernadndez-Parra et al., 2023; Bajinka et al.,
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2022).

A infeccdo viral direta de células cerebrais ainda nao esta completamente estabelecida
(Fullard et al., 2021; Krasemann et al., 2022; Meinhardt et al., 2024). Sabe-se que a infec¢do
periférica e a subsequente resposta imunologica desempenham um papel crucial no
desenvolvimento da neuroinflamacdo. O aumento de citocinas e quimiocinas circulantes no
sangue pode comprometer a integridade da barreira hemato encefalica (BHE), facilitando a
entrada de células imunes e de moléculas inflamatérias no SNC, o que agrava o processo
inflamatorio no cérebro (Figura 5) (Meinhardt et al., 2024; Poloni et al., 2021; Schulte-
Schrepping et al., 2020; Wenzel et al., 2021).

Figura 5- Via hematogénica, o transporte do SARS-CoV-2 através do sistema sanguineo, onde
o virus ¢ levado pelos leucdcitos. Estes atravessam o endotélio vascular e entram BHE,
permitindo a disseminagdo do virus para o SNC.
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Fonte: adaptado de (Hernandez-Parra et al., 2023).
A figura mostra o virus SARS-CoV-2 interage com células endoteliais por meio da sua proteina Spike, cujas
subunidades S1 e S2 mediam a ligagdo e a fusdo com a célula hospedeira. A subunidade S1 reconhece e se liga a
receptores especificos na superficie endotelial, como a enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2), a proteina
Basigin (BSG) e a serina protease transmembranar 2 (TMPRSS2), facilitando a entrada viral. Essa interagao,

juntamente com a liberacdo de citocinas inflamatorias como IL-6, IL-10 e TNF-a por leucdcitos circulantes,
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contribui para a disfun¢do da barreira hematoencefalica (BHE), favorecendo sua permeabilidade. Como
consequéncia, tanto o virus quanto as citocinas atravessam o endotélio e alcangam o tecido cerebral. No SNC, o
virus pode infectar astrocitos, nos quais ocorre replicacdo viral mediada pela subunidade S2, promovendo
inflamagdo local. Além disso, observa-se a ativagdo de microglias e astrocitos, intensificando a liberagdo de
citocinas e caracterizando uma tempestade de citocinas no ambiente cerebral. Esses eventos desencadeiam efeitos
deletérios como danos cerebrais, toxicidade neuroldégica, neuropatias periféricas e centrais, alteragdes
neuropsiquiatricas e déficits cognitivos, os quais estdo destacados na area em vermelho na parte superior direita

da imagem.

Uma vez no cérebro, o virus pode causar inflamagdo, ativando células da glia como,
microglia e astrocitos, o que contribui paara a resposta inflamatodria e a tempestade de citocinas
associada a danos nos tecidos neuronais (Hernandez-Parra et al., 2023).

O impacto da SPAC sobre o SNC pode ser explicado pela interagdo direta do virus com
o cérebro, resultando na liberagdo de citocinas pro-inflamatorias e em uma resposta imune
alterada que pode levar a danos cerebrais a longo prazo (Zhou et al., 2020). Portanto, a
neuroinflamac¢do induzida pelo SARS-CoV-2 tem um papel central nas complicagdes
neuroldgicas associadas a infec¢do, e as respostas imunes decorrentes da infecgdo podem

continuar a afetar o cérebro por um periodo prolongado apds a infecc¢ao inicial (Zhou et al.,

2020).

1.7 Neuroinflamacio causada pela proteina Spike do SARS —-CoV-2

Ha presenca do receptor ACE2 em diversos tecidos do corpo humano, expressos nas
superficies das células do pulmao, figado, coracao, intestino, endotélio vascular, rim e testiculo,
(YAN et al., 2020; WAN et al., 2020). Além disso esse receptor também ¢ expresso em varias
regides do cérebro (Zubair et al., 2020), como em neurdnios e células gliais, astrocitos e
oligodendrocitos (Chen et al., 2021) (Figura 6). O receptor da ACE2 esta localizado na
membrana celular (Xiao; Haack; Zucker, 2013), além de ser detectada em células da glia e nas
vias simpaticas do tronco cerebral (Xia; Lazartigues, 2008; Doobay et al., 2007), como também
identificada em outras regides cerebrais como, a substancia negra, ventriculos, giro temporal
médio, cortex singular posterior e bulbo olfatério (Chen et al., 2021).

A proteina Spike pode gerar danos adicionais por meio da ativacao de receptores
do tipo toll (TLRs), TLR3, TLR7 e TLRS, que reconhecem RNA viral, o que leva a secrecao
de citocinas pro-inflamatorias como IL-6, TNF-a e IFN tipo I de forma independente da entrada

viral (Onofrio et al., 2020) e essa ativagdo parece estar relacionada a hiperinflamagio (Zhao et
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al.,2021).

Um estudo recente demonstrou que a subunidade S1 da proteina Spike do SARS-CoV-
2 ¢ capaz de atravessar a BHE em camundongos (Rhea et al., 2021) Em modelos in vitro, a
introdugdo dessa proteina resultou na perda de integridade da BHE, sugerindo que componentes
virais podem comprometer sua fun¢do. Evidéncias adicionais indicam que proteinas do SARS-
CoV-2 desencadeiam uma resposta pro-inflamatéria em células endoteliais cerebrais, o que
pode contribuir para a disfungdo da BHE (Buzhdygan et al., 2020).

Outro achado relevante refere-se a associacdo entre a presenga do alelo E4 da
apolipoproteina E (APOE4) uma variante genética fortemente relacionada ao risco de deméncia
e a maior gravidade da COVID-19 (Kuo et al., 2020). Esses dados podem ajudar a esclarecer o
surgimento de manifestacdes neuroldgicas durante ou ap0s a infec¢ao pelo SARS-CoV-2.

Apesar de o virus ter sido detectado no SNC de pacientes humanos e em modelos
animais (Moriguchi ef al., 2020), ainda sdo pouco compreendidos os fatores de risco associados
as complicagdes neurologicas, os mecanismos de neuroinvasdo e a capacidade do virus de

infectar diretamente células neurais.
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Figura 6- Representacdo de Receptores ACE2 no Sistema Nervoso Central e Ligagdo do

SARS-CoV-2 a Neurdnios.
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Receptores ACE2 sao expressos em varias regides do cérebro, incluindo o cortex motor, cortex cingulado posterior,
ventriculos, substancia negra, bulbo olfativo, giro temporal médio, medula ventrolateral e nucleo motor dorsal do
nervo vago (A). Além disso, esses receptores estdo presentes em tipos celulares-chave do sistema nervoso central,
como neurdnios, microglias, astrocitos e oligodendrocitos (B). O painel (C) ilustra a interagdo dos receptores ACE2

na membrana de um neurdnio com a proteina Spike do SARS CoV-2.

1. 8 Sistema imunolégico, SARS CoV-2 e SPAC

A resposta imune ao SARS-CoV-2 desempenha um papel central no desenvolvimento
da SPAC, caracterizada pela persisténcia de sintomas além da fase inicial da infec¢do. Esta
condig¢do tem sido associada a uma disfungao imune prolongada, na qual a inflamagao sistémica
e a resposta imunoldgica desregulada contribuem para manifestagdes clinicas que afetam
multiplos sistemas do corpo, incluindo o sistema nervoso central (Raghavan; Kenchappa; Leo,
2021).

A tempestade de citocinas na COVID-19 ¢ uma resposta exacerbada do sistema imune,
mediada principalmente pela ativagcdo da resposta Th1, caracterizada pela produgao de citocinas

pré-inflamatorias como fator de necrose tumoral-y IFN-y), fator de necrose tumoral-o (TNF-a)
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e interleucina-2 (IL-2), que auxiliam no controle inicial da infec¢do, mas também contribuem
para inflamagao tecidual e danos sistémicos. Embora a resposta Th2, associada a interleucinas
(IL-4, IL-5 e IL-13), seja mais voltada para a producao de anticorpos e reparagao tecidual, sua
ativacao desregulada pode ocorrer em fases tardias da doenca, favorecendo fibrose pulmonar e
sequelas pds-agudas. Assim, o desequilibrio entre as respostas Th1l e Th2 pode amplificar os
impactos da COVID-19, tanto na fase inicial quanto em suas complicagdes de longo prazo
(Behrens, 2019; Coperchini et al., 2021).

Essa infecgdo sistémica resulta em um aumento expressivo de fatores pro-inflamatorios
na circulacdo sanguinea, caracterizado como uma tempestade de citocinas. Esse processo
envolve o acimulo do fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e da interleucina-6 (IL-6), além da
ativacdo de receptores toll-like (TLRs) no cérebro, levando a disfuncdo da barreira
hematoencefalica, ao comprometimento da microvascularizagao cerebral e a neuroinflamacao
(Silva et al., 2022), estudos evidenciam que a doenga pode predispor a ativacdo de vias
relacionadas a doengas neurodegenerativas, como doenga de Alzheimer e parkinsonismo pos-
encefalitico (Silva et al., 2022).

Em individuos com SPAC, observa-se um desequilibrio imunologico persistente. A
hiperativacao da resposta Th1 durante a FA, pode ser seguida por uma resposta Th2 desregulada,
favorecendo a manutengao de um estado inflamatorio cronico. Essa condigdo esta associada a
sintomas prolongados como fadiga, dificuldades cognitivas e manifestagdes neuropsiquidtricas
(Coperchini et al., 2021). Além disso, estudos indicam que pacientes infectados apresentam
niveis elevados de citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias, como IL-2, IL-6, IL-15 e IP-10,
bem como citocinas reguladoras como IL-10 e IL-13, em comparagdo com individuos ndo
infectados. Esse perfil inflamatorio e imunoldgico esta associado tanto a gravidade da infec¢do
aguda quanto ao risco de desenvolvimento de complicagdes de longo prazo (Gil-Etayo ef al.,
2021) (Figura 7).

Modelos murinos tém demonstrado efeitos similares aos observados em humanos, com
ativacdo de células gliais, aumento da permeabilidade da barreira hematoencefélica e resposta
neuroinflamatoria, mesmo sem infec¢ao viral direta no cérebro. Estudos como os de Rhea et al.
(2021) e Buzhdygan et al. (2020) demonstraram que a subunidade S1 da proteina Spike ¢ capaz

de atravessar a BHE em camundongos e induzir inflamagao em células endoteliais cerebrais.
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Figura 7- A imagem destaca a ativagdo do sistema imune inato e adaptativo, bem como a
possibilidade de evolugao para uma resposta exacerbada.
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Fonte: Criado pela autora em software BioRender.

O esquema mostra a ativagdo inicial de macréfagos e neutrofilos, levando a liberagdo de citocinas pro-
inflamatorias, como IL-1, IL-6 e TNF-a. Em seguida, a resposta adaptativa se desenvolve, com a diferenciacio de
linfocitos Thl, envolvidos no controle viral intracelular, e Th2, responsaveis pela reparagdo tecidual e controle
extracelular. No entanto, uma resposta imunoldgica desregulada pode levar a produgdo excessiva de citocinas,
resultando em uma "tempestade de citocinas" e infecgdo sistémica.

A resposta imunologica adaptativa na COVID-19, envolvendo principalmente as vias
Th1, Th2 e respostas associadas a neutrdfilo (Tabela 1), apresenta variagdes significativas de
acordo com a gravidade da infec¢do (Machado et al., 2004). Individuos assintomaticos
frequentemente exibem uma imunidade predominantemente Th1, caracterizada pela produgao
de IFN-y, essencial no controle viral (Lyadova; Panteleev, 2015). Em contrapartida, foi
observado com mais frequéncias pacientes graves apresentam redugdo da resposta Thl e
aumento da atividade Th17, que pode levar a inflamacao excessiva e dano tecidual (Gil-Etayo
et al., 2022; Lyadova; Panteleev, 2015). Pacientes que evoluem para 6bito frequentemente
exibem alteracdes na resposta imunologica, com alguns estudos sugerindo um envolvimento da

resposta Th2, marcada por niveis elevados de IL-15, o que destaca o impacto de diferentes

perfis imunologicos nos desfechos da infecgdo (Gil-Etayo et al., 2021).
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No contexto da SPAC, ainda ha lacunas no entendimento de quais respostas
imunologicas, como Thl ou Th2, determinam o prolongamento dos sintomas, para guiar o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas direcionadas. Evidéncias sugerem que a
persisténcia de uma inflamacdo de baixo grau, possivelmente mediada por desregulacdo das
vias Th1 e Th2, pode contribuir para os sintomas prolongados, como fadiga cronica, alteragdes
cognitivas, dor muscular, disfungdes respiratorias e distirbios do sono (Coperchini ef al., 2021).
No entanto, os mecanismos exatos que sustentam essa inflamag¢ao crénica e o papel de cada
perfil imunolégico ainda ndo foram completamente esclarecidos. Embora a vacinagdo contra o
SARS-CoV-2 promova a produgao de anticorpos contra a o virus, a eficicia da vacina pode ser
reduzida diante de variantes emergentes do virus (Carrillo et al., 2021). Contribuindo para o

desafio continuo da SPAC, a persisténcia de sintomas.
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Tabela 1- Diferengas Funcionais, Moleculares e Citocinas/Interleucinas Associadas aos
Subtipos de Células T Helper (Th1, Th2) e neutréfilos.

Célula T |Citocinas/Interleucinas e
Helper Moléculas Associadas s Referéncias
Defesa contra patogenos (Abbas et al.,
intracelulares (virus, bactérias como 2021;
Thi IFN-y, IL-2, IL-15, TNF-a, | Mycobacterium tuberculosis, Cunningham,
IL-12 protozoarios como  Leishmania),| 2002; Seder e
ativacdo de macrofagos, imunidade| Ahmed, 2003;
celular Trinchieri, 2003)
(Abbas et al.,2021;
Defesa contra patogenos | Dudakov; Hanash;
extracelulares (helmintos, alérgenos, |van den Brink,
Th2 thed, L3, LS, L0, parasitas extracelulares como | 2015; Finkelman
-3 Trypanosoma), ativacdo de células B, | et  al., 2004,
producdo de anticorpos Murphy; Weaver,
2016)
G-CSF, MMP-9, PDGF,
FGF,  Angiopoietin-1, Fagocitose de patogenos, reparagdo | (Abbas; Lichtman;
Neutréfilo BDNF, C-Reactive tecidual, angiogénese, regulacdo | Pillai, 2021;
Protein, EGF, MIP-3a, metabolica, modulacdo da inflamacdo | Gerhardt;
MIP-3p, Betsholtz, 2003;

Thrombospondin-1

Yancopoulos et

al., 2000)

Fonte: Criado pela autora.

1.9 Modelos animais em estudos translacionais da SPAC

Os modelos animais desempenham um papel essencial no desenvolvimento de novos

medicamentos, no entanto, para serem eficazes, devem ser preditivos, ou seja, capazes de

replicar caracteristicas centrais da doenga em humanos. Isso implica apresentar semelhanga

com os sintomas clinicos, responder aos tratamentos esperados e reproduzir os mecanismos
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fisiopatologicos descritos para a enfermidade (Willner; Mitchell, 2002).

O genoma dos camundongos ¢ aproximadamente 99% idéntico ao dos seres humanos,
e ha semelhancas fisiologicas significativas entre as duas espécies. Além disso, os
camundongos apresentam vantagens como pequeno porte, alta taxa reprodutiva, facilidade de
acesso e possibilidade de modificacdo genética com baixo custo. Por esses motivos, os modelos
murinos tornaram-se uma base essencial da pesquisa biomédica. Desde o final do século XVIII,
os camundongos vém sendo os animais experimentais mais utilizados, representando cerca de
59% do total de animais empregados em estudos cientificos (Liu; Kitajima; Morimoto, 2005).

No caso do SARS-CoV-2, ja foi demonstrada sua capacidade de alcangar o cérebro tanto
em pacientes quanto em modelos animais (Moriguchi ef al., 2020; Song et al., 2021) além de
infectar diretamente células do sistema nervoso (Wang ef al., 2021) e células neurais humanas
in vitro (Pellegrini et al., 2020).

A comparagdo entre o desenvolvimento cerebral de roedores e humanos possui
relevancia translacional significativa no estudo de doencas neurologicas e transtornos do
neurodesenvolvimento, ratos ¢ camundongos sao amplamente utilizados por compartilharem
diversos processos neurobiologicos fundamentais com os humanos (Zeiss, 2021).

Esses modelos permitem investigar as complexas interagdes entre o virus € o sistema
imunologico do hospedeiro, bem como os danos causados em diferentes 6rgaos, incluindo o
SNC (Mufioz-Fontela et al., 2020; Sia et al., 2020). Assim, sdo fundamentais para compreender
a replicagdo viral, a ativacao de vias imunologicas e a eficacia de estratégias terapéuticas por
meio de experimentos controlados (Zhao et al., 2020; Imai et al., 2021).

O perfil de resposta imune do hospedeiro tem sido apontado como fator preditor para o
desenvolvimento da SPAC. As citocinas produzidas por células T helper tipo 1 (Th1) sdo mais
eficazes contra infecgdes virais, enquanto as respostas Th2 estdo associadas ao combate de
patogenos extracelulares, sdo mais eficazes contra infecgdes virais, enquanto as respostas das
células T helper tipo 2 (Th2) sdo mais voltadas ao combate de patogenos extracelulares (Abbas;
Lichtman; Pillai, 2021).

Ciente disso, animais de laboratorio sdo escolhidos com base em seus perfis
imunologicos especificos para o estudo da fisiopatologia das doengas. Nesse contexto,
camundongos da linhagem BALB/c sdo frequentemente utilizados como modelo em pesquisas
relacionadas com patégenos virais € modelo de neuroinflamacdo, devido as varias
caracteristicas comportamentais como, déficit cognitivo, comportamentos de desorganizagao,

resposta alterada a estimulos, alteragdes neurobioldgicas, como desequilibrios nos sistemas
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dopaminérgico, que sdo relevantes na patogénese da SPAC. Esses camundongos mostram uma
resposta emocional elevada ao estresse e comportamentos de ansiedade, tornando-os adequados
para estudos que investigam os mecanismos neurobiologicos e os efeitos de intervencdes
terapéuticas (Chen et al., 2023).

