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Resumo

SARS-CoV-2 (coronavirus da sindrome respiratéria aguda grave 2) tem sido associado a
manifestagdes neuroldgicas, possivelmente ligadas a acdo neurotréfica de sua proteina spike. Este
estudo investigou os efeitos da exposicao a proteina spike em células de neuroblastoma humano SH-
SY5Y diferenciadas em um fenétipo neuronal usando um modelo de esferoide 3D. Ap6s o tratamento,
a imuno-histoquimica e o0s ensaios de viabilidade (Alamar Blue) revelaram um aumento na
sobrevivéncia celular, apesar da desorganizacdo pronunciada do citoesqueleto, irregularidades
nucleares e adesao celular comprometida. Esses achados sugerem que a proteina spike por si s6 pode
desencadear uma resposta pro-sobrevivéncia transitéria enquanto compromete a integridade estrutural
neuronal, potencialmente contribuindo para as disfun¢des neurolégicas observadas na COVID-19
(Doenga Coronavirus 2019).
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Introducéo

A pandemia de 2020, causada pelo Coronavirus da sindrome respiratéria aguda grave 2 (SARS-
CoV-2) — popularmente conhecido como Coronavirus — foi inicialmente associada a doencas
respiratérias, como pneumonia e sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA). A entrada desse
patdégeno nas células hospedeiras é mediada pela proteina Spike (S) também cahama de glicoproteina,
uma proteina trimérica fortemente glicolisada, presente na superficie do virus, que desempenha papel
essencial na ligagdo ao receptor ACE2 das células humanas (Salvamani et al., 2020; Tang, 2024).

A medida que a infecgdo por SARS-CoV-2 avangou, observou-se a ocorréncia de disfunges em
multiplos 6rgéos, incluindo les&o renal aguda e miocardite. No entanto, a manifestagdo de sintomas
neurolégicos trouxe grande preocupacgdo, com relatos de distlrbios prolongados da consciéncia,
doencas neurolégicas mediadas por mecanismos imunoldgicos e eventos cerebrovasculares. Estudos
demonstraram que pacientes com COVID-19 apresentaram niveis elevados de biomarcadores
associados a lesdes cerebrais, como a proteina beta-amiloide e a proteina acida fibrilar glial (GFAP)
(Ren; Digby; Needham, 2021).

A linhagem celular SH-SY5Y, derivada de neuroblastoma humano, é amplamente utilizada em
pesquisas neurolégicas, incluindo estudos sobre diferencia¢do neural, neurotoxicidade, neuroprotecéo
metabolismo e doencgas neurodegenerativas (Ross; Spengler; Biedler, 1983). Cultivada in vitro, essa
linhagem permite a investigagéo de func¢des neurais fisioldgicas e das respostas a diferentes estimulos,
como a exposicao a substancias quimicas. Além disso, as células SH-SY5Y podem ser diferenciadas
guimicamente para adquirir caracteristicas morfologicas e funcionais de neurénios humanos (Camdzic;
Aga; Gokcumen, 2023).

Modelos tridimensionais (3D) de cultura celular, também conhecidos como esferoides, oferecem um
ambiente experimental mais proximo do fisiologico. Eles possibilitam a formagédo de microambientes
altamente semelhantes aos tecidos e 6rgados humanos, tanto em estrutura quanto em fungéo (Souza
etal., 2023). Esses modelos tém se mostrado essenciais na compreensao da fisiologia e das condi¢des
patolégicas em eventos neurobiolégicos, permitindo a replicacdo de mecanismos especificos do
cérebro, como sinapses, interacdes celulares e processos de neuroinflamacao (Salles; Giraldi; Soares,
2024).
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Dessa forma, este estudo teve como objetivo avaliar o impacto da glicoproteina S do SARS-CoV-2
em células SH-SY5Y diferenciadas para modelo neuronal, com foco em suas possiveis alteracdes no
citoesqueleto, ndcleo e adesao celular.

