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RESUMO  

A COVID-19 (Coronavirus Disease-2019), inicialmente descrita como uma doença 

predominantemente respiratória, revelou-se uma condição multissistêmica.  A progressão para 

formas graves da doença tem sido atribuída tanto à resposta imune exacerbada do hospedeiro, 

resultando na chamada "tempestade de citocinas", quanto à ampla replicação viral em diversos 

tecidos devido à expressão ubíqua da enzima conversora de angiotensina 2 (ECA-2), utilizada 

como receptor viral. No sistema nervoso central (SNC), a neuroinflamação destaca-se pela 

relevância na etiopatogenia de distúrbios neuropsiquiátricos. Neste estudo, utilizamos modelos 

de infecção intranasal por betacoronavírus murinos (MHV-3 e MHV-A59) para investigar 

alterações associadas à infecção aguda e subaguda/crônica, respectivamente. O MHV-3 foi 

capaz de infectar e se replicar no SNC, induzindo alterações agudas graves como desequilíbrio 

na produção de mediadores inflamatórios, aumento na liberação de glutamato e no influxo de 

cálcio, alterações histopatológicas leves e déficits comportamentais, como anedonia, 

comportamento do tipo ansioso e comprometimento motor. Já o MHV-A59, um vírus de 

tropismo pulmonar que causa doença de caráter auto resolutivo, foi utilizado como ferramenta 

para estudar sequelas neuropsiquiátricas da COVID longa. Os resultados indicaram que apenas 

fêmeas infectadas com MHV-A59 apresentaram alterações neuropsiquiátricas. Esses achados 

sugerem que as alterações pós-infecção estão diretamente relacionadas ao sexo biológico e à 

influência de hormônios sexuais. Nesse sentido, foram avaliados estradiol, hormônio folículo 

estimulante (FSH) e testosterona. Esses hormônios se apresentaram alterados durante a cinética 

de infecção, mas destacamos os níveis de testosterona que permaneceram reduzidos durante 

todo período estudado. Assim como demonstrado na literatura, essa redução está diretamente 

associada aos sintomas da COVID longa, em ambos os sexos. A ovariectomia em fêmeas 

infectadas resultou em melhora significativa nas sequelas comportamentais e no escore 

histopatológico cerebral. Nesse contexto, a prova de conceito consistiu no tratamento com o 

peptídeo anti-inflamatório e pró-resolutivo angiotensina (1-7), administrado na fase aguda da 

infecção, demonstrando ser eficaz na prevenção das sequelas neuropsiquiátricas observadas 

previamente. Portanto, os modelos murinos de MHV-3 e MHV-A59 mimetizam aspectos 

fundamentais da COVID-19 aguda grave e da COVID longa, respectivamente, fornecendo 

plataformas pré-clínicas robustas para estudos de patogênese e desenvolvimento de 

intervenções terapêuticas. 

Palavras-chave: MHV-3; infecção SNC; COVID-19; comportamento animal; COVID longa; 

MHV-A59. 



 
 

ABSTRACT 

COVID-19 (Coronavirus Disease-2019), initially described as a predominantly respiratory 

disease, has proven to be a multisystemic condition. The progression to severe forms of the 

disease has been attributed both to the exacerbated host immune response, resulting in the so-

called "cytokine storm", and to widespread viral replication in several tissues due to the 

ubiquitous expression of angiotensin-converting enzyme 2 (ACE-2), used as a viral receptor. 

In the central nervous system (CNS), neuroinflammation stands out for its relevance in the 

etiopathogenesis of neuropsychiatric disorders. In this study, we used models of intranasal 

infection by murine betacoronaviruses (MHV-3 and MHV-A59) to investigate changes 

associated with acute and subacute/chronic infection, respectively. MHV-3 was able to infect 

and replicate in the CNS, inducing severe acute changes such as imbalance in the production of 

inflammatory mediators, increased glutamate release and calcium influx, mild histopathological 

changes, and behavioral deficits such as anhedonia, anxiety-like behavior, and motor 

impairment. MHV-A59, a pulmonary tropism virus that causes self-resolving disease, was used 

as a tool to study neuropsychiatric sequelae of long COVID. The results indicated that only 

females infected with MHV-A59 presented neuropsychiatric changes. These findings suggest 

that post-infection changes are directly related to biological sex and the influence of sex 

hormones. In this sense, estradiol, follicle-stimulating hormone (FSH), and testosterone were 

evaluated. These hormones were altered during the kinetics of infection, but we highlight that 

testosterone levels remained reduced throughout the study period. As demonstrated in the 

literature, this reduction is directly associated with the symptoms of long COVID in both sexes. 

Ovariectomy in infected females resulted in significant improvement in behavioral sequelae 

and brain histopathological score. In this context, the proof of concept consisted of treatment 

with the anti-inflammatory and pro-resolution peptide angiotensin (1-7), administered in the 

acute phase of infection, proving to be effective in preventing the neuropsychiatric sequelae 

previously observed. Therefore, the murine models of MHV-3 and MHV-A59 mimic 

fundamental aspects of severe acute COVID-19 and long COVID, respectively, providing 

robust preclinical platforms for pathogenesis studies and development of therapeutic 

interventions. 

 

Keywords: MHV-3; CNS infection; COVID-19; animal behavior; long COVID; MHV-A59. 
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Os resultados deste trabalho foram organizados em dois artigos científicos e 

complementados com dados inéditos ainda não publicados: o primeiro artigo, já publicado, 

apresenta uma plataforma experimental para o estudo da fase aguda da COVID-19 grave. Essa 

plataforma foi desenvolvida a partir de um modelo murino de infecção pelo betacoronavírus 

MHV-3, permitindo a investigação de aspectos neuroquímicos, comportamentais e inflamatórios 

associados à doença.  O segundo artigo, atualmente em revisão e em pré-print 

(https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2024.01.10.575003v1), introduz uma nova 

plataforma baseada em um modelo murino de infecção pelo betacoronavírus MHV-A59. Essa 

abordagem ampliou a análise para incluir não apenas a fase aguda da infecção, mas também as 

sequelas prolongadas induzidas pelo vírus, comumente chamadas de COVID longa ou síndrome 

pós-COVID. Além desses artigos, os resultados não publicados reforçam o valor do modelo de 

COVID longa como uma ferramenta importante para o estudo de intervenções terapêuticas. Esses 

dados sugerem que o modelo pode ser crucial para identificar estratégias que previnam ou 

atenuem os efeitos debilitantes dessa condição crônica. 

 

https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2024.01.10.575003v1
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Os Coronavírus  

 

Em dezembro de 2019, um surto de uma nova Síndrome Respiratória Aguda Grave 

(SARS) foi identificado em Wuhan, província de Hubei, na China. No início de 2020, foi 

confirmado que essas infecções eram causadas por um novo coronavírus (CoVs), posteriormente, 

denominado SARS-CoV-2, agente etiológico da doença COVID-19 (do inglês, Corona virus 

disease 2019) (Uddin et al., 2020). Esse vírus possui alto potencial de disseminação, e em janeiro 

de 2020, a Organização Mundial de Saúde (OMS) declarou a COVID-19 como uma emergência 

de saúde pública global e, em março de 2020, foi anunciada como uma pandemia (OMS, 2020).  

Os CoVs foram descobertos na década de 1960 e organizados taxonomicamente na 

família Coronaviridae, a maior família da ordem Nidovirales (Woo et al., 2010; Ashour et al., 

2020). A família Coronaviridae abrange duas subfamílias: a Orthocoronavirinae e a 

Torovirinae. A subfamília Orthocoronavirinae é dividida em quatro gêneros: alfacoronavírus, 

betacoronavírus, gamacoronavírus e deltacoronavírus (Woo et al., 2010; Ashour et al., 2020; 

ICTV). Este grupo viral foi denominado como coronavírus (da palavra latina corona, que 

significa coroa) em virtude da morfologia esférica da partícula viral e das projeções da proteína 

“S” (do inglês, spike protein) na superfície do envelope que se assemelham a uma coroa ao 

microscópio eletrônico (Masters & Pearlman, 2013). 

Os CoVs estão muito dispersos na população humana, assim como em outros mamíferos 

e em pássaros, sendo responsáveis por doenças respiratórias, entéricas, neurológicas e hepáticas 

(Weiss & Leibowitz, 2011). Dentre os CoVs, vale ressaltar as espécies que possuem capacidade 

de acometer os seres humanos (HCoVs) como o 229E, OC43, NL63 e HKU1, os quais 

geralmente causam doenças respiratórias leves em indivíduos imunocompetentes (Su et al., 

2016), e as espécies de CoVs zoonóticas, o SARS-CoV (Coronavírus da Síndrome Respiratória 

Aguda Grave), o MERS-CoV (Coronavírus da Síndrome Respiratória do Oriente Médio) e o 

SARS-CoV-2 (Coronavírus 2 da Síndrome Respiratória Aguda Grave) (Ge et al., 2020).  

A COVID-19 é a terceira epidemia de pneumonia causada por CoVs nas últimas duas 

décadas. A primeira foi em novembro de 2002, em que um novo betacoronavírus denominado 

SARS-CoV surgiu em Guandong, China, provocando mais de 8.000 infecções e 774 mortes em 

37 países; A segunda ocorreu em 2012, causada pelo coronavírus MERS-CoV, notificado pela 

primeira vez na Arábia Saudita, infectando 2.494 e matando 858 indivíduos (Ge et al., 2020). E 
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mais recentemente, a pandemia causada pelo SARS-CoV-2, apresentando mais de 776 milhões 

de casos confirmados e mais de 2,9 milhões de mortes até janeiro de 2025 (WHO, 2025). 

  O surgimento periódico de novos coronavírus em surtos zoonóticos se deve, 

principalmente, à distribuição global e à grande diversidade genética desses vírus, assim como 

pelo aumento da ocupação humana em locais isolados (Cui, Li & Shi, 2019). O envelope dos 

CoVs é derivado da bicamada lipídica da membrana plasmática hospedeira, possuem genoma de 

RNA de fita simples (ssRNA), não segmentado, com polaridade positiva e se destacam pelos 

maiores genomas de RNA conhecidos (Hulswit et al., 2016). Esse genoma codifica dezesseis 

proteínas não estruturais e quatro proteínas estruturais. As proteínas estruturais são: proteína 

pico, “Spike” de superfície (S), proteína de membrana (M), proteína do envelope (E), 

fosfoproteína do nucleocapsídeo (N) encontrada no cerne ribonucleoprotéico e proteína 

hemaglutinina-esterase (HE) presente em alguns betacoronavírus (Hulswit et al., 2016; Ashour 

et al., 2020).  

A proteína S é fortemente glicosilada, forma picos na superfície da partícula viral e está 

envolvida diretamente na interação vírus/hospedeiro ao mediar a adsorção do vírus às células 

(Ashour et al., 2020). A proteína M é uma das mais importantes e abundantes da estrutura viral, 

dando forma à partícula e sendo crucial, juntamente com a proteína E, na modulação da 

montagem do vírion (Ashour et al., 2020). A proteína E participa do processo de liberação de 

partículas virais das células hospedeiras (Siu et al., 2008). A proteína N interage com o RNA 

viral formando o nucleocapsídeo, o que a torna importante para o empacotamento do genoma 

durante a montagem do vírion (Hurst et al., 2009; Ashour et al., 2020). Presente em somente 

alguns betacoronavírus como já citado, a proteína HE se localiza na superfície dos vírus, é uma 

hemaglutinina semelhante à do vírus Influenza e possui atividade acetil-esterase (Klausegger et 

al., 1999). Os coronavírus portadores dessa proteína são mais virulentos e ela está envolvida no 

processo de adsorção desses vírus (Ashour et al., 2020). Já as proteínas não estruturais são 

regulatórias e imunomoduladoras, como as helicases e a RNA polimerase RNA-dependente 

(RdRp) responsável pela replicação do genoma (Wu te al., 2020). Os vírus de RNA são 

conhecidos por apresentarem taxas elevadas de mutações quando comparados aos de DNA e isso 

se deve à falta da atividade corretora da enzima RdRp durante a replicação do genoma, o que 

resulta na formação de partículas virais com ampla diversidade e eficientes na adaptação a 

diferentes hospedeiros (Vignuzzi et al., 2006). 

A interação do SARS-CoV-2 com as células hospedeiras se dá, principalmente, pela 

ligação da proteína S do vírus à enzima conversora de angiotensina 2 (ECA-2) presente na 

superfície celular, que promove a entrada do vírus (Hoffmann et al., 2020). A ECA-2 é uma 
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molécula presente na superfície de diversos tipos celulares, o que explica parcialmente, o amplo 

tropismo viral e o extenso espectro clínico da COVID-19 (Kuba, et al., 2021). (Figura 1). 

 

Figura 1: SARS-CoV-2 utiliza a ECA-2 como receptor para entrar na célula hospedeira e requer 

a protease celular TMPRSS2 para ativar a proteína spike. Adaptado de Mushebenge et al., 2023.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Já foi descrito que as células da glia e os neurônios expressam ECA-2, o que os torna alvo 

potencial do SARS-CoV-2 (Baig et al., 2020). Em concordância, Netland e colaboradores (2008) 

demonstraram que o SARS-CoV é capaz de induzir morte neuronal em camundongos ao acessar 

o cérebro através do epitélio olfatório. 

 

 

 

 



20 

 

1.2 COVID-19 e o Sistema Nervoso Central 

 

A COVID-19 foi primeiramente caracterizada como uma doença respiratória. No entanto, 

à medida que os sintomas foram sendo compreendidos e mais estudos realizados, observou-se 

que a doença é multissistêmica, sendo o SNC um dos alvos (Bougakov et al., 2021). 

Curiosamente, os sinais neurológicos podem preceder os sintomas respiratórios ou ser os únicos 

sinais de infecção pelo SARS-CoV-2. As primeiras manifestações neurológicas decorrentes da 

COVID-19 são geralmente periféricas, como as disfunções gustativas e olfativas (Harapan & 

Yoo, 2021). Foram relatadas outras manifestações periféricas como a síndrome de Guillain-

Barré, além de condições que indicam comprometimento do SNC, como acidente vascular 

encefálico, epilepsia, convulsões e encefalite (Harapan & Yoo, 2021). 

A infecção aguda por SARS-CoV-2 pode estar relacionada a várias complicações 

neuropsiquiátricas (Boldrini et al., 2021; Bremner et al., 2025) que decorrem de eventos como, 

microinfartos associados à exacerbação da coagulação sanguínea, vasculite cerebral, 

comprometimento da seletividade da barreira hematoencefálica (BHE), assim como ativação de 

uma resposta inflamatória no cérebro e na periferia (Amruta et al., 2021). O material genético e 

as proteínas do SARS-CoV-2 foram identificados no tecido cerebral post-mortem e no líquido 

cefalorraquidiano (LCR) de pacientes afetados pela COVID-19 (Krasemann et al., 2022). Foram 

propostos mecanismos de entrada para explicar a presença do vírus no SNC (Figura 2), como: 

 

I.  Via neuronal 

 

Devido à alta carga viral no epitélio nasal (Meinhardt et al., 2021) e à proximidade da 

cavidade nasal com o cérebro, a rota olfatória é considerada uma porta de entrada para o vírus 

atingir o SNC. Foram encontradas partículas intactas de CoV, assim como RNA de SARS-CoV-

2 na mucosa olfatória e em áreas que recebem projeções do trato olfatório, o que sugere neuro 

invasão, via transporte axonal, pelo nervo olfatório (Meinhardt et al., 2021). No entanto, tem-se 

questionado essa via, pois os neurônios sensoriais olfatórios não expressam ECA-2 nem a 

protease TMPSSR-2 para serem infectados.  

O SARS-CoV-2 infecta células não neuronais (células de sustentação e glandulares) e o 

epitélio olfativo, que expressam ECA-2 (Tsukahara et al., 2023). A infecção do epitélio causa 

alteração da arquitetura nuclear e regula negativamente a expressão de receptores olfativos, 

impactando indiretamente na função desses neurônios (Zazhytska et al., 2022). Foi sugerido que 

um pequeno número de neurônios olfatórios infectados poderia contribuir para a neuroinvasão, 
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porém constataram que a maioria dos exemplos mostrados são de neurônios imaturos, e esses 

são incapazes de transportar o vírus até o cérebro por ainda não possuírem as projeções axonais 

necessárias (Butowt et al., 2021). 

 O SARS-CoV-2 é um vírus que possui tropismo multissistêmico podendo infectar o 

Trato Gastrointestinal (TGI). O sistema nervoso entérico (SNE) interage com o SNC por meio 

de uma via de mão dupla, que se dá, principalmente, pelo nervo vago (Valdetaro et al., 2023). Os 

neurônios entéricos estão conectados trans-sinapticamente aos neurônios centrais, o que 

corrobora com a ideia de que o SNE além de ser um alvo potencial do SARS-CoV-2, é uma porta 

de entrada desse vírus para o SNC (Valdetaro et al., 2023). A infecção do TGI pelo coronavírus 

gera implicações clínicas como perda de apetite, náuseas, vômitos, diarreia e dores abdominais, 

e embora menos comuns, condições mais graves como isquemia mesentérica e sangramentos 

gastrointestinais podem ocorrer (Slabakova et al, 2023). Os sintomas gastrointestinais têm sido 

vinculados às infecções pelo SARS-CoV-2 desde o início da pandemia, embora a maioria dos 

indivíduos não relatasse. Durante a fase inicial, marcada pela predominância da variante G614, 

a diarreia foi o sintoma gastrointestinal mais reportado, com uma taxa de 28,2%. Porém a 

frequência reduziu nas fases seguintes dominadas por outras variantes: Alfa (19,4%), Delta 

(17,9%) e Ômicron (13,8%) (Schulze & Bayer, 2022). 

 

II. Via hematogênica 

 

A infecção e o dano às barreiras epiteliais permitem o acesso do vírus à corrente sanguínea 

e ao sistema linfático, e consequentemente a diversos órgãos, incluindo o cérebro (Pennisi et al., 

2020). Nesse sentido, existem dois mecanismos propostos para a disseminação do SARS-CoV-

2 pela via hematogênica (Zubair et al., 2020): a transcitose do vírus por meio das células 

endoteliais vasculares da BHE e a infecção de leucócitos capazes de atravessar a BHE, 

mecanismo denominado “cavalo de Tróia” (W.-K. Kim et al., 2003). Na primeira hipótese, o 

vírus presente na circulação sanguínea, ao chegar na microvasculatura da BHE, se liga ao 

receptor ECA-2 presente no endotélio capilar, e é transportado através da membrana basolateral 

para o interior do SNC (Baig et al., 2020). A segunda hipótese propõe um mecanismo semelhante 

ao “cavalo de Tróia”, onde leucócitos infectados pelo vírus, por expressarem a ECA-2, atuam 

como vetores, transportando o patógeno através da BHE até o SNC (Miner & Diamond, 2016). 

A resposta inflamatória sistêmica, caracterizada pela “tempestade de citocinas”, induzida pelo 

SARS-CoV-2, pode prejudicar a integridade da BHE possibilitando assim a entrada do vírus no 

SNC (Z. Li et al., 2020), corroborando o segundo mecanismo proposto. Contudo, ainda faltam 
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indícios que comprovem uma replicação viral ativa no SNC, o que sugere que os sintomas 

neurológicos que ocorrem durante ou após a COVID-19 são resultado, principalmente, da 

resposta inflamatória induzida pela infecção do que em consequência do neurotropismo de 

SARS-CoV-2 (Aschman et al., 2022). Portanto, a resposta inflamatória intensa, é atualmente 

considerada, o principal mecanismo responsável pelas alterações neuropsiquiátricas decorrentes 

da COVID-19 (Boldrini et al., 2021), em que vários mediadores produzidos na periferia durante 

a infecção aguda, são capazes de atingir o SNC e desencadear uma neuroinflamação.  

 

Figura 2: Principais mecanismos utilizados pelo SARS-CoV-2 para alcançar o SNC. O vírus 

pode afetar o SNC, diretamente, chegando ao cérebro por várias vias, como: (1) via olfativa, pelo 

nervo trigêmeo ou nervo olfatório, (2) via nervo vago em conexão com os pulmões e (3) via eixo 

intestino-cérebro; ou indiretamente como consequência da resposta sistêmica, resultando em 

ruptura da BHE e aumento da inflamação e risco de infecções secundária. Adaptado de Sarubbo 

et al., 2022.  
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1.3 Neuroinflamação  

 

A neuroinflamação, uma resposta inflamatória do SNC, é desencadeada por diversos 

estímulos nocivos, incluindo patógenos, isquemia e traumas (Diener et al. 2013). Esse fenômeno 

denominado neuroinflamação, constitui um processo complexo que envolve a interação dinâmica 

e a ativação coordenada de diferentes tipos celulares, incluindo neurônios, células da glia e 

células imunes periféricas (Gilhus & Deuschl, 2019). As respostas neuroinflamatórias são 

imprescindíveis para a comunicação adequada entre sistema imune e o cérebro, para remodelação 

tecidual pós-lesão, assim como para o pré-condicionamento imunológico (Almutairi et al., 2021). 

Todavia, uma neuroinflamação exacerbada e crônica está associada a um recrutamento excessivo 

de células imunes, ao estresse oxidativo, com consequente neurodegeneração e morte neuronal. 

O aumento de mediadores inflamatórios, óxido nítrico e a produção de radicais livres são 

mediados por células ativadas residentes no SNC, principalmente micróglia e astrócitos 

(Almutairi et al., 2021). 

Nesse contexto, a micróglia desempenha um papel central na vigilância imunológica do 

SNC. Essas células residentes estão envolvidas na produção de mediadores inflamatórios e na 

execução de atividades que se assemelham às dos macrófagos (DiSabato et al., 2016). Sendo uma 

das primeiras células a colonizar o SNC, a micróglia se origina de precursores mieloides do saco 

vitelino durante a embriogênese e têm capacidade de autorrenovação, portanto, não são 

substituídas por células mieloides da medula óssea em estágios posteriores (Ginhoux et al., 

2010). Essas células correspondem aproximadamente a 10% da população do SNC, são de longa 

duração, com baixa taxa de renovação, cuja reposição, quando necessária, provém de uma fonte 

progenitora intrínseca ao SNC (Ginhoux et al., 2010). Além de sua conhecida função imune, a 

micróglia exerce um papel multifacetado na fisiologia cerebral tanto durante o desenvolvimento 

quanto na vida adulta, pois atua como célula reguladora ao modular a neurogênese, ao interagir 

com astrócitos, oligodendrócitos e neurônios, ao influenciar a formação e a função das sinapses 

(Wright-Jin & Gutmann, 2019). A ativação da micróglia e suas atividades buscam manter a 

homeostase do SNC, no entanto uma ativação exacerbada e/ou crônica ou perda de sua função 

podem resultar em condições de doenças, como depressão e doenças neurodegenerativas (Norden 

& Godbout, 2013). Antes vista como um simples “agente” reagente à lesão cerebral, a micróglia 

é agora reconhecida como um participante ativo na iniciação e progressão de diversas doenças 

neurológicas, incluindo Alzheimer, tumores cerebrais e autismo (Wright-Jin & Gutmann, 2019). 

Assim como a micróglia, os astrócitos são muito importantes para o equilíbrio do 

ambiente cerebral. São as células gliais mais numerosas do SNC, originando-se a partir da 
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diferenciação de células-tronco neurais (NSCs), desempenham funções essenciais para a 

homeostase e a proteção do SNC, como a reciclagem de neurotransmissores, a regulação do 

equilíbrio iônico, a modulação da sinaptogênese e da transmissão sináptica, além de contribuir 

para a manutenção da seletividade da barreira hematoencefálica (Volterra & Meldolesi,2005). 

Em situações patológicas, os astrócitos podem sofrer transformações adquirindo um fenótipo 

reativo que envolve aumento na expressão de várias moléculas, como a proteína fibrilar glial 

ácida (GFAP), e aumento do volume celular (T. Li et al., 2019). Ademais, a astrogliose está 

relacionada à progressão de doenças neurodegenerativas como a Esclerose Lateral Amiotrófica 

(ELA), Alzheimer e Parkinson, e à perda do controle dos níveis de glutamato, resultando em 

excitotoxicidade e dano neuronal (Valles et al., 2023). Portanto, os astrócitos com seu papel dual, 

podem tanto proteger quanto estar diretamente envolvidos na fisiopatologia de diversas doenças 

neurodegenerativas. 

A resposta inflamatória sistêmica pode atingir o SNC por diferentes vias. Uma delas é 

por via neural, caracterizada pela ativação do nervo vago aferente, que por ter receptores de 

citocinas e receptores de reconhecimento de padrões (RRPs) reconhecem estímulos viscerais 

conduzindo-os até o SNC (Janig & Green, 2014). Outra via é a humoral, em que os órgãos 

circunventriculares e o plexo coróide, locais em que BHE é mais permeável, expressam 

receptores como o TLR (Toll-like receptor) e o CD14 (cluster of differentiation 14), assim como 

receptores de citocinas (Czura e Tracey, 2005) que respondem à insultos da periferia. Além das 

vias clássicas, Louveau e colaboradores (2015) revelaram a existência de um sistema glinfático 

no SNC, com vasos localizados nos seios durais que se conectam aos vasos sanguíneos. Essa 

descoberta sugere uma nova via de acesso ao SNC. 

Nos últimos anos, a neuroinflamação emergiu como um dos focos centrais na pesquisa 

neurocientífica, pois os processos inflamatórios têm demonstrado ser um denominador comum 

na etiopatologia de uma ampla gama de distúrbios neuropsiquiátricos, tais como a depressão, a 

esquizofrenia e a doença de Alzheimer (Gilhus & Deuschl, 2019). Alterações neurológicas 

significativas podem ser diretamente atribuídas à inflamação do SNC, como a esclerose múltipla 

(EM). Além disso, muitos outros distúrbios cerebrais decorrem de insultos periféricos que 

alcançam o SNC por meio de intricados mecanismos de comunicação neuroimune, destacando a 

interconexão entre o sistema imune e o SNC (Gilhus & Deuschl, 2019). 