Os camundongos BALB/c, conhecidos por sua predisposicdo a reacdes alérgicas e
respostas imunes do tipo Th2, tém sido utilizados em modelos experimentais para investigar os
mecanismos subjacentes a SPAC e outras condi¢des neuropsiquiatricas (Wang et al., 2020).
Enquanto os camundongos da linhagem C57BL/6, ¢ frequentemente utilizado em estudos sobre
diabetes, obesidade e doengas neurodegenerativas devido a sua robusta resposta imunologica e
facilidade de manipulacdo genética apresentam resposta predominantemente Thl.

Em camundongos C57BL/6, a exposi¢ao a proteina Spike induziu forte resposta
inflamatoria, com elevagdo de citocinas pro-inflamatorias como IL-6 ¢ TNF-q, ativagao de
macrofagos e piora da inflamagao intestinal (Nascimento et al., 2024). A Spike mimetizou a
resposta imunologica observada na SPAC, com ativagdo combinada das respostas Thl, Th2,
caracteristicas da inflamacdo cronica pds-infecciosa (Gil-Etayo et al., 2021; Wenzel et al.,
2021). Camundongos jovens sdo mais adequados para investigar a progressao da infec¢do e os
efeitos cerebrais do virus (Subbarao et al., 2004).

O sexo influencia a resposta imune: fémeas tendem a apresentar respostas mais intensas,
enquanto machos mostram respostas imunoldgicas mais moderadas (Zhao et al., 2020). Essas
descobertas reforcam a importancia de compreender como diferentes vias imunologicas, como
as respostas Th1 e Th2, contribuem para a persisténcia dos sintomas e os danos neuroldgicos
observados na SPAC. Dessa forma, considerando o impacto da SPAC na saude mental, o
presente estudo busca fornecer novos perspectivas sobre os mecanismos envolvidos na

sindrome.
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2. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

A pandemia de COVID-19, causada pelo SARS-CoV-2, marcou um dos maiores
desafios de saude publica da histéria recente. Diversas estratégias farmacologicas foram
sugeridas para o manejo da doenca, incluindo o uso de corticosteroides (Valkov; Argirova;
Dimitrov, 2024), agentes antivirais (Obomanu et al., 2024), imunomoduladores,
imunoglobulinas e terapia antiplaquetaria com plasma convalescente, que apresentaram
resultados satisfatorios a curto prazo e controle da coagulagdo (Florescu ef al., 2023). Com o
avango das pesquisas, as vacinas tém atuado de forma preventiva, contribuindo para a reducao
da mortalidade (Kricorian; Civen; Equils, 2022). A relacdo entre a proteina Spike do SARS-
CoV-2 e o SNC tem despertado crescente interesse entre cientistas e médicos. Estudos
epidemioldgicos mostram que o virus pode infectar pessoas de todas as idades, causando uma
ampla gama de complicagdes neurologicas. Embora diversos estudos tenham investigado os
efeitos da Spike no organismo humano, a compreensao dos mecanismos especificos pelos quais
a proteina Spike influéncia o SNC e desencadeia alteragcdes imunolédgicas prolongadas levando
a sintomas neuropsiquiatricos ainda ¢ limitada.

A proteina Spike desempenha um papel fundamental na interagdo do virus com o
organismo, sendo diretamente responsavel pela entrada do patégeno nas células hospedeiras e
pelos processos inflamatorios subsequentes (Hoffmann et al., 2020). No entanto, os
mecanismos detalhados que relacionam essa proteina a neuroinflamagdo e as alteragdes
comportamentais caracteristicas da SPAC permanecem em grande parte desconhecidos, o papel
das respostas imunolégicas Th1l e Th2, e como essas vias podem contribuir para os sintomas
neuroldgicos e psiquidtricos persistentes, ainda ndo foi amplamente explorado. A persisténcia
dos sintomas da SPAC sugere a existéncia de um estado inflamatoério cronico que, se nio
controlado, pode impactar significativamente a qualidade de vida dos pacientes e a saude
publica global.

Este trabalho ¢ relevante, pois busca correlacionar respostas imunologicas especificas
com alteragdes neurocomportamentais agudas e persistentes em um modelo pré-clinico ao
explorar os mecanismos subjacentes a interacdo entre a proteina Spike e o SNC, com foco nos
processos neuro inflamatdrios, espera-se identificar alvos terapéuticos potenciais e estratégias
que possam mitigar os efeitos debilitantes dessa condi¢cdo. Para abordar essas lacunas, o
presente estudo utilizou camundongos das linhagens BALB/c ¢ C57BL/6 como modelos

experimentais. Essas linhagens sdo amplamente empregadas em pesquisas biomédicas devido
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as suas caracteristicas imunologicas distintas, que permitem uma investiga¢do detalhada da
relacdo entre inflamagdo sist€émica ¢ neuroinflamagdo. A utilizacdo de modelos animais
possibilita a reproducao de condi¢des experimentais controladas, permitindo a avaliagdo de
alteracdes comportamentais, neuroquimicas ¢ imunologicas de forma que nao seria vidvel em
estudos clinicos. Além disso, a escolha de investigar as respostas imunoldgicas Thl e Th2
juntamente com analises comportamentais oferece uma abordagem inovadora, proporcionando
uma visdo abrangente dos mecanismos envolvidos na SPAC.

Neste estudo, investigamos a interacao sist€émica da proteina Spike do SARS-CoV-2 por
meio da inoculacdo intraperitoneal em camundongos, analisando seus efeitos no sistema

nervoso central, além de suas implicagdes imunoldgicas e funcionais.
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3. OBJETIVOS

3. 1 Objetivo geral

Investigar a influéncia dos perfis imunogenéticos Thl e Th2 na susceptibilidade a
Sindrome Pés-Aguda da COVID-19 (SPAC), por meio da avaliagio dos efeitos
comportamentais, neuroquimicos e imunologicos induzidos pela exposi¢do a proteina Spike do

SARS-CoV-2 em modelos murinos C57BL/6 (Th1) e BALB/c (Th2).

3. 2 Objetivos especificos

Estudos in vitro:
e Avaliar a viabilidade da utilizagdo da proteina Spike em estudos experimentais,
verificando sua estabilidade, interagdo com células e efeitos citotoxicos em
astrocitos murinos e células RAW 264.7.
e Analisar a producao de 6xido nitrico por astrocitos e células RAW 264.7 apds
exposicao a proteina Spike, como indicador de ativacdao celular e resposta

inflamatoria in vitro.

Estudos in vivo:
e Comparar as respostas induzidas pela exposicdo a proteina Spike em
camundongos BALB/c (perfil Th2) e C57BL/6 (perfil Thl), avaliando:

- Comportamentos tipo ansioso, depressivo e déficits cognitivos.
- Alteragdes nos niveis de dopamina (DA) e seu metabolito DOPAC no
corpo estriado, como indicativo de disfun¢do dopaminérgica.
- Perfil de citocinas no hipocampo, correlacionando marcadores pro-
inflamatorios/neuroinflamatorios e neuroprotetores por meio de analise

protedmica multiplex.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencao da proteina Spike

A proteina Spike do SARS-CoV-2 utilizada no presente estudo foi adquirida da empresa
Biolinker (Lote Spike-120923, Anexo 2). A sequéncia da proteina recombinante corresponde
aos aminoacidos 16-1213 do ectodominio, seguidos de uma cauda, sendo idéntica a sequéncia
publicada por Wrapp et al., (2020) para a variante Alfa (B.1.1.7) do SARS-CoV-2 isolada em
Wuhan. A proteina foi produzida em células HEK 293 (Human Embryonic Kidney 293),
conforme descrito por (Alvim et al., 2021), garantindo densidade estavel na conformacao
trimérica de pré-fusdo. Essa conformacdo inclui os dominios S1, que contém o dominio de
ligagdo ao receptor (RBD) (Wrapp et al., 2020), responséavel pela interagdo com o ACE2, e a
S2, que possui uma ancora transmembrana responsavel por mediar a fusao entre as membranas
viral e da célula hospedeira (Tai et al., 2020). A purificagdo foi realizada por cromatografia,
resultando em uma pureza superior a 90%, validada por analise em gel de eletroforese (SDS-
PAGE). O peso molecular estimado foi de aproximadamente 141 kDa. A proteina foi fornecida
em solug¢do liquida, utilizando um tampao de fosfato de 50mM, contendo 300mM de NaCl, 10%
de glicerol e aproximadamente 175mM de imidazol, ajustado para pH 7,8. A concentracdo da
solugdo era de 100pg/mL, sendo acondicionada em microtubos de ImL. O material foi

armazenado a -80°C até o momento de sua utilizacdo nos experimentos in vitro € in vivo.

4. 1. 1 Cultivo e Manutencio de Linhagens Celulares Murinas de Astrocitos e RAW
264.7

As linhagens utilizadas para os testes foram c€lulas murinas de astrocitos e da linhagem
de macrofagos RAW 264.7 [ATCC 0212]. Os astrécitos foram previamente isolados, cedidos
pelo Laboratorio de Bioprospec¢do Farmacéutica e Bioquimica Clinica do Departamento de
Analises Clinicas e Toxicologicas da Faculdade de Farmacia, Odontologia ¢ Enfermagem da
Universidade Federal do Ceara, conforme descrito por (Erustes et al., 2018).

A manutencao e plaqueamento das células foi realizada em ambiente estéril, na camara
de fluxo laminar vertical (ESCO, modelo Biosafe 12, classe II). As culturas foram mantidas em
uma incubadora de CO: (Panasonic, modelo COM-18ACL-PA) a 37 °C, com atmosfera
controlada de 5% de COs..

O cultivo celular foi realizado em frascos de cultura com area de 25 cm?, contendo 10
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mL de meio de cultura Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) (Gibco®), suplementado
com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB, Gibco®) e 1% de penicilina/estreptomicina (Gibco®).
O plaqueamento foi realizado quando as células atingiram até 80% de confluéncia, garantindo
condi¢des Otimas de crescimento e viabilidade. O acompanhamento a cada 24 horas do
crescimento celular utilizando um microscopio de inversdo (Nikon Eclipse Ti).

Para o plaqueamento de células aderentes, o meio de cultura foi removido e o frasco foi
lavado duas vezes com PBS (Phosphate-Buffered Saline) estéril para a remog¢ao de restos
celulares. Em seguida, foi adicionada tripsina-EDTA a 0,5% (Gibco®), previamente diluida
1:10 em PBS (1x) para desprendimento das células e posteriormente, foi adicionado meio de
cultura suplementado com SFB para inativar a acdo da tripsina. As células foram entdo contadas

em camara de Neubauer e plaqueadas em novas garrafas de cultura para continuidade do cultivo.

4. 1.2 Ensaios in vitro

Os testes in vitro, incluindo o ensaio de MTT para avalia¢do da atividade citotoxica e a
quantificacdo de nitrito/nitrato pelo método de Griess, foram realizados para verificar a
viabilidade da proteina Spike no estudo com astrocitos e células RAW 264.7. Esses
experimentos avaliaram sua estabilidade, interacao celular, morfologia, citotoxicidade e a
producao de nitrito e nitrato.

Além disso, os ensaios in vitro foram conduzidos como uma etapa de validagao interna
prévia a aplicagdo da proteina nos testes in vivo. Os ensaios foram conduzidos utilizando o
tempo de 72 horas, permitindo a analise da viabilidade celular apds a exposi¢ao a proteina Spike

nessas linhagens celulares.

4. 1. 3 Avaliacao da atividade citotoxica - MTT (3-(4,5-dimetil-2-tiazol) -2,5-difenil-2-H-

brometo de tetrazolium em sobrenadantes celulares de astrocitos e RAW 264.7.

Analise de citotoxicidade pelo método do MTT foi realizada seguindo o método de
Mosmann (1983), para verificar a viabilidade e o estado metabélico da célula. E uma analise
colorimétrica baseada na conversdo do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol) -2,5-difenil-2-H-brometo de
tetrazolium (MTT) em azul de formazan, a partir de enzimas mitocondriais presentes somente
nas cé¢lulas metabolicamente ativas. O estudo citotoxico pelo método do MTT permite definir
a citotoxicidade, mas ndo o mecanismo de ac¢do, sendo sua quantificacao realizada por

absorbancia em espectrofotometro (Berridge et al., 1996).
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As células RAW 264.7 (2 x 10° células/mL) e os astrdcitos (5 x 10* células/mL) foram
plaqueadass em placas de 96 pogos e incubados com a proteina Spike (10 ug/mL, mesma
concentragdo utilizada nos testes in vivo por 72 horas em estufa a 37°C com 5% de CO:. Ao
término da incubacao, o sobrenadante removido. Em seguida, 100 puL da solu¢do de MTT (sal
de tetrazolio) foram adicionados, e as placas foram incubadas por 3 horas. Apos esse periodo,
o MTT foi removido e adicionou-se 100 pL de DMSO (dimetilsulfoxido) puro para dissolugao
do precipitado de formazan e absorbancia foi medida utilizando um espectrofotometro de placa
modelo Eon (BioTek) a 595 nm.

As analises morfologicas foram realizadas no microscopio invertido, na objetiva 10x,
tanto para os astrdcitos quanto RAW 264.7, ap6s 72 horas de tratamento com a proteina Spike,
com o intuito de correlacionar com os resultados do teste de citotoxicidade pelo MTT e avaliar
as alteracdes celulares induzidas pela exposi¢do a proteina, como alteracdes na forma, aderéncia
e proliferatividade das células, além de validar que a proteina estava funcional.

A atividade de ensaios de resposta imune e inflamatéria foi realizada no Laboratorio de
Neuropsicofarmacologia (LNF) do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos
(NPDM) da Universidade Federal do Ceara (UFC) por meio de protocolos estabelecidos para

as referidas atividades.

4. 1. 4 Determinacdo da concentracdo de nitrito/nitrato em sobrenadante celulares de

astrocitos RAW 264.7.

Nesse ensaio o reativo de Griess (N-1-naftiletilenodiamina a 0,1% em agua destilada,
sulfanilamida 1% em acido fosforico 5%, na propor¢ao 1:1) revela a presenga de nitrito/nitrato
(NO2/NO3) em uma amostra (urina, plasma, homogenato tecidual) por uma reagdao de
diazotizacao que forma um cromoforo de cor roseo (Green ef al., 1982) .

Neste estudo, o método foi aplicado para avaliar a produgdo de NO em sobrenadantes
de astrocitos e macrofagos expostos a proteina Spike do SARS-CoV-2. O teste ¢ reconhecido
por sua rapida execugao, alta sensibilidade e baixo custo. Alteragdes nos niveis de nitrito/nitrato
podem refletir respostas inflamatérias ou processos de apoptose celular quando em
concentragdes elevadas. (Popescu et al., 2013).

Para a dosagem de nitrito/nitrato (NO2/NO3), 100 pL do sobrenadante da cultura foi
misturado com 100 pL do reagente de Griess (acido fosforico 5%, sulfanilamida 1% e N-(1-

naftil)etilenodiamina [NED] 0,1%) e incubado a temperatura ambiente por 10 minutos (Green
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et al., 1982). A curva padrao foi obtida mediante leitura de vérias concentracdes de nitrito
padrao (10; 5; 2,5; 1,25; 0,63; 0,31;0,16; 0,08 uM) e os resultados foram expressos em
concentracdo em micromolar (UM).

As leituras da absorbancia dos padrdes (y) foram plotadas contra a concentragdo de cada
padrdo (x), entdo foi feita a determinagao da equagdo da reta, que foi usada para a determinacao
da concentragao de nitrito em cada amostra. Os controles brancos consistiram na adi¢ao de 100
uL do reagente de Griess a 100 uLL do meio de cultura utilizado no experimento. A absorbancia
foi medida em um leitor de microplacas a 540 nm, e os resultados foram expressos como pumol

de nitrito por mililitro de sobrenadante.

4. 1. 5 Ensaios in vivo

4. 1. 6 Consideracoes éticas

Este estudo seguiu rigorosamente as recomendagdes €ticas para pesquisas com animais,
em conformidade com a legislacdo brasileira e diretrizes internacionais. Foi conduzido segundo
a Lei n° 11.794/08 (Lei Arouca), que regulamenta o uso de animais em experimentacao
cientifica, e as resolu¢gdes do Conselho Nacional de Controle e Experimentacdo Animal
(CONCEA), notadamente as Resolugdes Normativas n® 55/2022, referente a aplicagdo dos
principios dos 3Rs (Redu¢do, Refinamento e Substitui¢do), e n° 57/2022, que dispde sobre
praticas de bem-estar animal durante os procedimentos experimentais.

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do
Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos (CEUA-NPDM, protocolo n°
66080523-0) (Anexo 1).

Além disso, os experimentos seguiram as diretrizes internacionais estabelecidas no

Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (NIH, 2011) (Percie du Sert et al., 2020).

4. 2 Animais

Foram utilizados camundongos isogénicos da espécie Mus musculus, das linhagens
C57BL/6 e BALB/c, machos adultos, com 90 dias de idade e peso entre 20 e 27 g. Os animais
foram obtidos do Biotério do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM)

da Universidade Federal do Ceard (UFC), certificado pela Association for Assessment and
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Accreditation of Laboratory Animal Care (AAALAC), garantindo a padronizagdo e qualidade
no manejo dos animais.

Os camundongos foram alojados em microisoladores (Micro-Isolator® Systems, Lab
Products) com dimensdes de 46 cm x 20 cm x 19 cm, totalizando 920 cm? de area util. Cada
microisolador abrigou no maximo cinco animais, com maravalha irradiada como substrato. As
condi¢gdes ambientais foram rigorosamente controladas, mantendo-se temperatura entre 22 °C
e 25 °C e ciclo claro/escuro de 12 horas (Figura 8).

Os animais receberam ragdo industrializada e dgua estéreis com livre acesso. Para
promover o bem-estar, os microisoladores foram enriquecidos com materiais como rolos e
cones de papeldo, oferecendo estimulos ambientais que favorecem comportamentos naturais e
reduzem o estresse (Arraes et al., 2024). Os camundongos permaneceram nessas condigdes

controladas durante todo o periodo do protocolo experimental.

Figura 8 - Condicdes de Alojamento para os Camundongos BALB/c e C57BL/6 do NPDM-

UFC.
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Fonte: Criado pela autora no software BioRender.

4. 2.1 Delineamento experimental

Foram utilizados um total de 40 animais. Estes foram divididos em C57BL/6 ¢ BALB/c,
onde em cada linhagem foi utilizado 20 animais por linhagem. Destes, 10 animais fizeram parte

do grupo salina e os demais 10 fizeram parte do grupo exposto com a proteina Spike. Em todos
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os grupos, foi utilizado animais machos (6 a 8 semanas), pesando entre 20 e 27 g gramas (Figura

9).

Figura 9- Organizacgio experimental de camundongos das linhagens BALB/c e C57BL/6.
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Fonte: Criado pela autora no software BioRender.

Distribuidos em dois grupos principais: Salina (controle) e proteina Spike do SARS-CoV-2 (tratado), onde, salina:
representa o grupo controle (CX1Sal, CX2Sal para BALB/c e CX3S, CX4S) para o grupo da proteina Spike do
SARS-CoV-2(S). Representa o grupo experimental do C57BL/6 (CX5Sal, CX6Sal para grupo salina e CX7S e
caixa CX8S para grupo da proteina Spike do SARS-CoV-2 (S)). Cada grupo possui 20 animais (05 por caixa),
totalizando 20 animais por linhagem e 40 animais no experimento. Cada caixa possui um identificador unico

exemplo: (CX1Sal, CX2Sal)

Cada camundongo do grupo tratado foi exposto a proteina Spike do SARS-CoV-2 na
concentragdo de 10 ug/animal/dia e o grupo salina foi tratado com 0,02 mL (20 pL) de solugao
salina estéril, administrada por via intraperitoneal (ip). ApOs a exposi¢ao, os animais foram
monitorados diariamente para sinais clinicos de infec¢do, incluindo letargia, perda de peso,
dificuldade respiratoria e alteragdes comportamentais (Apéndice 1). A temperatura corporal foi
medida 30 minutos ap6s a administragdo com um termometro infravermelho digital. Na
afericao dos pesos, os animais foram pesados a cada sete dias, sendo os dias 1, 7, 14, 21, 28,

35,42,49, e 56 apo6s administragdo das proteinas Spike. A verificagdo ocorria em horarios fixo
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de 10:00 horas para acompanhar o estado de satide dos animais e evitar influéncias do ciclo
circadiano.

Neste estudo, o modelo experimental seguiu o protocolo com adaptacdes de Dantas et
al. (2023), que investigou o comprometimento cognitivo tardio induzido pela infec¢io por pela
a proteina Spike do SARS-CoV-2 em camundongos. Os ensaios foram conduzidos em duas
fases experimentais: (i) fase aguda (FA) até uma semana, com avaliacdes realizadas nos
primeiros sete dias; (ii) fase pds-aguda (FPA), realizada (entre 40 a 45 dias) apds administracao
da proteina viral.

Ap6s 24 horas da administragdo da proteina Spike, dentro de um periodo de sete dias
para simular FA da infec¢do, foram submetidos a testes comportamentais para avaliar déficits
na atividade locomotora e comportamento ansioso no teste do campo aberto (CA), cognicao,
memoria de curto prazo no teste de reconhecimento do objeto novo (RON), comportamento
ansioso no teste do elevado zero maze (ZM) e comportamento depressivo no teste do nado
forcado (NF). No 40° dia, apds o tratamento, foram realizados a repeticdo dos testes
comportamentais da fase aguda, com excecao do teste do 7-maze (TM) que foi incluido nessa
fase final para avaliar a memoria de trabalho (Figura 10).

Ap6s a conclusdo dos testes da FPA, os animais foram eutanasiados, e seus cérebros
foram dissecados para a coleta das areas cerebrais (cortex pré-frontal, hipocampo e corpo
estriado), além disso, foram coletadas amostras do intestino delgado (jejuno, duodeno e ileo) e
do sangue, obtido por extravasamento do pescoco (regido cervical) no momento da guilhotina.
Todos os tecidos foram armazenados a -80°C para analises neuroquimicas que foram realizadas
para quantificagdo de monoaminas no corpo estriado por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (HPLC), e alteracdes nos niveis de citocinas no hipocampo por meio do Kit Mouse

XL Cytokine Array (R&D Systems/ARY 028, (Figura 10).
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Figura 10- Representacao do protocolo experimental.
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Fonte: Criado pela autora no software BioRender.

Camundongos receberam 10 ug da proteina Spike do SARS-CoV-2 (ou salina estéril, 20 uL, i.p.) e foram
submetidos a duas fases experimentais: fase aguda (FA, até 7 dias) e fase pos-aguda (FPA, aos 40 dias). Foram
realizados testes comportamentais para avaliagcdo da locomocao, no teste de campo aberto (CA), cognicao no teste
reconhecimento do objeto novo (RON), comportamento ansioso no teste zero maze (ZM), memoria espacial no
teste T maze (TM) e depressivo no teste nado forcado (NF). Apos os testes, foram coletados sangue, regides
cerebrais (cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado) e segmentos do intestino delgado (jejuno, duodeno, ileo).
As analises neuroquimicas incluiram dosagem de monoaminas por HPLC e quantificagdo de citocinas por array
de citocinas (Mouse XL Cytokine Array Kit, R&D Systems).

Para determinar o tamanho amostral utilizado (n =10 camundongos por grupo),
baseamo-nos em estudos prévios como o de Dantas et al. (2023), que demonstrou que esse
nimero amostral foi adequado para detectar diferencas significativas em testes
comportamentais e moleculares, com poder estatistico suficiente (geralmente > 80%) para
identificar os efeitos de interesse.

No estudo de Dantas et al. (2023) as analises estatisticas, incluindo testes ¢ de Student e
ANOVA, revelaram diferencas significativas entre os grupos expostos a Spike e controles
(valores de P< 0,05), sugerindo que o nimero de animais foi suficiente para capturar variagdes
significativas na resposta experimental. Além disso, a escolha do nimero de camundongos foi
alinhada com os principios éticos do 3Rs, visando reduzir o nimero de animais utilizados
enquanto ainda se garantia a robustez dos resultados.

A escolha da dose de 10 pg da proteina Spike foi fundamentada em estudos prévios que
utilizaram concentragdes inferiores, geralmente associadas a modelos geneticamente
modificados ou a vias de administragdo mais invasivas, como a intracraniana (Buzhdygan et

al., 2020; Rhea et al., 2021).
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No presente estudo, o objetivo central foi investigar se a exposi¢do periférica a proteina
Spike, por via intraperitoneal, seria suficiente para induzir alteracdes comportamentais,
neuroquimicas € imunoldgicas em camundongos imunocompetentes, sem a necessidade de
manipulacdo genética. Essa abordagem buscou simular, de forma mais translacional, a infec¢ao
periférica pelo SARS-CoV-2, avaliando a capacidade da proteina Spike de atravessar a barreira
hematoencefalica (BHE) e desencadear neuroinflamacdo por mecanismos fisiologicos,
principalmente mediados pela resposta imune periférica.

A adogdo da via intraperitoneal (i.p.) estd alinhada com a proposta de investigar uma
infecgdo sistémica, evitando os vieses introduzidos por intervengdes diretas no sistema nervoso

central.

4. 2.2 Consideracoes sobre biosseguranca

Para simular a infeccdo pelo SARS-CoV-2 nos roedores, foi utilizado o modelo de
inoculagdo via intraperitoneal com a proteina Spike do SARS-CoV-2. Neste modelo, ndo foram
utilizados microrganismos vivos, organismos geneticamente modificados ou materiais
genéticos isolados. Em nossa investigagdo, empregamos exclusivamente a S-glicoproteina
recombinante do SARS-CoV-2, adquirida da Biolinker®, que, conforme as recomendagdes do
fabricante (Anexo 2), assegura que a substancia estd isenta de riscos de contaminagdo e nao
gera residuos perigosos para a sauide humana. Além disso, a proteina foi manipulada com o uso
adequado de Equipamentos de Protecdo Individual (EPIs) e em cabine de biossegurancga
(Pachane®), garantindo a seguranga necessaria para o manuseio dos materiais € 0s
procedimentos de inoculagao nas linhagens de camundongos utilizadas neste estudo (BALB/c

e C57BL/6).

4. 2. 3 Testes comportamentais

Todos os testes comportamentais foram feitos em condigdes de luz vermelha de baixa
intensidade, com temperatura e umidade controladas. Os aparelhos foram limpos com etanol
70% entre cada animal. Os testes comportamentais foram captados em video através de uma

camera USB e analisado em tempo real, ou posteriormente, com o software ANYmaze versao
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7.48. Os animais expostos a Spike (10 pg por via i.p) e os animais controle, receberam o mesmo
volume de salina. Os testes foram realizados em diferentes intervalos de tempo apds a
administracao, correspondendo as fases de atividade aguda (FA), com avaliacdes até uma

semana, ¢ a fase pods-aguda (FPA), com avaliagdes entre 40 e 45 dias.

4. 2. 4 Avaliagdo da atividade locomotora e comportamento ansioso - Teste do Campo
Aberto

O teste do Campo Aberto (CA) baseia-se na exposi¢ao do animal a um ambiente fechado
e desconhecido, estimulando comportamentos naturais, como exploragdo, busca por rotas de
fuga e respostas a aversdo a areas abertas (Archer, 1973). O teste foi realizado em uma arena
de acrilico preto (30 x 30 cm, paredes de 15 cm) dividida em nove quadrantes iguais. Os animais
foram adaptados ao ambiente por 30 minutos em uma sala com luz vermelha.

Ap6s serem colocados no centro da arena, os animais exploraram livremente por 1
minuto (fase de habituagdo) seguido de 5 minutos de teste (Archer, 1973). Os parametros
avaliados incluiram tempo total da distancia percorrida (Figura 11A), tempo de permanéncia
nas zonas central, (Figura 11B) e periférica (Figura 11C), nimero de autolimpeza (grooming)
(Figura 11D), exploragao vertical (rearing) (Figura 11E) como também a contagem do nimero
de pelotas fecais (Figura 11). O ultimo parametro (contagem do numero de pelotas fecais)
reflete a ativagdo do eixo hipotadlamo-hipofise-adrenal (HHA) e tem sido utilizado como um
indice complementar em avaliacdes de ansiedade em modelos animais e marcador de estresse

emocional e ativacdo autondmica (Kalueff; Tuohimaa, 2004; Rodgers; Dalvi, 1997)



Figura 11- Representacdo do Teste Campo Aberto.
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Fonte: Criado pela autora no software BioRender.
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4. 2. 5 Avaliacio da memoria de reconhecimento- Teste do Reconhecimento do Objeto
Novo

O teste do Reconhecimento do Objeto Novo (RON) avalia a memoria de curto prazo de
reconhecimento em roedores, estimando sua capacidade de diferenciar entre objetos familiares
e novos. A tarefa de reconhecimento de objeto esta diretamente associada ao adequado
funcionamento do hipocampo, além de desempenhar um papel essencial na codificacio,
consolidagdo e recuperagao da memoria. Esse processo, por sua vez, envolve o cortex perirrinal,
responsavel por integrar informagdes provenientes de 4reas corticais visuais, olfatorias e
somatossensoriais, fundamentais para a interpretagao de estimulos (Win-Shwe et al., 2013).

Seguindo protocolo adaptado de Léger et al. (2013), o teste foi realizado em uma arena
de acrilico (30 x 30 cm, paredes de 15 cm de altura), com os animais adaptados ao ambiente
por 30 minutos em sala de luz vermelha. A sessao de habituag¢ao na arena vazia durou 5 minutos
e ocorreu 24 horas antes do teste.

O teste foi feito em duas sessdes: na primeira sessdo, o animal foi deixado na arena do
campo aberto, contendo dois objetos idénticos para livre explora¢do por 5 minutos; na segunda
sessao, realizada uma hora e trinta minutos depois, o objeto situado a esquerda (bola e bola) foi
substituido por um novo (bola e cubo) (Figura 12).

O indice de reconhecimento ou de discriminag¢do foi calculado como o (tempo de
exploragdo do objeto novo), menos o (tempo de exploracdao no objeto familiar) sobre o (tempo
total de exploracao dos dois objetos). Valores menores que zero (< 0) indicam falha no
reconhecimento do objeto novo.

Os seguintes comportamentos foram considerados como exploragao dos objetos: farejar,
lamber ou tocar o objeto com o nariz ou com as patas da frente ou direcionando o nariz para o

objeto a uma distancia < lcm (Dantas et al., 2023; Leger et al., 2013).

Figura 12- Representacao ilustrativa da metodologia do teste do reconhecimento de objeto
novo.
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Fonte: Criado pela autora no software BioRender.
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4. 2. 6 Avaliacao da ansiedade - Teste Elevado Zero Maze

O teste de Elevado Zero Maze (ZM) realizado na FA do protocolo, tem como objetivo
avaliar o comportamento ansioso — simile, seguindo a metodologia do teste do labirinto em cruz
elevado, esse experimento avalia o conflito caracteristico de ‘“‘aproximagdao e esquiva”
(approach-avoid conflict) do camundongo em um ambiente desconhecido (Cook; Crounse;
Flaherty, 2002), contrastando sua curiosidade natural com a tendéncia instintiva de evitar
espagos abertos, que representam um potencial risco. Esse comportamento estd diretamente
ligado a atividade neurossensorial, principalmente a visao, considerada o sentido mais relevante
para essa resposta, além do mecanismo de tigmotaxia, no qual o animal busca manter contato
parcial ou total com superficies solidas, como os bragos fechados do labirinto. A avaliagdo
consiste na medi¢ao do tempo de permanéncia nos bragos abertos e fechados, sendo o protocolo
composto por um Iminuto de habituagao seguido de 5 minutos de teste (Morato, 2006; Tucker;
McCabe, 2017).

O teste foi realizado em um aparato circular com um diametro total de 60cm, corredor
circular de Scm de largura e paredes de 16 cm de altura, com uma altura do chdao de 60cm. O
aparato ¢ suportado por 4 pernas, o que torna o dispositivo estavel (Figura 13). Os animais
foram previamente adaptados ao ambiente experimental por 30 minutos em uma sala com
iluminacao vermelha, que reduz estimulos externos.

Para a andlise estatistica dos parametros, calculou-se a porcentagem do tempo que o
animal permaneceu nos segmentos (abertos e fechados). Tempo no segmento aberto (%) =
(Tempo nos abertos / Tempo total do teste) x 100. Tempo no segmento fechado (%) = (Tempo
nos segmentos fechados / Tempo total do teste) x 100.

A interpretacdo dos resultados indica que, se o animal passar aproximadamente 30% do
tempo nos segmentos abertos, isso sugere um nivel moderado de ansiedade. Percentagens mais
altas de tempo em areas abertas indicam menor ansiedade, enquanto percentagens mais baixas
(entre 10% e 20%) estdo associadas a niveis mais elevados de ansiedade (Tucker; McCabe,

2017).
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Figura 13 - Representacdo do aparato do Teste do Elevado Zero Maze. O teste consiste em
uma arena circular elevada com dois bragos abertos e dois bracos fechados, utilizada para

avaliar comportamentos de ansiedade em roedores.

Gucm

60 cm

Fonte: Criado pela autora em software BioRender.

4.3 Avaliacao da memoria de trabalho - Teste do T Maze.

O teste T-maze (TM) realizado na FPA do protocolo experimental, esse teste ¢
amplamente utilizado para investigar a memoria de trabalho e a capacidade de aprendizagem
espacial em camundongos e ratos. Ele se baseia no comportamento natural desses animais de
explorar novos ambientes e alternar espontaneamente entre os bragos do labirinto em forma de
T. Essa alternancia ¢ um reflexo da habilidade de lembrar areas previamente visitadas, sendo
um marcador sensivel da memoria de aprendizagem.

O aparato experimental foi construido em polimetilmetacrilato, com um design ajustado
para roedores: o tronco central possui 35 cm de comprimento, enquanto os bragos laterais
medem 30 cm de comprimento, 5 cm de largura e 15 cm de altura. O piso cinza foi escolhido
para minimizar reflexos que pudessem influenciar o comportamento dos animais. Antes do
inicio do experimento, os animais foram submetidos a um periodo de adaptaciao de 30 minutos
em uma sala com luz vermelha, antes do inicio do teste.

O protocolo experimental adaptado seguiu as diretrizes estabelecidas por D’Isa, Comi e

Leocani (2021), garantindo reprodutibilidade e confiabilidade. O teste ndo exigi tempo de
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ambientacdo com o aparato, foi dividido em duas etapas principais. Na primeira etapa,
denominada tempo de amostra (T0), os animais foram colocados no brago de partida (start). Na
segunda etapa, composta por seis testes subsequentes (T1 a T6), os animais realizaram uma
sequéncia de escolhas nos bragos do labirinto, totalizando sete tentativas. A duragcdo maxima
do experimento foi de 3 minutos.

O principal pardmetro avaliado foi a taxa de alterndncia espontdnea, ou seja, a
frequéncia com que os animais escolhiam bracos diferentes em tentativas consecutivas. Esse
parametro reflete diretamente a memoria de trabalho dos individuos.

Para analise estatistica dos parametros calculou-se a porcentagem de alternancia como
indice de memoria de trabalho: [(nimero total de alternancias corretas / 6) x 100]. A
interpretagdo dos resultados da tarefa de alternancia espontanea no labirinto em T considera
que, por acaso, os animais tendem a alternar entre os bragos em aproximadamente 50% das
tentativas.

Dessa forma, valores proximos a 50% indicam um padrdo de escolha aleatorio, sem o
uso de memoria espacial. Percentuais significativamente acima de 50% sugerem que o animal
esta utilizando memoria espacial para lembrar dos bracgos ja visitados e alternar de forma
deliberada, enquanto valores inferiores a 50% podem refletir prejuizos na memoria ou
alteragdes comportamentais, como ansiedade ou desatencao.

Além disso, foram analisados os tempos de laténcia (em segundos) nos diferentes
momentos experimentais (TO0, T1, T2, T3, T4, TS e T6), os quais permitem avaliar possiveis
mudangas no comportamento exploratorio ao longo do tempo, fornecendo indicios adicionais
sobre a integridade da memoria e do estado emocional dos animais (d’Isa; Comi; Leocani,

2021).
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Figura 13- Representagao do protocolo do teste 7 Maze.
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Fonte: Criado pela autora em software BioRender.