De fato, já foi relatado mudanças na expressão gênica de astrócitos do córtex cerebral e 

comportamento de anedonia em camundongos após neuroinflamação induzida perifericamente 

pela endotoxina bacteriana, o lipopolissacarídeo (LPS) (Diaz-Castro et al., 2021). Outro estudo 

demonstrou que a infecção congênita pelo vírus Zika (ZIKV) estava associada a uma redução do 
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volume cerebral, ao aumento da neurodegeneração e à redução de neurônios em descendentes 

adultos nascidos de mães infectadas (Camargos et al., 2019). Por fim, foi demonstrado que o 

SARS-CoV-2 pode induzir a perda da homeostase do SNC tanto por ação direta quanto mediado 

pela resposta inflamatória sistêmica associada à infecção aguda (Reza-Zaldívar et al, 2021). A 

COVID-19 pode, portanto, comprometer a permeabilidade da BHE, visto que mediadores 

inflamatórios em excesso podem aumentar a permeabilidade da barreira. Tal fato, facilita tanto a 

entrada do vírus quanto a passagem de mediadores inflamatórios e células do sistema imune para 

o SNC e ambos os processos atuam na manutenção da neuroinflamação (Coperchini et al., 2020; 

Matschke et al., 2020). 

Estudos recentes mostram que a infecção pelo SARS-CoV-2 pode impactar de forma 

significativa tanto a micróglia quanto os astrócitos. Evidências apontam que os astrócitos são 

suscetíveis à infecção pelo vírus e respondem a essa agressão alterando seu metabolismo, o que 

afeta a produção de metabólitos essenciais para a manutenção dos neurônios. Essa alteração no 

fenótipo secretor dos astrócitos infectados impacta diretamente a viabilidade neuronal, 

contribuindo para os danos observados nos cérebros de pacientes com COVID-19 (Crunfli et al., 

2022). Também foi observado que o transcriptoma da micróglia no córtex de pacientes com 

COVID-19 apresentava semelhanças com padrões encontrados em doenças neurodegenerativas, 

como a Doença de Alzheimer (Mathys et al., 2019; Yang et al.,2021). Além disso, em um modelo 

murino de COVID-19 leve, demonstraram que a micróglia permanecia ativada mesmo após sete 

semanas do fim da infecção, sugerindo que essa ativação persistente pode contribuir para os 

sintomas neurológicos observados na COVID longa (Fernández-Castañeda et al., 2022). 

 

1.4 COVID longa: um novo desafio 

 

A COVID longa pode ser classificada como uma das síndromes de infecção pós-aguda 

(PAISs) e é frequentemente referida como Sequelas Pós-Agudas da COVID-19 (PASC) (Silva 

& Iwasaki, 2024). Até o momento, não há um consenso unânime sobre a definição de PASC. 

O Centro de Controle e Prevenção de Doenças (CDC) dos Estados Unidos define a 

COVID longa como a presença de sintomas ou sequelas que persistem por mais de quatro 

semanas após a infecção inicial pelo SARS-CoV-2 (Datta et al., 2020). Já a OMS conceitua 

COVID longa como sintomas não atribuíveis a outras causas e estão presentes mais de três meses 

do início da COVID-19 e duram pelo menos dois meses (WHO, 2021). 

Sequelas de longo prazo também foram observadas nas duas epidemias anteriores de 

CoVs, a SARS em 2003 (Ngai et al., 2010) e a MERS em 2012 (O'Sullivan et al., 2021). A 
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compreensão da fisiopatologia e dos fatores que predispõem o desenvolvimento das PASC 

diminuem os impactos socioeconômicos, portanto a OMS e o Long COVID Forum Group têm 

incentivado pesquisas que atuem na melhoria da caracterização clínica, assim como no 

desenvolvimento de estratégias terapêuticas para esses quadros (Carson, & Long COVID Forum 

Group, 2021).  

Um estudo, realizado entre seis de setembro e 25 de novembro de 2020, disponibilizou 

um questionário em oito idiomas, além do inglês, e os dados foram coletados utilizando a 

Qualtrics, uma plataforma de pesquisa on-line. Avaliaram 3.762 participantes que tiveram 

COVID-19 demonstrando uma prevalência ainda maior de sintomas neurológicos após os 

primeiros seis meses pós-COVID-19 e os sintomas mais frequentemente relatados incluíram 

déficits sensório-motores (91%), disfunção cognitiva (85%), distúrbios de humor (88%), 

distúrbios de sono (79%), cefaleia (77%), comprometimento de memória (73%) e alterações do 

olfato e/ou paladar (58%). Além disso, desses pacientes 65% relataram persistência dos sintomas 

neurológicos por período superior a 6 meses, sendo os mais frequentes fadiga (80%), mal-estar 

pós-esforço (73%) e disfunção cognitiva (58%) (Davis et al., 2021). Outro estudo avaliou 1.733 

pacientes após seis meses do diagnóstico laboratorial da COVID-19 e mostrou que 76% deles 

relataram pelo menos um sintoma neurológico, incluindo fadiga ou fraqueza muscular (63%), 

distúrbios de sono (26%), alteração do olfato ou paladar (11% e 7%, respectivamente), mialgias 

(2%) e dor de cabeça (2%), assim como transtornos psiquiátricos, em especial ansiedade e 

depressão (23%) (Huang et al., 2021). De fato, foi mostrado que as PASC atingem de 10% a 30% 

das pessoas e que as mulheres são mais suscetíveis (Thompson et al., 2022).  

A COVID longa pode ser caracterizada como uma doença multissistêmica fundamentada 

por vários mecanismos que explicam as sequelas decorrentes da infecção por SARS-CoV-2 (Al-

Aly & Topol, 2024). Apesar dos grandes esforços realizados para entender esse legado que a 

pandemia nos deixou, os potenciais mecanismos envolvidos no processo da PASC ainda são 

muito especulativos. Vale destacar as principais hipóteses apoiadas pela literatura para explicar 

as PASC (Figura 3): 
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Figura 3: Potenciais mecanismos fisiopatológicos relacionados à COVID longa. Os principais 

fatores hipotéticos envolvidos na fisiopatologia da PASC abrangem: (I) Reservatório viral, (II) 

Disfunção imune, (III) Coagulopatia/disfunção endotelial, (IV) Autoimunidade e (V) Alteração 

do microbioma intestinal. Modificado de J. Li et al., 2023.  
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I.  Reservatórios virais persistentes 

 

Indivíduos com COVID longa podem não eliminar completamente o SARS-CoV-2 após a 

infecção inicial, ao contrário, o vírus replicante e/ou o RNA viral, com capacidade de produzir 

proteínas virais, podem persistir em reservatórios nos tecidos (Proal et al., 2023a). O SARS-

CoV-2, um vírus de ssRNA de sentido positivo, compartilha características com outros vírus cuja 

persistência já foi observada, como o Ebola (Keita et al., 2019; Varkey et al., 2015) e o ZIKV 

(Paz-Bailey et al., 2017). Esses vírus persistentes têm sido associados ao desenvolvimento de 

doenças crônicas (Dokubo et al., 2018). Relatos indicam que novos surtos de Ebola foram 

causados por indivíduos que carregavam o vírus persistente anos após a recuperação (Keita et 

al., 2021) e o ZIKV pode ser transmitido por via sexual meses após a fase aguda da infecção 

(Russell et al., 2017). 

Um estudo de autópsia identificou RNA e proteínas de SARS-CoV-2 em diversos tecidos, 

coletados entre 31 e 230 dias após o início dos sintomas da infecção. Mais de 50% dessas 

autópsias revelaram RNA viral persistente em linfonodos da cabeça, pescoço e tórax, além de 

tecido ocular, medula espinhal cervical, tronco cerebral e nervo olfatório (Stein et al., 2022). 

Outro estudo analisou biópsias intestinais de 46 indivíduos com doença inflamatória intestinal, 

dos quais apenas três haviam sido hospitalizados durante a COVID-19. Os resultados mostraram 

que 70% dos participantes apresentaram RNA do SARS-CoV-2 na mucosa intestinal sete meses 

após a infecção. Entre os 21 indivíduos com sintomas pós-COVID, todos tinham RNA viral no 

intestino, enquanto, dos 25 sem sintomas, 9 apresentaram RNA viral e os outros 14 não tiveram 

RNA viral detectável (Zollner et al., 2022). 

A presença de RNA e/ou proteínas do SARS-CoV-2 em reservatórios no organismo pode 

desencadear doenças por meio de diversos mecanismos. Os componentes virais persistentes 

podem se ligar aos RRPs do hospedeiro, induzindo a produção de mediadores inflamatórios e 

promovendo inflamação; além disso, a ativação constante do sistema imunológico pode 

comprometer sua atividade efetora, levando à exaustão ou à diferenciação alterada das células 

imunes (Proal et al., 2023b). Essas alterações podem resultar em disfunções imunológicas e 

contribuir para o desenvolvimento de patologias associadas às PASC. A replicação viral nos 

reservatórios pode ter efeito citopático, visto que muitas células expressam receptores para 

entrada do vírus, o que resulta em danos diretos a diversos tecidos (Proal et al., 2023b).  

A permanência do SARS-CoV-2 no SNC pode contribuir para a neuroinflamação e estar 

associada aos sintomas cognitivos, neurológicos ou psiquiátricos em pessoas com PASC. Um 

estudo de autópsia revelou aumento na deposição de placas de Aβ no cérebro de pacientes com 
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COVID-19 grave, com menos de 60 anos (Rhodes et al., 2022). A proteína Aβ, associada à 

doença de Alzheimer, atua como um peptídeo antimicrobiano na resposta imune inata contra 

patógenos no tecido cerebral (Proal et al., 2023b). Experimentos in vitro e em animais mostraram 

que a Aβ se acumula em resposta a patógenos, incluindo o vírus herpes simples tipo 1 (HSV-1) 

(Eimer et al., 2018).  Portanto, a persistência de SARS-CoV-2 no SNC ou a reativação de outros 

patógenos, como herpesvírus, após a COVID-19 podem desencadear processos degenerativos 

como acúmulo de Aβ, aumentando o risco de Alzheimer (Proal et al., 2023b). 

Por outro lado, as proteínas do SARS-CoV-2 podem modular negativamente a resposta imune 

inata do hospedeiro, desativando essas respostas em vez de induzi-las (Rashid et al., 2022). Além 

disso, essas proteínas podem desregular fatores metabólicos, epigenéticos e genéticos do 

hospedeiro, contribuindo para o surgimento de sintomas, mesmo na ausência de efeitos 

citopáticos diretos (Kee et al., 2022).  Muitas são as evidências, no entanto há a necessidade de 

mais pesquisas para compreender os mecanismos subjacentes à persistência viral e sua relação 

com os sintomas de longo prazo. 

 

II.  Disfunção imune 

 

Os indivíduos com COVID longa apresentam algumas diferenças imunológicas em 

relação às que se recuperaram completamente. Entre elas, destaca-se uma menor proporção de 

células T CD8+ de memória específicas, produtoras de interferon gama (IFN-γ+), em indivíduos 

com sintomas persistentes (Peluso et al., 2021).  Schultheiß et al. (2022) identificaram que as 

PASC estão associadas a níveis elevados de citocinas inflamatórias, como IL-1β, IL-6 e TNF, 

sem relação direta com autoanticorpos (AABs). Além disso, Fernández-Castañeda et al. (2022) 

relataram níveis aumentados da quimiocina CCL11 (eotaxina) no sangue de indivíduos com 

comprometimento cognitivo relacionado à COVID longa, e esses níveis diminuíram conforme 

os sintomas cognitivos foram resolvidos. 

Um estudo recente desenvolvido por Visvabharathy e colaboradores (2023) identificou 

um padrão distinto de ativação de células T em pacientes com Neuro-PASC. Demonstraram que 

pacientes com Neuro-PASC apresentam: (i): Respostas elevadas de IFN-γ ao domínio C-terminal 

da proteína N (região N3), enquanto os controles convalescentes mostraram pouca reatividade a 

essa região. Embora um aumento nas respostas de células T antivirais geralmente seja visto como 

protetor, estudos têm encontrado associações contraditórias entre essas respostas de células T e 

os desfechos clínicos da COVID-19; (ii):  Resposta atenuada de células T CD8+ de memória, o 

que prejudica a geração eficaz de respostas efetoras para proteger contra futuras reinfecções; (iii) 
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Maior expressão de IL-6, citocina que foi correlacionada com a dor relatadas pelos pacientes. De 

fato, níveis elevados de IL-6 sérica foram associados a piores prognósticos em pacientes com 

COVID-19 grave (Weiskopf et al., 2020). A IL-6 também esteve associada à fadiga e ao 

comprometimento cognitivo em uma coorte de pacientes com PASC que apresentaram infecção 

aguda leve (Schultheiß et al., 2022). (iv):  Níveis significativamente elevados de ansiedade, 

depressão e dor foram observados em comparação aos controles convalescentes. A gravidade 

desses déficits correlacionou-se com respostas imunológicas adaptativas antivirais; Por fim, (v): 

assinaturas de resposta inflamatória e antiviral reduzidas em comparação com controles 

convalescentes, concomitantes à elevação de proteínas imunorreguladoras. 

Ainda, outros estudos sugerem que a desregulação do sistema imune também pode estar 

associada à reativação de vírus que se encontram em estado latente no organismo. Um estudo 

reforça a associação entre a positividade de anticorpos contra o vírus Epstein-Barr (EBV) e os 

sintomas de COVID longa (Peluso et al., 2023).  Também já foi demonstrado que mulheres com 

PASC apresentam, em sua maioria, níveis elevados de anticorpos contra herpesvírus, como EBV, 

CMV e HSV-2 (Klein et al., 2023). De forma semelhante, Silva e colaboradores (2024) 

observaram títulos elevados de IgG contra antígenos do EBV em mulheres com COVID longa, 

indicando uma possível reativação recente do vírus. O papel da reativação do EBV na PASC 

ainda não está completamente elucidado, entretanto foi sugerido que a replicação lítica do vírus 

pode aumentar a expressão de ECA-2 em células epiteliais, facilitando a entrada do SARS-CoV-

2 nas células hospedeiras (Verma et al., 2021). 

 

III.  Coagulopatia/disfunção endotelial  

 

Eventos trombóticos potencialmente fatais e consequentes manifestações neurológicas 

são frequentemente observados em pacientes com COVID-19, persistindo em muitos casos 

mesmo após a fase aguda da infecção (Tang et al., 2020). Apesar da ampla documentação 

clínica sobre esses fenômenos, os mecanismos responsáveis pela coagulopatia associada à 

COVID-19 e suas implicações na inflamação e na neuropatologia ainda não estão 

completamente elucidados.  

Uma pesquisa envolvendo mais de 150 mil sobreviventes de COVID-19, incluindo casos 

não hospitalizados, hospitalizados e tratados em UTI, revelou que, após um ano, mesmo aqueles 

que não necessitaram de internação durante a fase aguda da doença apresentam um risco 

elevado de desenvolver distúrbios cardiovasculares. Além disso, sobreviventes que foram 
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hospitalizados enfrentam uma carga significativa após um ano, marcada por um aumento na 

incidência de trombose venosa profunda (TVP) e embolia pulmonar (EP) (Xie et al., 2022). 

O fibrinogênio, uma proteína essencial na formação de coágulos sanguíneos, tem sido 

encontrado em grandes quantidades nos pulmões e no cérebro de pacientes infectados, 

apresentando uma forte correlação com a gravidade da doença; além disso, ele tem sido 

apontado como um biomarcador útil para prever déficits cognitivos pós-COVID-19 (J. K. Ryu 

et al., 2024). Nesse sentido, demonstraram que a fibrina derivada do fibrinogênio, interage 

diretamente com a proteína spike do SARS-CoV-2, resultando na formação de coágulos 

sanguíneos que contribuem para a tromboinflamação sistêmica, assim como desempenham um 

papel significativo na neuropatologia observada em pacientes com COVID-19 (J. K. Ryu et al., 

2024). Após a infecção pelo SARS-CoV-2, a fibrina também intensifica a neuroinflamação e a 

perda neuronal, além de desencadear respostas imunes inatas tanto no cérebro quanto nos 

pulmões, mesmo na ausência de infecção ativa (J. K. Ryu et al., 2024). Interessantemente, nesse 

estudo utilizaram um anticorpo monoclonal que bloqueia o domínio inflamatório da fibrina, e 

este se mostrou eficaz em proteger contra a ativação da micróglia, danos neuronais e a 

tromboinflamação pulmonar após a infecção. 

Um estudo adicional explorou os mecanismos subjacentes à disfunção vascular 

provocada pelos betacoronavírus MHV-3 e SARS-CoV-2. A pesquisa revelou uma redução da 

contratilidade em grandes artérias e veias, resultando em insuficiência circulatória e óbito. Esse 

processo foi associado à via TNF/iNOS/NO, destacando o papel crítico do endotélio vascular e 

do TNF na patogênese e na gravidade das infecções por coronavírus (Vieira-Alves et al., 2023). 

Diversas hipóteses foram sugeridas para explicar o estado de hipercoagulação persistente 

observado em sobreviventes da COVID-19. Entre elas, destacam-se a inflamação não resolvida, 

a geração de AABs e a possível presença de reservatórios virais ou fragmentos de RNA e 

proteínas virais, capazes de ativar leucócitos e plaquetas, perpetuando a resposta inflamatória. 

Independentemente do estímulo subjacente, indivíduos com PASC apresentam 

tromboinflamação persistente, sustentada pela ativação contínua de células endoteliais e 

plaquetas, além de uma formação exacerbada de coágulos de fibrina (Martins-Gonçalves et al., 

2023). 

 

IV. Autoimunidade 

 

Os vírus possuem a notável capacidade de modular o sistema imunológico humano, como 

exemplificado pelo citomegalovírus (CMV) e pelo EBV, frequentemente associados ao 
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desenvolvimento de doenças autoimunes (Chang et al., 2023).  O EBV é o agente etiológico da 

mononucleose infecciosa, pode estar associado a certos tipos de câncer e graves doenças 

linfoproliferativas, sendo capaz de estabelecer infecção permanente, geralmente assintomática, 

em mais de 90% da população adulta global (Fonseca et al., 2023). O EBV é considerado como 

um gatilho da esclerose múltipla (EM), visto que em uma ampla coorte de mais de 10 milhões 

de militares do exército dos EUA, foi identificado um aumento de 32 vezes de EM entre 

indivíduos que se tornaram soropositivos para o EBV, em comparação com aqueles que 

permaneceram soronegativos (Bjornevik et al., 2022). A EM é uma condição crônica do SNC, 

mediada pelo sistema imune, marcada por áreas de desmielinização e processos 

neurodegenerativos (Bellucci et al., 2021) e, nesse contexto, a contribuição do EBV é relacionada 

à reatividade cruzada entre seus antígenos e as proteínas do próprio organismo, envolvendo 

mecanismos tanto da imunidade celular quanto da imunidade humoral (Soldan & Lieberman, 

2023). Na COVID-19 grave foram observadas algumas vias imunológicas desreguladas que 

coincidem com alterações típicas da EM, sugerindo que o SARS-CoV-2 pode representar um 

fator de risco para o surgimento ou a piora da EM em indivíduos suscetíveis (Fonseca et al., 

2023). 

A infecção pelo SARS-CoV-2 tem sido vinculada a um risco aumentado de outras 

condições autoimunes, incluindo diabetes mellitus tipo 1 (DM1), lúpus eritematoso sistêmico 

(LES), artrite reumatoide, diversas formas de vasculite e doenças inflamatórias intestinais (Antar 

& Cox, 2024). Os mecanismos exatos que sustentam a relação entre infecção viral e doenças 

autoimunes permanecem desconhecidos.  Estudos sugerem que os vírus podem induzir 

autoimunidade por diversos processos, como mimetismo molecular (B. Kim et al., 2006), 

disseminação de epítopos (Getts et al., 2013) e ativação de células espectadoras (Fujinami et al., 

2006). Supõe-se que a inflamação prolongada observada na COVID-19 possa ativar o sistema 

imunológico, levando à produção de anticorpos direcionados a antígenos virais estruturalmente 

semelhantes a autoantígenos, resultando em respostas cruzadas tanto contra autoantígenos quanto 

contra outros antígenos (Chang et al., 2023). Além disso, o surgimento de condições autoimunes 

após a COVID-19 pode ser associado à imunossupressão temporária, que compromete a auto 

tolerância, e a uma reconstituição imunológica inadequada em indivíduos predispostos à 

autoimunidade (Cañas, 2020).  

A geração de AABs durante a infecção aguda por SARS-CoV-2 também está associado 

ao desenvolvimento de autoimunidade. A produção de anticorpos é uma mecanismos natural que 

ocorre em resposta às infecções, no entanto os AABs resultam da ativação de espectadores ou de 

mimetismo molecular (Zhao et al., 1998). Diversos AABs com potencial patológico foram 
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identificados durante a COVID-19 (Wang et al., 2021). mas, normalmente, os níveis de AAB 

tendem a diminuir conforme o sistema imune retorna à homeostase (Woodruff et al., 2022). 

Todavia, vários estudos retrospectivos demonstraram que pacientes com COVID-19 apresentam 

um risco de 20 a 40% maior de desenvolver diversas doenças autoimunes após a infecção (Peng 

et al., 2023; Syed et al., 2023; Tesch et al., 2023). Nesse contexto, uma pesquisa identificou a 

presença de anticorpos antinucleares (ANAs) relacionados a sintomas persistentes de COVID-

19 até 12 meses após a infecção inicial (Son et al., 2023). Outro estudo constatou que AABs 

direcionados a diversos receptores acoplados à proteína G (GPCRs) estavam presentes em todos 

os 31 participantes diagnosticados com COVID longa, sendo que esses padrões de ABBs já foram 

observados em déficits neurológicos e em doenças cardiovasculares independentes da COVID-

19 (Wallukat et al., 2021).  

Um estudo recente revelou níveis elevados de AABs direcionados às proteínas do SNC 

em pacientes com COVID longa, correlacionando-os com os sintomas neurológicos e cognitivos 

observados nesses indivíduos. Além disso, os pesquisadores demonstraram que a injeção de IgG 

purificada desses pacientes em camundongos resultou em maior sensibilidade à dor, bem como 

em perda de equilíbrio e coordenação, reproduzindo os sintomas relatados pelos pacientes (Sa et 

al., 2024). 

 

V. Alterações no microbioma  

 

     A COVID-19 pode causar alterações significativas e persistentes no microbioma 

intestinal, em parte devido à elevada expressão de ECA-2 no TGI, o que facilita a entrada do 

SARS-CoV-2 em células epiteliais intestinais, afetando organismos comensais benéficos (Yeoh 

et al., 2021). A infecção nessas células pode desencadear inflamação tecidual, morte celular e 

danos às barreiras intestinais, além de outros tecidos. Esses processos podem levar à translocação 

de microrganismos para a corrente sanguínea, resultando em uma resposta inflamatória sistêmica 

(Peluso & Deeks, 2024). Foram detectados níveis elevados de biomarcadores de translocação 

microbiana, como zonulina (proteína reguladora da permeabilidade do epitélio intestinal), beta-

D-glucana (componente da parede celular de fungos) e proteína de ligação a LPS (componente 

da parede celular bacteriana) no sangue de indivíduos com COVID longa, em comparação com 

aqueles que se recuperaram completamente (Giron et al., 2022). Em Hong Kong, um ensaio 

clínico analisou o potencial da modulação do microbioma intestinal como tratamento para a 

COVID longa. Os participantes que utilizaram uma preparação simbiótica relataram melhorias 

significativas em sintomas associados à PASC, como redução da fadiga, melhora na 



34 

 

concentração e memória, alívio de distúrbios gastrointestinais e diminuição do mal-estar geral, 

quando comparados ao grupo placebo (Lau et al., 2024). 

 Um outro estudo revelou que a microbiota intestinal de indivíduos pós-COVID é 

dominada por bactérias da família Enterobacteriaceae com resistência a antibióticos, em 

comparação a controles saudáveis. O transplante fecal desses indivíduos para camundongos 

germ-free resultou em inflamação pulmonar e pior evolução na infecção por Klebsiella 

pneumoniae multirresistente. Além disso, os camundongos pós-COVID apresentaram déficits de 

memória em testes de reconhecimento e localização, acompanhados por níveis elevados de 

mRNA de tnf no hipocampo e redução de fatores neuroprotetores como bdnf e psd-95. Como 

prova de conceito, administraram um probiótico, o Bifidobacterium longum, em camundongos 

infectados pelo betacoronavírus MHV-3, e observaram que o tratamento preveniu o 

comprometimento de memória induzido pela infecção (Mendes de Almeida et al., 2023). 

 

1.4.1 Sexo biológico e a relação com a COVID-19/COVID longa 

 

Desde a epidemia de SARS-CoV em 2002–2003, ficou claro que os homens apresentam 

maior vulnerabilidade a doenças pulmonares agudas, uma tendência reforçada durante a 

pandemia de SARS-CoV-2, que revelou uma maior taxa de letalidade entre o público masculino 

(Scully et al., 2020). Por outro lado, as mulheres têm três vezes mais chance de desenvolver 

PASC em comparação aos homens, no entanto a gravidade da doença, assim como o tempo para 

resolução da fase viral aguda não foram associados à COVID longa (Bai et al., 2021). Esses 

padrões têm sido associados a diferenças na imunidade e influenciados pela produção de 

hormônios sexuais, além de variações na resposta imune relacionadas ao cromossomo X 

(Channappanavar et al., 2017).  

De forma semelhante à PASC, outras síndromes de infecção pós-aguda (PAISs), como 

encefalomielite miálgica/síndrome da fadiga crônica (ME/CFS) e doença de Lyme longa, 

apresentam uma predominância feminina ainda mais acentuada, com até 80% dos casos 

ocorrendo em mulheres (Choutka et al., 2022). A análise da assinatura imunológica na COVID 

longa revelou um perfil distinto entre homens e mulheres. Em homens, essa assinatura se 

associou a um aumento significativo de sintomas como fadiga, distúrbios de humor, ansiedade, 

dor e comprometimento neurológico. Curiosamente, mulheres com uma assinatura imunológica 

mais similar à dos homens apresentaram uma menor carga sintomática (Silva et al., 2024). Esses 

resultados sugerem que a assinatura imunológica feminina, em particular, pode ser um fator 
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contribuinte para a maior intensidade e variedade de sintomas relatados por mulheres com 

COVID longa.  

O sexo biológico afeta as respostas imunes inatas e adaptativas, conduzindo a diferenças 

sexuais na autoimunidade, assim como em respostas a infecções e vacinas (Klein & Flanagan, 

2016). O estrógeno, em particular, desempenha um papel crucial na regulação do sistema 

imunológico, com diversos estudos destacando sua capacidade de suprimir respostas 

inflamatórias. No entanto, algumas pesquisas sugerem que os estrogênios podem exercer efeitos 

pró-inflamatórios ou até mesmo duplos (pró- e anti-inflamatórios), dependendo do tipo de 

citocina ou célula envolvida (Dragin et al., 2017). A ovariectomia, frequentemente utilizada em 

modelos murinos para modular a ação do estradiol produzido pelas gônadas, é um método eficaz 

para estudar esse hormônio, que também pode ser sintetizado em tecidos secundários, como 

cérebro, rim, osso, pele e tecido adiposo, ainda que em quantidades reduzidas (Harding & 

Heaton, 2022). 

Em relação à COVID-19, Ding e colaboradores (2021) identificaram que o estradiol (E2) 

pode exercer um efeito protetor em mulheres, regulando citocinas associadas à gravidade da 

infecção (Ding et al., 2021). Além disso, níveis elevados do hormônio folículo estimulante (FSH) 

foram observados em mulheres durante a infecção por SARS-CoV-2 (Cai et al., 2022), porém os 

mecanismos que explicam a alteração do FSH na fase aguda e na COVID longa permanecem 

pouco explorados. 

A testosterona, por sua vez, é outro hormônio de relevância devido às suas propriedades 

imunossupressoras. Em mulheres, níveis reduzidos de testosterona podem contribuir para uma 

maior predisposição a doenças autoimunes (Bupp & Jorgensen, 2018). Como os receptores de 

andrógenos são expressos em células do sistema imunológico, acredita-se que os níveis de 

testosterona desempenhem um papel direto na modulação dos perfis imunológicos individuais 

(Bupp & Jorgensen, 2018). Em homens, baixos níveis de testosterona têm sido associados a 

piores desfechos clínicos na COVID-19 (Schroeder et al., 2021). Paralelamente, as mulheres 

parecem mais suscetíveis à COVID longa devido à redução nos níveis de testosterona (Silva et 

al., 2024). 

 

1.5  Coronavírus da hepatite murina (MHV) como potencial modelo para estudo da 

infecção pelo SARS-CoV-2 

 

O gênero betacoronavírus é composto por quatro subgêneros. O subgênero Embecovirus 

abriga os MHV e o subgênero Sarbecovirus inclui os SARS-CoV e SARS-CoV-2 (ICTV, 2019). 
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Consistente com outros estudos (Yang et al., 2014; Andrade et al., 2021; S. Ryu et al., 2021; 

Lima et al., 2024), o MHV imita efetivamente a infecção pelo SARS-CoV-2, reproduzindo 

aspectos-chave da COVID-19 humana, como replicação viral, patogênese, respostas imunes 

pulmonares e extrapulmonares e o amplo espectro de manifestações clínicas (Figura 4) (Körner 

et al., 2020). A principal distinção entre MHV e SARS-CoV-2 está no receptor usado para 

entrada celular: as cepas de MHV utilizam a molécula de adesão CEACAM-1 

(Carcinoembryonic Antigen-Related Cell Adhesion Molecules 1), enquanto o SARS-CoV-2 

depende da enzima ECA-2 (Körner et al., 2020). Essa diferença pode representar desafios para 

estudar mecanismos de entrada viral e avaliar medicamentos direcionados a esse estágio do ciclo 

de replicação.  

Várias cepas de CoVs que infectam camundongos induzem doenças hepáticas, 

respiratórias ou entéricas e são acompanhadas por alterações neurológicas (Cowley & Weiss, 

2010). Por exemplo, o MHV-3 e o MHV-A59 se replicam inicialmente no epitélio nasal, com 

viremia subsequente e disseminação para os pulmões, fígado, medula óssea, cérebro, tecido 

linfoide e órgãos reprodutores (Homberger et al., 1998). No entanto, diferenças importantes em 

relação às manifestações da doença induzida por estas duas linhagens podem ocorrer. Enquanto 

o MHV-3 induz uma infecção inicialmente pulmonar seguida de disseminação sistêmica, com 

alto tropismo pelo fígado e elevada morbimortalidade dos animais, quadro semelhante a uma 

COVID-19 grave (Andrade et al., 2021), a infecção pelo MHV-A59 induz uma doença 

majoritariamente pulmonar e autolimitada (Yang et al., 2014). O MHV-A59 é uma cepa hepato-

neurotrópica que causa hepatite aguda, meningoencefalomielite, neurite óptica e infecção 

persistente no SNC (Das Sarma et al., 2000). Outras cepas, como o MHV-2, também apresentam 

tropismo pelo fígado, entretanto é capaz de invadir o SNC de forma limitada, podendo induzir 

meningite sem causar encefalite (Das Sarma et al., 2010). Sobretudo o MHV-JHM é altamente 

neurotrópico, capaz de provocar encefalite grave e desmielinização, sem tropismo para o fígado 

(Bergmann et al. 2006). 

 Desde a descoberta do SARS-CoV, o MHV tem sido utilizado como modelo de infecção 

para entender a SARS e seus desdobramentos, já que sua manipulação requer contenção em nível 

de biossegurança 2 (NB-2), em contraste com a necessidade de contenção de nível de 

biossegurança 3 (NB-3) para SARS-CoV e SARS-CoV-2 (Körner et al., 2020). Este é um aspecto 

muito importante, pois muitos laboratórios de pesquisa não têm infraestrutura e recursos para 

manter instalações NB-3. Ryu et al. (2021) utilizaram o MHV-A59 para investigar a resposta 

imune relacionada ao envelhecimento durante a infecção por coronavírus e exploraram o impacto 

de uma dieta cetogênica pró-longevidade (KD) na vigilância imunológica. A inoculação 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7864135/#CR10
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intranasal com MHV-A59 em camundongos idosos levou ao aumento da mortalidade e 

inflamação sistêmica, incluindo neutrofilia e depleção de células T γδ nos pulmões. A ativação 

da cetogênese expandiu as células T γδ protetoras do tecido, desativou o inflamassomao NLRP3 

e reduziu os monócitos patogênicos nos pulmões de camundongos idosos infectados (Ryu et al., 

2021) 

Para mimetizar os sintomas da COVID-19, camundongos transgênicos expressando 

ECA-2 humana (hECA-2) sob vários promotores foram usados (Bao et al., 2020; Seo et al., 

2022). No entanto, muitos desses modelos transgênicos falham em capturar o espectro completo 

da COVID-19, particularmente as manifestações extrapulmonares e seus sintomas persistentes 

(Knight et al., 2021). Isso acontece principalmente porque a expressão da ECA-2 é 

frequentemente restrita às células epiteliais nesses modelos, como visto com o promotor k18 (Fan 

et al., 2022; Knight et al., 2021). Nesse contexto, desenvolver modelos novos e diversos é 

fundamental para abordar essas limitações e progredir (Fan et al., 2022; Muñoz-Fontela et al., 

2022). 

 

Figura 4: Principais similaridades e diferenças na patogênese do vírus da hepatite murina (MHV) 

e o coronavírus da síndrome respiratória aguda grave 2 (SARS-CoV-2). Adaptado de 

(Körner et al., 2020). 
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1.6 Intervenções farmacológicas 

 

A fase aguda da COVID-19, especialmente a doença grave, é caracterizada por alta 

replicação viral e uma resposta inflamatória exacerbada (Merad et al., 2022). Antivirais, anti-

inflamatórios e anticoagulantes são usados para controlar a COVID-19 aguda grave (Braz-de-

Melo et al., 2021).  Até o momento, alguns antivirais de moléculas pequenas, como nirmatrelvir-

ritonavir, remdesivir e molnupiravir, além de 11 anticorpos monoclonais, foram aprovados para 

o tratamento da COVID-19(G. Li et al., 2023). Pacientes hospitalizados com COVID-19 grave 

também podem ser tratados com agentes imunomoduladores previamente aprovadas, como 

glicocorticoides (ex.: dexametasona), antagonistas de citocinas (ex.: tocilizumabe) e inibidores 

da Janus quinase (ex.: baricitinibe) (G. Li et al., 2023). 

Dexametasona e hidrocortisona, ambos glicocorticoides, são corticosteroides 

recomendados principalmente para pacientes hospitalizados com COVID-19 que requerem 

suporte de oxigênio (Bhimraj et al., 2020). A dexametasona foi o primeiro glicocorticoide a 

apresentar benefícios clínicos em casos graves da doença. Nos estágios iniciais da pandemia, o 

estudo RECOVERY demonstrou que esse medicamento reduziu significativamente a 

mortalidade em pacientes que necessitavam de suporte respiratório (RECOVERY Collaborative 

Group, 2021).  Além disso, a dexametasona, isoladamente ou em combinação com tocilizumabe 

e antivirais, mostrou-se eficaz no tratamento de formas moderadas a graves de COVID-19 

(Alunno et al., 2022). Contudo, não foram observados benefícios em pacientes internados que 

não precisavam de suporte respiratório (RECOVERY Collaborative Group, 2021), e seu uso 

pode aumentar o risco de eventos adversos graves relacionados ao medicamento em casos de 

COVID-19 grave (Wolfe et al., 2022). 

A rápida resposta global com o desenvolvimento de vacinas contra a COVID-19 e o 

reposicionamento de fármacos foi um avanço sem precedentes. No entanto, a identificação de 

tratamentos eficazes para a Covid Longa tem sido um processo mais lento. Já existem relatos que 

apontam para um possível alívio dos sintomas pós-COVID após a vacinação contra o SARS-

CoV-2 (Arnold et al., 2021), mas um número significativo de pessoas não observou nenhuma 

mudança (Nakagawara et al., 2023).   

A hipótese de que a replicação viral contínua seja um fator causal da Covid Longa tem 

sido investigada em ensaios clínicos com medicamentos antivirais em pacientes com a doença 

em estágio crônico. O ensaio clínico controlado randomizado, duplo-cego, STOP-PASC avaliou 

a eficácia do nirmatrelvir-ritonavir, no qual 155 adultos com pelo menos dois sintomas 

moderados a graves autorrelatados foram randomizados para utilizar 15 dias de nirmatrelvir-
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ritonavir oral (Paxlovid) ou placebo-ritonavir (100 mg) duas vezes ao dia. Os resultados 

demonstraram que o tratamento, embora seguro, não foi capaz de melhorar significativamente os 

sintomas de longo prazo, apesar de um leve alívio durante as 15 semanas em que as pessoas 

foram acompanhadas (Geng et al., 2024).  

A escassez de estudos relacionados a terapias para COVID Longa é uma lacuna 

significativa na pesquisa. Um estudo recente, randomizado e duplo-cego, avaliou a eficácia do 

probiótico SIM01 em reduzir os sintomas da PASC. Os resultados indicaram que os participantes 

que receberam SIM01 apresentaram menor frequência de fadiga, dificuldades cognitivas, dor, 

insônia e problemas gastrointestinais em comparação ao grupo placebo (Lau et al., 2024). Em 

um pequeno ensaio clínico randomizado e controlado, 41 pacientes com Covid Longa foram 

tratados com AXA1125, um modulador metabólico endógeno que visa melhorar a função 

mitocondrial e reduzir o stress oxidativo. Embora tenha sido observado um número moderado de 

eventos adversos leves, os participantes do grupo de tratamento apresentaram uma melhora 

estatisticamente significativa nos sintomas de fadiga em comparação com o grupo placebo 

(Finnigan et al., 2023). Em contrapartida, dois ensaios clínicos controlados não demonstraram 

eficácia na redução dos sintomas da Covid Longa após o uso de coenzima Q10 por 6 semanas 

(Hansen et al., 2022) ou da estimulação transcraniana do córtex pré-frontal (Klírová et al., 

2024).  Nesse contexto, busca-se compreender se o manejo clínico precoce da COVID-19 pode 

influenciar o surgimento e a gravidade dos sintomas de longo prazo, característicos da PASC.  

O Sistema Renina-Angiotensina (SRA) está presente no SNC e desempenha funções 

importantes que vão além do sistema renal e cardiovascular (Paul et al., 2006). O SRA é 

composto por dois eixos principais, sendo a Angiotensina (1-7) [Ang-(1-7)] componente do eixo 

contrarregulador que inclui a ECA-2 e o receptor Mas. Evidências de estudos clínicos e 

experimentais indicam que desequilíbrios no SRA cerebral estão associados ao desenvolvimento 

e à progressão de doenças neurodegenerativas (Kangussu et al., 2022). 

A literatura já vem mostrando que a Angio (1-7) pode atuar como neuroprotetor em vários 

processos patológicos do SNC. Janatpour e colaboradores (2019) mostraram que administração 

subcutânea de Angio (1-7) melhora a recuperação de camundongos após lesão cerebral., visto 

que atenuou os déficits motores e a histologia cerebral juntamente com a ressonância magnética 

indicaram que os camundongos tratados apresentaram volumes menores nas lesões. Além disso, 

observaram que o tratamento reduziu a microgliose, a astrogliose e reduziu a perda neuronal 

(Janatpour et al., 2019). Outro estudo investigou o papel da Angio (1-7) na doença de Parkinson, 

em que o tratamento com esse peptídeo amenizou as alterações comportamentais, evidenciado 

pelo aumento da atividade locomotora no teste de campo aberto e aumento da latência no teste 
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de Rotarod, em comparação ao grupo que não recebeu o tratamento. Além disso, a intervenção 

demonstrou efeitos neuroprotetores, como a preservação de neurônios dopaminérgicos e a 

redução da expressão de α-sinucleína na substância negra de camundongos com Parkinson (Gao 

et al., 2024) 

O peptídeo endógeno Angio (1-7) e os agonistas de seu receptor Mas foram sugeridos 

como moléculas promissoras para limitar a inflamação induzida por SARS-CoV-2 (Lobo et al., 

2024; Sousa et al., 2020). Durante a infecção pelo SARS-CoV-2 os níveis de Ang (1-7) são 

reduzidos, uma vez que a ECA-2, responsável pela conversão da angiotensina II em Angio (1-

7), é regulada negativamente após a entrada do vírus (Issa et al., 2021). Portanto, lesão pulmonar 

grave e alta carga viral em pacientes com COVID-19 têm sido associadas a altos níveis de 

angiotensina II e redução de Angio (1-7), uma molécula anti-inflamatória e vasodilatadora 

(Miesbach, 2020). 
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2. OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar as possíveis alterações neuroquímicas e comportamentais resultantes da infecção 

por coronavírus. 

 

2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

I. Caracterizar as alterações celulares e morfológicas agudas no SNC decorrentes da 

infecção pelo MHV-3; 

 

II.  Investigar as alterações neuroquímicas e inflamatórias agudas no SNC induzidas pela 

infecção pelo MHV-3; 

 

III. Investigar a ocorrência de alterações comportamentais durante a fase aguda da infecção 

pelo MHV-3; 

 

IV. Implementar um modelo de COVID longa utilizando o coronavírus murino MHV-A59 

como plataforma para investigar as alterações/sequelas neuropsiquiátricas de longo 

prazo decorrentes da infecção; 

 

V. Avaliar como intervenções terapêuticas (antiviral e anti-inflamatória) na fase aguda da 

infecção podem repercutir nas sequelas neuropsiquiátricas no modelo de COVID longa. 
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3. ARTIGOS RESULTANTES DA TESE 

 

3.1 Trabalho científico I:  

 

“A suitable model to investigate acute neurological consequences of coronavirus infection” 

 

O presente artigo explora os impactos neurológicos agudos desencadeados pela infecção 

por coronavírus, utilizando um modelo experimental murino. A pesquisa teve como objetivo 

avaliar os efeitos neuroquímicos, comportamentais e histológicos associados à infecção aguda 

pelo vírus MHV-3, um betacoronavírus. Para tanto, foram utilizados camundongos C57BL/6, 

machos e fêmeas, infectados por via intranasal com o MHV-3, sendo todas as análises realizadas 

até o 5° dpi. 

O estudo empregou uma abordagem integrada que incluiu testes comportamentais, 

análises histológicas e ensaios bioquímicos. Entre as análises destacam-se a quantificação de 

mediadores inflamatórios e neuroprotetores (IL-6, IFN-γ, TNF, BDNF e CX3CL1) por ELISA, 

a análise de sinaptossomas para avaliar a liberação de glutamato e os níveis intracelulares de 

cálcio, bem como testes comportamentais, como campo aberto, labirinto em cruz elevado e teste 

de nado forçado.  

Os resultados revelaram alterações neuroquímicas significativas, incluindo aumento nos 

níveis de glutamato e cálcio intracelular. Paralelamente, observou-se elevação de citocinas pró-

inflamatórias (IL-6 e IFN-γ) no córtex cerebral, especialmente em fêmeas, e redução de 

mediadores neuroprotetores como BDNF e CX3CL1 em camundongos infectados. As análises 

histológicas demonstraram sinais de degeneração neuronal no córtex cerebral e alterações 

celulares, conforme indicaram os marcadores NeuN, IBA-1 (Ionized calcium binding adaptor 

molecules 1) e S100B (Calcium binding protein B). Nos testes comportamentais, os animais 

infectados exibiram comportamento de anedonia, do tipo ansioso e déficits motores. 

Os achados reforçam a utilidade do modelo murino de MHV-3 para o estudo da 

fisiopatologia das manifestações neurológicas agudas observadas em casos graves de COVID-

19. Contudo, o modelo apresenta limitações importantes, como a ausência de interação direta do 

vírus com o receptor ECA-2, utilizado pelo SARS-CoV-2, e a natureza altamente aguda e letal 

da infecção pelo MHV-3, o que dificulta a análise de sequelas tardias.  
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SUPPLEMENTARY MATERIAL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. S1 Intranasal MHV-3 infection in C57BL/6 male mice at 5dpi. (a) Experimental design. (b) Viral 

titters quantified in brain extracts of MHV-3 infected mice by plaque assay. Results are demonstrated as 

log10 PFU per gram of tissue.  Statistical comparison among groups were made using the t test [unpaired 

t test; mean (SD), n = 5]. LOD, limit of detection. ns, not significant (P > 0.05); *, P < 0.05; **, P< 0.01. 

(c) Hematoxylin and eosin (H&E) staining of sections of the cerebral cortex showed mild histological 

damage in infected mice, 50 µm bars. (d) Percentages of mice according to the degree of tissue damage 

in the brain. (e) Immunohistochemistry using antibodies against anti-NeuN (count of neurons), (f) anti-
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IBA1 (microglia/macrophages count), (g) anti-S100B (astrocyte count). On the right of each graph are 

representative images and cells were quantified using ImageJ software. (h, i) anti-caspase-3 cleaved, 

female and male, respectively. Results are expressed as the mean of all cells counts per group and 

statistical comparison among groups were made using t test [unpaired t test; mean (SD), n =4 to 5]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. S2 Level of inflammatory mediators in the hippocampus and striatum of C57BL/6 female mice at 5 

dpi. (a-f) Concentrations of mediators IL-6, IFN-γ, TNF, IL-10, BDNF and CX3CL1 (fractalkine) in 

hippocampus and striatum (g-l), quantified by ELISA in the of mock controls and MHV-3-infected mice 
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[unpaired t test; mean (SD); n= 6 to 8]. ns, not significant (P > 0.05); *, P< 0.05; **, P < 0.01; ***, P 

<0.001 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. S3 Level of inflammatory mediators in the hippocampus and striatum of C57BL/6 male mice at 5 

dpi. (a-f) Concentrations of mediators IL-6, IFN-γ, TNF, IL-10, BDNF and CX3CL1 in hippocampus and 

striatum (g-l), quantified by ELISA in the of mock controls and MHV-3-infected mice [unpaired t test; 

mean (SD); n= 4 to 5]. ns, not significant (P > 0.05); **, P < 0.01 
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Fig. S4 MHV-3 infection induced anhedonia behavior in C57BL/6 male mice. (a, b) Locomotor activity 

on the 3rd and 5th day after infection, respectively (Open field test). (c) Anxiety-like behavior on the 4th 

day after infection (Elevated plus maze). (d) Anhedonia behavior on the 3rd day after infection (Marble 

Buried test). (e) Depressive-like behavior on the 4th day after infection (Forced Swimming test).  Statistical 

comparison among groups were made using Studen’t t test [unpaired t test; mean (SD), n = 10 to 12].  ns, 

not significant (P > 0.05); *, P < 0.05 
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3.2 Trabalho científico II:  

 

“Neuropsychiatric sequelae in an experimental model of post-covid syndrome in mice” 

 

Este artigo apresenta uma análise abrangente da doença pulmonar e das sequelas 

neuropsiquiátricas em um modelo murino de síndrome pós-COVID-19, utilizando o 

betacoronavírus MHV-A59. A investigação abrangeu os efeitos agudos e crônicos da infecção 

com o objetivo de explorar alterações pulmonares, musculoesqueléticas e neuropsiquiátricas, 

além de avaliar respostas diferenciadas entre os sexos em camundongos C57BL/6 infectados. 

Os resultados demonstraram uma infecção pulmonar transitória caracterizada por 

aumento de citocinas inflamatórias, alterações histológicas leves e recuperação funcional sem 

fibrose. Contudo, o impacto mais relevante foi observado nas sequelas neuropsiquiátricas. 

Camundongos fêmeas apresentaram comprometimentos comportamentais significativos, 

incluindo perda de memória espacial e anedonia, enquanto ambos os sexos experimentaram 

disfunção motora transitória. No contexto neuroinflamatório, fêmeas infectadas exibiram 

aumento no número de células IBA-1+ e S100B+, acompanhado por níveis elevados de glutamato 

e cálcio intracelular no hipocampo, sugerindo um mecanismo de excitotoxicidade. 

Um ponto crucial do estudo foi a identificação da influência hormonal nas sequelas 

neuropsiquiátricas, particularmente em fêmeas. A ovariectomia reverteu os déficits 

comportamentais observados, reforçando o papel dos hormônios sexuais nesse contexto. 

Importante notar que este procedimento não alterou a evolução da infecção pulmonar, mostrando 

que os camundongos não apresentaram comprometimento na capacidade em lidar com a 

infecção. Além disso, foram avaliados níveis de alguns hormônios no plasma, revelando que os 

camundongos fêmeas infectados apresentaram um pico de estradiol aos 60 dpi, níveis reduzidos 

de testosterona ao longo de todo o período observado e níveis de FSH elevados na maioria dos 

pontos de infecção avaliados. De fato, as sequelas neuropsiquiátricas estão associadas à 

mecanismos relacionados aos hormônios sexuais, principalmente a níveis reduzidos de 

testosterona. Em conclusão, o modelo implementado mimetiza muitas características clínicas da 

síndrome pós-COVID, evidenciando uma maior susceptibilidade de fêmeas a desenvolverem 

esta condição. Além disso, fornece uma plataforma promissora para explorar mecanismos 

subjacentes e para o desenvolvimento de estratégias terapêuticas. 
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Abstract 

The global impact of the COVID-19 pandemic has been unprecedented, and presently, the world 

is facing a new challenge known as post-COVID syndrome (PCS). Current estimates suggest that 

more than 65 million people are grappling with PCS, encompassing several manifestations, 

including pulmonary, musculoskeletal, metabolic, and neuropsychiatric sequelae (cognitive and 

behavioral). The mechanisms underlying PCS remain unclear. The present study aimed to: (i) 

comprehensively characterize the acute effects of pulmonary inoculation of the betacoronavirus 

MHV-A59 in immunocompetent mice at clinical, cellular, and molecular levels; (ii) examine 

potential acute and long-term pulmonary, musculoskeletal, and neuropsychiatric sequelae 

induced by the betacoronavirus MHV-A59; and to (iii) assess sex-specific differences. Male and 

female C57Bl/6 mice were initially inoculated with varying viral titers (3x10³ to 3x10⁵ PFU/30 

μL) of the betacoronavirus MHV-A59 via the intranasal route to define the highest inoculum 

capable of inducing disease without causing mortality. Further experiments were conducted with 

the 3x10⁴ PFU inoculum. Mice exhibited an altered neutrophil/lymphocyte ratio in the blood in 

the 2nd and 5th day post-infection (dpi). Marked lung lesions were characterized by hyperplasia 

of the alveolar walls, infiltration of polymorphonuclear leukocytes (PMN) and mononuclear 

leukocytes, hemorrhage, increased concentrations of CCL2, CCL3, CCL5, and CXCL1 

chemokines, as well as high viral titters until the 5th dpi. While these lung inflammatory signs 

resolved, other manifestations were observed up to the 60 dpi, including mild brain lesions with 

gliosis and hyperemic blood vessels, neuromuscular dysfunctions, anhedonic-like behavior, 

deficits in spatial working memory, and short-term aversive memory. These musculoskeletal and 

neuropsychiatric complications were exclusive to female mice and were prevented after 

ovariectomy. In summary, our study describes for the first time a novel sex-dependent model of 

PCS focused on neuropsychiatric and musculoskeletal disorders. This model provides a unique 
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platform for future investigations regarding the effects of acute therapeutic interventions on the 

long-term sequelae unleashed by betacoronavirus infection. 

Keywords: COVID-19, MHV-A59, post-COVID syndrome, long COVID, neuropsychiatric 

sequelae, ovariectomy. 
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1. Introduction 

The global impact of the COVID-19 pandemic caused by the betacoronavirus SARS-

CoV-2 has been unprecedented. It has affected over 777 million people, resulting in more than 7 

million deaths worldwide (WHO, 2024). The peak of the pandemic overwhelmed the healthcare 

systems globally (Huang et al., 2020). Despite the subsequent development and approval of 

vaccines, our understanding of the enduring effects of COVID-19, particularly the long-term 

consequences known as long-COVID or Post-COVID syndrome (PCS), remains incomplete 

(Phillips and Williams, 2021). 

Post-COVID syndrome (Proal et al., 2023; WHO, 2024) is a condition marked by the 

persistence of symptoms for months or even years after confirmed acute infection by SARS-

CoV-2 (Proal and VanElzakker, 2021; WHO, 2024). Current estimates suggest that more than 

65 million people are grappling with PCS (Ballering et al., 2022). The condition seems to affect 

approximately 10-30% of non-hospitalized individuals, 50-70% hospitalized individuals, and 

around 10-12% of vaccinated individuals (Davis et al., 2023). Post-COVID syndrome may affect 

any age group and is not necessarily associated with the severity of the acute phase of the disease 

(Davis et al., 2023; Mao et al., 2020a; Mao et al., 2020b; Zheng et al., 2020). 