No Treino inicial (TOA), o camundongo ¢ posicionado na extremidade sul (braco "S"), com a cabega contraria para
o centro do labirinto, permitindo que ele explore livremente o ambiente. No (TOB), o cronémetro ¢ iniciado quando
o camundongo se vira e se direciona para um dos bracos. O (TOC), o camundongo escolhe entre o brago esquerdo
e/ou direito. No (TOD), o brago escolhido é fechado com uma guilhotina, e o tempo de permanéncia do
camundongo ¢ registrado por 30 segundos. No Treino 1 (T1A), o camundongo ¢ reposicionado na extremidade sul
(brago "S"). No (T1B), o camundongo faz sua escolha entre o brago esquerdo e/ou direito novamente... cont, até o
Treino 6 e finalizando no (T6). S — Sart, E — esquerdo, D — direito, T- teste.

4. 3. 1 Avaliacdo do comportamento depressivo - Teste do Nado Forcado

O teste do Nado Forg¢ado (NF) ¢ amplamente utilizado em investigagdes cientificas para
avaliar comportamentos associados ao estresse ¢ a condi¢do depressivo-simile em roedores,
particularmente em ratos e camundongos. Desenvolvido por Roger Porsolt na década de 1970,
este teste tornou-se uma ferramenta comum em estudos nas areas de neurociéncia e
psicofarmacologia. O principio subjacente ao teste ¢ que o tempo gasto em imobilidade, ou seja,
a auséncia de movimento ativo, pode ser indicativo de um estado de "desesperanca
comportamental", um reflexo de sintomas depressivos observados em humanos.

Na configurag@o experimental, o roedor é colocado em um cilindro de acrilico de 25 cm
de altura e 10 cm de diametro, que € preenchido com 4gua em temperatura ambiente até uma

altura de aproximadamente 15 cm, essa profundidade impede que o animal toque o fundo do
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cilindro ou escape, forcando-o a nadar para se manter a tona. O teste teve duragcdo de 6 minutos
no total com 1 minuto de habituagdo no cilindro seguindo de 5 minutos de teste (Figura 14).

Durante a avaliagdo, o comportamento do roedor ¢ monitorado e registrado, com
destaque para o tempo em que o animal permanece imerso em um estado de imobilidade. A
imobilidade ¢ caracterizada por um comportamento passivo, no qual o roedor flutua na agua
sem fazer esforcos significativos para nadar ou escapar, mantendo apenas a cabeca acima da
superficie. Esse comportamento ¢ frequentemente interpretado como um indicativo de angustia
ou desamparo, sendo comparado aos sintomas de depressdo em humanos.

Ap6s o teste, o animal foi retirado da agua, cuidadosamente enxugado com uma toalha
seca e colocado em uma gaiola para recuperagdo térmica. A dgua do cilindro foi trocada entre

os testes para evitar a interferéncia de odores ou dejetos de outros animais.

Figura 14- Representagdo do Teste Nado Forgado.
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Fonte: Criado pela autora em software BioRender.
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4. 3.2 Método de Induciio de Morte (Eutanasia)

O procedimento foi realizado por decapitagdo, utilizando uma guilhotina ajustada
especificamente para a espécie, de acordo com as diretrizes éticas e regulamentacdes vigentes.
Imediatamente apos a decapitacdo, o sangue extravasado da regido cervical foi coletado em
tubos de EDTA (4cido etilenodiamino tetra-acético) de 0,5 ml para posterior analise
laboratorial. Em seguida, o encéfalo e o intestino delgado foram cuidadosamente dissecados
dentro do biotério para as analises experimentais subsequentes.

Todos os procedimentos foram conduzidos por profissionais devidamente treinados e
certificados, garantindo a execucdo precisa e ¢ética de cada etapa. A morte dos animais foi
confirmada pela observacao da separacdo completa da cabeca e do corpo (Shomer et al., 2020),
bem como pela auséncia de movimentos respiratorios (apneia) (Close et al., 1997), auséncia de
batimentos cardiacos (assistolia), auséncia de pulsa¢dao, mucosas palidas e perda do reflexo

corneal, além de outros reflexos apropriados para a espécie (Close ef al., 1996).

4. 3. 3 Dissecacao das Areas Cerebrais

Os encéfalos foram rapidamente removidos e posicionados sobre uma placa resfriada
com gelo para preservagdo (Figura 15A).

Para a retirada do cortex pré- frontal (CPF), a por¢ao anterior dos lobos frontais (em
torno de 1,5 mm a partir do bulbo olfatério) foi removida e feita uma sec¢do bilateral com o
auxilio de uma tesoura de microdissecacdo (Machado, 1985) (Figura 15B).

O cortex, uma vez separado, foi rebatido para os lados, expondo parcialmente o
hipocampo(HP), para isolar o HP, as estruturas circundantes foram cuidadosamente dissociadas
com o auxilio de uma tesoura de microdissecacdo (Meyerhoff et al., 2021). O HP foi
identificado como uma estrutura em forma de "C", localizada na regido ventromedial do
encéfalo (Jaszczyk; Stankiewicz; Juszczak, 2022). (Figura 15C).

O proximo passo envolveu a remocgao do corpo estriado (CE), uma regido subcortical,
situada abaixo do cortex, visivel como uma area arredondada e palida na face medial do

hemisfério cerebral (Aboghazleh et al., 2024) (Figura 15D).
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Figura 15 - Representagdo das etapas da dissecagdo das Areas Cerebrais A) Encéfalo B) Cortex

pre frontal, C) Hipocampo e D) Corpo Estriado.

Fonte: Laboratoério de Neupsicofarmacologia — UFC/NPDM

4. 3. 4 Dissecac¢ao do intestino delgado

A dissecagdo do intestino delgado foi realizada através da separagdo de suas trés porgdes
anatomicas: duodeno, jejuno e ileo. Inicialmente, o intestino delgado foi exposto, e o duodeno,
porc¢ao inicial do intestino proximo ao estdmago, foi identificado pela sua curta extensao e
posicao retroperitoneal (Lopez; Gogna; Khorasani-Zadeh, 2018; Wijaya; Juliantara; Utama,
2024). A seguir, foi delimitado o jejuno, segmento intermediario mais longo, caracterizado por
pregas circulares mais espessas € numerosas (Rubin; Shaker, 2015). Por fim, foi identificado o
ileo, a ultima porcdo do intestino delgado, que possui um calibre menor e se conecta ao ceco
do intestino grosso por meio da valvula ileocecal (Mahadevan, 2020). (Figura 16). Cada
segmento foi cuidadosamente seccionado e separado para andlise, assegurando a preservacao
de sua integridade estrutural. A integridade e funcionalidade do trato gastrointestinal sdo
fundamentais para a homeostase sistémica e neurologica. Foi retirado para empregar a técnica

de PCR quantitativa para avaliar a expressdo de genes relacionados a absor¢ao intestinal e a
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resposta inflamatoria.

Figura 16- Desenho representativo da dissecacao do intestino nas suas devidas porg¢des (Jejuno,
Duodeno e Ileo)

Estomago

- : 5 i Ceco

Duodeno Jejuno ileo
Fonte: Criado pela autora em software BioRender.

Ao final da dissecagdo, todas as amostras foram transferidas para tubos do tipo
Eppendorfe devidamente identificados. As amostras foram pesadas e armazenadas a -80°C para

utilizagdo nas analises subsequentes.
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4. 3.5 Testes neuroquimicos

4. 4 Dosagem dos niveis de dopamina (DA) e acido 3,4-diidroxifenilacético (DOPAC) por
(cromatografia liquida de alta performance) HPLC no lisado de tecido do corpo estriado

de camundongos.

Para a determinacdo dos niveis de monoaminas, foi utilizando cromatografia liquida de
alta performance (HPLC) com deteccao eletroquimica com um tempo de 25 minutos para a
leitura do pico das monoaminas. O equipamento utilizado foi o0 modelo Alliance-Waters®. A
deteccao foi realizada por meio de um detector amperométrico, que mede a corrente gerada pela
oxidagdo dos grupos hidroxila presentes nas monoaminas permitindo a quantificagdo precisa
dessas substancias. A técnica ¢ altamente sensivel, sendo ideal para medir pequenas quantidades
de monoaminas, que sao cruciais na regulacao de processos fisioldgicos como o estresse ,humor
e respostas inflamatorias (Silva; Menezes; Kempinas, 2007).

Método baseado nos estudos de (Nissbrandt et al., 1989). O CE foi processado para
preparo de um homogenato a 10%, utilizando sonicagao por 30 segundos em solugdo de acido
perclérico a 1%. Esse procedimento visou a extracdo eficiente dos analitos de interesse. Apos
a sonicagao, a mistura foi centrifugada a 4 °C por 10 minutos a uma velocidade de 12.000 rpm.
O sobrenadante resultante foi cuidadosamente coletado e filtrado por meio de um filtro Millex-
HA (0,45 pm, 13 mm), assegurando a remogao de particulas em suspensao.

Um volume de 20 pL do sobrenadante filtrado foi injetado no HPLC equipado com uma
coluna Symmetry® C18 (, particula de 5 um, Waters). A separacao cromatografica foi realizada
em condigdes de fluxo isocratico, utilizando como fase mével uma solugdo tamponada
composta por acido citrico (50 mM), acido heptasulfonico sodico (1,2 mM), EDTA (0,1 mM),
KCI (2 mM), acetonitrila (2,1% v/v) e metanol (9,4% v/v), ajustada para pH 3,0. Os dados
gerados foram registrados como cromatogramas, nos quais cada pico corresponde a um
composto presente na amostra. A identificacdo dos analitos foi baseada no tempo de retencdo
de cada pico, comparado a padrdes analiticos previamente analisados nas mesmas condigdes
experimentais.

Para realizar a quantificagdo, as areas dos picos foram integradas com a ajuda de um
software de HPLC. Em seguida, foi construida uma curva de calibracdo com padrdes de
concentragdes conhecidas, permitindo determinar as concentragdes dos analitos nas amostras

por interpolagdo. Os padrdes foram preparados em uma concentracdo final de 4 ng/20 pL de
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solu¢do contendo DA e DOPAC, (Sigma, MO, EUA). A partir das areas dos picos desses
padrdes, as concentracdes das amostras foram calculadas no Microsoft Excel, e os resultados
foram expressos em ng/g de tecido.

O CE foi escolhido para andlise por ser uma regido cerebral chave no controle de
funcdes motoras e comportamentais, além de apresentar intensa inervagdo por
neurotransmissores como dopamina, noradrenalina e serotonina. Esses mensageiros quimicos
exercem papel central na regulagdo do movimento, motivagdo, controle emocional e nas
atividades cognitivas (Freitas et al., 2003; Macédo, 2005; Vizi; Lajtha, 2008).

A dopamina (DA), presente tanto no sistema nervoso central quanto no periférico, esta
diretamente envolvida em processos como recompensa, modulacdo emocional, coordenagao
motora e fungdo cognitiva(Klein et al., 2019) Sua atividade pode ser avaliada por meio da
quantificagdo do 4acido 3.,4-diidroxifenilacético (DOPAC), seu principal metabdlito,
amplamente utilizado como marcador de degradagdo dopaminérgica (Liu et al., 1996).

A andlise desses componentes permite investigar alteragcdes na neurotransmissao, sendo
especialmente relevante em estudos sobre doengas neurodegenerativas, transtornos
psiquiatricos e respostas a estimulos fisiologicos ou farmacologicos (Freitas et al., 2003;
Macédo, 2005; Vizi; Lajtha, 2008). A dopamina, em especial, ¢ essencial para a modulagdo de
movimentos voluntarios e da resposta a estimulos recompensadores (Howe; Dombeck, 2016;
Jung; Shim, 2011). Dessa forma, a avaliacdo desse neurotransmissor € seu metabodlito oferece
uma medida sensivel de possiveis alteracdes neuroquimicas ligadas a disfun¢des motoras,

cognitivas e emocionais (Jokinen; Nordstrom; Nordstrom, 2009; Sher, 2007).

4. 4. 1 Dosagem de Citocinas por Kit Mouse XL Cytokine Array (R&D Systems/ARY028)
Plataforma para Detec¢cao Multiplexada de Citocinas em lisado de tecido do hipocampo

de camundongos

A quantificagdo de citocinas foi realizada, seguindo o datasheet do Kit Mouse XL
Cytokine Array (R&D Systems/ARY028) que permite a analise simultanea de até 111 citocinas
€ quimiocinas em uma Unica amostra bioldgica, como tecido, soro ou outros fluidos de
camundongos. O método baseia-se em uma membrana revestida com anticorpos especificos,
que capturam as proteinas de interesse presentes na amostra, fornecendo um perfil detalhado
do estado imunoldgico e/ou inflamatorio.

O tecido da regiao do hipocampo foi homogeneizado em solugao salina tamponada com
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fosfato (PBS, pH 7,4) até atingir uma concentragdo final de 10%, e a quantificacdo proteica foi
realizada pelo método de Bradford (Kielkopf; Bauer; Urbatsch, 2020).

As membranas foram bloqueadas com tampao de bloqueio por 1 h, incubadas com cada
pool de amostra (200 pg) durante a noite a 4 °C e, em seguida, pré-incubadas por 1 h com um
coquetel de anticorpos de deteccdo biotinilados. As membranas foram posteriormente
incubadas com estreptavidina-HRP por 30 min e lavadas com tampao de lavagem. Os niveis de
citocinas/quimiocinas foram medidos pela determinacdo da intensidade do ponto usando o
software GelAnalyzer (versdo 23.1.1), que determinou a densidade média de pixels de cada par
de pontos duplicados representando os analitos. A identificagdo dos sinais positivos foi feita
alinhando a imagem ao modelo de sobreposicao transparente fornecido pelo kit (Figura 17). A
emissdo de luz gerada pela reacdo foi registrada em filme de raios X, revelado no
fotodocumentador 1Bright 1500 (Invitrogen).

Os valores de densidade foram exportados para uma planilha, e o sinal médio de cada
analito foi calculado, subtraindo-se o sinal de fundo obtido a partir de areas claras da membrana
ou controles negativos. Por fim, os sinais obtidos em diferentes arrays (membranas individuais
usadas para as diferentes amostras) foram comparados para determinar mudangas relativas nos
niveis dos analitos entre as amostras, permitindo uma avaliagdo precisa dos perfis de citocinas.

O HP foi escolhido para analise por ser uma regido cerebral frequentemente associada a
sintomas como apatia, perda de interesse, alteragdes no sono e no apetite, além de déficits de
memoria, comuns em muitos pacientes com quadros depressivos (Jayaweera et al., 2015; Liu
et al., 2017). Além disso, estudos recentes t€m investigado a relagdo entre interleucinas
envolvidas na resposta inflamatoria na funcao hipocampal, Reverchon e colaboradores (2020)
demonstraram a relagdo da interleucina 33 (IL-33) no hipocampo e sua associagdo com déficits
cognitivos induzidos por neuroinflamagdo, como também foi visto que, a interleucina 1p (IL-
1B) expressa no Hp, tem sido implicada na mediagdo de prejuizos de memodria e em

comportamentos semelhantes a ansiedade e depressao em modelos animais (Li et al., 2017)
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Figura 17- Esquema representativo da descri¢do das etapas para a realizagdo das andlises de

citocinas.
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Fonte: Criado pela autora em software BioRender.

O tecido do hipocampo ¢ homogeneizado para a extragdo de proteinas, seguido de centrifugagdo para separar o
sobrenadante, no qual as proteinas sdo concentradas. A concentragdo proteica ¢ quantificada pelo método de
Bradford, com leitura a 595 nm para determinag@o precisa dos niveis de proteinas presentes (1). A membrana da
placa ¢é sensibilizada/bloqueada com os reagentes fornecidos pelo kit, juntamente com o homogeneizado do tecido,
para permitir a captura especifica das proteinas de interesse (2) Apos incubacdo overnight, a placa ¢ lavada para
remover os residuos ndo ligados, e a detecgdo das proteinas é realizada por meio da leitura e revelacdo da
membrana utilizando um fotodocumentador, permitindo a visualizacdo clara dos sinais gerados. (4)
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5. ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram realizadas pelo Sofiware GraphPad Prism 10 (GraphPad
Software, Inc.) e todos os dados foram expressos como média + EPM (erro padrao médio).
Inicialmente, para os testes comportamentais, foi realizado o teste de normalidade D’Agostino
e Pearson e teste de normalidade Shapiro Wilk para verificar se dados apresentam distribui¢ao
normal, sendo determinado o uso de testes paramétricos ou ndo paramétricos para a avaliagao
estatistica dos resultados. Como todos os resultados apresentaram uma distribuicdo normal,
utilizou-se a Analise de Variancia (ANOVA) de trés vias, seguida pelo teste de Bonferroni. Os
fatores considerados foram “Exposi¢cao a Spike” (Salina e Spike), “Tempo pos-exposi¢ao” (FA
e FPA) e “Linhagem” (BALB/c e C57BL/6). Em todos os testes o critério de significancia
utilizado foi de P < 0,05. Nos experimentos celulares, nas analises de concentragdo Unica, 0s
dados foram expressos como média = desvio padrao (DP) da porcentagem de inibicdo do
crescimento celular, A Concentragdo Inibitoria média (Clso) foi determinada por regressao nao
linear. Todas as analises foram realizadas em quadruplicada.

Para o teste de determinacdo de monoaminas e dosagem de nitrito/nitrato foi realizado
o teste de normalidade D ’Agostino e Pearson e teste de normalidade Shapiro Wilk para verificar
se dados apresentam distribui¢do normal, sendo determinado o uso de testes paramétricos ou
ndo paramétricos para a avaliacdo estatistica dos resultados. Como todos os resultados
apresentaram uma distribuicdo normal, utilizou-se a Analise de Variancia (ANOVA) de uma
via, seguida pelo teste de Bonferroni como teste post-hoc, para comparagdes dentro dos grupos.

Em todos os testes o critério de significancia utilizado foi de P < 0,05.
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6. RESULTADOS

6.1 Ensaios in vitro

6.1.1 Avaliacio da Viabilidade Celular e Citotoxicidade da Proteina Spike do SARS-
CoV-2 (10 pg/mL) de sobrenadantes em Astrocitos e Macrofagos RAW 264.7 por Ensaio
MTT.