Clinically, PCS encompasses a broad spectrum of manifestations attributed to the 

widespread viral tropism associated with the expression of the ACE-2 receptor across various 

cell types (Hikmet et al., 2020). Symptoms of PCS include fatigue, impaired breathing (Tsuchida 

et al., 2023), arthralgia and myalgia (Romero et al., 2023), bone pain (Davis et al., 2021), cardiac 

symptoms as palpitations (Jiang et al., 2023), gastrointestinal changes including altered bowel 

habits and bloating (Comelli et al., 2022), as well as neuropsychiatric impairment, such as 

cognitive complaints (often referred to as “brain fog”), anxiety and depression (reviewed in 

Badenoch et al., 2022). These neuropsychiatric sequelae constitute a major concern since they 

may be associated with an increased risk of developing long-term cognitive impairment and 
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dementia (García-González et al., 2023). A systematic review and meta-analysis examining 

persistent neuropsychiatric symptoms following COVID-19 revealed that among nearly 19,000 

patients, 27.4% reported sleep disorder, 24.4% experienced fatigue, and 15.7% exhibited 

symptoms consistent with post-traumatic stress disorder (PTSD) (Simani et al., 2021), 35,5% 

cognitive dysfunction, 19.1% anxiety, 12.9% depression, 11.4% dysosmia, 7.4% dysgeusia, 

6.6% headache, 5.5% disorder sensorimotor and 2.9% dizziness (Badenoch et al., 2022). Another 

comprehensive meta-analysis of 151 studies involving 1,285,407 participants across 32 countries 

examined the long-term physical and mental effects of COVID-19. Among the 659,454 survivors 

studied up to 12 months post-infection, 28.7% reported fatigue, 18.3% experienced depression, 

17.9% showed symptoms of PTSD, and 19.7% displayed cognitive deficits (Zeng et al., 2023). 

Importantly, a study has shown that the risk of neuropsychiatric symptoms may be higher in 

COVID-19 than in other conditions, such as sepsis (Stallmach et al., 2022). Several hypotheses 

have been proposed to explain the development of neuropsychiatric and other non-pulmonary 

symptoms during the PCS, but the underlying mechanisms remain elusive. These hypotheses 

encompass: (i) the systemic acute inflammatory process and dysregulation of the immune 

response (Frere et al., 2022); (ii) the persistence of SARS-CoV-2 in immune privileged reservoirs 

(Stein et al., 2022); (iii) autoimmunity triggered by infection (Woodruff et al., 2022); (iv) 

microbiome dysbiosis (Mendes de Almeida et al., 2023); (v) reactivation of latent viruses such 

as Epstein-Barr (EBV) (Chen et al., 2021); (vi) dysfunctional neuronal signaling (Spudich and 

Nath, 2022); and/or (vii) sex-related susceptibility (Bai et al., 2022). Given the societal impact 

of the disease, there is a great need to understand the pathogenesis of PCS, which would allow 

the development of specific therapeutic strategies. Currently, the available approaches have 

focused on symptom management and rehabilitation measures (Möller et al., 2023). 

Wild-type mice have shown resistance to SARS-CoV-2 infection (Dinnon et al., 2020; 

Gu et al., 2020). To study coronavirus infections in mice, researchers commonly use 
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betacoronaviruses such as Murine Hepatitis Viruses (MHV-1, MHV-3, MHV-A59, and MHV-S 

strains), which naturally infect mice. They are associated with pulmonary infection and disease, 

effectively mimicking several aspects of human coronavirus infections (Andrade et al., 2021a; 

De Albuquerque et al., 2006; Yang et al., 2014). In this study, we thoroughly examined the acute 

effects of the intranasal inoculation of the betacoronavirus MHV-A59 and the potential long-

term pulmonary and neuropsychiatric sequelae. Our findings revealed that MHV-A59 intranasal 

inoculation leads to transient lung infection and female hormone-dependent brain inflammation, 

followed by long-term cognitive and behavioral changes mimicking several aspects of long-

COVID syndrome. This model provides a unique platform for investigating the pathogenesis of 

long-COVID and the therapeutic impact of antiviral, anti-inflammatory, or neuroprotective 

strategies. 

 

2.Material and Methods 

 

2.1 Mice 

Animal experimental procedures were approved by the Ethical Committee for Animal 

Experimentation of the Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) (process number 

140/2023). Experiments were carried out with male and/or female wild-type 5 and 6-weeks-old 

C57BL/6 mice (Central Animal House of the UFMG), as described in figure legends. Mice were 

housed in individually ventilated cages placed in an animal care facility at 24°C ± 2°C on a 12-h 

light/12-h dark cycle, receiving ad libitum access to water and food. 

 

2.2 Cells and virus 

L929 cells were cultured under a controlled atmosphere (37°C and 5% CO2) in high-

glucose Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) supplemented with 7% fetal bovine 
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serum (FBS), 100 μg/mL streptomycin and 100 U/mL penicillin. The MHV-A59 strain was 

purchased from ATCC (Manassas, Virginia, USA) and propagated in L929 cells. 

 

2.3 MHV-A59 infection 

Mice were anesthetized intraperitoneally with ketamine (80 mg/kg) and xylazine (15 

mg/kg) and intranasally inoculated with 30 μL of sterile saline containing or not (Mock control) 

MHV-A59. The experimental designs varied based on the objectives: 

Figure 1: Male and female C57BL/6 mice were infected with 3 × 10³ to 3 × 10⁵ PFU of 

MHV-A59. Weight loss and survival were monitored daily for 14 days post-infection (dpi). In a 

separate cohort (3 × 10⁴ PFU), mice were euthanized at 2, 5, 8, 16, 30, and 60 dpi to assess 

circulating neutrophils, lymphocytes, organ-specific viral titters (lung, liver, spleen, plasma), and 

lung histopathology and function. 

Figure 2: Mice infected with 3 × 10⁴ PFU were euthanized at 2, 5, and 8 dpi to evaluate 

lung immune populations, including neutrophils, dendritic cells, CD4⁺ and CD8⁺ T cells, and 

natural killer cells. 

Figure 3: Behavioral tests (open field, marble burying, sucrose preference, Y-maze, grip-

force, step-down inhibitory avoidance, olfactory discrimination) were conducted from 5 to 60 

dpi in mice infected with 3 × 10⁴ PFU. 

Figure 4: Mice infected with 3 × 10⁴ PFU were euthanized at 2, 5, 8, 16, 30, and 60 dpi 

to measure viral load and markers of macrophages/microglia (IBA-1) and astrocytes (S100B) in 

brain samples. Brain glutamate and synaptosomal calcium levels were analyzed at 5 and 30 dpi. 

Figure 5: Mice were euthanized at 2, 5, and 8 dpi to evaluate brain neutrophils, microglia, 

and CD4⁺/CD8⁺ T-cell populations. At 2, 5, 8, 16, 30, and 60 dpi, hippocampal and prefrontal 

cortex levels of CX3CL1, BDNF, and IL-6 were quantified. 
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Figure 6: Female mice were infected with 3 × 10⁴ PFU and euthanized at 2, 5, 8, 16, 30, 

and 60 dpi to measure plasma estradiol, FSH, and testosterone. In an additional group 

(ovariectomized/non-ovariectomized), lung and brain viral loads, histopathology, and behavioral 

changes (marble burying, Y-maze, grip-force) were assessed from 5 to 60 dpi. 

 

2.4 Sample collection 

Mice were intraperitoneally anesthetized with ketamine (80 mg/kg) and xylazine (15 

mg/kg), and blood samples were collected from the abdominal vena cava for cell count 

(neutrophil to lymphocyte ratio (NLR) analyses determined with a Celltac MEK-6500K 

hemocytometer (Nihon Kohden) and euthanized by cervical dislocation. The lungs were 

collected, and the left lobe was fixed in 4% formaldehyde-buffered solution for histological 

analyses. The right lung lobes, brain, liver, and spleen were snap-frozen in liquid nitrogen and 

stored at -80 °C for viral titration, ELISA, and PCR assays. In another set of experiments whole 

lung and brain samples were collected for flow cytometry assays. 

 

2.5 Viral titration 

To evaluate viral titters, serially diluted virus suspension of plasma samples, lung, liver, 

spleen, and brain tissue homogenates (1:9 tissue to DMEM) were inoculated onto a confluent 

monolayer of L929 cells grown in 24-well plates. After gentle shaking for 1 h, samples were 

removed and replaced with DMEM containing 0.8% carboxymethylcellulose, 2% FBS, and 1% 

penicillin-streptomycin-glutamine and kept for 3 days at 37 °C and 5% CO2. Then, cells were 

fixed with 10% neutral buffered formalin solution for 2h and stained with 0.1% crystal violet. 

Virus titters were determined as PFU/mL or PFU/mg of tissue. 
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2.6 Histopathology 

To evaluate lung and brain inflammatory scores, formaldehyde-fixed and paraffin-

embedded lung and brain tissues were sectioned into 5-μm-thickness slices and stained with 

hematoxylin and eosin (H&E) or Masson's trichrome stain. The inflammatory score in the lungs 

and brain of mice was determined blindly by two pathologists and the result was expressed as 

the average of the two analyses (C.M.Q.J.) and (M.A.R). Lung inflammatory score encompasses 

(1) airway (0 to 4 points), (2) vascular (0 to 4 points), (3) parenchyma damage (0 to 5 points), 

and (4) general neutrophil infiltration (0 to 5 points). In the brain, the evaluation was carried out 

in the cortex and hippocampus following a point scale: 0, no lesion; 1, mild tissue injury and/or 

mild inflammation; 2, mild tissue injury and/or moderate inflammation; 3, definitive tissue 

damage (neuronal loss and parenchymal damage) and intense inflammation; 4, necrosis 

(complete loss of all tissue elements with the presence of cellular debris). Meningeal 

inflammation was assessed using a point scale (0 to 4), with 0 representing no inflammation and 

1 to 4 corresponding to 1 to 4 layers affected by inflammation. The final score was the sum of 

the cerebral cortex and hippocampus scores plus the meningitis score, totaling 12 points (Pimenta 

et al, 2023). 

 

2.7 Mechanics of the respiratory system 

To measure the compliance of the respiratory system, full-range pressure-volume (PV) 

curves were completed like those described in previous studies of our group (Pereira et al., 2023; 

Andrade et al., 2021) and adapted from Limjunyawong et al., 2015 and Robichaud et al., 2017. 

Briefly, mice were divided into three groups: control (mock), 5- and 30-dpi. The animals were 

deeply anesthetized, and a polyethylene tube (P50) was inserted into the mouse’s trachea. The 

PV curve was generated by injecting air volume continuously using a 3 mL syringe and an 

automated syringe pump (Bonther, Ribeirão Preto, SP, Brazil) at a rate of 3 mL/min until the 
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intratracheal pressure peaked at approximately 35 cm H2O. At peak pressure, the syringe pump 

was manually switched for the deflation limb, deflated at the same rate until the pressure reached 

approximately -15 cm H2O, and finally inflated again to the resting lung volume. Both volume 

and pressure signals were acquired and recorded using PowerLab software (LabChart v7, 

AdInstruments, Sydney, Australia). Inflation and deflation were repeated at least twice to obtain 

accurate curves, and full-range PV curves for each animal were obtained. If leaks or high 

pressures were detected, the data for that animal were not included in the analysis. Vital capacity 

was determined by maximum insufflation (lung volume at 35 cm H2O), and static compliance of 

the respiratory system (expressed in mL/cmH2O) was measured at the steepest point of the 

deflation limb of the PV curve (Andrade et al., 2021; Limjunyawong et al., 2015; Robichaud et 

al., 2017). 

 

2.8 Cytokine and chemokine measurement 

For the determination of inflammatory mediators in the lung and brain tissues, the samples 

were homogenized in chilled cytokine extraction buffer (100 mM Tris [pH 7.4], 150 MM NaCl, 

1 mM EGTA, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100, 0.5% sodium deoxycholate and 1% protease 

inhibitor cocktail). After centrifugation (10,000 rpm, 10 min, 4 °C), the supernatant was collected 

and used to measure inflammatory mediators using the DuoSet enzyme-limited immunosorbent 

assay (ELISA) system (R&D Systems). The concentrations of CXCL1, CCL2, CCL3, CCL5, 

TNF, IL-1β, IL-6, IFN-γ, IL-10 and TGF-β were measured in the lung supernatant. IL-6, IFN-γ, 

BDNF (brain-derived neurotrophic factor), and CX3CL1 (fractalkine) were measured in the 

prefrontal cortex (PFC) and hippocampus. 

To perform plasma estradiol measurement, 0.3 mL blood was collected and centrifuged 

at 2,000 rpm for 10 min to separate the plasma, which was subsequently stored at -20°C. Plasma 

estradiol levels were measured using enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) with the 
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commercial AccuBind kit (Monobind Inc., USA). To determine the estradiol concentration, a 

curve graph was constructed using the absorbance of each duplicate serum reference and the 

corresponding concentration of the estradiol standard in pg/mL. 

The quantification of anti-MHV-A59 IgG/IgM antibodies followed the methodology 

outlined by Costa et al. (2014). In brief, 96-well plates were initially coated with the MHV-A59 

isolate at 10⁶ PFU/well. Subsequently, the plates underwent a one-hour exposure to UV-C light 

to render the virus inactive, followed by an overnight incubation at 4°C and 1% bovine albumin 

PBS solution blocking for a duration of 2 hours. Then, serum samples diluted at 1:200 for IgG 

and 1:20 for IgM were applied and allowed to incubate for 3 hours at 37 °C. Post-incubation, a 

peroxidase-Anti-IgG or anti-IgM antibody was applied and incubated for an additional 2 hours. 

Results were quantified in abstract units, derived from the detected absorbance readings in 

conjunction with the respective dilutions.  Measurements of the absorbance were conducted using 

an ELISA reader (Status-labsystems, Multiskan RC, Uniscience do Brasil) set at 490 nm. The 

antibodies used are listed in Table 1. 

 

2.9 Estradiol, FSH (Follicle Stimulating Hormone) e testosterone measurement 

We performed hormone assays using the AccuBind® ELISA Test System to measure 

testosterone, follicle-stimulating hormone (FSH), and estradiol levels. This system utilizes a 

microplate enzyme immunoassay with colorimetric detection to quantitatively determine 

hormone concentrations. We collected 0.3 mL blood samples from anesthetized animals to carry 

out these analyses. The blood samples were centrifuged at 10,000 RPM for 10 minutes to separate 

the plasma and stored at -20°C. 

For the testosterone assay (Product Code: 3725-300), we used a competitive enzyme 

immunoassay method. We used a sample volume of 0.010 mL, and the final concentration was 

expressed in nanograms per milliliter (ng/mL). Testosterone in the sample competed with an 
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enzyme-antigen combination for antibody binding sites. As testosterone levels increased, enzyme 

activity decreased. After adding the enzyme and biotin reagents, samples were incubated for 60 

minutes at room temperature (20-27°C). After the incubation period, absorbance was measured 

at 450nm with a reference wavelength of 620-630nm using a microplate reader. 

For the follicle-stimulating hormone (FSH) assay (Product Code: 425-300), we utilized 

an immuno-enzymometric method. We used a sample volume of 0.050 mL, and the final 

concentration was expressed in milli-international units per milliliter (mIU/mL). This method 

involved forming a sandwich complex with high-affinity antibodies, where enzyme activity was 

directly correlated with antigen concentration. After adding the enzyme reagent, the samples 

were incubated for 60 minutes at room temperature. Using a microplate reader, the absorbance 

was then measured at 450nm with a reference wavelength of 620-630nm. 

For the estradiol assay (Product Code: 4925-300), a delayed competitive enzyme 

immunoassay approach was employed. We used a sample volume of 0.025 mL, and the final 

concentration was expressed in picograms per milliliter (pg/mL). Native estradiol in the sample 

competed with an enzyme-labeled analog for antibody binding, with the enzyme activity 

inversely proportional to the estradiol concentration. The assay required a two-step incubation 

process: an initial 30-minute incubation at room temperature after adding the biotin reagent, 

followed by a 90-minute incubation after adding the enzyme reagent. After incubation, 

absorbance was measured at 450nm with a reference wavelength of 620-630nm using a 

microplate reader. 

For all assays, we plotted a dose-response curve with the absorbance of each serum 

reference against hormone concentration to determine unknown sample concentrations by 

locating their average absorbance on the curve. The assays required that reagents, serum 

calibrators, and controls be brought to room temperature (20-27°C) before use. 
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2.10 Flow cytometry 

To assess infiltrating cell immunophenotyping and intracellular cytokines, brain and lung 

tissues were collected, processed, and enriched. Brain tissues underwent maceration, Percoll 

gradient separation, and filtration. Lung tissues were dissected, digested with Collagenase I, 

dissociated, and filtered. Cells were washed in the FACS buffer, and dead cells were excluded. 

Extracellular and intracellular antigens were labeled after fixation and permeabilization. The 

LSR-FORTESSA equipment was used for acquisition, and data were analyzed using singlets 

with FSC-A versus FSC-H gate. In the lung, live leukocytes (neutrophils, T CD4+, CD8+, NK 

cells, and dendritic cells) were characterized. In the brain, infiltrated T subsets and neutrophils 

were evaluated, along with activated microglia. IFN-γ, IL-10, and iNOS production were 

measured in each cell subset in the brain and lung microenvironment using intracellular staining. 

Isolated cells were maintained for 4 hours in RPMI with supplements, and Brefeldin A. FlowJo 

V10.4.11 was used for data analysis, and the antibodies used are listed in Table 1. 

 

2.11 IBA-1 and S100B Immunohistochemistry in brain samples 

Sections of the cerebral cortex and hippocampus from MHV-A59-infected mice and the 

control group (mock) were quantitatively analyzed for microglia, IBA-1 (ionized calcium-

binding adapter molecule 1; antibody PA5-21274, Invitrogen; 1:150) and astrocytes (anti-S100 

beta antibody; ab41548, Abcam; 1:75), according to the manufacturer's instructions (Vector Elite 

kit). The quantification of IBA-1, for microglial cells, and S100B, for astrocytes, was carried out 

from 10 random sections of the histological section of the brain areas using the Image J® 

software (National Institute of Health, USA). 
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2.12 Purification of synaptosomes 

Mice infected with MHV-A59, and control mice were euthanized by cervical dislocation, 

since experiments involving the evaluation of neurotransmitters are subject to interference from 

drugs, such as anesthetics (Hao et al., 2020). The cortex and/or hippocampus were promptly 

dissected and homogenized in a gradient solution composed of 320 mM sucrose, 0.25 mM 

dithiothreitol, and 1 mM EDTA. Subsequently, the homogenate underwent low-speed 

centrifugation (1000 g × 10 min). Synaptosomes were then isolated from the supernatant through 

discontinuous Percoll density gradient centrifugation, as detailed by Dunkley et al. (1988). The 

isolated nerve terminals were resuspended in Krebs–Ringer-HEPES (KRH) solution, which 

included 124 mM NaCl, 4 mM KCl, 1.2 mM MgSO4, 10 mM glucose, 25 mM HEPES, with pH 

adjusted to 7.4 and devoid of additional CaCl2, achieving a concentration of approximately 10 

mg/mL. For the assessment of glutamate release and intrasynaptosomal calcium concentration, 

30 μL aliquots were prepared and maintained on ice until further use. 

 

2.13 Glutamate measurements 

To assess continuous glutamate release, a fluorometric assay was conducted using a 

Synergy TM2 fluorimeter (Biotek®). Fluorescence emission was recorded with an excitation 

wavelength of 360 nm and emission at 450 nm. Glutamate release was indirectly quantified by 

monitoring the fluorescence increase resulting from NADPH production in the presence of 

glutamate dehydrogenase type II and NADP+ (according to Nicholls et al., 1987). In brief, 

synaptosomes were incubated with 1 mM CaCl2 and 1 mM NADP+ in KRH medium for 5 

minutes. Glutamate dehydrogenase (50 units per well) was introduced after 5 minutes. 

Depolarization was induced using 33 mM KCl. A calibration curve was established by adding 

glutamate (5 nM/μL) to the reaction medium. Glutamate levels were normalized to the total 

protein content per well. 
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2.14 Intrasynaptosomal free calcium measurements 

For the determination of intrasynaptosomal free calcium concentration, synaptosomes 

were preincubated with 5 μmol/L of Fura-2 pentakis (acetoxymethyl) Ester (FURA2-AM) probe 

for 30 minutes at 35.5 °C. Subsequently, the synaptosomes were centrifuged (3,000 g × 60 s), 

resuspended in KRH without CaCl2, and reincubated for 30 minutes. Following washout with 

CaCl2-free KRH, synaptosomes were promptly employed for the quantification of intracellular 

free calcium ([Ca2+]i). Fluorescence was recorded at an excitation wavelength of 340/380 nm 

and an emission of 510 nm. CaCl2 (1 mmol/L, final concentration) was introduced into the 

synaptosomal suspension before reading, and 33 mM of KCl was added to induce calcium influx. 

Finally, 10% SDS was added to establish Rmax, and tris-EGTA (3 mol/L Tris, 400 mmol/L 

EGTA, pH 8.6) was introduced to establish Rmin, following the procedures outlined by 

Grynkiewicz et al., 1985; Nicholls et al., 1987. 

 

2.15 Ovariectomy (OVX) 

To study the effect of female sex hormones in MHV-A59-induced sequelae, 6-week-old 

female C57BL/6 mice were anesthetized (ketamine 80 mg/kg, xylazine 15mg/kg, i.p.) and 

ovariectomized bilaterally (group OVX). Sham-operated mice were subjected to the same 

experimental procedure but without ovariectomy (group SHAM). Fourteen days after the 

surgery, groups of Sham or OVX mice were inoculated with MHV-A59 (3 × 104 PFU in 30 μL) 

or sterile saline (30 μL) intranasally. Mice were evaluated for neuropsychiatric sequelae along 

60 dpi or euthanized at 2, 5, or 60 dpi for lung, brain, uterus, and plasma collection. The uterus 

weight was determined to detect uterus atrophy induced by female hormones’ deficiency. 

 

 

 



81 

 

2.16 Open field test 

The open field test was employed 5, 16, and 28 days after MHV-A59 infection to measure 

spontaneous locomotor activity as described elsewhere (Hefner and Holmes, 2007). Briefly, mice 

were gently placed in an arena (30 cm × 30 cm × 50 cm square), and then they were allowed to 

explore the arena for 30 min freely. Key parameters were recorded, such as spontaneous 

locomotor activity and the percentage of time spent in the center of the arena (a measure of 

anxiety-like behavior). The test was conducted using the Phenotyper apparatus (Noldus, 

Information Technology, Leesburg, VA, USA), containing a digital video camera and infrared 

lights in each arena. The EthoVision video tracking software (EthoVision XT, Noldus 

Information Technology, Leesburg, VA, USA) was used for data recording and analysis. 

 

2.17 Marble burying  

The marble burying test was performed 34 days after MHV-A59 infection to evaluate 

compulsive-like behavior as described by Kalueff et al., 2006. Briefly, mice were placed in a 

rectangular cage (30 × 30 × 50 cm) with 20 cm of fresh bedding and 25 marbles placed equidistant 

to each other. The animals were allowed to explore and bury the marbles freely for 30 minutes. 

At the end of the session, we removed the mouse and measured the number of marbles buried. 

We considered only the balls buried by more than 2.5 cm. A significant increase in the number 

of balls buried indicates compulsive-like behavior. However, associated with tests like the 

sucrose preference, a decrease in the number of balls buried reinforces an anhedonic-like 

behavior. 

 

2.18 Sucrose preference test 

The sucrose preference test (SPT) was performed to measure anhedonia-like behavior as 

described elsewhere (De Bundel et al., 2013). Anhedonia is conceived as the reduction or loss of 
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interest in pleasurable feelings or enjoyable activities. The SPT is based on a two-bottle choice 

test that measures the preference of mice to intake a sweet solution, being the reduced interest 

indicative of anhedonia-like behavior. Double-housing mice were initially habituated for 2 days 

with two water bottles. During the next 3 days, one water bottle was replaced with a bottle with 

sucrose solution (1%). The percentage of sucrose consummation was recorded, and a significant 

decrease in this parameter indicates an anhedonic-like behavior. 

 

2.19 Y maze test 

The Y maze test was conducted 60 days after the MHV-59 infection to evaluate spatial 

working memory as described by (Rice et al., 2019). The Y-maze is composed of three arms 

intersecting at an angle of 120°. Mice were gently placed in the apparatus and allowed to explore 

the maze freely for 5 minutes. Following each trial, the maze was meticulously cleaned with a 

70% alcohol solution and dried using paper towels. The percentage of spontaneous alternations 

between arms for 5 minutes was obtained through the index: [alternate total/ (total of entries in 

arms -2) × 100]. A significant decrease in spontaneous alternation indicates an impairment in 

spatial working memory. 

 

2.20 Grip-force test 

Grip-force in the forelimbs and all limbs was measured using Grip Strength Meter 

(Insight Equipamentos, Ribeirão Preto, SP) as previously described (Kolisnyk et al., 2013; Rossi 

et al., 2023). Mice were allowed to grasp the smooth pull bar with forelimbs and all limbs by 

holding their tails. Mice were then pulled backward in the horizontal plane, and the peak force 

(g) applied to the bar was recorded. Three trials were performed per mouse within the same 

session, and the average of the three trials was recorded. The average of these three trials was 
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then converted into force using the formula F = m × g, where ''F'' represents force, "m" is the 

mass, and "g" is the acceleration due to gravity. 

 

2.21 Step-down inhibitory avoidance test 

The step-down inhibitory avoidance test was performed to assess short and long-term 

aversive memory 60 days after MHV-A59 infection, as previously described by Liu et al., 2019. 

Briefly, in the training trial, mice were placed on the platform, and their latency to step down on 

the grid with all four paws was measured. Immediately after stepping down on the grid with the 

four paws, the animals received a single mild foot shock (0.2 mA, 2.0 s). A retention test trial 

was performed at 1.5 h (short-term aversive memory) and 24 h (long-term aversive memory) 

after the training session. In retention tests, each animal was placed on the platform again, and 

no shock was applied when the animal stepped down on the grid. The results were expressed as 

a latency period to step down the platform, with a cutoff of 180 seconds. 

 

2.22 Olfactory discrimination test 

Olfactory memory was assessed by the olfactory discrimination test at 6 and 38 days after 

MHV-A59 infection, as previously described by Prediger et al., 2010. The apparatus used for 

this test was an acrylic box divided into two equal compartments by an open door (7.0 cm²) in 

the center, enabling the animal to select between two compartments. One compartment, known 

as the familiar compartment, contained sawdust that had remained unchanged for a minimum of 

3 days. Conversely, the other compartment, considered non-familiar, was filled with fresh 

sawdust. The animals were allowed to explore the environment freely for five minutes. The time 

spent in each compartment was recorded and subsequently analyzed using the EthoVision XT 

software (Noldus, Technology, Leesburg, VA, USA). The olfactory discriminative memory 

impairment was indicated by a significant decrease in the time spent in the familiar compartment. 
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2.23 PCR 

RNA extraction from tissues was carried out using QIAamp®️ Viral RNA kits, in 

accordance with the manufacturer's instructions with specific adaptations. Tissue 

homogenization was performed in conjunction with the lysis buffer. The quantification of the 

extracted RNA was conducted using a spectrophotometer (NanoDrop™️, Thermo Scientific). For 

cDNA synthesis, the iScript™️ gDNA Clear cDNA Synthesis Kit (BIO-RAD) was employed. 

The initiation of cDNA synthesis utilized 500 ng of total RNA, following the manufacturer's 

protocols. The resulting total cDNA was previously diluted at a ratio of 1:10 for subsequent use 

in the qPCR assay. Fast SYBR™️ Green Master Mix (Applied Biosystems™️) was employed 

along with primers at a concentration of 5nM. The forward primer sequence was 5′-

CAGATCCTTGATGATGGCGTAGT-3′, and the reverse primer sequence was 5′-

AGAGTGTCCTATCCCGACTTTCTC-3′. Additionally, RNA extraction was performed on a 

known PFU quantity of MHV-A59 to establish the standard, and the results were expressed in 

Arbitrary Units. 

 

2.24 Statistical analyses  

GraphPad Prism software (v.9.3.0) was used for statistical analyzes. Significant outliers 

identified by the ROUT test (Q = 1%) were excluded from the data prior to subsequent analyses. 

The data were tested for normality using the Shapiro-Wilk test. For data that passed the normality 

test, a confidence interval of 95% was assumed. Two-way ANOVA and Dunnet’s multiple 

comparison test were used to analyze differences in weight changes. Simple Kaplan-Meier 

survival analysis was used to analyze the differences in survival probability. Student's t-test (for 

normal distribution) or Mann–Whitney test (for non-normal distribution) was used to analyze the 

differences between the mock controls and the infected mice at a single time point. Two-way 

ANOVA and Dunnet’s multiple comparison test were used to analyze differences between mock 
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controls and infected mice of respective sex at different time points. Two-way ANOVA and the 

Šídák multiple comparison test were used to analyze the differences between the sexes at the 

respective infection time points. For data that did not pass the normality test, a confidence interval 

of 99% was assumed for Dunnet’s multiple comparison test or the Šídák multiple comparison. 

Three-way ANOVA and Tukey's multiple comparison tests were used to analyze the differences 

between sham or ovariectomized (OVX) mock or infected mice at different time points. For data 

that did not pass the normality test, a confidence interval of 99% was assumed for the Tukey 

multiple comparison test. Data are shown as mean values ± standard error of the mean. 

 

3. Results 

 

3.1 Intranasal instillation of MHV-A59 induces a transient pulmonary infection and an 

inflammatory state. 

 

Intranasal MHV-A59 infection induces acute pneumonia and severe lung injuries in 

C57BL/6 wild-type mice (Yang et al., 2014). However, comprehensive analyses of the chronic 

and systemic consequences associated with MHV-A59 infection have not been conducted. Here, 

we intranasally inoculated 5-week-old C57BL/6 mice with MHV-A59 at different viral loads (3 

× 103, 3 × 104, or 3 × 105 PFU/30 μL) (Fig. 1A). Infection with MHV-A59 reduced the body 

weight of mice in an inoculum-dependent manner (Fig. 1B), whereas only the 3 × 105 PFU 

inoculum was lethal to infected mice (Fig. 1C). To investigate the systemic, pulmonary, and 

cerebral changes induced by MHV-A59 infection, we opted for a higher, non-lethal inoculum of 

3 × 104 PFU to proceed with the experiments. Mice were euthanized at intervals of 2, 5, 8-, 16-, 

30-, and 60-days post-infection (dpi), and samples of lung, liver, spleen, and blood were 

subsequently collected (Fig. 1A).  
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Coronavirus infection can lead to an imbalance in the neutrophil-to-lymphocyte ratio 

(NLR), a potential indicator of the severity and mortality of the disease (Henry et al., 2020; Liao 

et al., 2020; Ponti et al., 2020). Mice infected with MHV-A59 exhibited increased NLR in the 

blood at 2 and 5-dpi (Fig. 1D). As MHV-A59 and SARS-CoV–2 have been shown to spread to 

extrapulmonary sites (Körner et al., 2020; Synowiec et al., 2021), our investigation assessed viral 

titers not only in lung samples but also in plasma, liver, and spleen obtained from MHV-A59-

infected mice. The intranasal inoculation of MHV-A59 resulted in a transient lung infection, with 

the peak viral titter at 2 dpi. The titter decreased by 5 dpi and remained undetectable after that 

(Fig. 1E). Replicating virus was also detected in the liver (Fig. 1E), with mild histopathological 

alterations (Figure S1 A-B).  

As shown by the H&E-stained slides, intranasal infection with MHV-A59 resulted in 

transient mild lung inflammation characterized by perivascular and peribronchiolar leukocyte 

infiltrate, desquamation of bronchiolar cells, hyperplasia of the alveolar walls and points of 

hemorrhage in some samples (Fig. 1H). In addition, infected mice presented impaired lung 

function, with a significant reduction in both vital capacity (Fig. 1I) and compliance of the 

respiratory system (Fig. 1J) at 5dpi. This stiff behavior of the respiratory system is consistent 

with pulmonary restrictive disease (Mortola 2019) and can be associated with fibrosis (Schaller 

et al., 2020). As TGF-β is a pivotal regulator of collagen deposition (Meng et al., 2016), we 

investigated the concentration of this cytokine in the lungs of MHV-A59-infected mice. Infection 

with MHV-A59 increased the TGF-β levels in the lung at 8, 16, and 30 dpi (Fig. 1K). Despite 

the elevated TGF-β levels, there was no accumulation of collagen in the lungs of the mice 

throughout the infection, as evidenced by Masson's trichrome-stained slides (Fig. 1G).  
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3.2 MHV-A59 intranasal infection promotes differential accumulation of pulmonary 

chemokines and leukocytes. 

Next, we evaluated the molecular and cellular profiles involved in MHV-A59-induced 

lung inflammation (Fig. 2). Considering that biological sex has an impact on both immune 

response and COVID-19 outcomes (Scully et al., 2020; Takahashi et al., 2020), we stratified the 

sexes in our analyses to elucidate potential mechanisms contributing to the disease phenotype. 

Both male and female MHV-A59-infected mice showed elevated levels of CCL2, CCL3, and 

CCL5 in lung tissue, while only male-infected mice showed elevated levels of CXCL1 (Fig. 2A). 

Additionally, we assessed the levels of the pro-inflammatory cytokines TNF, IFN-γ, IL-6, and 

the anti-inflammatory cytokine IL-10 in the lung tissue of MHV-A59-infected mice. However, 

these levels were not statistically different between non-infected and infected mice (data not 

shown). At 5 dpi, both female and male MHV-A59-infected mice displayed increased leukocyte 

accumulation in lung tissue (Fig. 2B and S2). While the levels of CXCL-1 were elevated in the 

lung tissue of male MHV-A59-infected mice, there was no alteration in neutrophil accumulation 

throughout the course of the disease in both female and male mice (Fig. 2C). 

 Subsequently, at 5 dpi, a distinct subset of anti-inflammatory dendritic cells, marked by 

elevated IL-10 levels, aggregated in the lung tissue of MHV-A59-infected mice. Notably, this 

particular population was more abundant in male mice compared to their female counterparts 

(Fig. 2D-E). MHV-A59 induced a lymphocytic response in lung tissue, particularly notable in 

female animals. At 5 dpi, female infected mice showed an increased number of T CD4+ 

lymphocytes in the lungs (Fig. 2F). At 8 dpi, a pro-inflammatory subset of these cells, 

characterized by elevated levels of IFN-γ, accumulated in female infected mice but not in males 

(Fig. 2G). The T CD4­+ lymphocytes were characterized by high levels of the cell proliferation 

marker Ki67+ (Fig. 2H). Both female and male MHV-A59-infected mice exhibited an 

accumulation of T CD8+ lymphocytes in lung tissue (Fig. 2I). However, only female infected 
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mice demonstrated an increase in the IFN-γ+ secreting CD8+ T lymphocyte subset in the lungs 

(Fig. 2J). While the overall number of pulmonary NK cells remained consistent between female 

and male mice throughout the disease (data not shown), a subpopulation of NK cells with high 

IFN-γ levels increased solely in the lung tissue of female infected mice (Fig. 2K) Protective 

humoral immunity against SARS-CoV-2 is a crucial determinant in COVID-19, correlating with 

clinical outcomes (Carrillo et al., 2021). Thus, we subsequently examined IgM and IgG levels 

against MHV-A59 in the plasma of infected mice. Plasma IgM and IgG levels were elevated in 

both female and male infected mice. Notably, males exhibited prolonged IgM plasma levels 

compared to females, whereas females demonstrated faster IgG production compared to male 

infected mice (Fig. 2L-M).  

In sum, both female and male infected mice displayed the production of inflammatory 

mediators and the accumulation of cells in lung tissue following MHV-A59 infection. However, 

males exhibited increased chemokine production, while females demonstrated higher T 

lymphocyte activation. 

 

3.3 MHV-A59-infected mice display behavioral and cognitive alterations in a time and sex-

dependent manner. 

Following the characterization of lung effects induced by MHV-A59, we explored 

potential neuropsychiatric sequelae associated with post-COVID syndrome (Xu et al., 2022). We 

analyzed behavioral and cognitive changes in male and female mice infected with MHV-A59 

(Fig. 3A). In the open field test, no significant difference was found at 5 dpi (peak of lung disease) 

regardless of sex. Meanwhile, female MHV-A59 mice exhibited a significant decrease in 

spontaneous locomotor activity at 16 dpi. Notably, female mice exhibited complete recovery at 

28 dpi, as evidenced by the total distance traveled in the open field. MHV-A59 infection did not 

result in locomotor activity impairment in male mice (Fig. 3B-D).  
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As olfactory loss is a core symptom of COVID-19 (Harapan and Yoo, 2021), we 

investigated olfactory discrimination memory at early and later time points after MHV-A59 

infection. Male-infected mice had no disturbance in the olfactory discrimination memory, while 

at 6 dpi female-infected mice presented a significant dysfunction compared to mock groups (Fig. 

3E). Olfactory discrimination memory dysfunction was completely resolved by 38 dpi (Fig. 3F). 

However, from this test alone we cannot state that infected female mice exhibit anosmia. 

Neuromuscular dysfunction is also an important symptom related to COVID-19 (Rossi et al., 

2023). At 16 dpi, both female MHV-A59-infected mice displayed a significant decrease in the 

forelimb and for all limbs grip force compared with mock controls (Fig. 3G). Grip strength 

impairments were not observed for forelimbs and all limbs at 28 dpi regardless of sex (Fig. 3H). 

Male MHV-A59-infected mice displayed an anhedonic-like behavior, as indicated by a 

significant decrease in the percentage of sucrose preference at 17 dpi (Fig. 3I). A reduction in the 

percentage of sucrose preference was also observed in infected female mice (Fig. 3I), however it 

did not reach statistical significance (p= 0.056). Interestingly, female animals presented a 

decrease in the number of buried marbles at 34 dpi, also suggesting an anhedonic-like behavior 

(Fig. 3J). 

 Importantly, only female mice showed significant cognitive dysfunctions at 60 dpi 

MHV-A59 infection. There was a significant decrease in the percentage of spontaneous 

alternations in the Y maze, indicating an impairment in spatial working memory. No significant 

differences were found between MHV-A59 infected male mice and mock controls (Fig. 3K). 

Regarding aversive memory, mock and infected mice displayed similar step-down latency in the 

training session regardless of sex (Fig. 3L). MHV-A59 female mice showed impairment in short-

term but not long-term aversive memory compared with mocks, as indicated by a decrease in the 

step-down latency 1.5 h but not 24 h after the training session. No significant changes in aversive 

memory were observed in male mice after MHV-A59 infection (Fig. 3L-N).   



90 

 

3.4 MHV-A59 infection induces prominent neurochemical and cellular alterations in the 

brain of female mice. 

Given the behavioral and cognitive changes identified post MHV-A59 infection, 

particularly in female mice, we proceeded to investigate the biochemical and morphological 

alterations induced by the infection in the brain (Fig. 4A). MHV-A59 RNA viral copies were 

found in the brains of infected animals at from 2- to 8-dpi, in both sexes. However, the replicative 

virus was not detected by plaque assay (data not shown). The highest numbers of virus RNA 

copies were detected on days 5 and 8 dpi, with females having notably more virus at 5 dpi 

compared to males (Fig. 4B). 

A potential mechanism associated with brain damage is neuronal excitotoxicity (Verma et al., 

2022). To examine this hypothesis, we assessed intracellular calcium and glutamate levels in 

isolated nerve terminals, specifically synaptosomes isolated from the hippocampus (Fig. 4C and 

D, respectively) and cortex (Fig S3A-B, respectively) of both female and male mice at 5- and 30-

dpi. Female, but not male mice, exhibited higher levels in intrasynaptosomal calcium 

concentrations (Fig. 4C) and an increase in hippocampal glutamate levels (Fig. 4D). As for the 

cortex, no changes were found in glutamate and calcium levels in both sexes (Fig S3A-B). These 

findings underscore the sex-specific profile in the neurochemical response to MHV-59 infection. 

Histopathological analysis of the cerebral cortex revealed discrete changes in both sexes, such as 

the presence of leukocytes surrounding some hyperemic vessels (Fig S3C-D). 

Immunohistochemical assays showed an increase in the number of IBA-1+ 

(microglia/macrophages) cells in the brain cortex after MHV-A59 infection in both sexes (Fig. 

4E). In males, this increase was detected from the 2nd to the 60th-dpi when compared to the mock 

group, while females showed an increase from the 5th-dpi onwards (Fig 4E). Noteworthy, at 8-

dpi, females showed higher numbers of IBA1+ cells when compared to males (Fig. 4E). IBA-1 

labeling was also performed in the hippocampus and there was a similar profile of IBA-1+ cells 
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in both sexes. Relative to their respective mocks, there was an increase in cells labeled for IBA-

1 from 2- to 60-dpi (Fig. 4F). The number of S100B+ astrocytes increased in the brain cortex of 

female mice after the 2nd-dpi onwards when compared to the mock group. In males, this increase 

was only observed on the 2nd-dpi (Fig. 4G). Significant difference was observed between females 

and males at 5 and 16-dpi, with females showing higher numbers than males (Fig. 4G). A similar 

pattern was detected in the hippocampus (Fig. 4H). Females showed a significant increase in 

S100B+ cells from 2- to 16-dpi when compared to their control group, while no increase was 

observed in males. When comparing the sexes, females exhibited higher numbers of 

hippocampus S100B+ cells at 5-, 8-, and 16-dpi than males (Fig. 4H). The figures demonstrate 

IBA-1+ and S100B+ cells in the cerebral cortex and hippocampus at the peak of MHV-A59 

infection compared to their respective controls. 

 

3.5 MHV-A59 intranasal infection triggers differential accumulation of brain leukocytes 

and inflammatory mediators. 

Next, we evaluated the cellular and molecular profiles involved in MHV-A59-induced 

CNS inflammation (Fig S4). Both female and male mice infected with MHV-A59 exhibited 

increased leukocyte accumulation in the brain at 8-dpi when compared to respective controls 

(Fig. 5A). The number of neutrophils increased in the brains of females at 8-dpi, but not in males 

(Fig. 5B). Additionally, IBA-1+ cells, indicative of microglia, revealed a pattern of active cells 

(CD45intCD11b+F4/80+MHCII+) in both sexes also at 8-dpi when compared to the mock groups 

(Fig. 5C). The expression of iNOS in this population of activated microglia was upregulated in 

females and was significantly higher when compared to the male group (Fig. 5D). 

 MHV-A59 infection also prompted a lymphocytic response in brain tissue, which was 

prominent in infected female mice since they exhibited higher numbers of T CD4+ lymphocytes 

at 5-dpi than their control group and males at the same time point (Fig. 5E). Additionally, at 5-
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dpi, there was an accumulation of a pro-inflammatory subpopulation of T CD4+ lymphocytes in 

the brain of infected female mice, expressing CD69+, which is a marker of early activation, 

Ki67+, a marker of cell proliferation, aside from high levels of IFN-γ (Fig. 5F-H). All of these 

cell markers were significantly increased when compared to males.  Regarding the subpopulation 

of T CD8+ cells, there was an expansion of these cells in the brains of both male and female 

infected mice at 8-dpi (Fig. 5 I). Similarly, there was an increase in the number of IFN-γ-

producing CD8+ T cells and T CD8+CD69+ cells, although the number of T CD8+ Ki67+ cells 

only increased in infected females when compared to the control group and male mice (Fig. 5J-

L). 

In line with the leukocyte infiltration, MHV-A59 induced an increase in CX3CL1 in the 

prefrontal cortex (PFC) of females at 2- and 5-dpi when compared to the mock group, while in 

males, such increase occurred only at 2-dpi. Furthermore, this increase was significantly more 

pronounced in females (Fig. 5M). Females also showed a reduction in BDNF levels at the 8th and 

16th -dpi in the PFC, while males showed this reduction only at 2 dpi. At the 30th -dpi, there was 

a significant difference between the sexes, with males exhibiting lower levels of BDNF than 

females (Fig. 5N). In contrast, male mice infected with MHV-A59 showed an increase in IL-6 

levels in the PFC at 30- and 60-dpi, while infected females showed no alterations (Fig. 5O).  

MHV-A59 infection also led to an increase at 2-dpi and a reduction at 8-dpi in hippocampus 

levels of CX3CL1 in female mice. In contrast, CX3CL1 levels in the hippocampus of infected 

male mice decreased at 5-dpi when compared to mock and were significantly lower than females 

at 2-, 5-, and 30-dpi (Fig. 5P). Hippocampus BDNF levels decreased at 2-, 5-, 8-, and 16-dpi in 

infected females and at 2-, 5-, and 8-dpi in infected males, compared to their respective control 

groups. Nevertheless, no sex-based differences were observed (Fig. 5Q). Quantifying IL-6 levels 

in the hippocampus indicated a peak in infected female mice at 8-dpi, contrasting with the mock 

group. Furthermore, a significant increase in IL-6 was observed in infected females compared to 
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males at this time point (Fig. 5R). Quantification of the cytokine IFN-γ was carried out in the 

same way as other mediators. However, it was not detected at the protein level. 

 

3.6 MHV-A59-induced CNS dysfunction is dependent on female hormones.  

In line with current findings, females appear to be more clinically affected by post-

COVID syndrome (Phillips and Williams, 2021). To explore this sex hormone-dependent 

phenotype, we initially assessed serum levels of estradiol, FSH, and testosterone in female mice 

infected with MHV-A59. Intranasal infection with MHV-A59 resulted in changes in estradiol 

levels at 2 dpi and 5 dpi, and it was found to be nearly seven times higher in the long-term (60 

dpi) compared to the age-matched control group (Fig. 6A). Plasmatic FSH levels were 

significantly high at 5 dpi, 16 dpi, 30 dpi and 60 dpi groups in relation to control (P < 0.05) (Fig. 

6B). Testosterone plasmatic levels, in turn, were reduced about 30% at 5 dpi, 30 dpi and 60 dpi 

compared to the control group (P < 0.05) (Fig 6C). These hormonal changes reflect that the 

infection can cause temporary or prolonged hormone production dysregulation. 

The next step was to study the disease and its sequelae in a female hormones-deficient 

context. Thus, we ovariectomized (OVX) mice and infected them with MHV-A59 to analyze the 

role of sex hormones in this infectious process (Fig. 6D). Assessment of viral load in the lungs 

of SHAM-infected and OVX-infected animals revealed similar amounts of virus at 2 and 5 dpi 

(Fig. 6E). The histopathological lung damage of infected females subjected to OVX was similar 

to that of SHAM mice, both at 2- and 5-dpi (Fig. 6F and S6).  

Female hormone deficiency in the OVX group protected mice when evaluating the 

neuropsychiatric sequelae induced by the infection. While MHV-A59 infection triggered a 

significant reduction in grip strength in all limbs at 5-dpi (Fig. 6G), OVX mice had no alterations 

in the grip strength of the limbs in the acute phase of infection (Fig. 6G). No significant changes 

in neuromuscular function were found 16 days after MHV-A59 infection (Figure 6H). 
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Importantly, ovariectomy also prevented the MHV-A59-associated anhedonia-like behavior and 

spatial working memory deficit at 34- and 60-dpi, respectively (Fig. 6I-J). 

Regarding viral load in the brain at 2 e 5 dpi, SHAM and OVX animals did not show 

significant differences (Fig. 6K). Accordingly, calcium concentration in the hippocampus of 

SHAM-infected animals increased relative to their control group at 30 dpi, while OVX-infected 

mice exhibited no significant alterations at the same time point (Fig. 6L). In contrast, glutamate 

release increased similarly in the hippocampus of both SHAM and OVX-infected groups (Fig. 

6M). Accordingly, OVX prevented the mild histopathological damage induced by MHV-A59 in 

brain tissue compared with the SHAM-infected group at the corresponding time point of infection 

(Fig. 6N). 

Immunohistochemical assays showed an increase in the number of IBA-1+ cells in the 

cerebral cortex of infected OVX mice at 2 and 5 dpi when compared to the control group (Fig. 

6O), whereas there were no changes in the number of IBA-1+ cells in the hippocampus of these 

animals (Fig. 6P). Furthermore, no significant quantitative change was observed in S100+ cells 

in the cerebral cortex of OVX and infected mice (Fig 6Q), but an increase in the number of 

S100B+ cells was observed in the hippocampus of these mice at 5 and 60 dpi (Fig 6R). 

 

4. Discussion 

As defined by the World Health Organization (WHO), Post-COVID syndrome (PCS) is 

a condition that encompasses fatigue, shortness of breath, cognitive dysfunction, and other 

symptoms due to previous SARS-CoV-2 infection that cannot be explained by another diagnosis. 

Symptoms usually appear 3 months after the onset of COVID-19 and last for at least 2 months 

(Soriano et al., 2022). Post-COVID syndrome has been reported to affect between 7.5% and 89% 

of COVID-19 patients (Chen et al., 2022; Nasserie et al., 2021; Subramanian et al., 2022). It is 

noteworthy that PCS is not limited to severe cases, as 29.6% of patients with mild illness are 
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affected by this condition (Cazé et al., 2023). Considering that most COVID-19 patients (about 

80%) develop mild disease (Huang et al., 2020), it is of great importance to study this condition 

in mild models of coronavirus infection. Here, through a robust characterization of MHV-A59 

lung infection and central nervous system dysfunctions, we showed, to the best of our knowledge 

for the first time, that intranasal instillation of murine betacoronavirus MHV-A59 induced: (I) 

transient infection and mild lung disease in wild-type C57BL/6J mice; (II) more severe 

inflammatory response in the lung of female mice, characterized by a robust T cell response; (III) 

behavioral and cognitive changes, mainly in female mice, that persisted for up to 2 months; (IV) 

more severe inflammatory response in the brain of female mice (comparing with male 

counterparts) characterized by neutrophil infiltrate, microglial activation, and IFN-γ response; 

(V) female hormone-dependent disease phenotype on brain and behavioral sequelae. 

The emergence of SARS-CoV-2 and the risk of new coronavirus outbreaks, which had 

been overlooked for decades (Morens et al., 2004), has emphasized the need to develop models 

to better understand the pathogen-host interaction and to evaluate potential therapeutic treatments 

and vaccines for coronavirus infections. Intranasal instillation of different MHV strains in mice 

has been used as an in vivo platform to study coronavirus lung disease (Andrade et al., 2021; 

Pimenta et al., 2023; Queiroz-Junior et al. 2023; De Albuquerque et al., 2006; Yang et al., 2014). 

In a prior study, Yang et al. characterized MHV-A59 lung infection in C57BL/6 mice as a model 

for acute respiratory distress syndrome (Yang et al., 2014). MHV-A59 was able to induce acute 

lung inflammation in C57BL/6 mice with leukocyte infiltration and hemorrhage, as well as 

increased mRNA expression of pro-inflammatory mediators such as CXCL10, IFN-γ, TNF, and 

IL-1β (Yang et al., 2014). Here, MHV-A59 infection also induced mild clinical pulmonary signs, 

with mild and transient histopathologic lung changes. Mice also exhibited acute lung 

dysfunction, as evidenced by decreased lung volume and compliance. This stiff behavior of the 

respiratory system is consistent with pulmonary restrictive disease (Mortola 2019), and COVID-
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19 patients also show impairment in lung function, including those with mild respiratory 

symptoms (Mo et al., 2020; Altmann et al., 2023). Fibrosis is an important factor associated with 

impaired lung function, and COVID-19 patients showed abnormal collagen deposition in lung 

tissue (Schaller et al., 2020). Despite the increased levels of TGF-β, a key regulator of collagen 

deposition (Meng et al., 2016), in the lungs of MHV-A59-infected mice at post-acute time points, 

we did not observe pulmonary fibrosis throughout the course of the disease. Together with the 

recovery of lung volume and compliance 30 days post-infection, this suggests that the impaired 

lung function observed in MHV-A59-infected mice is primarily related to the acute phase of lung 

disease rather than persistent structural changes in lung tissue. 

The immune response against MHV-A59 infection had a distinct sex-related phenotype. 

Indeed, several pieces of evidence suggest that biological sex is an important factor that impacts 

COVID-19 immune response, outcome, and development of PCS symptoms (Scully et al., 2020; 

Takahashi et al., 2020). Here, female MHV-A59 infected-mice had a robust lung T cell response, 

with higher levels of IFN-γ compared to male infected-mice. Conversely, male MHV-A59 

infected-mice had prolonged levels of pulmonary chemokines involved in innate immune cell 

recruitment, such as CCL3, CCL5 and CXCL1. Accordingly, in COVID-19 patients, males have 

a more robust induction of innate immune response, with higher levels of IL-8, IL-18, and CCL5, 

and accumulation of non-classical monocytes in lung tissue, while female patients have more 

abundant activated T cells (Takahashi et al., 2020). This highlights that female and male MHV-

A59 infected mice may differ regarding innate and adaptive immune response in the lung tissue, 

as observed in COVID-19 patients. 