No screening inicial da atividade, foram avaliadas a estabilidade, a interagao celular, os
efeitos na morfologia e a citotoxicidade da proteina Spike do SARS-CoV-2. A proteina Spike
apresentou um efeito citotoxico de inibicdo de crescimento mais acentuado sobre a linhagem
RAW 264.7 (81,70%) em comparagdo aos astrocitos (39,28%). Os dados detalhados da
atividade citotoxica das amostras testadas estdo representados na Tabela 02 e esquematizados
graficamente na (Figura 18).

Tabela 2 - Média do percentual de inibi¢do do crescimento celular (IC%) com erro da média
(EM) e (SD) desvio padrdo, das amostras na concentrag¢do Unica de 10 pg/mL.

ASTROCITO RAW 264.7
Amostra 1C% SD 1C% SD
S-SPIKE 39.28 3.43 81.70 2.81

Figura 18- Efeitos da proteina Spike do SARS-CoV-2 (10 pg/mL) de sobrenadantes sobre a
inibi¢do de crescimento em Astrocitos e Macrofagos RAW 264.7 por Ensaio MTT.
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As analises morfoldgicas na figura 19 no Astrocitos foram evidentes apds tratamento
com a proteina Spike com relagdo ao controle negativo (Figura 19A). Dentre as alteragdes,
pode-se destacar sinais de condensagao celular e irregularidade na forma. A distribuigao celular
estd menos uniforme, com areas de densidade reduzida. Essas mudangas sugerem estresse
celular e inicio de morte celular induzidos pela acdo da proteina Spike (Figura 19B).

Na linhagem RAW 264.7 na figura 19C e 19D, exibem alteracdes, como redugdo
significativa de densidade celular, irregularidades no formato celular e fragmentacdes. Ainda,
sdo visiveis diferencas na textura, com regides indicando condensag@o de cromatina e formagao

de corpos apoptdticos, confirmando a atividade da proteina Spike

Figura 19 - Efeitos da Proteina Spike do SARS-CoV-2 (10 pg/mL) de sobrenadantes sobre as
alteracdes morfoldgicas induzidas pela proteina Spike (10 pg/mL) do SARS-CoV-2 em

astrocitos e células RAW 264.7 apds 72 horas de tratamento.

e, ", \

Objetiva 10x. CN — controle negativo.

(A) Astrocitos controle negativo com morfologia regular; (B) Astrocitos expostos proteina Spike, apresentando
alteragdes morfologicas; (C) Células RAW 264.7 do grupo controle negativo com morfologia preservada; (D)
Células RAW 264.7 tratadas com proteina Spike, exibindo irregularidades (circulos) e sinais de morte celular,
(setas vermelhas).
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A concentragdo inibitéria média (Clso) foi determinada para as linhagens celulares
testadas. A proteina Spike do SARS-CoV-2 apresentou uma atividade inibitéria média superior
a maior concentragdo testada (>10 pg/mL) na linhagem de astrocitos, indicando baixa atividade
citotoxica nesse tipo celular. Por outro lado, na linhagem RAW 264.7, a proteina apresentou

uma Clso de 5,07 pg/mL, indicando uma atividade inibitoria consideravel (Figura 20).

Figura 20- Efeitos da proteina Spike do SARS-CoV-2 (10 pg/mL) de sobrenadantes sobre a
curvas de inibi¢do do crescimento em Astrocitos e Macrofagos RAW 264.7 por ap6s 72 horas
de tratamento.

125+
100

75

Proteina Spike
% de inibicdo do crescimento

-e- ASTROCITO (ICs4 >10)
-8 RAW 264.7 (ICso=15,07+0,52)

]
NC 0.08 0.16 0.31 0.63 1.2§ 2.5 5.0 10.0
ng/mL

Avaliagdo da inibi¢ao do crescimento celular em culturas de astrocitos e RAW 264.7 expostas a proteina Spike em
diferentes concentragdes. (0.8/0.16/0.31/0.63/1.25/0.63/1.25/2.5/0 /10.0). A curva de inibicdo mostra que o0s
astrocitos apresentam ICso > 10 pg/mL, enquanto a linha RAW 264.7 apresenta ICso = 5,07 + 0,52 pg/mL. NC
indica o controle negativo.
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6. 1. 2 Avaliacdo dos niveis de nitrito pela exposicio a proteina Spike do SARS-CoV-2
(10 pg/mL) de sobrenadantes em Astrdcitos e Macrofagos RAW 264.7 por dosagem de
Nitrito/ Nitrato.

Verificou-se uma diferenca significativa entre as concentragdes de proteina Spike do
SARS-CoV-2 e o controle negativo (ANOVA de uma via (F(8, 27) = 142,7, P < 0.0001). nas
concentragdes mais baixas (1,25, 0,63, 0,31, 0,16 e 0,08 pg/mL), houve um aumento
significativo na producao de NO (P < 0.0001) em relagdo ao controle. Na medida que a
concentragdo [1,25, 0,63, 0,31, 0,16 e 0,08] pg/mL da proteina Spike diminuiu, aumentou a
concentragdo [0,5,10,15 e 20] uM de nitrato/nitrito. (Figura 21A). No entanto, nas células de
astrocitos, ndo foram observadas alteragdes significativas nos niveis de nitrito entre o grupo
tratado com a proteina Spike e o controle, indicando que a resposta inflamatoria nas células
astrociticas pode ser menos pronunciada ou afetada por outros fatores experimentais (Figura
21B).

Figura 21 - Efeitos da Proteina Spike do SARS-CoV-2 (10 pg/mL) na dosagem de
nitrito/nitrato de sobrenadantes de células RAW 264.7 e sobrenadantes de Astrocitos expostas
a proteina Spike ap6s 72 horas.
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A analise estatistica foi realizada utilizando ANOVA uma via, seguida pelo teste de compara¢des multiplas de
Bonferroni. Os resultados sdo apresentados como média + desvio padrdo. Na figura o valor esta representado como
média £ EPM. *P<0,0001. CN: Controle negativo. Diferencas foram consideradas estatisticamente significativas
para P < 0,05 em relagdo ao controle negativo.
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6. 1.3 Ensaios in vivo
6.1.4 Testes Comportamentais

6. 1. 5 Efeitos da proteina Spike do SARS -CoV-2 sobre a atividade locomotora e
comportamento ansioso no Teste do Campo Aberto em camundongos, na FA e FPA,

submetidos ao modelo da SPAC.

Para a variavel "Tempo em atividade locomotora" (Fig. 22A), os dados foram analisados
por meio de um modelo de efeitos mistos (REML), com pareamento pelo fator “Tempo”,
considerando a presenga de valores ausentes. O modelo revelou um efeito significativo para a
interagdo Linhagem x Tempo x Spike (F (1,29) =6,431; P=0,0169), sugerindo uma modulacao
dependente da linhagem e da exposicdo a proteina Spike ao longo do tempo. Na linhagem
BALB/c, os animais expostos a Spike na fase aguda (SFA) apresentaram uma redugao
significativa no tempo de atividade locomotora em comparagdo ao grupo controle Salina FA (P
< 0,0001), indicando um efeito agudo da proteina sobre o comportamento exploratorio. Além
disso, os animais BALB/c SFA também diferiram significativamente do grupo SFPA (P =
0,0184), sugerindo uma recuperagdo parcial do desempenho locomotor na fase pds-aguda. Na
linhagem C57BL/6, foi observada uma diferenca significativa entre os grupos Salina FA e SFA
(P =0,0362), demonstrando um efeito semelhante ao observado em BALB/c, porém de menor
magnitude. Esses dados indicam que a exposi¢do a proteina Spike compromete
significativamente a atividade locomotora de forma aguda, sendo esse efeito mais acentuado
nos animais da linhagem BALB/c.

A analise estatistica do nimero de rearings (Fig. 22B) foi conduzida por meio de um
modelo de efeitos mistos (REML), com pareamento pelo fator Tempo, devido a presenga de
valores ausentes nos dados. A andlise revelou um efeito principal significativo para o fator
Linhagem (F(1,36) = 128; P < 0,0001), indicando que o perfil comportamental de rearings
difere substancialmente entre as linhagens de camundongos. O fator Tempo também apresentou
efeito significativo (F(1,33) = 8,91; P = 0,0053), sugerindo modulagao temporal da atividade
exploratoria. Além disso, foi observada uma interacao significativa entre os fatores Linhagem
x Tempo (F(1,33) =5,66; P=0,0233), indicando que a variagao ao longo do tempo depende da
linhagem testada. O teste post hoc revelou, na linhagem BALB/c, uma redugdo significativa no
nimero de rearings no grupo SFPA em comparacdo ao grupo Salina FPA (p = 0,0299). Esse

resultado indica que a exposi¢do a proteina Spike resultou em diminui¢do da atividade
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exploratdria vertical na fase pos-aguda.

Nos demais grupos e¢ na linhagem C57BL/6, ndo foram observadas diferengas
estatisticamente significativas visiveis, reforcando que o efeito da Spike sobre o
comportamento exploratorio ¢ mais pronunciado em animais BALB/c durante a fase tardia do
experimento.

A andlise estatistica do nimero de gromings (Fig. 22C), com pareamento pelo fator
Tempo, devido a presenga de dados ausentes. O modelo revelou um efeito principal
significativo para o fator Linhagem (F (1,36) = 4,44; P = 0,0421), indicando que o nimero de
episodios de groming difere entre as linhagens de camundongos. Além disso, foi observada uma
interagdo significativa entre os fatores Linhagem x Spike (F (1,36) = 6,20; P = 0,0175),
sugerindo que o efeito da exposicdo a proteina Spike sobre o comportamento de groming ¢é
dependente da linhagem. Na linhagem C57BL/6, os animais expostos a proteina Spike na fase
aguda (SFA) apresentaram um aumento significativo no numero de episoédios de grooming em
comparag¢do aos animais do grupo controle Salina FA (P = 0,0191). Este resultado indica que a
exposicado a Spike promoveu um aumento na atividade autoestimuladora logo apods a
administracao, sugerindo um possivel efeito ansiogénico agudo neste contexto. Na linhagem
BALB/c, nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos
experimentais, embora os valores absolutos tenham se mantido relativamente estaveis entre os
grupos.

A andlise por modelo de efeitos mistos (REML), com pareamento pelo fator Tempo,
indicou um efeito principal altamente significativo para o fator Linhagem (F(1,36) = 90,3; P <
0,0001), evidenciando que o tempo gasto na zona central do campo aberto difere
substancialmente entre as linhagens de camundongos (Fig. 22D). Na linhagem BALB/c, foi
observada uma diferenga altamente significativa entre os grupos Salina FPA e SFPA no tempo
total gasto na zona central do campo aberto (P = 0,0001). Os animais expostos a proteina Spike
quando na fase pos-aguda (SFPA) apresentaram um aumento expressivo nesse parametro em
comparag¢do ao grupo Salina (Média: 40,08 s vs. 3,944 s), com uma diferenca de 36,14 segundos.
Esse achado indica um aumento na exploracdo da zona central apos a exposicao a Spike,
possivelmente refletindo reducao do comportamento ansioso (podendo também ser interpretado
como aumento do tempo de risco na linhagem BALB/c. Na linhagem C57BL/6, a comparagao
entre os grupos Salina FPA e SFPA ndo revelou diferenca estatisticamente significativa (P =
0,4597), com médias de 137,7 s e 108,6 s, respectivamente. Isso sugere que, nesta linhagem, a

exposicao a Spike na fase pds-aguda nao modulou significativamente o tempo gasto na zona
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central.

A analise de variancia trifatorial (trés vias ANOVAM), com pareamento pelo fator
Tempo, indicou efeitos principais significativos para os fatores Linhagem e Spike. O fator
Linhagem respondeu por 13,6% da variacdo total e apresentou significancia estatistica robusta
(F(1,36) = 14,89; P = 0,0005), indicando que o nimero de pelotas fecais difere de forma
consistente entre as linhagens de camundongos avaliadas. O fator Spike, responsavel por 6,16%
da variacdo, também foi estatisticamente significativo (P = 0,0136), demonstrando que a
exposi¢do a proteina Spike influenciou esse marcador comportamental relacionado a ansiedade.

Apesar disso ndo foi vista alteracdo significativa no teste de post hoc (Fig. 22E).
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Figura 22 - Efeito da Spike (10pg/animal/dia) com o teste campo aberto: (A) tempo de
atividade locomotora, (B) numero de rearings, (C) nimero de groomings, (D) Tempo na zona
central (E) nimero de pelotas fecais.

80
P <0.0001 P=0.0184 P =0.0362 60

T P =0.0299
= 40
‘ \ 20
FA ' FPA

=l L mic Im =

=
=
1

Tempo em atividade
locomotoa (s)
[ -
< =
1 1

Numero de Rearings

FA FA FPA FPA
BALB/C C57BL/6 BALB/C C57BL/6
Salina Spike Salina Spike
= = [ == |
FA FA FPA FPA
c D
89 200
P=0.0191 . P =0.0001
o)
= 6] § 150
R=7 =
En 8
= <
g 47 £ 100
g =
B =
€]
] |l| i i N
om0
|1
0 T T 0- T
FA FPA FA FPA FA FPA FA FPA
BALB/C C57BL/6 BALB/C C57BL/6
E
8_
=
z
-
S
=3
S 4
="
=]
£ 2
£
=]
z
) FA FPA FA ' FPA
BALB/C C57BL/6

Os resultados sdo expressos como a média = EPM (n = 8-10 animais/grupo). A analise estatistica foi determinada
por ANOVA de trés vias, seguido pelo teste de Tukey. Modelo de SPAC induzido por Spike, aplicagdo de dose
Unica. Abreviaturas: FA -Fase aguda; FPA — Fase pos aguda.
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6. 1. 6 Efeitos da proteina Spike do SARS - CoV -2 sobre a memoria de reconhecimento
no Teste de Reconhecimento do Objeto Novo em camundongos nas fases, FA e FPA,
submetidos ao modelo da SPAC.

A analise por modelo de efeitos mistos (REML), com pareamento pelo fator Tempo,
revelou que nenhum dos fatores principais nem suas interacdes afetaram significativamente o
indice de reconhecimento dos animais. O fator Linhagem apresentou um valor de p limitrofe,
mas ndo significativo (F(1,59) = 3,242; P = 0,0769), sugerindo uma possivel tendéncia de

diferenca entre as linhagens, embora sem significancia estatistica robusta.

Figura 22- Efeito da proteina Spike (10pug/animal/dia) sobre a memoria de reconhecimento em
camundongos submetidos ao modelo de SPAC.
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Os resultados sdo expressos como a média = EPM (n = 8-10 animais/grupo). A analise estatistica foi determinada
por ANOVA de trés vias, seguido pelo teste de Bonferroni. Modelo de SPAC induzido por Spike, aplicacdo de dose
unica de 10pg. (Abreviaturas: FA -Fase aguda; FPA — Fase pds aguda).

6. 2 Efeitos da proteina Spike do SARS - CoV -2 sobre avaliacio da ansiedade - Teste
Elevado Zero Maze em camundongos

A analise estatistica do desempenho dos animais no teste do Zero Maze, realizada por
modelo de efeitos mistos (REML) com pareamento pelo fator Tempo, revelou que o tempo
experimental (P = 0,0276) e a exposi¢do a proteina Spike (P = 0,0088) influenciaram
significativamente o comportamento ansioso dos animais. Embora o fator Linhagem
isoladamente nao tenha alcancado significancia estatistica (P = 0,0772), observou-se uma
tendéncia sugestiva de efeito.

Além dos efeitos principais, foram identificadas interagdes significativas entre os fatores.
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A interacdo Linhagem x Tempo foi altamente significativa (P < 0,0001), indicando que o efeito
do tempo experimental no comportamento depende da linhagem genética. Também foram
observadas interagdes significativas entre Linhagem x Spike (P = 0,0120) e entre Tempo x
Spike (P = 0,0016), sugerindo que a modulacdo do comportamento ansioso pela exposi¢ao
inflamatoria depende tanto do tempo de avaliagdo quanto da linhagem dos animais. A interacao
tripla Linhagem x Tempo x Spike ndo foi significativa (P = 0,1089), o que indica que os efeitos
combinados sdo majoritariamente explicados pelas interagdes duplas.

Na linhagem BALB/c, observou-se que os animais expostos a proteina Spike na fase
aguda (SFA) apresentaram um aumento significativo no tempo no segmento aberto em
comparagdo ao grupo controle Salina FA (diferenca média = —56,68; P <0,0001), indicando um
aumento no comportamento tipo ansioso logo apos a exposi¢do (Fig. 24). Na linhagem

C57BL/6, nenhuma diferenga significativa foi observada.

Figura 23- Efeitos da proteina Spike (10pg/animal/dia) sobre a ansiedade no teste Zero Maze
em camundongos submetidos ao modelo de SPAC entre as linhagens BALB/c e C57BL/6.
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Os resultados s@o expressos como a média £ EPM (n = 8-10 animais/grupo). A analise estatistica foi determinada
por ANOVA de trés vias, seguido pelo teste de Bonferroni. Modelo de SPAC induzido por Spike, aplicagdo de dose
unica de 10pg. Abreviaturas: FA -Fase aguda.



80

6. 2.1 Efeitos da proteina Spike (10png/animal/dia) sobre o déficit na memoria de trabalho
e capacidade de aprendizagem espacial por alterniancia espontinea - Teste T Maze em

camundongos na FPA submetidos a0 modelo de SPAC.

A avaliagdo do desempenho dos animais no teste de 7 maze foi realizado através da
analise de dois fatores (ANOVA), em FPA a linhagem BALB/c e C57BL/6, considerando como
variaveis o numero de alternancias e o tempo de laténcia. Os resultados revelaram uma
interagdo significativa envolvendo o fator Linhagem [F(3, 36) = 4,574; P = 0,0082], sem
interagdo significativa entre os quatro fatores experimentais: Spike, Salina, FA e FPA. Na
linhagem BALB/c, os animais expostos a proteina Spike apresentaram uma reducdo
significativa nas alternancias espontaneas em comparac¢ao ao grupo controle tratado com salina
(P=10,0201) (Figura 25A).