Mice infected with MHV-A59 completely cleared the virus in the lung tissue, indicating 

the host's ability to cope with the infection. In addition, replicating MHV-A59 could not be 

detected in the plasma or spleen but in the liver, and viral RNA copies in brain, suggesting limited 

viral spread to extrapulmonary sites. In terms of systemic changes, MHV-A59 infection leads to 
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a transient increase in NLR in the blood, which is also seen in COVID-19 patients and is an 

indicator of disease severity and mortality (Henry et al., 2020; Liao et al., 2020; Ponti et al., 

2020). Of note, mice fully recovered from the imbalance in NLR mediated by MHV-A59 

infection. Therefore, this model was characterized by mild lung disease with mild systemic 

alterations and viral dissemination, constituting a suitable platform to study sequelae post-

coronavirus infection. Importantly, infection with MHV-1, another murine betacoronavirus, was 

recently shown to recapitulate some aspects of PCS in mice (Masciarella et al., 2023). The long 

COVID model proposed so far shows that mice infected with MHV-1 present congested blood 

vessels, perivascular cavitation, pericellular halos, vacuolation of neutrophils, pyknotic nuclei, 

acute eosinophilic necrosis, necrotic neurons with fragmented nuclei, and vacuolation in the brain 

cortex after 12 months of infection. Furthermore, these changes were associated with increased 

reactive astrocytes and microglia, hyperphosphorylated TDP-43 and tau, and a decrease in 

synaptic protein synaptophysin-1 (Paidas et al., 2022). 

In the current model, female mice infected with MHV-A59 showed acute olfactory 

discrimination dysfunction. Olfactory loss is a core symptom of acute COVID-19 (Harapan and 

Yoo, 2021) as well as PCS (Winter et al., 2023). MHV-A59 infection also triggered motor 

impairment in female mice, affecting muscular strength of the forelimbs in both sexes at 16-dpi. 

This feature has recently been reported in patients with PCS (Ramírez-Vélez et al., 2023). In 

addition, both female and male mice presented anhedonic-like behavior, corroborating previous 

studies with PCS patients (Lamontagne et al., 2021; Sayed et al., 2021). Interestingly, only 

female mice demonstrated impairment in spatial working memory and short-term aversive 

memory in the Y-maze test and in the step-down inhibitory avoidance test, respectively, at 60-

dpi. These cognitive deficits have been more commonly observed in women with long-COVID 

compared to men (Bai et al., 2022). Hence, the present model provides, for the first time, 
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supporting evidence for the predominance of behavioral and cognitive impairments observed in 

PCS, particularly among females. 

Previous findings from our research group demonstrated that synaptosomes from MHV-

3 infected mice have increased glutamate release and intracellular calcium levels (Pimenta et al., 

2023). In the current model, MHV-A59-infected female mice also had significant glutamate 

release and increased intracellular Ca2+ levels in the hippocampus at 30-dpi. This is suggestive 

of neuronal excitotoxicity, as viral infections, including HIV, ZIKA and H1N1, have already 

been shown to impair glutamatergic transmission, thus impairing neural signaling (Costa et al., 

2017; Düsedau et al., 2021; Gorska and Eugenin, 2020). Importantly, a greater number of 

microglia/macrophage (IBA-1) and astrocytes (S100B) were found in the cerebral cortex and 

hippocampus of female mice when compared to male mice. The increased number of these cells 

is suggestive of enhanced neuroinflammation and possibly neurodegeneration (Kwon and Koh, 

2020; Vandenbark et al., 2021). Moreover, microglia of infected female mice but no male mice 

showed high expression of inducible nitric oxide synthase (iNOS). Nitric oxide (NO) is essential 

in synaptic transmission and brain plasticity, mainly in the cortex and hippocampus. However, 

high levels of NO and nitrergic/oxidative stress can lead to synaptic impairment and early 

neurodegeneration (Balez and Ooi, 2016).  

The more robust neuroinflammation in female mice was further confirmed by detection 

of immune cells in the brain. MHV-A59-infected female mice presented increased number of 

IFN-γ+-releasing CD4+ T lymphocytes in the brain, with Ki67+ (cell proliferation marker) and 

CD69 (cell activation marker) expression, aside higher numbers of Ki67+ CD8+ T cells in relation 

to males. T cells are especially important for limiting viral replication, as they can gain access to 

brain parenchyma through local recognition of viral antigens by T cell receptors (Steinbach et 

al., 2016). The interaction between microglia and T cells is also crucial within the CNS 

parenchyma, since the effector functions of these lymphocytes depend on this communication 
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(Ai and Klein, 2020). However, when this response is not finely regulated, the results can be 

deleterious. A study demonstrated that T cells might be associated with neurocognitive sequelae 

in surviving animals during neuropathogenic viral infections, such as ZIKV and West Nile Virus 

(WNV). This occurs mainly through the signaling of IFN-γ released by specific CD8+ T cells 

infiltrating the CNS, which induces the activation of microglia (Garber et al., 2019). This 

microglial activation is correlated with several neurotoxic effects, such as excessive complement-

mediated synapse elimination, neurodegeneration and decreased adult neurogenesis (Klein et al., 

2019). WT mice infected with MHV V5A13.1 presented CNS inflammation and demyelination 

significantly less severe than T CD4−/− mice (Lane et al., 2000). Regarding other inflammatory 

mediators, MHV-A59 infection did not alter IL-6 levels in the PFC of female mice compared to 

controls. In males, IL-6 levels increased at 30- and 60-dpi. However, in the hippocampus, females 

exhibited increased IL-6 at 8-dpi compared to the mock group and infected males. SARS-CoV-

2-induced IL-6 may influence working memory and cognitive systems (Alnefeesi et al., 2021). 

Increased expression of systemic IL-6 induced by SARS-CoV-2 infection can cross the blood-

brain barrier to activate microglia and interfere with memory (Alnefeesi et al., 2021; Vos et al., 

2022). Although IL-6 is mostly characterized by its proinflammatory profile, it has been 

demonstrated that it also participates in neurogenesis, in the response of mature neurons and glial 

cells in conditions of brain homeostasis (Erta et al., 2012). It is possible that, in the acute 

infection, especially in females, IL-6 is exerting its pro-inflammatory role in response to MHV-

A59, while its later increase in males appears to be a compensatory/protective response to the 

system to return to homeostasis. 

In addition to the inflammatory burden, MHV-A59 triggered an impairment in 

neurotrophic factors. MHV-A59 infection decreased BDNF levels in the PFC in females at 8- 

and 16-dpi and in males at 8-dpi. In the hippocampus, females exhibited reduction from 2- to 16-

dpi, while males showed this reduction only from 2- to 8-dpi. Such delayed recovery of BDNF 
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in infected females may have contributed to the neuropsychiatric symptoms. BDNF is a key 

factor in survival, synaptic plasticity, and reorganization of the brain microenvironment (Chen et 

al., 2020). BDNF may play an antidepressant role in the PFC (Li et al., 2018) and hippocampus 

(Li et al., 2017), besides reducing anxiety-like behavior in rats (Cirulli et al., 2004). The levels 

of CX3CL1 showed a general pattern of increase followed by decrease in the PFC and 

hippocampus of female and male mice, suggesting a homeostatic response to control the acute 

effects of infection. The CX3CL1/CX3CR1 axis is important for neuron-microglia 

communication and the predominant function of CX3CL1 in the CNS is believed to reduce the 

pro-inflammatory response (Subbarayan et al., 2022). Furthermore, the impairment of this axis 

has been associated with the development of neuropsychiatric conditions (Chamera et al., 2020). 

Biological sex affects innate and adaptive immune responses to infections and vaccination 

(Klein and Flanagan, 2016). Accordingly, biological sex has been implicated as an important 

factor influencing the immune response, outcomes, and sequelae of COVID-19 (Scully et al., 

2020; Sylvester et al., 2022; Takahashi et al., 2020). Most epidemiological studies on COVID-

19 have shown a sex-related mortality trend, with males being more vulnerable (Solis et al., 

2022). Male laboratory animals are also more susceptible to SARS-CoV and SARS-CoV-2 

infection than females (Channappanavar et al., 2017; Dhakal et al., 2021; Ruiz-Bedoya et al., 

2022). Regarding sequelae, females appear to be more likely to develop post-COVID syndrome 

(Bai et al., 2022). Given the phenotype of CNS sequelae in female mice following MHV-A59 

infection, we investigated the involvement of estradiol, FSH, and testosterone hormones in this 

context.  

Our model identified high estradiol levels at the acute phase (2 and 5 dpi) and a peak at 

60 dpi. Additionally, we observed increased FSH levels several time points after infection. 

Collectively, these data suggest that the infection compromised the estradiol signaling in the 

hypothalamus-pituitary-gonadal axis. Evidence shows that the SARS-CoV-2 spike protein binds 
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to and modulates estrogen receptors (Solis et al., 2022). Ding and colleagues (2020) found that 

estradiol (E2) may protect females during COVID-19 by regulating cytokines linked to infection 

severity. While female hormones can offer benefits in the acute phase, they may also sustain the 

hyperinflammatory state even after recovery (Bienvenu et al., 2020; Mohamed et al., 2021). 

Regarding FSH levels, women have been shown to have increased levels during COVID-19 (Cai 

et al., 2022), but studies on the relationship of this hormone with long COVID are scarce.  

Our model also demonstrated a decrease in testosterone in female mice at 5, 30 and 60 

dpi. A recent study showed that low testosterone levels in both sexes are associated with the 

immunological profile observed in women with long-term COVID-19, which includes a strong 

T-cell-mediated response (Silva et al., 2024). A previous study by this same research group 

demonstrated that high levels of antibodies against herpesviruses (EBV, CMV and HSV-2) are 

predominantly observed in females with PCS (Klein et al., 2023). It was subsequently observed 

that greater reactivity to these viruses is associated with low testosterone levels (Silva et al., 

2024). Low testosterone levels in women may contribute to their higher susceptibility to 

autoimmune diseases (Bupp and Jorgensen, 2018). Since androgen receptors are expressed in 

immune cells, testosterone levels are believed to directly influence individual immune profiles 

(Bupp and Jorgensen, 2018). 

Based on these findings, we set out to understand the sequelae in the context of hormonal 

deficiency triggered by ovariectomy, showing that ovariectomized female mice presented lung 

lesions similar to those of infected SHAM mice, but excitotoxicity, behavioral and cognitive 

impairments were significantly prevented. Regarding the profile of IBA-1+ and S100B+ cells, 

there was no complete reversion of these cell types in infected OVX mice, but we observed that 

the return to homeostasis is faster. This slight recovery positively impacts the behavioral 

phenotype. 
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Estrogen is known to be an important modulator of the immune system, so there is a 

question whether ovariectomy would impair the ability of mice to fight infection; however, 

despite small amounts, this hormone can be synthesized in secondary tissues such as brain, 

kidneys, bones, skin, and adipose tissue (Harding & Heaton 2022). Thus, we suggest that infected 

ovariectomized female mice did not present greater difficulty dealing with the virus than the 

infected SHAM group. In line with these results, an experimental study demonstrated that 

estradiol treatment did not minimize pulmonary complications in male hamsters infected with 

SARS-CoV-2 (Dhakal et al., 2021). Therefore, hormonal changes, not only estrogen, are 

associated with sequelae, as there is already evidence that dysfunctions of the hypothalamic-

pituitary-gonadal axis are more prevalent in patients with long-term COVID-19 (Angum et al., 

2020). 

In conclusion, this is the first time that an experimental study recapitulates several aspects 

of the human post-COVID syndrome, clearly showing the sex differences regarding cognitive 

and behavioral outcomes. MHV-A59 induced mild acute lung inflammation and triggered 

chronic neuropsychiatric and musculoskeletal disorders, which were dependent on female 

hormones. This model offers a distinct platform to study the pathogenesis of PCS within a BSL2 

structure. Its significance lies in addressing the challenge of studying behavioral and cognitive 

impairment in BSL3 laboratories mandated for SARS-CoV-2. Additionally, it facilitates the 

exploration of the therapeutic efficacy of antiviral, anti-inflammatory, or neuroprotective 

strategies, enhancing the overall management of COVID-19. Importantly, although transgenic 

mice expressing human ACE2 (hACE2) have been used to investigate SARS-CoV-2 

pathophysiological processes, many of these transgenic models have failed to recapitulate the 

full spectrum of COVID-19, particularly extrapulmonary manifestations and its persistent 

symptoms (Knight et al., 2021). In this context, developing new and diverse models is pivotal to 

advance the field (Fan et al., 2022; Muñoz-Fontela et al., 2022). Although our findings are 
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remarkably novel, we understand that our study bears limitations. Further mechanistic studies 

are needed to answer how dysfunctions in the hypothalamic-pituitary-gonadal axis can be 

modulated to prevent CNS sequelae induced by coronavirus infection. Another limitation relies 

on the assessment of reinfection and its impact on the cognitive and behavioral aspects, as this is 

an event of great importance in the current COVID-19 scenario. 
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Table 1. Antibodies, reagents, cells, viral strain, mice and softwares. 

REAGEANT or RESOURCE SOURCE IDENTIFIER 

Antibodies and reagentes 

Human/Mouse BDNF R&D system DY248 

CD11b Monoclonal Antibody, Super 

Bright™️ 600 

ThermoFisher 63-0112-82 

CD11c Monoclonal Antibody, Super 

Bright™️ 645 

ThermoFisher 64-0114-82 

CD3 Monoclonal Antibody, Super Bright™️ 

600 

ThermoFisher 63-0032-82 

CD4 Monoclonal Antibody, PE-Cyanine7 ThermoFisher 25-0041-82 

CD45 Monoclonal Antibody, Pacific 

Orange™️ 

ThermoFisher MCD4505 

CD45.2 Mouse Antibody, PerCP-Cy™️5.5 Biolegend 109828 

CD69 Monoclonal Antibody, Alexa Fluor™️ 

700 

ThermoFisher 56-0691-82 

CD8a Monoclonal Antibody, eFluor™️ 450 ThermoFisher 48-0081-82 

Estradiol (E2) Monobind Inc 4925-300 

F4/80 Monoclonal Antibody , APC ThermoFisher 17-4801-82 

Goat Anti-Mouse IgG Fc-HRP Southern Biotech AB_2737432 

Goat Anti-Mouse IgM-HRP Southern Biotech AB_2794240 

IBA1 Polyclonal Antibody Invitrogen PA5-21274 

IFN gamma Monoclonal Antibody, APC-

eFluor™️ 780 

ThermoFisher 47-7311-82 
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iNOS Monoclonal Antibody, PE-eFluor™️ 

610 

ThermoFisher 61-5920-82 

Ki-67 Monoclonal Antibody, FITC ThermoFisher 11-5698-82 

L-10 Monoclonal Antibody, Alexa Fluor™️ 

700 

ThermoFisher 56-7101-82 

LIVE/DEAD™️ Fixable Aqua Dead Cell 

Stain Kit 

ThermoFisher L34957 

Ly-6G/Ly-6C (Gr-1) Biotin anti-mouse 

Antibody 

Biolegend 108403 

MHC Class II (I-A/I-E) Monoclonal 

Antibody, APC-eFluor™️ 780 

ThermoFisher 47-5321-82 

Mouse CCL2/JE/MCP-1 R&D system DY479 

Mouse CCL3/MIP-1 alpha R&D system DY450 

Mouse CCL5/RANTES R&D system DY478 

Mouse CX3CL1/Fractalkine R&D system DY472 

Mouse CXCL1/KC R&D system DY453 

Mouse IFN-gamma R&D system DY485 

Mouse IL-1 beta/IL-1F2 R&D system DY401 

Mouse IL-10 R&D system DY417 

Mouse IL-6 R&D system DY406 

Mouse TGF-beta 1 R&D system DY1679 

Mouse TNF R&D system DY410 

NK1.1 Monoclonal Antibody, PerCP-

Cyanine5.5 

ThermoFisher 45-5941-82 
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S100 beta antibody Abcam ab41548 

Streptavidin, Pacific Orange™️ conjugate ThermoFisher S32365 

Cells 

L929 ATCC CCL-1 ™️ 

Viral strain 

Murine hepatitis Virus-A59 (MHV-A59) ATCC VR-764 ™️ 

Mice 

C57BL/6 (Wild-type) 

Central Animal House of 

the UFMG 

C57BL/6Junib 

Softwares 

GraphPad Prism v9 software GraphPad 

https://www.graphpa

d.com/ 

FlowJo V10.4.11 Becton, Dickinson (BD) 

https://www.flowjo.c

om/ 

ImageJ 1.54g 

National Institutes of 

Health 

https://imagej.net/ij 

LabChart v7 AdInstruments 

https://www.adinstru

ments.com/ 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.graphpad.com/
https://www.graphpad.com/
https://imagej.net/ij
https://www.adinstruments.com/
https://www.adinstruments.com/
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FIGURES 
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Figure 1. Intranasal instillation of MHV-A59 in mice results in transitory lung injury and 

function impairment. (A) Experimental design. (B) Body weight percentage changes upon 

infection with 3x103, 3x104 or 3x105 PFU/30 μL of MHV-A59 versus mock controls. 

Significance was determined by Two-way ANOVA and Dunnet’s multiple comparison test *p < 

0.05 (n = 8-10). (C) Survival curve of MHV-A59-infected mice versus mock controls. 

Significance was determined by Simple Kaplan-Meier survival analysis *p < 0.05 (n = 6-10). (D) 

Blood neutrophil for lymphocyte ratio (NLR). Significance was determined by Two-way 

ANOVA and Dunnet's multiple comparison test *p < 0.01 (n = 6). Viral load determined in lung, 

liver, and spleen extracts (E), and plasma (F) of MHV-A59-infected mice by plaque assay. The 

results are presented as log10 PFU per gram of tissue or milliliter of plasma. Significance was 

determined by Student's t-test *p < 0.05 (n = 6). (G) Hematoxylin and eosin (H&E) and Masson's 

trichrome staining of lung sections of mock controls and 5 and 30-dpi MHV-A59-infected mice. 

(H) Histopathological assessment in relation to overall lung inflammatory score. Significance 

was determined by Two-way ANOVA and Dunnet's multiple comparison test *p < 0.01 (n = 5-

6). (I) Analysis of total lung volume (vital capacity) and (J) pulmonary compliance of mock 

controls and 5 and 30-dpi MHV-A59 infected mice. Significance was determined by Two-way 

ANOVA and Dunnet's multiple comparison test *p < 0.05 (n = 9-28). (K) Lung tissue levels of 

TGF-β. Significance was determined by Two-way ANOVA and Dunnet's multiple comparison 

test *p < 0.05 (n = 4-6). L.O.D. (limit of detection). 
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Figure 2. Intranasal infection with MHV-A59 promotes differential accumulation of 

pulmonary chemokines and leukocytes. (A) Z Score representation of pulmonary levels of 

CXCL1, CCL2, CCL3, CCL5 measured by ELISA assay. Significance was determined by Two-

way ANOVA and Dunnet's multiple comparison test *p < 0.01 (n = 4-6).  Number of pulmonary 

leukocytes (B), neutrophils (C), dendritic cells (D), IL-10+ dendritic cells (E), CD4+ T 

lymphocytes (F), Ki67+ CD4+ T lymphocytes (G), IFN-γ+ CD4+ T lymphocytes (H), CD8+ T 

lymphocytes (I), IFN-γ+ CD8+ T lymphocytes (J), and IFN-γ+ NK cells (K), assessed by flow 

cytometry. Significance was determined by Two-way ANOVA and Dunnet's multiple 

comparison test to analyze the differences between mock controls and infected mice of respective 

sex at different time points. Significance was determined by Two-way ANOVA and the Šídák 

multiple comparison test to analyze the differences between the sexes at the respective infection 

time points. *p < 0.05 to data that passed Shapiro-Wilk test and *p < 0.01 to data that did not 

pass Shapiro-Wilk test (n = 5-6). Plasma levels of IgM (L) and IgG (M). Significance was 

determined by Two-way ANOVA and Dunnet's multiple comparison test to analyze the 

differences between mock controls and infected mice of respective sex at different time points. 

Significance was determined by Two-way ANOVA and the Šídák multiple comparison test to 

analyze the differences between the sexes at the respective infection time points *p < 0.05 (n = 

6-8).  
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Figure 3. MHV-A59 induces behavioral and cognitive alterations in a time and sex 

dependent manner. (A) Experimental design. Total distance traveled in the open field test at 

(B) 5-, (C)16-, and (D) 28-dpi (n = 13-18). Olfactory discrimination time (E) 6- and (F) 38-dpi 

(n = 7-15). Force in newtons (N) in 2 or 4 paws grip force test at (G) 16- and (H) 28-dpi (n = 10-

16). (I) Sucrose preference test at 17-dpi (n = 10-12). (J) Marble burying test at 34-dpi (n = 13-

18). (K) Spontaneous alternation in Y-maze test at 60-dpi (n = 7-8). (L) Latency in training 

session, (M) short-term aversive memory, and (N) long-term aversive memory, in step-down 

inhibitory avoidance test at 60-dpi (n = 10-16). Significance was determined by Student's t-test 

to data that passed Shapiro-Wilk test and Mann–Whitney test to data that did not pass Shapiro-

Wilk test *p < 0.05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4. MHV-A59 infection induces more prominent neurochemical and cellular 

alterations in females. (A) Experimental design. (B) MHV-A59 brain viral load measured by 

PCR. Significance was determined by Two-way ANOVA and Dunnet's multiple comparison test 

to analyze the differences between infected mice of each sex at different time points or by Two-

way ANOVA and the Šídák multiple comparison test to analyze the differences between the 

sexes at the respective infection time points *p < 0.01 (n = 5-7). (C) Hippocampal 
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intrasynaptosomal calcium concentration (n = 5-7) and (D) glutamate release (n = 6-8). 

Significance was determined by Student's t-test to data that passed Shapiro-Wilk test and Mann-

Whitney test to data that did not pass Shapiro-Wilk test *p < 0.05. (E) IBA-1+ cells in the cerebral 

cortex (n = 6-8) and (F) hippocampus (n = 4-8). (G) S100B+ cells in the cerebral cortex (n =5-8) 

and (H) hippocampus (n = 5-8). Significance was determined by Two-way ANOVA and 

Dunnet's multiple comparison test to analyze the differences between mock controls and infected 

mice of respective sex at different time points or by Two-way ANOVA and the Šídák multiple 

comparison test to analyze the differences between the sexes at the respective infection time 

points. *p < 0.05 to data that passed Shapiro-Wilk test and *p < 0.01 to data that did not pass 

Shapiro-Wilk test. 
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Figure 5. MHV-A59 infection triggers differential accumulation of leukocytes and 

inflammatory mediators in the brain. (A) Number of brain leukocytes, (B) neutrophils, (C) 

activated microglia, (D) iNOS MFI in activated microglia, (E) CD4+ T lymphocytes, (F) INF-γ+ 

CD4+ T lymphocytes, (G) Ki67+ CD4+ T lymphocytes, (H) CD69+ CD4+ T lymphocytes, (I) 

CD8+ T lymphocytes, (J) IFNy+ CD8+ T lymphocytes, (K) Ki67+ CD8+ T lymphocytes, and (L) 

CD69+ CD8+ T lymphocytes, assessed by flow cytometry. Significance was determined by Two-
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way ANOVA and Dunnet's multiple comparison test to analyze the differences between mock 

controls and infected mice of respective sex at different time points and by Two-way ANOVA 

and the Šídák multiple comparison test to analyze the differences between the sexes at the 

respective infection time points. *p < 0.05 to data that passed Shapiro-Wilk test and *p < 0.01 to 

data that did not pass Shapiro-Wilk test (n = 5-6). Prefrontal cortex levels of (M) CX3CL1, (N) 

BDNF, and (O) IL-6, and hippocampal levels of (P) CX3CL1, (Q) BDNF, and (R) IL-6, 

measured by ELISA assay. Significance was determined by Two-way ANOVA and Dunnet's 

multiple comparison test to analyze the differences between mock controls and infected mice of 

respective sex at different time points and by Two-way ANOVA and the Šídák multiple 

comparison test to analyze the differences between the sexes at the respective infection time 

points. *p < 0.05 to data that passed Shapiro-Wilk test and *p < 0.01 to data that did not pass 

Shapiro-Wilk test (n = 5-6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



116 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



117 
 

 

Figure 6. Ovariectomy (OVX) reduces histopathological brain damage, prevents 

behavioral alterations, and minimizes neurochemical imbalance in the hippocampus 

induced by MHV-A59 infection. (A) Plasma estradiol levels in mock and MHV-A59-infected 

female mice. Significance was determined by Student's t-test *p < 0.05. (n = 5-12). (B) Plasma 

FSH levels in mock and MHV-A59-infected female mice. Significance was determined by 

Student's t-test to data that passed Shapiro-Wilk test and Mann–Whitney test to data that did not 

pass Shapiro-Wilk test *p < 0.05. (n = 5-7). (C) Plasma testosterone levels in mock and MHV-

A59-infected female mice. Significance was determined by Student's t-test *p < 0.05. (n = 6-7). 

(D) Experimental design. (E) MHV-A59 lung viral load measured by PCR. Significance was 

determined by Two-way ANOVA and Dunnet's multiple comparison test *p < 0.01 (n = 5-6) (F) 

Overall lung inflammatory score. Significance was determined by Three-way ANOVA and 

Tukey's multiple comparison test to analyze the differences between sham or OVX, mock or 

infected mice, at different time points *p < 0.01 (n = 4-7). Force in newtons (N) in 2 or 4 paws 

grip force test (G) 5- and (H) 16-days post-infection (n = 6-8). (I) Marble burying test 34 days 

post-infection (n = 6-7). (J) Spontaneous alternation in Y-maze test 60 days post-infection (n = 

5-6). Significance was determined by Student's t-test to data that passed Shapiro-Wilk test and 

Mann–Whitney test to data that did not pass Shapiro-Wilk test *p < 0.05. (K) MHV-A59 brain 

viral load measured by PCR. Significance was determined by Two-way ANOVA and Dunnet's 

multiple comparison test *p < 0.01 (n= 5-6) (L) Hippocampal intrasynaptosomal calcium 

concentration (n = 5) and (M) glutamate release (n = 5-7). Significance was determined by 

Student's t-test to data that passed Shapiro-Wilk test and Mann–Whitney test to data that did not 

pass Shapiro-Wilk test *p < 0.05.  (N) Overall brain histopathological score (n = 4-5). 