No que se refere ao tempo de laténcia para a realizagdo da tarefa, mensurado nos
diferentes pontos temporais (T0 a T6), nao foram observadas diferencas significativas entre os
grupos expostos salina e aqueles expostos a proteina Spike. No entanto, através da anélise de
duas vias (ANOVA) identificou-se uma interag¢do significativa entre os fatores experimentais
Spike, Salina, FA e FPA [F(3, 252) = 5,202; P=0,0017], sem evidéncia de interagdo com o fator
Linhagem (Figura 25B). Assim, pode-se inferir que a exposi¢do a proteina Spike nao
comprometeu o tempo de laténcia, associado ao processo de tomada de decisdao. Entretanto, no
parametro de alternancia espontanea, verificou-se que a linhagem BALB/c apresentou prejuizos
na fung¢do executiva, evidenciando um comprometimento da memoria de trabalho no

desempenho dessa tarefa na fase pds-aguda.
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Figura 24 - Efeitos da proteina Spike (10ug/animal/dia) sobre memoria de trabalho em
camundongos submetidos ao modelo de SPAC entre as linhagens BALB/c e C57BL/6.
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Os resultados sdo expressos como a médiatEPM (n = 8-10 animais/grupo). A analise estatistica foi determinada
por duas vias ANOVA, seguido pelo teste de Bonferroni. Modelo de SPAC induzido por Spike, aplicacdo de dose
unica de 10pg. Animais na fase adulta. Teste na fase pos aguda (FPA)
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6. 2. 2 Efeitos da proteina Spike (10png/animal/dia) avali¢do do tempo de imobilidade sobre
o comportamento depressivo no teste do nado forcado em camundongos, FA e FPA,
submetidos ao modelo da SPAC.

A anélise estatistica foi conduzida por meio de ANOVA de dois fatores, revelou
interacoes estatisticamente significativas envolvendo o fator Linhagem [F(3, 54) = 11,90; P <
0,0001], bem como uma interagdo significativa entre os quatro fatores experimentais: Spike,
Salina, FA e FPA [F(3, 54) = 13,09; P < 0,0001]. Na linhagem BALB/c, o grupo exposto a
proteina Spike apresentou maior tempo de imobilidade em comparag@o ao grupo Salina na FA
(P<0,0001), enquanto na FPA ndo houve diferenca significativa entre os grupos. Na linhagem
CS57BL/6, ndo foram observadas diferengas significativas entre os grupos Salina e Spike em
nenhuma das fases experimentais (Figura 26). Os camundongos BALB/c mostraram-se mais
sensiveis apds a exposicao a proteina Spike, apresentando aumento do tempo de imobilidade,
um indicativo de comportamento ansioso. Em contraste, os camundongos C57BL/6 exibiram
niveis globalmente mais baixos de imobilidade, sugerindo um perfil comportamental

intrinsecamente mais ativo e menos susceptivel aos efeitos da exposicao.
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Figura 25- Efeitos da proteina Spike (10pg/animal/dia) sobre o tempo de imobilidade em

camundongos submetidos ao modelo de SPAC.
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Os resultados sdo expressos como a médiatEPM (n = 8-10 animais/grupo). A analise estatistica foi determinada
por duas vias ANOVA, seguido pelo teste de Bonferroni. Modelo de SPAC induzido por Spike, aplicacdo de dose
unica de 10pg. (Abreviaturas: FA -Fase aguda; FPA — Fase pds aguda).

6. 2. 3 Efeitos da proteina Spike (10ng/animal/dia) avalicio dos pesos (em gramas) nos
camundongos, na FA FPA, submetidos ao modelo da SPAC.

No grupo BALB/c, observou-se que os camundongos expostos salina apresentaram um
aumento progressivo e consistente no peso ao longo do tempo. Em contraste, os camundongos
expostos proteina Spike também ganharam peso, mas de forma significativamente reduzida em
comparagdo ao grupo tratado com salina. Diferencas estatisticamente significativas foram
observadas a partir do 7° dia e se mantiveram até¢ o final do experimento, com niveis de
significancia de (P < 0,0001). Isso sugere um impacto negativo do tratamento com proteina
Spike sobre o ganho de peso nessa linhagem (Figura 27A).

A média de peso no grupo salina foi de 24,85 g (+ 0,76), enquanto no grupo tratado com a
proteina Spike foi de 22,81 g (£ 0,59). Os dados da linhagem C57BL/6, o aumento de peso foi

mais gradual e apresentou variagdo igual entre os individuos, conforme indicado pelos desvios
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padrao maiores. No entanto, diferentemente do observado na linhagem BALB/c. A média de

peso no grupo salina foi de 24,57 g (£ 0,38), enquanto no grupo tratado com a proteina Spike

foi de 26,21 g (£ 0,30) (Figura 27B).

Figura 26 - Medida de peso ponderal em gramas dos camundongos das linhagens BALB/c (A)
e C57BL/6 (B). Os pesos foram registrados nas FA e FPA.
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Os dados sdo expressos como média = erro padrio da média (EPM), e as comparagdes foram realizadas por
ANOVA de duas vias com teste de Bonferroni multiplas comparacdes test. P < 0,05 foi considerado
estatisticamente significativo. ***(P < 0,0001).
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A Tabela 3 apresenta um compilado das andlises comportamentais realizadas entre as

linhagens BALB/c e C57BL/6 tratadas com salina e expostos a proteina Spike.

Tabela 3 — Compilado dos resultados dos testes comportamentais das Linhagens BALB/c e

CS57BL/6.
Comportamento Comparacgio Fase Resultado Interpretacio
Avaliado
Tempo em atividade BALB/c FA percorreu menor
locomotora (Campo Spike distancia
Aberto)
Tempo em atividade BALB/c FPA percorreu maior
locomotora (Campo Spike distancia
Aberto)
Tempo em atividade C57BL/6 FA percorreu menor
locomotora (Campo Spike distancia
Aberto)
Numero de Rearings BALB/c vs. FA e FPA BALB/c, FPA
(Campo Aberto) BALB/c (Spike) apresentou menos
rearings
Nutmero de C57BL/6 FA Maiores nimeros
Grooming (Campo Spike de grooming
Aberto)
Permanéncia na BALB/c FPA BALB/c passou
Zona Central Spike mais tempo na
(Campo Aberto) zona central na
FPA
Reconhecimento de C57BL/6 Spike FPA Déficit cognitivo
Objeto Novo (NOR) valor de referéncia expostos Spike
(<0
Tempo no Segmento BALB/c FA BALB/c explorou
Aberto (Zero Maze) Spike. valor de referéncia mais o0 segmento
(<30%) aberto, possivel
desorientag¢do
Alternancia BALB/c FPA Déficit de memoria
Espontanea Spike. valor de referéncia espacial nos
(Labirinto em T) (>50%) BALB/c expostos
Spike
Tempo de BALB/c FA Aumento do tempo
Imobilidade (Teste Spike de imobilidade
Nado Forg¢ado) (comportamento
ansioso)

Fonte: Elaborado pela autora
FA: Fase aguda: £3 Aumento; EJ Reducdo; V'S: Versus
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6.2. 4 Testes neuroquimicos

6. 2. 5 Efeitos da proteina Spike (10pg/animal/dia) na determinacdo dos niveis de
Dopamina (DA) e seu metaboélito (DOPAC) e da taxa de metabolizacio em corpo estriado
de camundongos das linhagens BALB/c e CS7BL/6 induzidos ao modelo de SPAC.

Os niveis de dopamina (DA) e de 4cido 3,4-diidroxifenilacético (DOPAC), metabolito
da dopamina, foram determinados no lisado do tecido de corpo estriado por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Na linhagem BALB/c, ndo houve diferenca
significativa nos niveis de DA entre os grupos expostos salina e proteina Spike. No entanto, os
niveis de DOPAC foram significativamente mais elevados no grupo tratado com a proteina
Spike em comparagdo com o grupo salina (P=0,0121), sugerindo um aumento no metabolismo
da dopamina nesses animais. Na linhagem C57BL/6, os niveis de DA ¢ DOPAC nao
apresentaram diferengas significativas entre os grupos expostos salina ou proteina Spike. Os
niveis de ambos os compostos foram significativamente mais baixos nessa linhagem em
comparagdo com os niveis observados na linhagem BALB/c, com diferenga significativa para
o DOPAC (P < 0,0001) (Figura 27A). Os dados indicam uma resposta distinta ao tratamento
com a proteina Spike entre as linhagens BALB/c ¢ C57BL/6, com a linhagem BALB/c
apresentando um metabolismo aumentado de DA, evidenciado pelos niveis mais elevados de
DOPAC no grupo tratado. Em contrapartida, a linhagem C57BL/6 ndo demonstrou alteragdes
significativas, sugerindo possiveis diferencas genéticas ou metabolicas que modulam a resposta
ao tratamento.

A andlise da taxa de metabolizagdo (relagio DOPAC/DA) nas linhagens BALB/c e
C57BL/6, ndo mostrou diferengas entre os grupos expostos salina e proteina Spike. No entanto,
na linhagem BALB/c, os niveis da taxa de metabolizacdo foram significativamente mais
elevados tanto no grupo tratado com a proteina Spike (P < 0,0001) quanto no grupo tratado com
salina (P = 0,0006), em comparagdo com os respectivos grupos da linhagem C57BL/6 (Figura

27B).
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Figura 27 - Efeitos da proteina Spike (10pg/animal/dia) na determinagdo dos niveis de
Dopamina (DA) e seu metabolito (DOPAC) (A) e determinagdo das taxas de metabolizacao (B)
em corpo estriado de camundongos das linhagens BALB/c e C57BL/6 ap6s a eutandsia na fase
pos aguda, induzidos ao modelo de SPAC.
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Niveis de dopamina (DA) e seu metabdlito DOPAC (em ng/g de tecido) em duas linhagens de camundongos:
BALB/c e C57BL/6, expostos a dois tratamentos diferentes: salina e proteina Spike no corpo estriado.
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6. 2. 5 Dosagem de citocinas no lisado de tecido do hipocampo de camundongos das
linhagens BALB/c e CS7BL/6 expostos controle salina ou proteina Spike
(10pg/animal/dia), apds a eutanasia na fase pos aguda induzidos ao modelo de SPAC.

A dosagem das citocinas foi determinada seguido os dados do datasheet do Kit
Proteome Profiler Mouse Cytokine Array. Um arranjo de anticorpos baseado em membrana
para a determinagdo paralela dos niveis relativos de citocinas e quimiocinas (Mean pixel). Este
método permitiu identificar principais citocinas com regulacdo diferencial entre os grupos
BALB/c e C57BL/6 (Figura 28 A - D). Foram identificadas citocinas com expressdo aumentada
(regulagdo positiva) e diminuida (regulagdo negativa) em ambos os grupos, destacando as
diferencas no perfil inflamatério e imunoldgico entre as linhagens.

Figura 28 - Membranas representando de expressao das citocinas obtidas por meio do kit

Mouse XL Cytokine Array, utilizando lisados de hipocampo das linhagens BALB/c e
C57BL/6.
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A. Padrao de expressdo das citocinas no grupo BALB/c tratado com salina; B. Padrdo de expressao das citocinas
no grupo C57BL/6 tratado com salina. C. Padrdo de expressdo das citocinas no grupo BALB/c tratado com a
proteina Spike; D. Padrdo de expressdo das citocinas no grupo C57BL/6 tratado com a proteina Spike.

Nos controles (Salina) das linhagens BALB/c e C57BL/6, sem o tratamento com a
proteina Spike do SARS-CoV-2, foram bloqueadas varias citocinas, destacando-se a presenca
de adiponectina, fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF), CD31, CD40 ligante, fator
complementar D , Cripto-1, Dkk-1, DPPIV, EGF, EMMPRIN, endoglina, ligante Fas, FGF
basico, G-CSF, GM-CSF, IFN-y, IGFBP-2, IL-1a, IL-1p, IL-1ra, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6,
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IL-8, IL-10, IL- 13, IL-18 bpa, IL-23, IL-31, MIP-1a, MIP-3a, MMP-9, osteopontina,
pentraxina 3, PF4, RBP- 4, SHBG, trombospondina-1, TNF-a e uPAR (Figura 29A).

As citocinas encontradas no grupo controle (Salina), desempenham papéis fundamentais
em processos inflamatdrios e imunoloégicos, regulando desde uma resposta imune inata até
mecanismos adaptativos. A presenga dessas moléculas em ambos os grupos indica uma linha
basal de atividade imunoldgica e inflamatdria que pode ser comparada para avaliar os efeitos
especificos do tratamento com a proteina Spike.

Figura 29 - A expressdo diferencial de citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento e outras
proteinas soltiveis analisadas em sobrenadantes de tecido hipocampal de animais do grupo

Salina (figura 29A) e Spike (Figura 29B) , BALB/c e C57BL/6, apds a eutandsia na fase pos
aguda utilizando o kit Mouse XL Cytokine Array.

Salina B

Spike

BALB/c - Spike

A

BALB/c - Salina

C57BL/6 - Salina
I

CS7BL/6 - Spike

Adiponectin Adiponectin
BDNF Angiopoietin-1-

CD31 BDNF

CD40 ligand C-Reactive Protein
Complement Factor D 200 CD31-
Cripto-1 CD40 ligand -
Dkk-1 Complement Factor D—
DPPIV
EGF
EMMPRIN
Endoglin
Fas Ligand

FGF basic
Flt-3 Ligand
G-CSF
ICAM-1
IFN-y
IGFBP-2
IL-11
IL-13
IL-18 Bpa
1L-19
IL-1ra
IL-1a
IL-18
IL-2
1L-22
IL-23
1L-24
IL-3
1L-31
1L-4
IL-6
IL-8
1P-10
MCP-3
MIP-3a
MIP-38
MMP-9
Osteopontin
Pentraxin 3
PF4
RBP-4
Relaxin-2
SDF-1a
SHBG
TARC
TFF3
TR
Thrombospondin-1
TIM-3
TNF-a

Citocinas

Endoglin
FGF basic
Flt-3 Ligand -

Citocinas

Osteopontin

PDGF-AA—

PDGF-AB/BB -
Pentraxin 3

Thrombospondin-1-
uPAR
Vitamin D BP

Os niveis relativos de expressdo foram representados por um gradiente de cores: azul indica baixa expressao,
passando por roxo (niveis intermediarios), até vermelho (alta expressao). Areas em branco indicam auséncia de
detecgdo ou dados indisponiveis.
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Apos analise de comparagdo dos sinais em relacdo ao grupo Salina, pode-se verificar
que para linhagem C57BL/6 tratada com Proteina Spike, foi identificada uma expressiva supra
regulacao de citocinas relacionadas a processos inflamatérios e neuroprotetores. O fator
neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) apresentou niveis notavelmente elevados (49,00),
indicando a ativagdo de mecanismos associados a plasticidade neuronal e a neuroprote¢cdo. De
maneira similar, o antagonista do receptor de interleucina-1 (IL-1ra) exibiu a maior densidade
entre todas as citocinas analisadas (96,50), sugerindo um importante papel regulador na
contengao de respostas inflamatorias exacerbadas (Figura 29B).

A interleucina-15 (IL-15), reconhecida por sua participagdo na ativagdo de células T e
nas respostas imunologicas inatas, também demonstrou niveis elevados (44,50), refor¢ando o
perfil pro-inflamatdrio caracteristico deste grupo. Além disso, a quimiocina MIP-3f apresentou
uma densidade média de 52,00, apontando para sua provavel contribui¢do na migracao celular
e organizagdo tecidual, processos essenciais em respostas inflamatorias e na regeneragdo
tecidual (Figura 30). Por outro lado, algumas citocinas apresentaram baixa expressao (infra
regulacao) na linhagem C57BL/6 apos tratamento com a Proteina Spike.

A interleucina-24 (IL-24) exibiu uma densidade de apenas 0,32, refletindo uma
expressao reduzida dessa citocina, que estd tipicamente envolvida na regulacdo da resposta
inflamatoria e apoptose. De forma Osemelhante, a IL-34 e a IL-2 apresentaram niveis limitados
ou indetectaveis, sugerindo uma menor ativagdo de vias relacionadas a imunidade adaptativa
neste grupo (Figura 29B).

Na linhagem BALB/c, observou-se uma expressdo marcadamente elevada da
interleucina-22 (IL-22), com uma densidade de 58,00, destacando-se como a citocina mais
expressa neste grupo. A IL-22 ¢ amplamente reconhecida por seu papel protetor em tecidos
epiteliais € na resposta imune contra infecgdes, sugerindo um perfil anti-inflamatorio e
reparador caracteristico deste grupo. Outras citocinas com niveis elevados incluem a globulina
de ligagdo ao hormonio sexual (SHBG), com uma densidade de 1,75, envolvida no metabolismo
hormonal, e a IL-2, com densidade de 1,71, que exerce um papel crucial na ativagdo de
linfécitos T (Figura 30).

Por outro lado, algumas citocinas apresentaram baixa expressao no grupo BALB/c. A
proteina de ligagao ao retinol 4 (RBP-4), associada ao metabolismo da vitamina A, apresentou
uma densidade muito baixa (0,13), assim como a Pentraxina 3 (PTX3), uma proteina envolvida
na imunidade inata, com densidade de 0,31. Notavelmente, a BDNF, altamente expressa na

linhagem C57BL/6, apresentou uma expressao substancialmente reduzida no grupo BALB/c
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(0,32), destacando uma regulagdo diferencial significativa entre os grupos. De maneira similar,
a IL-lra, que alcangou os maiores niveis na linhagem C57BL/6, apresentou valores
consideravelmente mais baixos no grupo BALB/c (0,42) (Figura 31). As analises evidenciaram
um perfil imunoldgico distinto entre as linhagens C57BL/6 Proteina Spike e BALB/c Proteina
Spike, refletindo diferencas nas respostas inflamatorias, adaptativas e protetoras.

Comparando as linhagens BALB/c e C57BL/6, observou-se diferencas no perfil de
expressao de citocinas. A linhagem C57BL/6 expostos a Spike apresentou uma expressao
marcadamente elevada de BDNF (49,00), IL-1ra (96,50) e IL-15 (44,50), destacando uma
predominancia de vias relacionadas a neuroprotecao, inflamagao e ativagcdo da imunidade inata.
Adicionalmente, a citocina MIP-3 foi mais expressa nesse grupo (52,00), refor¢ando sua
participag¢@o na migracdo celular e no recrutamento imunologico.