Significance was determined by Three-way ANOVA and Tukey's multiple comparison test to 

analyze the differences between sham or OVX, mock or infected mice, at different time points 

*p < 0.01. 
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Supplementary Materials 

 

 

 

 

 

 

 

Supplementary figure 1. Intranasal instillation of MHV-A59 in mice results in transitory 

and mild liver injury. (A) Histopathological assessment in relation to overall liver inflammatory 

score. Significance was determined by Two-way ANOVA and Dunnet's multiple comparison test 

*p < 0.01 (n = 5-6). (B) Representative images of H&E-stained liver sections of mock controls 

and 5-dpi MHV-A59-infected mice. 
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Supplementary Figure 2. Flow cytometry gates for leukocytes (CD45high), dendritic cells 

(CD45highCD11b+CD11c+), T CD4+ lymphocytes (CD45highCD3+CD4+), T CD8+ 

lymphocytes (CD45highCD3+CD8+), NK cells (CD45highCD3-NK+), and markers (IFN-γ+, 

Ki67, IL-10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Supplementary Figure 3. (A) Hippocampal intrasynaptosomal calcium concentration (n = 5-7) 

and (B) glutamate release. Significance was determined by Student's t-test to data that passed 

Shapiro-Wilk test and Mann–Whitney test to data that did not pass Shapiro-Wilk test *p < 0.05 

(n = 6-8). (C) Brain histopathological score. Significance was determined by Two-way ANOVA 

and Dunnet's multiple comparison test to analyze the differences between mock controls and 

infected mice of respective sex at different time points. Significance was determined by Two-

way ANOVA and the Šídák multiple comparison test to analyze the differences between the 

sexes at the respective infection time points. *p < 0.01 (n = 3-8). (D) Representative images of 

H&E-stained brain sections of mock controls and 8-dpi MHV-A59-infected mice. 
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Supplementary Figure 4. Flow cytometry gates for leukocytes (CD45high), activated microglia 

(CD45intCD11b+F4/80+MHCII+), T CD4+ lymphocytes (CD45highCD3+CD4+), T CD8+ 

lymphocytes (CD45highCD3+CD8+), and markers (IFN-γ+, CD69, Ki67). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Supplementary Figure 5. (A) Representative images of H&E-stained lung sections of sham and 

OVX mock controls and 5-dpi MHV-A59-infected mice. (B) Representative images of H&E-

stained brain sections of sham and OVX mock controls and 5-dpi MHV-A59-infected mice. 
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Supplementary Table 1. Gender and proportion of animals that developed PCS after 

MHV-A59 infection. 

Test Day post infection Gender Mice % that developed PCS 

 Open Field Test 16 female 86.6% 

 2 Paws Grip-force  16 female 81.25% 

4 Paws Grip-force Test 16 female 80% 

Sucrose Preference Test 17 male 80% 

 Marble Burying Test 34 female 100% 

Y-Labyrinth maze test  60 female 100% 

 Step-down inhibitory 

avoidance (short-term 

aversive memory) 

60 female 100% 

For the behavioral tests where statistical significance was found between mock and infected 

animals, the median score of the mock group was used as a threshold to determine whether PCS 

developed. 
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3.3 Resultados não publicados 

 

A COVID-19 deixou sequelas duradouras em milhões de pessoas em todo o mundo. A 

COVID longa, caracterizada por uma ampla gama de sintomas, incluindo fadiga crônica, 

dificuldades cognitivas e problemas respiratórios, tem um impacto significativo na qualidade de 

vida dos pacientes. Em particular, os sintomas neurológicos, como a "névoa cerebral" e a perda 

de memória, têm sido relatados por muitos pacientes, destacando a necessidade de mais pesquisas 

relacionadas ao desenvolvimento de tratamentos eficazes (Al-Aly & Topol, 2024). Em um estudo 

recente, nosso grupo de pesquisa demonstrou que o tratamento com Angio (1-7), um anti-

inflamatório e pró-resolutivo, durante a fase aguda de infecções por betacoronavírus, como 

MHV-3 e SARS-CoV-2, resultou em uma redução significativa da inflamação, da carga viral e 

do dano pulmonar, aumentando a taxa de sobrevivência dos animais infectados (Lima et al., 

2024). Diante desses resultados, investigamos se esse tratamento na fase aguda poderia evitar ou 

minimizar as sequelas neuropsiquiátricas induzidas pela infecção por betacoronavírus. Para 

tanto, foi utilizado o modelo de COVID longa induzido pelo MHV-A59. 

 

3.3.1 Material e Métodos 

 

O peptídeo Angio (1–7) (Bachem Inc.) foi diluído em (solução salina 0,9% + 0,02% 

DMSO) e administrado por via i.p na dose de 30 µg/camundongo. A dose de Ang (1–7) foi 

baseada no estudo anterior do nosso grupo (Lima et al., 2024). O regime de tratamento começou 

24h após a infecção e continuou 36, 48, 60,72,84,96h depois. O grupo veículo recebeu solução 

salina 0,9% + 0,02% DMSO. Como controle positivo para o experimento, tratamos um grupo de 

animais com o antiviral Remdesivir (RDV) Veklury® (25 mg/kg, ip., 2x/dia - GILEAD Sciences, 

São Paulo, Brasil), iniciando o tratamento 24h antes da inoculação do vírus até 96h depois. Os 

experimentos foram realizados com camundongos C57BL/6 WT de 5 semanas de idade. 
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I.  Angio (1-7) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

II. Remdesivir (RDV) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Desenho experimental dos tratamentos administrados na fase aguda da infecção por 

MHV-A59. Camundongos fêmeas C57BL/6 WT, com 5 semanas de idade, foram infectados por 

via intranasal com MHV-A59. (I) O tratamento com Angio (1-7) se iniciou 24h após infecção e 

o com RDV (II) começou 24h antes da infecção, ambos por via i.p e até o 4° dpi. Os testes 

comportamentais foram realizados no 5°,6°, 16°, 28°, 34° e 60° dpi. 
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3.3.2 Resultados 

 

O tratamento com Angio (1-7) foi capaz de prevenir sequelas neuropsiquiátricas induzidas 

pela infecção por MHV-A59 

 

A falta de compreensão completa do mecanismo da COVID longa impede o 

desenvolvimento de tratamentos específicos. Assim, a prática clínica atual concentra-se em 

abordagens de suporte, como reabilitação e exercícios, além de terapias sintomáticas, como 

antidepressivos e anticoagulantes, para aliviar os sintomas dessa condição (G Li et al., 2023). 

Nesse sentido, tratamos os camundongos infectados com o peptídeo Angio (1-7) ainda na fase 

aguda da doença e observamos se, posteriormente, as sequelas neuropsiquiátricas seriam evitadas 

ou minimizadas. Como controle positivo, utilizamos um antiviral, o RDV (Veklury®), por ser 

um medicamento amplamente utilizado na clínica para o tratamento da COVID-19 (Gottlieb et 

al., 2022). Além disso, o RDV foi utilizado na fase aguda da infecção por betacoronavírus em 

experimentos do nosso grupo e se mostrou eficaz em reduzir os títulos virais viáveis e cópias de 

RNA viral, além de reduzir a lesão pulmonar induzida pelo MHV-A59 (dados não mostrados).  

Os camundongos C57BL/6 fêmeas foram primeiramente tratados e depois infectados com MHV-

A59, no caso do RDV, que foi administrado 24 h antes da infecção (via i.p, a cada 12 h) até o 4° 

dpi. Para Angio (1-7), os animais foram infectados e tratados 24 h após a inoculação viral (via 

i.p, a cada 12 h) até o 4° dpi. Alguns testes comportamentais importantes foram selecionados 

para validar o efeito dos tratamentos neste contexto de sequelas ao longo dos 60 dias de 

infecção.  Demonstramos através do teste do campo aberto, que os animais tratados com veículo 

apresentaram comprometimento na locomoção quando comparado ao grupo mock, enquanto os 

animais tratados com Angio (1-7) e com RDV se locomoveram de maneira semelhante ao grupo 

mock (Fig. 6A). Esse teste também foi realizado nos dias 16 e 28 pós infecção e nenhum grupo 

apresentou dificuldade na locomoção (Fig 6B e 6C, respectivamente). O teste de discriminação 

olfatória revelou que o tratamento com Angio (1-7) e RDV evitou que os animais infectados 

apresentassem comprometimento no olfato no 6° dpi, enquanto os animais do grupo infectado e 

tratado com veículo apresentam comprometimento da memória olfatória (Fig. 6D). O teste de 

força de preensão foi realizado 16 dpi para avaliar a força em duas (patas dianteiras) e nas quatro 

patas dos animais. Foi demonstrado que os animais infectados tratados com Angio (1-7) assim 

como aqueles infectados e tratados com RDV apresentaram força similar ao grupo mock, 

enquanto os animais infectados do grupo veículo tiveram seu nível de força comprometido em 

todos os membros (Fig 6E). Além disso, foi realizado o teste de Marble Burying no 34° dpi para 
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avaliar o perfil de anedonia ou compulsividade dos animais. Os camundongos infectados e 

tratados com veículo e com RDV apresentaram comportamento do tipo anedônico, pois 

enterraram menos bolinhas de gude, enquanto o tratamento com Angio (1-7) evitou a anedonia 

induzida pela infecção (Fig 6F). Por fim, 60 dpi, o teste do labirinto em Y foi realizado para 

avaliar a memória espacial dos animais e, consequentemente, o aprendizado. O teste demonstrou 

que os animais infectados tratados com veículo e RDV apresentaram prejuízo na memória 

espacial, enquanto o tratamento com Angio (1-7) foi capaz de prevenir o comprometimento 

cognitivo. 
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Figura 6: O tratamento com Angio (1-7) foi capaz de prevenir sequelas neuropsiquiátricas 

induzidas pela infecção por MHV-A59. (A)  Distância total percorrida no teste de campo aberto 

em 5, (B) 16 e (C) 28 dpi (n = 10). (D) Tempo de discriminação olfatória no 6° dpi (n = 10-20). 

(E) Força em newtons (N) no teste de força de preensão de 2 ou 4 patas, 16 dpi (n = 10). (F) Teste 

Marble Burying, 34 dpi (n = 10). (G) Alternância espontânea no teste do labirinto em Y 60 dpi 

(n= 9-10). A significância foi determinada pelo teste t de Student para dados que passaram no 

teste de Shapiro-Wilk e pelo teste de Mann-Whitney para dados que não passaram no teste de 

Shapiro-Wilk *p < 0,05. 
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4. DISCUSSÃO 

 

A COVID-19, com sua ampla gama de manifestações clínicas, tem sido também 

caracterizada por alterações neuropsiquiátricas. O acometimento do SNC já havia sido 

documentado na epidemia de SARS-CoV (Desforges et al, 2014). A maior parte das condições 

que acometem o SNC apresentam mecanismos fisiopatológicos complexos e a falta de uma 

compreensão mais profunda desses processos dificulta a identificação de alvos terapêuticos 

(Nagappan et al, 2020). Além da doença aguda causada pelo SARS-CoV-2, com o decorrer da 

pandemia começou a surgir sintomas persistentes após a infecção, conhecida como COVID 

longa. Estima-se que mais de 65 milhões de pessoas em todo o mundo lidam com as 

consequências de longo prazo dessa doença, que se manifesta em diversos sistemas do 

organismo, incluindo o SNC. (Davis et al., 2023). Essa condição, que pode durar meses ou até 

anos, emergiu como um grave problema de saúde pública mundial (Davis et al., 2023; Silva & 

Iwasaki, 2024), impulsionada pela escassez de conhecimento sobre seus mecanismos e pela 

ausência de tratamentos eficazes. Modelos que avaliam alterações celulares, morfológicas e 

comportamentais no contexto de infecção por betacoronavírus no SNC são limitados. Nesse 

sentido, o objetivo desse trabalho foi compreender melhor as alterações agudas e crônicas no 

SNC induzidas pela infecção por coronavírus. 

 De maneira geral, as alterações no modelo de infecção aguda, incluem: (i) o 

betacoronavírus MHV-3, inoculado por via intranasal, é capaz de infectar e  se replicar no SNC, 

provocando alterações histopatológicas leves em camundongos C57BL/6 selvagens; (ii) a 

infecção pelo MHV-3 leva ao aumento da liberação de glutamato, elevação dos níveis de cálcio 

intracelular e maior produção de mediadores pró-inflamatórios no córtex; (iii) a infecção pelo  

MHV-3 reduz a síntese de mediadores neuroprotetores, como BDNF e CX3CL1, no córtex; (iv) 

os camundongos infectados pelo MHV-3 exibiram comportamentos do tipo ansioso, anedonia e 

comprometimento motor, com maior impacto observado em fêmeas. Já no modelo de COVID 

longa, demonstramos que (i) o betacoronavírus MHV-A59 provoca uma doença pulmonar leve 

e transitória em camundongos C57BL/6 selvagens; (ii) camundongos fêmeas exibem uma 

resposta inflamatória  intensa nos pulmões, marcada por uma resposta robusta de células T; (iii) 

alterações comportamentais, aem fêmeas, persistentes por até dois meses após a infecção; (iv) 

fêmeas apresentam uma resposta inflamatória mais acentuada no cérebro, em comparação aos 

machos, caracterizada por infiltrado de neutrófilos, ativação de micróglia e resposta de IFN-γ; 

(v) o fenótipo da doença e as sequelas estão associados à influência dos hormônios sexuais; (vi) 

o tratamento agudo com RDV e Angio (1-7) evitou comprometimento motor (5 dpi), olfatório (6 
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dpi) e de força (16 dpi);  (vii) o tratamento agudo com Angio (1-7) evitou anedonia (34 dpi) e 

comprometimento de memória espacial (60 dpi), induzidos pela infecção por MHV-A59. 

O modelo de infecção intranasal utilizando um betacoronavírus murino (MHV-3) 

demonstrou que, apesar de seu hepatotropismo, pode ser útil como plataforma para recapitular 

os aspectos neurológicos e psiquiátricos observados em pacientes com COVID-19 grave. Todas 

as análises foram realizadas até o 5° dpi e isso pode ser justificado pelo fato de que no 3° dpi 

identificamos o pico pulmonar e no 6° dpi os animais já começam a sucumbir (Andrade et al., 

2021). Inicialmente, demonstramos que o MHV-3 apresenta tropismo pelo tecido cerebral e 

capacidade de replicação no SNC a partir do 5° dpi. Além disso, a análise histopatológica do 

cérebro revelou lesão leve com presença de vasos sanguíneos dilatados nas meninges, assim 

como discreto infiltrado inflamatório e poucos vasos hiperêmicos no córtex cerebral. Esses 

achados estão alinhados com a literatura, que aponta a detecção de SARS-CoV-2 no cérebro pos-

mortem em 53% dos pacientes com COVID-19, utilizando qRT-PCR (Quantitative Reverse 

Transcription Polymerase Chain Reaction) ou imunocoloração, sendo as lesões neuropatológicas 

geralmente leves (Matschke et al, 2020). Em outros estudos, o material genético de SAR-CoV-2 

não foi encontrado ou foi identificado em níveis baixos no tecido cerebral (Solomon et al, 2020; 

Wichmann et al., 2020). Um outro trabalho demonstrou que a quantidade de RNA viral no córtex 

frontal de pacientes pos-mortem é mínima e só pôde ser detectada por meio de um método muito 

sensível, a PCR digital, mostrando que 88% das amostras analisadas apresentava o material 

genético de SARS-CoV-2, ao passo que a qRT- PCR foi capaz de detectar somente em 11% das 

amostras (Gagliardi et al, 2021).  

 Além disso, realizamos a análise quantitativa de neurônios (NeuN), 

micróglias/macrófagos (IBA-1), astrócitos (S100B) e avaliamos apoptose (caspase-3 clivada). 

Nenhum desses marcadores se mostrou alterado no córtex cerebral dos animais infectados no 5° 

dpi quando comparados ao grupo controle. No entanto, isso não significa que as células, como 

micróglia e astrócito não estejam alteradas, pois são necessários experimentos mais específicos 

para analisar o perfil de ativação dessas células, como citometria de fluxo com marcadores 

específicos. De fato, já foi comprovado que em tecidos cerebrais coletados de indivíduos que 

morreram de COVID-19, a micróglia expressou abundantemente o marcador lisossomal CD68, 

que indica aumento na sua atividade fagocítica, especialmente em áreas do bulbo olfatório e 

cerebelo (Matschke et al, 2020). Da mesma forma, não podemos afirmar que não há morte celular 

neuronal nesse processo infeccioso, visto que as células podem morrer por outras vias que não a 

apoptose, ou ainda por ser tratar de uma infecção grave, os camundongos podem sucumbir antes 

da ocorrência de eventos como neurodegeneração e morte celular. Boroujeni e colaboradores 
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(2021) mostraram que a resposta inflamatória na COVID-19 provocou morte neuronal no córtex 

cerebral (pos-mortem) de pacientes graves. Nossa quantificação de NeuN mostrou um número 

semelhante de neurônios positivos para o marcador quando comparamos os grupos infectados e 

controle. Porém, a análise da ultraestrutura do córtex cerebral de animais infectados pelo MHV-

3 revelou a presença de neurônios escurecidos, conhecidos como Dark Neurons (DNs), que 

indicam degeneração em curso. Nessas amostras também foi observado a presença de complexos 

de Golgi e retículos endoplasmáticos dilatados e mitocôndrias com cristas rompidas. A 

quantificação de NeuN não mostrou alterações e isso pode ser justificado pelo fato de que cerca 

de 90-99% dos DNs se recuperam após um tempo, enquanto uma pequena quantidade de 

neurônios, de fato, morre (Csordás, et al., 2003). Estudos de microscopia eletrônica 

demonstraram que esses DNs tem uma baixa atividade funcional, apesar de apresentarem intensa 

síntese proteica devido a maior expressão de alguns genes. No entanto, a origem e o mecanismo 

do surgimento desses neurônios escuros permanecem indefinidos (Csordás, et al., 2003; Zimatkin 

& Bon’, 2018). Ademais, não se sabe se os neurônios voltam a exercer suas funções de maneira 

adequada. 

Além de alterações estruturais, investigamos a liberação de glutamato e o influxo de 

cálcio nesse contexto de infecção. O sistema glutamatérgico, é o principal sistema de 

neurotransmissão excitatória do SNC nos mamíferos, sendo importante para o desenvolvimento 

do cérebro, para a plasticidade sináptica e em processos fisiológicos de aprendizado e memória 

(Stevens, 2008). Entretanto, a alta liberação de glutamato na fenda sinápticas, com o consequente 

aumento do influxo de cálcio, podem levar à morte neuronal e neurodegeneração via 

excitotoxicidade (Wang & Qin, 2010). O excesso de glutamato e cálcio contribui para o 

desenvolvimento e progressão de várias condições do SNC, como trauma, isquemia e doenças 

neurodegenerativas (Lau & Tymianski, 2010). Nossos dados mostram que no 5º dpi os 

camundongos infectados com MHV-3 exibiram maior liberação de glutamato e influxo de cálcio 

no córtex quando comparados com o grupo não infectado. Em modelo de infecção pelo ZIKV, 

já foi demonstrado que há morte neuronal e que ao tratarem os animais infectados com um 

inibidor não competitivo do receptor de glutamato N-metil-D-aspartato (NMDA), memantina, a 

morte neuronal e a microgliose induzidas pela infecção foram inibidas tanto in vitro como in vivo 

(Costa et al., 2017). Resultados semelhantes foram descritos em um modelo de neuroinfecção 

pelo parasita Plasmodium falciparum, causador da malária, em que o aumento da liberação de 

glutamato no córtex de animais com malária cerebral estava associado a alterações neurológicas 

e comportamentais (Miranda et al, 2010), prevenidas com o inibidor do receptor NMDA, MK801 

(Miranda et al., 2017).  
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Partindo do pressuposto que um dos maiores agravantes da COVID-19 é a tempestade de 

citocinas (Coperchini et al., 2020), mensuramos mediadores inflamatórios no córtex pré-frontal, 

hipocampo e estriado. Encontramos que a infecção pelo MHV-3 induziu aumento da citocina IL-

6 no córtex pré-frontal, hipocampo e estriado, ao passo que IFN-γ teve uma maior concentração 

somente no córtex dos animais infectados ao compará-los com os controles. De maneira 

importante, estudos epidemiológicos e genéticos reforçam o papel dos mediadores inflamatórios 

nos sintomas neuropsiquiátricos observados em pacientes com COVID-19 aguda ou no pós-

COVID-19, pois mostram que muitos marcadores de inflamação em concentrações séricas 

elevadas, como a IL-6, estão diretamente associados à depressão nesses indivíduos (Milaneschi 

et al, 2021).  

Um modelo de neuroinfecção utilizando o vírus HSV-1 mostrou um aumento de IL-6 no 

hipocampo associado a apoptose neuronal e dano hipocampal (Toscano et al., 2020). O aumento 

da inflamação no estriado está relacionado com redução da conectividade funcional dessa região 

com o córtex pré-frontal, o que resulta em sintomas como anedonia e lentidão psicomotora 

(Felger et al., 2016).  Esses resultados corroboram com o perfil de IL-6 do hipocampo e do 

estriado dos animais infectados com coronavírus observados no atual trabalho. Em relação ao 

IFN-γ, outro marcador inflamatório importante, quando utilizado no tratamento de pacientes com 

hepatite C, foi capaz de induzir episódio depressivo em ¼ desses pacientes (Udina, et al., 2012). 

Nossos resultados sugeriram comprometimento locomotor nos animais após a infecção pelo 

MHV-3. Dados semelhantes foram encontrados em animais infectados por via intracranial pelo 

vírus do Dengue-3 (DENV-3), em que o curso da doença foi caracterizado por alteração motora 

associada ao aumento de mediadores inflamatórios no SNC (Amaral et al., 2011). 

A neuroinflamação pode levar a alterações na estrutura e/ou na função dos circuitos do 

SNC relacionados à ansiedade, tornando o cérebro vulnerável a esse transtorno (Won & Kim, 

2020). Pacientes pós-COVD-19 têm apresentado vários distúrbios como depressão, ansiedade, 

sintomas obsessivos-compulsivos, que podem ser consequência da neuroinflamação decorrente 

da doença (Mazza et al, 2020). Ao realizar o teste de labirinto em cruz elevado, os animais 

infectados com MHV-3 apresentaram comportamento do tipo ansioso. Validando nossos 

achados, um estudo anterior de encefalite causada por DENV-3 demonstrou que os camundongos 

infectados apresentaram comportamento do tipo ansioso, bem como um aumento da expressão 

de RNAm de citocinas pró-inflamatórias no hipocampo associado à perda neuronal (de Miranda 

et al.,2012). Em modelo de malária cerebral, os camundongos infectados com Plasmodium 

berghei também apresentaram comportamento do tipo ansioso associado ao aumento dos níveis 

de citocinas pró-inflamatórias e alterações histopatológicas, como meningite focal, com presença 
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principalmente de linfócitos e macrófagos, sequestro de leucócitos na microvasculatura (tampão 

vascular) no córtex, tronco cerebral e hipocampo (de Miranda et al., 2011). 

Além de mediadores envolvidos na inflamação do SNC, existem os mediadores que 

atuam em respostas neuromoduladoras/neuroprotetoras. CX3CL1 é uma quimiocina que no SNC 

é produzida por neurônios e através do receptor CX3CR1, presente na micróglia, ocorre a 

sinalização neuroglial. A sinalização CX3CL1/CX3CR1 parece ser imprescindível para a 

homeostase cerebral (Subbarayan et al., 2022). Acredita-se que no cérebro adulto, a CX3CL1 ou 

também conhecida como fractalquina (FQN), mantenha a micróglia em estado homeostático 

(Sheridan & Murphy, 2013).  O BDNF, uma neurotrofina, é um regulador da neuroplasticidade 

e funções cerebrais como memória e cognição (Dechant & Neumann, 2002), sendo o córtex 

cerebral uma das principais fontes de secreção central do BDNF(Anders et al., 2020). A 

propósito, o BDNF é um protetor crítico da hipóxia e danos neurais induzidos pela inflamação 

(Lima Giacobbo et al., 2019). Pouco se sabe sobre CX3CL1 e BDNF no contexto da COVID-19 

e os resultados ainda são controversos. Os estudos existentes de BDNF no curso da infecção pelo 

SARS-CoV-2 dosaram concentrações séricas desta neurotrofina. Enquanto alguns observaram 

níveis mais baixos de BDNF em pacientes hospitalizados com COVID-19 (Asgarzadeh et al., 

2022; Azoulay et al. 2020 ), outros encontraram níveis maiores de BDNF em pacientes com 

COVID-19 em comparação com controles saudáveis (Ong et al., 2021 ; Chan et al., 2021).  

Nossos resultados mostraram redução na concentração de CX3CL1 e BDNF no córtex 

cerebral de animais infectados com MHV-3 quando comparados aos animais controle, o que 

sugere uma perda da homeostase nesse ambiente. Níveis baixos de BDNF, principalmente 

corticais e hipocampais, têm sido associados à depressão (Kojima et al, 2019), o que vai ao 

encontro dos nossos dados comportamentais de anedonia. O BDNF é essencial em processos 

anti-inflamatórios e anti-apoptóticos em modelos experimentais de meningite por S. pneumoniae 

(Braun et al., 2017), ao passo que sua redução foi correlacionada à apoptose neuronal em modelos 

pré-clínicos de HIV (Michael et al., 2020).  Em síntese, nossos resultados indicam que o modelo 

baseado no MHV-3 é eficiente em reproduzir as graves consequências agudas no SNC 

observadas em pacientes com COVID-19. Contudo, a alta letalidade induzida por esse 

betacoronavírus limita a possibilidade de investigar potenciais sequelas comportamentais e 

cognitivas associadas à infecção 

Nesse sentido, iniciamos a caracterização de um modelo para estudo de sequelas 

pulmonares e neuropsiquiátricas decorrentes da infecção por coronavírus. Foi escolhida uma 

cepa menos virulenta e com maior tropismo pulmonar, o MHV-A59 que permitisse a 

sobrevivência dos animais e estudo da COVID longa. O inóculo foi determinado por meio de 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9243868/#CR11
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9243868/#CR3
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9243868/#CR25
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9243868/#CR6
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uma curva de sobrevivência e pela variação do peso corporal dos animais em resposta à infecção. 