Por outro lado, a linhagem BALB/c demonstrou uma maior expressao de IL-22 (58,00),
a citocina mais expressa nesta linhagem, indicando um perfil mais associado a prote¢ao epitelial
e respostas anti-inflamatorias. A IL-2 (1,71) também apresentou maior expressao no BALB/c,
evidenciando a ativagao de linfocitos T e a modulagdo da imunidade adaptativa. Outras
citocinas com expressao moderada incluem o SHBG (1,75), envolvido no metabolismo
hormonal.

Diferencas adicionais foram observadas em citocinas com baixa expressdo, em Balb/c,
citocinas como RBP-4 (0,13) e Pentraxina 3 (0,31), ambas relacionadas a imunidade inata,
apresentaram niveis reduzidos. Ja na linhagem C57BL/6, a IL-24 (0,32) mostrou baixa
expressao, ¢ a IL-2 foi ausente, sugerindo uma menor ativacao de vias adaptativas. Por fim, os
resultados destacaram uma regulagdo diferencial marcante entre os grupos. Enquanto o
C57BL/6 apresentou um perfil pro-inflamatério e neuroprotetor mais robusto, o BALB/c
evidenciou uma maior associagdo com citocinas que modulam a imunidade adaptativa ¢ a
reparagao tecidual. Essas diferencgas refletem particularidades fundamentais nas respostas
inflamatorias e imunolodgicas dos grupos, oferecendo insights valiosos sobre os mecanismos
experimentais em estudo.

A linhagem BALB/c tratado com salina apresenta um perfil de vigilancia imune e
regeneragao tecidual, caracterizado por um baixo grau de inflamacao ativa. Esse cenario sugere
um estado de homeostase imunologica, mantendo a capacidade de responder rapidamente a
estimulos sem apresentar sinais de ativagdo inflamatoria exacerbada. Ja a linhagem C57BL/6
tratado com salina exibe um perfil de ativacao basal da inflamagao, evidenciado pela expressao

de citocinas pro-inflamatorias, como IL-1B e IL-18. No entanto, essa ativacdo ¢
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contrabalangada por mecanismos regulatdrios, como a presenga de IL-1ra, indicando uma
imunidade inata mais vigilante e controlada mesmo em condigdes basais. Nas linhagens
C57BL/6, as citocinas apresentam um perfil predominantemente pré-inflamatorio, associado a
uma resposta neuroprotetora. Em contrapartida, na linhagem BALB/c, observa-se um perfil
direcionado para a imunidade adaptativa e a reparagdo tecidual.

Para comparar as distribui¢des das citocinas entre os grupos de forma ndo paramétrica,
foi realizado o Teste de Mann-Whitney (ndo paramétrico), pode-se verificar um aumento
significativo (P < 0.0001) entre as médias de expressao de citocinas para o C57BL/6 (média
12.33 £2,33) em comparagdo como BALB/c (média 3.15 + 1.81) (Figura 31).

De forma geral, nos resultados obtidos, observou-se uma diferenca significativa na
expressao de citocinas entre os grupos BALB/c e C57BL/6. A analise revelou uma maior
densidade média de citocinas no grupo C57BL/6 (P <0,0001), evidenciando uma ativagao mais
robusta de vias inflamatorias e imunoldgicas nesta linhagem, em comparagao ao grupo BALB/c.
O grupo BALB/c apresentou valores mais baixos de expressdo, sugerindo uma ativagao

imunologica menos pronunciada, com um perfil de expressao citocinica mais moderado.

Figura 30 - Distribui¢do da densidade média de citocinas expressas nos sobrenadantes de
tecido hipocampal de camundongos das linhagens BALB/c e C57BL/6, na fase pos aguda
analisada pelo kit Mouse XL Cytokine Array.

150
p<0.0001

|
i e BALB/
100 n m C57BL/6

Citocinas (Densidade média)

BALB/c CS57BL/6

Os pontos representam os valores individuais, e as linhas vermelhas indicam a mediana para cada grupo. A andlise
estatistica pelo Teste de Mann-Whitney (ndo paramétrico) com diferenga significativa entre os grupos (P< 0,0001),
com maior densidade no grupo C57BL/6.
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7. DISCUSSAO

Nossos achados demonstraram os efeitos da proteina Spike do SARS-CoV-2 na
modulagdo das respostas imunologicas Thl e Th2, bem como em comportamentos associados
a ansiedade, depressdo e cognicao, caracteristicas persistentes na SPAC. Por meio de estudos
in vitro e in vivo, utilizando camundongos das linhagens BALB/c e C57BL/6, foi possivel
compreender os eventos imunologicos e os déficits de memoria de curto prazo induzidos pela
proteina Spike. Esses efeitos foram relacionados as alteracdes inflamatorias, bem como nos
niveis de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, além de seu impacto nas citocinas em areas
cerebrais como hipocampo e corpo estriado.

Nos experimentos in vitro, especificamente no teste de MTT, a proteina Spike
demonstrou capacidade de inibi¢do mais pronunciada frente a linhagem RAW 264.7 e astrocitos,
reforgando o papel da proteina Spike na indugdo de respostas inflamatorias e no
comprometimento celular, fundamentais para o entendimento das complicagdes
neuroimunologicas associadas a COVID-19 (Alves, 2023).

Na analise morfologica, os astrocitos expostos a proteina Spike apresentaram sinais de
condensagao celular, irregularidade na forma e distribui¢do menos uniforme, estresse celular e
inicio de morte celular. O SARS-CoV-2 pode infectar astrocitos, levando a alteragdes no
metabolismo energético dessas células. O virus aumenta o gasto energético dos astrdcitos para
se replicar, o que compromete a funcdo neuronal e contribui para sintomas neurologicos
observados em pacientes com COVID-19 (Crunfli ef al., 2022). Nas células RAW 264.7, a
redu¢do na densidade celular, irregularidades na forma e fragmenta¢des podem indicar uma
inducdo de apoptose, direcionando um impacto direto na funcionalidade imunoldgica através
dos macrofagos.

Embora os astrocitos possam ser menos suscetiveis a morte celular direta, a infec¢ao
pelo SARS-CoV-2 pode levar a alteragdes especificas, incluindo mudangas no metabolismo
energético e na producao de citocinas pro-inflamatorias. Essas alteracdes afetam os neuronios,
ja que os astrdcitos desempenham um papel crucial no suporte e manutencdo do ambiente
neuronal (Crunfli et al., 2022).

Os achados do presente estudo demonstram que SARS-CoV-2 induz citotoxicidade e
alteragdes funcionais em diferentes tipos celulares. A maior sensibilidade dos macréfagos RAW
264.7 a citotoxicidade direta destaca a importancia de investigar os efeitos imunomoduladores

do virus. Por outro lado, as alteracdes observadas nos astrdcitos sugerem que, mesmo sem
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citotoxicidade direta, um podem comprometer a homeostase do sistema nervoso central,
contribuindo para manifestagdes neurologicas associadas a SPAC (Chaves Filho ef al., 2023).

A diminuicdo de NO em altas concentragdes podem estar relacionada a indugdo de
apoptose ou disfun¢do mitocondrial. Lei et al. (2021) relataram que a Spike pode desencadear
apoptose através de vias dependentes de caspases, corroborando os resultados de morte celular
observados neste estudo. Além disso, os mesmos autores demonstraram que a Spike ativa os
receptores TLR4, resultando na ativacao de vias pro-inflamatérias, como a de NF-kB. Essa
ativacdo explica o aumento de NO em concentragdes subletais, refletindo uma resposta
inflamatoria exacerbada. A producdo excessiva e prolongada de NO pode gerar estresse
oxidativo e contribuir para a disfun¢do imunolédgica, como observada em casos graves de
COVID-19 (Zhao et al., 2021). Esses dados reforgam que ha um modulador-chave da resposta
imunologica e inflamatoria, promovendo efeitos dose-dependentes que influenciam a SPAC.

Por outro lado, a auséncia de alteragdes na producdo de NO nos astrdcitos pode estar
relacionada a mecanismos compensatorios ou diferencas na expressdo de receptores e vias
inflamatorias. Estudos sugerem que a ativagdo cronica de astrocitos pode estar associada a
condicdes neuroinflamatorias e disfuncdes neuroldgicas a longo prazo (Dos Reis; Selvam;
Ayyavoo, 2024; Puentes-Orozco; Albarracin; Veldsquez, 2024).

O teste do campo aberto ¢ uma ferramenta consagrada para avaliar tanto atividade
locomotora quanto comportamentos associados a ansiedade de roedores. Na avaliacdo dos
parametros comportamentais do teste do campo aberto observou-se efeitos distintos da proteina
Spike entre as linhagens de camundongos BALB/c e C57BL/6, especialmente na fase aguda.
Nos BALB/c, observou-se uma resposta compativel com maior ansiedade e apatia, evidenciada
por redu¢do na distancia percorrida e um menor nimero de groomings, que frequentemente esta
relacionado ao estado emocional, ao enfrentamento do estresse e a um perfil do tipo depressivo
em roedores, conforme descrito por Kalueff et al. (2016), que indicam que a frequéncia de
grooming tende a se manter inalterada ou diminuir em contextos de comportamento depressivo.

Adicionalmente, o fato de os animais BALB/c apresentarem alteragcdes semelhantes
mesmo no grupo controle (Salina) sugere uma maior vulnerabilidade basal dessa linhagem ao
estresse, conforme relatado em outros estudos que indicam diferencas genéticas no perfil
ansioso entre linhagens (Stojanovi¢; Randjelovi¢; Radulovi¢, 2017).

Ja os C57BL/6 demonstraram, na fase aguda, redu¢do na atividade locomotora e um
menor numeros de rearings. Na fase pds-aguda, também observou- se uma queda na distancia

percorrida, como também um maior tempo na zona central, esses parametros estao relacionados
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com menor indice de ansiedade, enquanto na FA o aumento no grooming demostra a hipotese
de que nessa fase os animais estdo menos ansiosos. Por fim, a redu¢do da distancia percorrida
na fase pos-aguda, nos C57BL/6, pode refletir um efeito cumulativo ou adaptativo da exposi¢cdo
a proteina, compativel com modificacdes tardias na atividade motora ou nos estados emocionais.

Além disso, a variabilidade entre as linhagens reflete diferencas genéticas e
imunologicas que modulam a resposta a0 SARS-CoV-2, como ja demonstrado em modelos
murinos (Verma et al., 2024). A resposta especifica do camundongo BALB/c ao tratamento com
a proteina Spike na fase pos-aguda sugere uma possivel modulagdo tardia do comportamento,
mediada por alteracdes neuroinflamatérias ou pelo impacto direto da proteina Spike no sistema
nervoso central.

Esses resultados indicam que a exposicdo a proteina Spike afeta o comportamento
exploratorio e a atividade locomotora ao longo do tempo, sendo esse impacto mais evidente na
fase tardia e mais pronunciado nos animais da linhagem BALB/c. Ressalta-se que, por natureza,
os roedores apresentam curiosidade em ambientes novos, ¢ a redu¢do do tempo explorando a
area central ¢ interpretada como um indicativo de comportamento ansioso (Golani et al., 2009;
Kraeuter; Guest; Sarnyai, 2019).

Uma possivel explicacdo para essa mudanga de padrio esta relacionada a evolugdo do
quadro neuroinflamatério e a modulagdo de sistemas neurotransmissores, como o
dopaminérgico. E possivel que, com o passar do tempo, ocorra uma reducio na disponibilidade
de dopamina ou alteragdes na taxa de turnover dopaminérgico em regides como o cortex pré-
frontal e o estriado estruturas envolvidas no controle da motivacao e do comportamento, o que
pode indicar um comprometimento neurologico progressivo (Prut; Belzung, 2003; Stojanovié;
Randjelovi¢; Radulovi¢, 2017). Vale destacar ainda que o grooming possui forte relagdo com a
atividade da via dopaminérgica cerebral, estando associado a diversas func¢des, como a
coordenacao motora e a motivagao (Salvatore, 2024).

No teste de reconhecimento do objeto novo na linhagem BALB/c exposta com a
proteina Spike, em ambas as fases ndo houve comprometimento da memoria sendo capaz de
reconhecer o objeto novo. Entretanto, na linhagem C57BL/6 exposta com a proteina Spike,
ocorreu uma disfun¢do cognitiva na fase pos-aguda, nossos achados corroboram com as
observagoes descritas por Dantas et al. (2023), que relataram prejuizos cognitivos tardios em
camundongos expostos a proteina Spike. No estudo, camundongos adultos das linhagens
C57BL/6 e Swiss receberam 6,5 g da proteina por via intracerebroventricular (ICV), utilizando

a mesma dosagem. Os resultados revelaram que, sete dias apds a administragdo, os animais
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ainda foram capazes de diferenciar o objeto novo do objeto familiar no teste de reconhecimento
de objetos. No entanto, apos 45 dias, os camundongos tratados ndo conseguiram realizar essa
distingdo, indicando um comprometimento cognitivo. Esses dados reforcam que a proteina
Spike, independentemente da via de administracdo (central ou sistémica), exerce efeitos
neurotoxicos de longo prazo, afetando negativamente a cognigao, associados a neuroinflamagao
hipocampal.

De forma complementar, Oh et al. (2022) demonstraram que camundongos da linhagem
C57BL/6, submetidos a administragdo da subunidade S1 da proteina Spike por injegdo
estereotaxica no hipocampo dorsal, apresentaram déficits cognitivos evidenciados no teste de
reconhecimento de objetos.

O estudo conduzido por Rhea et al. (2020) respondeu a questdes relevantes ao
demonstrar que a subunidade S1 da proteina Spike, marcada com iodo radioativo e administrada
por via intravenosa, foi capaz de atravessar rapidamente a barreira hematoencefalica (BHE) em
camundongos machos heterogénicos. A proteina foi absorvida por diferentes regides do cérebro,
alcancando o espaco parenquimatoso. Dentre essas regides, o hipocampo apresentou captacao
significativa da S1 radio iodado (contraste), o que ¢ especialmente relevante por se tratar de
uma area diretamente envolvida em fungdes cognitivas. Alteragdes como prejuizo cognitivo
tardio, microgliose e perda sinaptica sdo caracteristicas frequentemente observadas em
sindromes demenciais e na fisiopatologia da Doenca de Alzheimer. Assim, os nossos achados,
em consonancia com os resultados de Rhea et al. (2020), fortalecem a hipotese de que a proteina
Spike, isoladamente, ¢ capaz de ultrapassar a BHE e induzir comprometimento cognitivo tardio
em camundongos.

A ansiedade, embora constitua uma resposta natural e essencial do organismo diante de
situagdes de risco, torna-se uma comorbidade preocupante quando associada ao transtorno
depressivo maior (TDM), pois pode resultar na incapacidade de realizar atividades cotidianas.
Um dos modelos utilizados para avaliar comportamentos ansiosos em camundongos ¢ o teste
conhecido como zero maze (LaPlaca et al., 2021; Tucker; McCabe, 2021).

No teste Zero Maze aplicado na fase aguda, os camundongos BALB/c expostos a
proteina Spike apresentaram exploragdo significativa nos segmentos abertos, ultrapassando
30% de permanéncia, esse percentual esta classicamente associado a reducao da ansiedade,
podendo refletir desorientacdo ou prejuizo na percep¢ao de risco. Em contraste, os C57BL/6
mantiveram comportamento basal, independentemente do tratamento.

No teste T Maze, aplicado na fase tardia, os animais BALB/c expostos com Spike
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exibiram redugdo significativa nas alternincias espontaneas, com desempenho inferior a 50%,
sugerindo um déficit na memoria de trabalho de curto prazo. No mesmo teste foi avaliado o
tempo de laténcia, um parametro importante para a analise de aspectos comportamentais como
motivagdo para explorar, tomada de decisdo, possiveis sinais de apatia ou indecisdo, bem como
ansiedade ou hesitagdo diante de um novo ambiente (d’Isa; Comi; Leocani, 2021; Deacon;
Rawlins, 2006).

De modo geral, as linhagens ndo apresentaram diferengas significativas na laténcia,
mesmo diante da redu¢do na taxa de alternancia previamente observada, o que refor¢a que o
déficit de memoria de trabalho nos BALB/c ndo estd associado a hesitagdo ou apatia motora,
mas sim a alteragdes funcionais mais diretas nos circuitos de memoria e aprendizagem. A
dopamina (DA), neurotransmissor central nesses processos, exerce um papel modulador na
flexibilidade comportamental e na avaliagdo de recompensas.

Alteragdes nos niveis de DA, bem como em seu principal metabolito, a DOPAC, podem
impactar a funcionalidade desses circuitos. Uma redug¢do na razio DOPAC/DA pode indicar
uma menor taxa de turnover dopaminérgico, (taxa de renovacdo ou metabolismo da DA) no
cérebro frequentemente associada a respostas mais lentas, hesitagdo ou apatia comportamental
sem necessariamente implicar prejuizos motores.

No teste do nado forcado, os camundongos BALB/c expostos com a proteina Spike
apresentaram um aumento significativo no tempo de imobilidade na FA do experimento,
indicando comportamento semelhante ao depressivo. Em contraste, os C57BL/6 permaneceram
mais ativos, demonstrando menor tempo de imobilidade e maior resisténcia ao efeito
comportamental da proteina. Esses resultados reforcam a hipotese de que os efeitos
neurocomportamentais da proteina Spike sdo modulados por caracteristicas genéticas das
linhagens. A auséncia de efeitos significativos nos C57BL/6 pode refletir uma resiliéncia
imunologica e comportamental intrinseca, conforme relatado por Matsuo et al. (2021), que
descreveram menor susceptibilidade dessa linhagem a modelos de inflamagao
neurocomportamental. Por outro lado, a maior sensibilidade dos BALB/c a alteragdes
emocionais induzidas por alteragdes inflamatorios, como infecgdes virais ou exposi¢ao a
proteinas virais, corrobora os achados de Gauvin et al. (2017).

A analise neuroquimica, na determinac¢ao dos niveis de DA e DOPAC no corpo estriado,
na linhagem BALB/c revelou um aumento nos niveis de DOPAC, sugerindo intensifica¢do no
metabolismo dopaminérgico (Liu et al., 1996). Esse efeito ndo foi observado nos camundongos

C57BL/6, que mantiveram niveis basais baixos de DA e DOPAC. Esses dados indicam uma
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susceptibilidade neuroquimica dos animais BALB/c, possivelmente associada a uma resposta
neuroinflamatoéria mais acentuada, enquanto os C57BL/6 apresentaram maior estabilidade
dopaminérgica frente ao mesmo estimulo. Tais diferengas podem estar relacionadas aos
fenotipos Th2 e Thl predominantes em BALB/c e C57BL/6, respectivamente, e reforcam a
importancia da linhagem na interpretacdo de alteragdes neurometabdlicas em modelos
experimentais da SPAC.

Adicionalmente, a andlise da razao DOPAC/DA evidenciou que os BALB/c apresentam
uma taxa de metabolizagdo dopaminérgica mais elevada ja em condi¢des basais, que se
intensifica ainda mais apds a exposi¢do a proteina Spike. Esse aumento pode refletir uma
tentativa compensatoria do sistema dopaminérgico em responder a uma condicdo de estresse
ou disfuncdo, mas também pode indicar uma diminui¢ao da disponibilidade de dopamina
funcional para atuacdo sinaptica, o que pode comprometer a modulacdo adequada de
comportamentos motivacionais, afetivos e motores (Kalueff et al., 2016).

Nos C57BL/6, a razdao DOPAC/DA permaneceu baixa e inalterada entre os grupos,
demonstrando menor impacto da Spike sobre o metabolismo da dopamina. Essa interpretagao
¢ sustentada pelos resultados comportamentais, os BALB/c expostos Spike apresentaram tanto
sinais de ansiedade aumentada quanto indicadores compativeis com comportamento do tipo
depressivo (como a reducdo do grooming), além da diminui¢do no tempo na zona central.

Esses efeitos podem estar associados ao desequilibrio dopaminérgico induzido pela
Spike, que afeta tanto o estriado quanto outras regides do cérebro envolvidas na regulacao
emocional e comportamental (Sher, 2007). Ja nos animais C57BL/6, a auséncia de alteracdes
neuroquimicas significativas (sem aumento de DOPAC ou da razio DOPAC/DA) coincide com
um padrdo comportamental mais estadvel, sugerindo uma menor vulnerabilidade a agdo da
proteina Spike ou uma resposta neurobiologica mais eficiente frente ao estressor (Jokinen;
Nordstrom; Nordstrom, 2009).

A expressao diferencial de citocinas entre as linhagens de camundongos BALB/c e
C57BL/6 apos a exposigdo a proteina Spike do SARS-CoV-2 destaca variagdes imunoldgicas
significativas que podem ser atribuidas a diferengas genéticas e fenotipicas. A linhagem
BALB/c apresentou aumento significativo de citocinas IL-2 e IL-22 sdo citocinas com fung¢des
imunomodulatorias. A IL-2 ¢ classicamente descrita como uma citocina pré-inflamatoria,
associada a resposta Th1, enquanto a IL-22 pode ter efeitos pro-inflamatdrios ou regenerativos
associadas as respostas inflamatorias exacerbadas, podem desencadear reacdes de fase aguda

que incluem a liberagdo de peptideos quimiotaticos, febre e ativagdo de células endoteliais,
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resultando em permeabilidade vascular, como observado em estudos anteriores sobre a
patogénese da dengue (Anderson et al., 1997). Esse perfil inflamatério pode estar
correlacionado com o aumento de comportamento ansioso, evidenciado pelo maior tempo na
zona periférica e pela redugdo na exploracdo, como indicado pela diminui¢do de rearing no
teste do campo aberto.

Na linhagem BALB/c, observou-se uma maior expressdo de IL-15, associada ao
aumento nos niveis do metabolito da dopamina (DOPAC) no corpo estriado, sugerindo uma
possivel ativacdo imune associada a comportamentos do tipo ansioso e depressivo. Esse quadro
se reflete no maior tempo de imobilidade no teste do nado for¢ado, uma caracteristica de
comportamento depressivo. A IL-15 estd relacionada a ativagdo de células NK e T citotdxicas,
podendo participar da modulagdo de respostas inflamatérias prolongadas induzidas por
estressores. O corpo estriado, por sua vez, € particularmente sensivel a alteragdes neuroimunes
(Broome et al., 2020) como observado no presente trabalho.

A ativacdo da microglia ou liberagdo de citocinas pode impactar a funcdo dopaminérgica,
aumentando a degradacao da dopamina e, consequentemente, os niveis de DOPAC (Honke ef
al., 2022; Platzer et al., 2000). Alteracdes nos niveis de DOPAC no corpo estriado podem estar
associadas a déficits motores ou comportamentos relacionados ao sistema de recompensa, visto
que o corpo estriado € central na regulacao desses processos. Por outro lado, a linhagem C57BL/6
exibiu niveis elevados de Fator Neurotroéfico Derivado do Cérebro (BDNF), IL-1ra e IL-15,
proporcionando uma ativagao robusta de vias neuroprotetoras e pro-inflamatorias. Nossos achados
corroboram com estudos anteriores que mostram a propensao dos camundongos C57BL/6 a niveis
de produgdo mais altos de citocinas pro-inflamatorias em resposta a estimulos variados (Fornefett
et al., 2018; Howes et al., 2016).

A regulagdo preferencial de IL-1ra nos C57BL/6 sugere um mecanismo protetor contra
a inflamagao sistémica descontrolada (MOURA et al., 2016; Tahtinen et al., 2022). A expressao
aumentada de MIP-3f também ressalta seu papel no recrutamento e migracao de células imunes,
fundamental durante respostas inflamatorias (Agenes et al., 2005; Jiang et al., 2010). Isso €
consistente com descobertas que mostram que camundongos C57BL/6 exibem uma resposta
imune inata mais pronunciada, caracterizada por niveis elevados de quimiocina que facilitam o
recrutamento de células imunes para locais de infeccao ou lesdo (Alice Freitas Queiroz et al.,
2022; Jovicic et al., 2015).

A linhagem BALB/c, por sua vez, mostrou maior expressao de IL-22, associada a uma

resposta protetora epitelial importante para a integridade da mucosa e combate a infecgdes
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epiteliais (Ahn et al., 2010) . A presenga de IL-2 enfatiza ainda mais a ativag¢do de vias imunes
adaptativas, crucial para a imunidade de longo prazo (Alba-Fierro et al., 2016). Em contraste,
a menor expressao de IL-2 nos C57BL/6 pode indicar uma estratégia adaptativa para mitigar
danos teciduais durante estados inflamatérios agudos (Milhomem et al., 2018).

As diferencas observadas na expressdo de citocinas, como RBP-4 e Pentraxina 3, nos
camundongos BALB/c, indicam uma resposta imune inata diminuida em comparagdo com o0s
camundongos C57BL/6, devido aos niveis significativamente mais baixos dessas moléculas. A
literatura apoia essa observa¢do, indicando que os BALB/c frequentemente exibem respostas
inflamatorias reduzidas e um perfil imune do tipo Th2 mais equilibrado, resultando em niveis
mais baixos de citocinas pro-inflamatorias (Alves ef al., 2016; Van averbeke ef al., 2022). Em
contraste, a linhagem C57BL/6 apresentou um perfil pro-inflamatdrio mais pronunciado, com
aumento de TNF-a, sugerindo uma predominancia da resposta Thl. Embora esses animais
exibissem letargia e um perfil inflamatorio elevado, os comportamentos ansiosos e
exploratorios ndo foram tdo marcadamente afetados quanto nos BALB/c.

Os resultados indicaram que citocinas e quimiocinas pré-inflamatorias, como IL-1a, IL-
1B, IL-13, IL-17A e TNF-a, assim como as anti-inflamatorias IL-10 e IL-13, foram reguladas
positivamente no soro dos pacientes com COVID-19 leve/moderada. Esse perfil sugere o
potencial dessas moléculas como biomarcadores para diagndstico e prognostico da doenca
((Majeed; Zulkafli; Ad’hiah, 2023).Além disso, a associagdo dessas citocinas e quimiocinas
com o risco de COVID-19 fornece informagdes adicionais sobre as respostas imunologicas em
pacientes ndo hospitalizados.

Os achados do presente estudo em modelo murino, que evidenciam alteragdes
comportamentais associadas a exposicao a proteina Spike do SARS-CoV-2, podem refletir
desfechos neuropsiquiatricos semelhantes aos observados em humanos expostos ao virus
durante a gestacao. Corroborando essa hipotese, Kehdi et al. (2025) identificaram que criangas
expostas intrattero a infeccdo materna por SARS-CoV-2 apresentaram elevagdes de citocinas
inflamatorias como IFN-y, TNF-q, IL-6, IL-8, IL-17A e IL-1p, associadas a atrasos cognitivos,
motores ¢ de linguagem aos 24 meses de idade. No presente estudo, foram observadas
alteragdes nos niveis de citocinas cerebrais IL-6 ¢ TNF-a e de comportamentos tipo ansioso €
depressivo, especialmente em animais da linhagem BALB/c, sugerindo que a neuroinflamagao
induzida pela proteina Spike pode apresentar aspectos centrais da SPAC, incluindo prejuizos ao
neurodesenvolvimento.

Os achados em camundongos BALB/c e C57BL/6 corroboram observagdes clinicas em
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humanos, refor¢ando a relevancia translacional do modelo murino. Estudos com pacientes que
desenvolveram COVID longa demonstraram disfungdo da barreira hematoencefalica e
inflamacao crénica no hipocampo, com aumento na expressao de citocinas pro-inflamatorias,
como IL-1B, IL-6 e IL-15. Esses biomarcadores estdo associados a sintomas neuropsiquiatricos
persistentes, incluindo “brain fog”, alteragdes de memoria e humor, mesmo meses apds a
infec¢do(Fernandez-de-Las-Pefias ef al., 2023; Soung et al., 2022) De forma semelhante, neste
estudo observou-se que os animais expostos a proteina Spike apresentaram alteragdes no perfil
de citocinas no hipocampo e diminuicio de BDNF, compativeis com uma resposta
neuroinflamatdria persistente e alteragdes comportamentais do tipo ansioso e depressivo.
Além disso, camundongos com cerca de 3 meses de idade sdo equivalentes a humanos
jovens adultos, entre aproximadamente 20 e 30 anos de idade (Dutta; Sengupta, 2016). Isso
reforga que os efeitos neurocomportamentais e inflamatorios observados nos animais deste
estudo podem simular manifestagdes semelhantes as descritas em adultos jovens com sindrome
poés-aguda da COVID-19 (SPAC), especialmente em relagdo a déficits cognitivos, fadiga e

alteragdes emocionais relatadas mesmo apods infecgoes leves.

Portanto, os dados obtidos sugerem que a exposicdo periférica a proteina Spike em
camundongos BALB/c e C57BL/6 ¢ capaz de mimetizar, em escala ¢ mecanismo, os efeitos
neuroinflamatérios e comportamentais observados em pacientes humanos com SPAC,
reforcando a validade desses modelos para investigacdes translacionais sobre os efeitos

persistentes da COVID-19 no sistema nervoso central.

Os resultados do presente estudo fortalecem a hipotese de que a suscetibilidade as
alteragdes emocionais desencadeadas por desafios imunoldogicos no SNC esta intrinsecamente
relacionada ao perfil genético e imunoldgico de cada linhagem. Em especial, os camundongos
BALB/c demonstraram maior vulnerabilidade a inflamagdo hipocampal, refletida em
desregulacdes no sistema dopaminérgico e em comportamentos do tipo ansioso ¢ depressivo.
Esse padrao pode estar associado a menor ativacao de vias anti-inflamatdrias e neuroprotetoras,

com baixa expressao de citocinas do perfil Th2 e de citocinas reguladoras.
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8. CONCLUSAO

Em conjunto, os resultados demonstraram que a exposi¢do a proteina Spike, induz
alteragdes comportamentais € neuroquimicas em camundongos, semelhantes aos sintomas
observados em humanos na SPAC, como ansiedade, depressao e déficit cognitivo. A linhagem
BALB/c apresentou maior vulnerabilidade, com comportamentos ansioso-depressivos, e
prejuizo na memoria de trabalho, aumento do metabdlito dopaminérgico DOPAC e expressao
mais elevada de citocinas associadas ao perfil Th2, mas com baixa ativacdo de vias reguladoras
e neuroprotetoras. Ja os C57BL/6 exibiram uma resposta inflamatoria mais robusta, com
predominancia de citocinas do tipo Thl, além de reguladores como IL-1ra e fatores
neurotréficos como o BDNF, o que pode ter contribuido para menor impacto emocional, embora
tenham apresentado prejuizo cognitivo na fase tardia. Assim, conclui-se que a linhagem
BALB/c se destaca como modelo mais sensivel para o estudo dos efeitos neuropsiquiatricos da
SPAC, enquanto os C57BL/6 oferecem dados importantes para a investigacdo das alteragdes

cognitivas relacionadas a resposta inflamatoria prolongada.
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APENDICE 1 — Representagdo do registro diario dos efeitos comportamentais e fisiologicos

observados nos camundongos ao longo do periodo experimental.

QUANTIFICACOES DOS EFEITOS

(1) SEM EFEITO (-)EFEITO DIMINUIDO
(+) EFEITO PRESENTE {(++) EFEITO INTENSO
Animal 01 FASE AGUDA (FA) FASE POS AGUDA (FPA)
Hiperatividade
Agressividade
Tremores
Temperatura
Lentidao

Autolimpeza ( grooming)
Levantar sobre as patas trasseiras ( rearing)
N° de Pelotas fecais

Respira¢do for¢ada

Ansiedade ( brigas e ou sem pelos)
Micgéo

Morte
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ANEXO 1 — Termo de aprovacao pelo comité de ética e uso de animais (CEUA)

UNIVERSIDADE FEDERAL IO CEARA
) FACULDADE DE MEDICINA by
NUCLEO DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO DE N PDM
. MEDICAMENTOS - NFDM
COMISSAO DE ETICA NO UsO DE ANIMAIS - CEUA

o 2 e

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta mfitulada Validacio de um modelo animal para estudo de alteracoes
nenropsiquiatricas da sindrome pos agnda da COVID — 19 registrada com o protecolo 660805230, sob
a responsabilidade de DANIELLE MACEDOQ GASPAR e HILDA TAHIM DE SOUZA que envelve a
produgdio, mamutencio on utilizagio de animais pertencentes ao filo Chordara, subfilo Fertebrata (exceto
humanes), para fins depesqlﬁs.a cientifica, encontra-se de acordo com os preceitos da Lein® 11.794 de 8 de
outubre de 2008, do Decreto n® 6.899 de 15 de julho de 2009, e com as nommnas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle de Expermmenta¢iio Anmal (CONCEA), foi APROVADA pela Comissdo de Etica no
Uzo de Ammaiz (CEUA) do Nucleo de Pesqusa e Desenvolvimento de Medicamentos (NFDM) da
Universidade Federal do Ceara, na reumioe extracrdindna de 29/06/2023.

We hersby certify that the project entifled Validation of an animal model for the study of
nenropsvchiatric changes in the post-acute syndrome of COVID — 19 by the protocol number 66080523
0, and conduced by responsability DANTELLE MACEDO GASPAR and HILDA TAHIM DE SOUZA
which involves the production, mamtenance or use of animals belonging to the filo Chordata, sub-vertebrate
Vertebrata (except humans), for the purpose of scientific research - is in accordance with the provisions of
the Law number 11.704, from October Bth, 2008, of Decree mumber 6,899, from July 15th, 2009, and with
the regulations 1ssued by the National Council for the Control of Amimal Experimentation (CONCEA), was
APPROVED by the Ethics Committee on Amimal Use (CEUA) from the Center for Fesearch and
Development of Medicmes (WPDM) of the Federal University of Ceara, m the extraordinary meefing of
29/06/2023.

Finalidade { ) Enzsino (X)) Pesquisa Cientifica
WVigéneia da autorizacio Inicio: 03/08/2023

Fim: 30/06/2025
Espécie Camundongo isogénico
Linhagem Balb/'C e C57BLG
N*® de animais autorizados 192 +192=384
Peso e
Idade § a B semanas
Sexo Macho
Ongem (formecedor) Biotério do NFDM
Local do expenimento Biotério do NFDM

'u'.b oy '-.'I",'.';'Ir."""'" i
9 it st vebal s 1 g Fortaleza, 03 de agosto de 2023
Coordenacio da Comizsio de Efica e Uso de Animais
Nicleo de Pesquisas e Desenvolvimento de Medicamentos
Universidade Federal do Ceara
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ANEXO 2 - Especificagdes técnicas da proteina Spike do SARS-CoV-2.

Bsolinker Hilogia Sinmtética f Rua San Jgea, 396 — 2% andar /Cotia — SP / 0671 5-B62 [ Brasil
Infox@bdolinker tech ! wwew bolnker tech

FOR-PRO-020 - Especificagdes Téocnicas de produtos & sarvigos gﬂ
Mome da proteina: Spike - SARS Cov 2
Lote de servigo: Spike-15-26-09-23
Temperatura de armazenamento: -80°C

Prazo de Validade: 3 meses

Descricdo geral da proteina (uso, tamanho, especificacdes): Proteina recombinantes
Spike - SARS CoV 2

Embalagem: Micro tubo 1 mL

Avisos gerais: USO APENAS PARA PESQUISA

Formato: Solucdo Liguida

Meétodo de purificacdo da proteina: Purificacdo por cromatografia.
Pureza: Acima 20%

Concentracdo: 100 peg/ml

Data de Fabricacao: 12/09/2023

Quantidade final: 5 mL

Alteracdes no processo de fabricacdo: N3o se aplica.

Controles de Qualidade: Aprovado

Lacase 10
mg/mide  pon Chicung  Albumina
P ntg  Folke  wnha 10ugno gel
150 KDa
1000 KDa
75 KDa

Sl KDa

37 KDa

25 KDa

Figura 1 - Proteina Spike SARS CoV2 possui peso de 141 KDa.
Endereco Comercial: Rua San José, 396, 2" andar - Cotia -5P
Telefones: mob: +55 21 98235-4076 / tel: 455 11 4703 8588
Email: yourfriends@biolinker.tech
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