De acordo com a definição da OMS, PASC são caracterizadas por sintomas como fadiga, 

dificuldade respiratória, comprometimento cognitivo e outras manifestações que persistem após 

a infecção pelo SARS-CoV-2, sem explicação atribuída a outros diagnósticos. É importante 

destacar que a PASC não se restringe a casos graves da doença, uma vez que 29,6% dos pacientes 

que apresentaram quadros leves também são afetados por essa condição (Cazé et al., 2023). Dado 

que cerca de 80% dos casos de COVID-19 são classificados como leves (Huang et al., 2020), 

torna-se essencial investigar essa síndrome em modelos experimentais que reflitam infecções de 

baixa gravidade.  

Neste trabalho, por meio de uma análise detalhada da infecção pulmonar pelo 

betacoronavírus murino MHV-A59 e suas consequências no SNC, apresentamos pela primeira 

vez os seguintes achados: infecção transitória e doença pulmonar leve em camundongos 

C57BL/6J de tipo selvagem; (II) resposta inflamatória mais grave no pulmão de camundongos 

fêmeas, caracterizada por uma resposta robusta de células T; (III) alterações comportamentais e 

cognitivas, principalmente em camundongos fêmeas, que persistiram por até 2 meses; (IV) 

resposta inflamatória mais grave no cérebro de camundongos fêmeas (em comparação com os 

machos), caracterizada por infiltrado de neutrófilos, ativação microglial e resposta de IFN-γ; (V) 

fenótipo da doença dependente de hormônios sexuais. 

O surgimento do SARS-CoV-2 e o risco de novos surtos de coronavírus, anteriormente 

subestimados (Morens et al., 2004), destacaram a necessidade de desenvolver modelos para 

investigar a interação patógeno-hospedeiro e avaliar tratamentos e vacinas para infecções por 

coronavírus. A instilação intranasal de cepas de MHV em camundongos tem sido amplamente 

utilizada como modelo in vivo para estudar doenças pulmonares associadas aos coronavírus 

(Andrade et al., 2021; Pimenta et al., 2023; Queiroz-Junior et al., 2023). Estudo anterior 

demonstrou que a infecção por MHV-A59 em camundongos C57BL/6 provoca inflamação 

pulmonar aguda com infiltração leucocitária, hemorragia e aumento de mediadores pró-

inflamatórios, como CXCL10, IFN-γ, TNF e IL-1β (Yang et al., 2014). 

Neste trabalho, observamos que o MHV-A59 induz sinais clínicos pulmonares leves e 

alterações histopatológicas transitórias, acompanhadas de disfunção pulmonar aguda, como 

redução do volume pulmonar e da complacência, características de doenças restritivas (Mortola, 

2019). Em pacientes com COVID-19, disfunções pulmonares similares também são relatadas 

mesmo em casos leves (Mo et al., 2020; Altmann et al., 2023). Embora os níveis de TGF-β, um 

regulador-chave da deposição de colágeno (Meng et al., 2016), tenham aumentado nos 

camundongos infectados, não foi detectada fibrose pulmonar ao longo da doença. A recuperação 
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do volume pulmonar e da complacência em 30 dias sugere que a disfunção observada está restrita 

à fase aguda, sem alterações estruturais permanentes no tecido pulmonar. 

A resposta imunológica à infecção por MHV-A59 apresentou diferenças marcantes 

relacionadas ao sexo. Evidências sugerem que o sexo biológico desempenha um papel 

significativo na modulação da resposta imune, no desfecho clínico e no desenvolvimento de 

sintomas da PASC (Scully et al., 2020; Takahashi et al., 2020). Em nosso estudo, camundongos 

fêmeas infectados com MHV-A59 exibiram uma forte resposta de células T no pulmão, 

acompanhada de níveis elevados de IFN-γ em comparação aos camundongos machos infectados. 

Em contrapartida, camundongos machos apresentaram níveis altos de quimiocinas nos pulmões, 

como CCL3, CCL5 e CXCL1, associadas ao recrutamento de células imunes inatas. De forma 

semelhante, em pacientes com COVID-19, homens geralmente apresentam uma resposta imune 

inata mais intensa, caracterizada por níveis elevados de IL-8, IL-18 e CCL5, além do acúmulo 

de monócitos no pulmão, ao passo que as mulheres apresentam uma ativação mais proeminente 

de células T (Takahashi et al., 2020). Esses achados sugerem que camundongos machos e fêmeas 

infectados com MHV-A59 refletem diferenças nas respostas imunológicas inata e adaptativa no 

tecido pulmonar, espelhando padrões observados em pacientes com COVID-19. 

Camundongos infectados com MHV-A59 demonstraram capacidade de eliminar o vírus 

do tecido pulmonar, indicando uma resposta eficaz no controle da infecção. A replicação viral 

não foi detectada no plasma e no baço, mas foi observada no fígado e cópias de RNA viral foram 

identificadas no cérebro, sugerindo uma disseminação viral limitada. No contexto sistêmico, a 

infecção por MHV-A59 provocou um aumento transitório na razão neutrófilo/linfócito (NLR) 

no sangue, padrão também observado em pacientes com COVID-19, onde é considerado um 

marcador de gravidade e mortalidade da doença (Henry et al., 2020; Liao et al., 2020; Ponti et 

al., 2020). Notavelmente, os camundongos infectados se recuperaram completamente do 

desequilíbrio na NLR causado pela infecção. 

Esse modelo experimental foi caracterizado por doença pulmonar leve, acompanhada de 

alterações sistêmicas discretas e disseminação viral limitada, tornando-se uma ferramenta valiosa 

para investigar as sequelas pós-infecção por coronavírus. Em apoio a isso, estudos recentes 

demonstraram que o MHV-1, outro betacoronavírus murino, reproduz alguns aspectos da PASC 

em camundongos (Masciarella et al., 2023). Modelos baseados no MHV-1 mostraram alterações 

como congestão vascular, cavitação perivascular, halos pericelulares, vacuolização de 

neutrófilos, necrose aguda com presença de eosinófilos, neurônios necróticos com fragmentação 

nuclear e vacuolização no córtex cerebral após 12 meses de infecção (Paidas et al., 2022). 
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Como prova de conceito das alterações induzidas pelo MHV-A59 no SNC, realizamos 

testes comportamentais. Observamos que camundongos fêmeas infectados com o MHV-A59 

apresentaram disfunção na capacidade de discriminar odores no início da infecção, indicando 

comprometimento do olfato. Esse sintoma é amplamente encontrado tanto na COVID-19 aguda 

(Harapan e Yoo, 2021) quanto em pacientes com sintomas pós-COVID (Winter et al., 2023). 

Além disso, a infecção por MHV-A59 levou a prejuízos motores, incluindo redução da força 

muscular das patas dianteiras em camundongos de ambos os sexos aos 16 dpi. De forma 

semelhante, comprometimentos motores têm sido relatados em pacientes com COVID longa 

(Ramírez-Vélez et al., 2023). Outro achado relevante foi a presença de comportamento do tipo 

anedônico em camundongos de ambos os sexos, o que está de acordo com observações em 

estudos de pacientes com PASC (Lamontagne et al., 2021; Sayed et al., 2021). No entanto, apenas 

as fêmeas apresentaram déficits de memória, como prejuízo na memória de trabalho espacial 

avaliado pelo teste do labirinto em Y, e na memória aversiva de curto prazo, observado no teste 

de esquiva inibitória, aos 60 dpi. Esses déficits cognitivos foram mais frequentemente relatados 

em mulheres com COVID longa em comparação aos homens (Bai et al., 2022), assim como 

observado no nosso modelo. 

Pesquisas anteriores conduzidas por nosso grupo demonstraram que sinaptossomas de 

camundongos infectados com MHV-3 apresentaram aumento na liberação de glutamato e nos 

níveis intracelulares de cálcio (Pimenta et al., 2023). No modelo de MHV-A59, camundongos 

fêmeas infectados também exibiram liberação significativa de glutamato e elevação dos níveis 

intracelulares de Ca2+ no hipocampo aos 30 dias após a infecção. Esses resultados indicam a 

ocorrência de um desequilíbrio neuroquímico, uma vez que infecções virais, como as causadas 

por HIV, ZIKA e H1N1, já foram associadas a prejuízos na transmissão glutamatérgica, 

comprometendo a sinalização neural (Costa et al., 2017; Düsedau et al., 2021; Gorska e Eugenin, 

2020). Adicionalmente, foi observado um aumento significativo no número de 

micróglia/macrófagos (marcados por IBA-1) e de astrócitos (marcados por S100B) no córtex 

cerebral e no hipocampo de camundongos fêmeas em vários tempos de infecção em comparação 

aos machos. Esse aumento celular sugere um estado ampliado de neuroinflamação, associado 

potencialmente à neurodegeneração (Kwon e Koh, 2020; Vandenbark et al., 2021). Outro dado 

relevante é que, nas fêmeas infectadas, mas não nos machos, a micróglia apresentou alta 

expressão da enzima óxido nítrico sintase induzível (iNOS). O óxido nítrico (NO) desempenha 

um papel fundamental na transmissão sináptica e na plasticidade cerebral, especialmente no 

córtex e no hipocampo. Entretanto, níveis elevados de NO e o consequente estresse oxidativo 
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podem acarretar prejuízos sinápticos e contribuir para a neurodegeneração precoce (Balez e Ooi, 

2016). 

A presença de uma neuroinflamação mais intensa em camundongos fêmeas foi reforçada 

pela identificação de células imunes no cérebro. As fêmeas infectadas com MHV-A59 

apresentaram um aumento significativo no número de linfócitos T CD4 produtores de IFN-γ, 

com expressão dos marcadores Ki67 (indicativo de proliferação celular) e CD69 (associado à 

ativação celular). Além disso, essas fêmeas exibiram um número maior de células T CD8+ Ki67+ 

em comparação aos machos. As células T desempenham um papel essencial no controle da 

replicação viral, acessando o parênquima cerebral ao reconhecer antígenos virais locais por meio 

de seus receptores específicos (Steinbach et al., 2016). 

 A interação entre micróglia e células T no parênquima SNC é particularmente relevante, 

pois as funções efetoras das células T dependem dessa comunicação (Ai e Klein, 2020). Contudo, 

uma resposta imune desregulada pode ter consequências prejudiciais. Estudos indicam que 

células T podem contribuir para sequelas neurocognitivas após infecções virais, como as 

causadas pelo ZIKV e pelo vírus do Nilo Ocidental. Esse efeito ocorre devido à sinalização do 

IFN-γ, liberado por células T CD8+ específicas que se infiltram no SNC, promovendo a ativação 

da micróglia (Garber et al., 2019). Tal ativação está associada a efeitos neurotóxicos, incluindo 

a eliminação excessiva de sinapses mediada por complemento e neurodegeneração (Klein et al., 

2019).  

Em relação a outros mediadores inflamatórios, a infecção por MHV-A59 teve diferentes 

impactos nos níveis de IL-6 conforme o sexo e a região cerebral. No córtex pré-frontal (PFC), os 

níveis de IL-6 em camundongos fêmeas infectadas permaneceram semelhantes aos controles, 

enquanto nos machos houve um aumento em 30 e 60 dpi. No entanto, no hipocampo, as fêmeas 

mostraram elevações significativas de IL-6 em 8 dpi em comparação ao grupo controle e aos 

machos infectados. Essa citocina, conhecida por sua ação pró-inflamatória, também está 

associada ao comprometimento da memória de trabalho e de funções cognitivas em infecções 

como a causada pelo SARS-CoV-2 (Alnefeesi et al., 2021). O aumento sistêmico da IL-6 

induzido por infecções pode atravessar a BHE, ativar micróglia e interferir em processos 

cognitivos (Alnefeesi et al., 2021; Vos et al., 2022). Apesar de ser predominantemente pró-

inflamatória, a IL-6 também desempenha funções neuroprotetoras em condições de homeostase 

cerebral, incluindo a neurogênese e a resposta de neurônios maduros e células gliais (Erta et al., 

2012). É possível que na fase aguda da infecção por MHV-A59, especialmente em fêmeas, a IL-

6 exerça um papel predominantemente pró-inflamatório, enquanto o aumento tardio dessa 
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citocina em camundongos machos infectados sugira uma resposta compensatória e protetora para 

restaurar a homeostase cerebral. 

Além dos impactos inflamatórios, a infecção por MHV-A59 também interferiu no nível 

de mediadores neuromoduladores. Em camundongos fêmeas infectadas, os níveis de BDNF 

foram reduzidos no PFC aos 8 e 16 dias dpi, enquanto nos machos, essa redução foi observada 

apenas aos 8 dpi. No hipocampo, as fêmeas apresentaram uma queda nos níveis de BDNF entre 

2 e 16 dpi, enquanto nos machos essa redução ocorreu apenas de 2 a 8 dpi. A recuperação mais 

lenta dos níveis de BDNF nas fêmeas pode estar relacionada ao surgimento de sintomas 

neuropsiquiátricos. O BDNF desempenha um papel essencial na sobrevivência celular, 

plasticidade sináptica e reorganização do microambiente cerebral (Chen et al., 2020). Sua ação 

no PFC tem sido associada a efeitos antidepressivos (Li et al., 2018), enquanto no hipocampo 

está relacionada tanto à redução de sintomas depressivos (Li et al., 2017) quanto à modulação de 

comportamentos ansiosos em modelos de ratos (Cirulli et al., 2004). Já os níveis de CX3CL1 nos 

camundongos infectados seguiram um padrão geral de aumento inicial seguido por redução, tanto 

no PFC quanto no hipocampo, em fêmeas e machos. Esse comportamento sugere uma tentativa 

homeostática de controlar os efeitos agudos da infecção. O eixo CX3CL1/CX3CR1 é 

fundamental para a comunicação entre neurônios e micróglia e tem como função principal 

atenuar respostas pró-inflamatórias no SNC (Subbarayan et al., 2022). Alterações nesse eixo têm 

sido associadas ao desenvolvimento de transtornos neuropsiquiátricos (Chamera et al., 2020). 

O sexo fisiológico exerce influência nas respostas imunes frente a infecções e à vacinação 

(Klein e Flanagan, 2016). Estudos epidemiológicos sobre a COVID-19 indicam uma tendência 

de mortalidade associada ao sexo, com os homens apresentando maior vulnerabilidade (Solis et 

al., 2022). Da mesma forma, animais de laboratório do sexo masculino demonstram maior 

suscetibilidade à infecção por SARS-CoV e SARS-CoV-2 em comparação com os do sexo 

feminino (Channappanavar et al., 2017; Dhakal et al., 2021; Ruiz-Bedoya et al., 2022). No que 

diz respeito às sequelas, as mulheres parecem apresentar maior predisposição ao 

desenvolvimento da PASC (Bai et al., 2022). Considerando o fenótipo das sequelas no SNC em 

camundongos fêmeas após a infecção por MHV-A59, foi analisado o papel dos hormônios 

estradiol, FSH e testosterona nesse contexto.  

Nosso modelo revelou níveis elevados de estradiol durante a fase aguda da infecção (2 e 

5 dpi), com um pico observado em 60 dpi. Paralelamente, detectamos um aumento nos níveis de 

FSH em vários momentos ao longo do curso da infecção. Esses achados sugerem que a infecção 

alterou a sinalização do estradiol no eixo hipotálamo-hipófise-gonadal. Evidências apontam que 

a proteína spike do SARS-CoV-2 interage e modula os receptores de estrogênio (Solis et al., 
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2022). O estudo de Ding e colaboradores (2020) mostrou que o estradiol (E2) pode proteger as 

mulheres durante a COVID-19, regulando citocinas associadas à gravidade da doença. No 

entanto, enquanto os hormônios femininos parecem oferecer benefícios na fase aguda, eles 

também podem perpetuar um estado hiper inflamatório mesmo após a recuperação (Bienvenu et 

al., 2020; Mohamed et al., 2021). Quanto ao FSH, pesquisas mostram níveis aumentados desse 

hormônio em mulheres durante a COVID-19 (Cai et al., 2022), embora a relação entre o FSH, 

COVID-19 e a COVID longa ainda careçam de estudos mais aprofundados. Em outros contextos, 

sabe-se que o FSH influencia neurônios e aumenta a expressão de proteínas associadas a 

processos degenerativos (Xiong et al., 2022). Um estudo demonstrou que a utilização de um 

anticorpo FSHβ para tratar a doença de Alzheimer em camundongos induziu uma redução nos 

níveis de Aβ, sugerindo um potencial efeito neuroprotetor da inibição do FSH (Xiong et al., 

2023). 

Em relação à testosterona, foi observada uma redução em camundongos fêmeas nos dias 

5, 30 e 60 dpi. Um estudo recente, identificou respostas imunológicas específicas em mulheres 

com COVID longa, incluindo maior ativação de linfócitos, evidenciada pela produção de 

citocinas como IFN-γ, IL-2, IL-4 e IL-6, além de um aumento na exaustão de células T e uma 

redução nas células T CD4+ e CD8+ naive em repouso (Silva et al., 2024; Yin et al., 2024). Essas 

características parecem estar associadas a alterações hormonais específicas, como a redução de 

testosterona em indivíduos com COVID longa, em comparação aos sem a condição Silva et al., 

2024)., como demonstrado em nosso modelo murino (Em mulheres, a redução da testosterona 

também pode contribuir para uma maior predisposição a doenças autoimunes (Bupp e Jorgensen, 

2018).  

Com base nesses achados, buscamos compreender as sequelas no contexto da deficiência 

hormonal induzida pela ovariectomia. Observamos que camundongos fêmeas ovariectomizadas 

(OVX) apresentaram lesões pulmonares semelhantes às observadas em camundongos SHAM 

infectadas. No entanto, a excitotoxicidade, bem como os comprometimentos comportamentais e 

cognitivos, foram significativamente prevenidos. Em relação ao perfil das células IBA-1+ e 

S100B+, não houve reversão completa desses tipos celulares nas fêmeas OVX infectadas. 

Contudo, notamos que o retorno à homeostase em fêmeas OVX ocorreu de forma mais acelerada, 

resultando em uma leve recuperação que impactou positivamente o fenótipo comportamental.  

O estrogênio exerce um papel fundamental como modulador do sistema imunológico, suscitando 

a hipótese de que a ovariectomia possa comprometer a capacidade dos camundongos de enfrentar 

infecções. No entanto, mesmo em pequenas quantidades, esse hormônio pode ser produzido por 

outros tecidos, como o cérebro, rins, ossos, pele e tecido adiposo (Harding e Heaton, 2022). Com 
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base nisso, sugerimos que as fêmeas ovariectomizadas infectadas não demonstraram maior 

dificuldade em combater o vírus em comparação com o grupo SHAM infectado. Esses achados 

estão alinhados com evidências experimentais, como o estudo de Dhakal et al. (2021), que 

mostrou que o tratamento com estradiol não reduziu complicações pulmonares em hamsters 

machos infectados com SARS-CoV-2. Isso sugere que outros hormônios, além do estrogênio, 

podem estar associados às sequelas. Ademais, já há indícios de que disfunções no eixo 

hipotálamo-hipófise-gonadal são mais frequentes em pacientes com COVID longa (Angum et 

al.,2020).  

A terapia da COVID-19 apresentou avanços significativos, com a aprovação de diversas 

moléculas antivirais (nirmatrelvir-ritonavir, remdesivir e molnupiravir) juntamente com uma 

gama de anticorpos monoclonais (G. Li et al., 2023). Ademais, indivíduos hospitalizados com 

quadros graves podem ainda ser tratados com agentes imunomoduladores, principalmente, o 

glicocorticoide dexametasona (Li et al., 2023).  

Outros vírus também possuem o potencial de gerar sequelas a longo prazo, especialmente 

no âmbito neuropsiquiátrico, como o vírus Zika (ZIKV), o vírus da encefalite japonesa e o vírus 

do Nilo Ocidental. (Llorente et al., 2024). Nesse contexto, destaca-se o sofosbuvir, um antiviral 

utilizado clinicamente no tratamento do vírus da hepatite C, que é uma substância aprovada pela 

FDA com eficácia comprovada contra o ZIKV, conforme demonstrado em um estudo realizado 

com camundongos infectados, no qual o tratamento com esse medicamento preveniu déficits de 

memória nesses animais (Ferreira et al., 2017). 

Em 2023 foi publicado um artigo mostrando que o uso do molnupiravir foi relacionado a 

uma diminuição no risco de desenvolver PASC em indivíduos não vacinados, naqueles que 

receberam uma ou duas doses da vacina, ou uma dose de reforço, bem como em casos de infecção 

primária por SARS-CoV-2 e reinfecção. Além disso, essa redução de risco foi observada em 

diversos subgrupos, considerando fatores como idade, raça, gênero, tabagismo, presença de 

câncer, doenças cardiovasculares, renais, pulmonares crônicas, diabetes e disfunção 

imunológica. Quando comparado à ausência de tratamento, o uso de molnupiravir também esteve 

associado à redução do risco em oito de 13 sequelas pré-estabelecidas, incluindo disritmia, 

embolia pulmonar, trombose venosa profunda, fadiga e mal-estar, doença hepática, lesão renal 

aguda, dor muscular e comprometimento neurocognitivo (Xie et al., 2023). No entanto, a maioria 

dos estudos sobre tratamentos para a COVID longa ainda são limitados e estão em fases iniciais, 

por isso o manejo dessas condições tem se concentrado, sobretudo, em terapias voltadas para a 

redução dos sintomas (G Li et al., 2023).  
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Recentemente, foi demonstrado que o peptídeo Ang (1–7) modula a resposta inflamatória 

durante a infecção pelos betacoronavírus MHV-3 e SARS-CoV-2, restaurando a linfopenia, 

reduzindo a carga viral e os danos pulmonares, com consequente aumento nas taxas de sobrevida 

dos animais (Lima et al., 2024). Também foi reportado recentemente que a administração 

lipossomal intranasal de Angio (1-7) reduz a inflamação e a carga viral nos pulmões de 

camundongos transgênicos K18-hACE2 durante a infecção por SARS-CoV-2 (Mendes et al., 

2024). Com base nesses estudos, utilizamos o modelo de COVID longa para investigar se os 

efeitos do tratamento com Angio (1-7) e com o antiviral RDV (controle positivo) poderiam 

prevenir ou minimizar as sequelas neuropsiquiátricas.  

O RDV, aprovado pela Agência Europeia de Medicamentos (EMA), é atualmente o 

antiviral recomendado para pacientes hospitalizados com COVID-19. Estudos têm demonstrado 

que o tratamento precoce com RDV reduz significativamente o risco de hospitalização ou óbito 

quando comparado ao placebo (Brown et al., 2023). No entanto, investigações focadas nos 

sintomas associados à PASC sugerem que o uso de RDV durante a hospitalização não oferece 

benefícios clinicamente relevantes na prevenção dessas sequelas (Nevalainen et al., 2022; 

Patrick-Brown et al., 2024). Esses achados estão em consonância com os resultados obtidos no 

presente estudo.  

Durante a fase aguda da infecção, ambos os tratamentos demonstraram eficácia em evitar 

déficits motores (5 dpi) e olfatórios (6 dpi), destacando seu impacto na preservação das funções 

neurológicas em comparação ao grupo que recebeu o veículo. Aos 16 dpi, os resultados 

continuaram favoráveis, com os animais tratados mantendo a força muscular, diferentemente do 

grupo veículo que apresentou comprometimentos. No entanto, em estágios mais avançados da 

infecção somente a Angio (1-7) foi capaz de prevenir comportamentos associados à anedonia aos 

34 dpi e preservar a memória espacial aos 60 dpi. De fato, já foi demonstrado que a Angio (1-7) 

possui efeito anti-inflamatório direto na micróglia (Liu et al., 2015), o que pode contribuir para 

uma menor neuroinflamação e reversão das sequelas. Dessa forma, enquanto o RDV e a Angio 

(1-7) demonstram eficácia na fase aguda da infecção, nossos dados destacam que o Angio (1-7) 

apresenta um efeito protetor prolongado. Este tratamento emerge como uma abordagem 

terapêutica promissora para mitigar as sequelas neuropsiquiátricas associadas ao coronavírus. 

Estudos recentes têm avançado na compreensão da COVID longa, e este trabalho 

experimental representa um marco ao recapitular diversos aspectos dessa condição em um 

modelo animal. A infecção por MHV-A59, ao induzir uma leve inflamação pulmonar aguda, 

desencadeou alterações neuropsiquiátricas e musculoesqueléticas crônicas associadas à 

influência de hormônios sexuais. Esses achados reforçam a importância de modelos que, dentro 
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de uma estrutura NB-2, sejam capazes de estudar a patogênese da PASC de maneira abrangente, 

especialmente diante das restrições associadas aos laboratórios NB-3, exigidos para pesquisas 

com SARS-CoV-2.   

A relevância desse modelo não reside apenas na sua aplicabilidade ao estudo de 

comprometimentos comportamentais e cognitivos, mas também na possibilidade de testar 

estratégias terapêuticas antivirais, anti-inflamatórias e neuroprotetoras. Cabe ressaltar que 

modelos transgênicos de camundongos expressando hECA-2, amplamente utilizados para 

investigar os efeitos fisiopatológicos induzidos pelo SARS-CoV-2, apresentam limitações 

significativas, particularmente no que diz respeito às manifestações extrapulmonares e sintomas 

persistentes da doença. Assim, a necessidade de desenvolver modelos mais diversos e 

representativos torna-se imperativa para ampliar a compreensão dos mecanismos subjacentes à 

PASC. Ainda que este estudo traga contribuições inovadoras, é importante reconhecer suas 

limitações. Investigações adicionais são necessárias para compreender como as disfunções no 

eixo hipotálamo-hipófise-gonadal podem ser moduladas com vistas à prevenção de sequelas 

neurológicas induzidas por coronavírus. Além disso, a avaliação dos efeitos da reinfecção nos 

desfechos cognitivos e comportamentais se apresenta como uma lacuna a ser preenchida, dada 

sua relevância no contexto atual. Esses desafios sublinham a importância de esforços contínuos 

para aprofundar o entendimento e o manejo das consequências da COVID-19. 
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5. CONCLUSÃO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Alterações pulmonares agudas e neuropsiquiátricas agudas e crônicas associadas à 

infecção por coronavírus. O modelo de MHV-3 evidenciou neuroinflamação com 

comprometimento locomotor, olfatório e de força, além de comportamento do tipo ansioso e 

anedonia. O modelo de MHV-A59 revelou lesão pulmonar transitória e auto resolutiva, 

acompanhada de sequelas neuropsiquiátricas crônicas, predominantes em fêmeas. A 

ovariectomia reverteu essas sequelas neuropsiquiátricas sem alterar o fenótipo pulmonar. O 

tratamento com Angio (1-7), um anti-inflamatório e pró-resolutivo, na fase aguda da infecção 

preveniu as alterações comportamentais. 
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