Metodologia
Cultivo da linhagem SH-SY5Y

As células da linhagem SH-SY5Y (neuroblastoma humano) foram mantidas em meio DMEM/F12
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F12), enriquecido com 10% de soro fetal bovino
(SFB) e 1% de Penicilina/Estreptomicina. As culturas foram incubadas a 37 °C em estufa com 5% de
CO, , sendo o meio trocado a cada dois dias.

Preparacdo dos moldes de agarose para cultura 3D

Os moldes tridimensionais foram confeccionados com agarose a 2% (m/v), dissolvida em tampé&o
fosfato salina (PBS) e esterilizada por autoclave. Em placas de 12 pocos, foram adicionados 2 mL da
solucao, sobre os quais foram posicionados carimbos para a formacao de cavidades esferoidais. Apos
solidificacdo a temperatura ambiente, os carimbos foram removidos, 0os pocos preenchidos com PBS,
e as placas armazenadas a 4 °C até o momento da semeadura celular.

Plagueamento e diferencia¢c&o neuronal

Ao atingirem cerca de 80% de confluéncia, as células foram plaqueadas na densidade de 5x10°
células/mL. Inicialmente, permaneceram por 5 dias em meio completo. Em seguida, foram submetidas
a diferenciagdo neuronal por mais 5 dias, em meio contendo 10 uM de acido retindico, 0,5% de SFB e
1% de Penicilina/Estreptomicina, diluidos em DMEM/F12.

Tratamento com glicoproteina Spike (S)

Apés o periodo de diferenciacdo, o meio foi substituido por solugdo contendo 0,5 pg/mL de proteina
S recombinante. Os esferoides foram incubados por 1 h a 37 °C, sob 5% de CO, . ApoOs esse tempo, 0
meio foi novamente substituido pelo de diferenciagdo, sendo as culturas mantidas por mais 24 h.

Avaliacéo da viabilidade e morfologia celular

Para analise de viabilidade, o meio foi substituido por solugdo de Resazurina a 10% em DMEM/F12,
e as amostras incubadas a 37 °C, 5% de CO, , por 2 horas. A fluorescéncia foi medida com excitacao
a 544 nm e emissdo a 640 nm. Como controle negativo, utilizou-se solu¢do de Resazurina incubada
nas mesmas condi¢bes, porém sem células. Apdés o ensaio, as amostras foram fixadas com
paraformaldeido a 4% em PBS.

Imunomarcacéo: citoesqueleto, nicleo e adeséo focal

ApOs fixagdo, os esferoides foram permeabilizados por 10 minutos com Triton X-100 a 0,1% em PBS
e lavados. Em seguida, foram incubados overnight a 4 °C com faloidina conjugada ao fluoréforo Texas
Red®-X, para marcacéo da actina filamentosa. Posteriormente, foram incubados por 1 h com anticorpo
priméario anti-FAK (focal adhesion kinase), seguido por anticorpo secundario AP-Rabbit Anti-Mouse
IgG1. Para marcacéo nuclear, adicionou-se DAPI (4’,6-diamidino-2-fenilindol). As amostras foram entao
analisadas em microscépio confocal (Zeiss Axiovert 100M, Carl Zeiss GmbH, Jena, Alemanha).
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Resultados

As células cultivadas apresentaram confluéncia adequada para o procedimento de plagueamento
(Figura 2A). Apos a tripsinizagéo, foram plaqueadas em moldes de agarose, com didametro médio de
aproximadamente 1 mm em cada cavidade do molde, dispostos em placas de 12 pogos (Figura 2B).
Ap6s 10 dias de cultivo, os esferoides formados apresentavam morfologia regular e estavam prontos
para a exposi¢do a glicoproteina Spike e para as analises subsequentes (Figura 2C).

A viabilidade celular dos esferoides foi avaliada por meio de um ensaio quantitativo, comparando o
grupo controle (esferoides diferenciados ndo tratados) com o grupo experimental exposto a
glicoproteina Spike do SARS-CoV-2. Conforme ilustrado na Figura 2D, os resultados evidenciaram um
aumento estatisticamente significativo na viabilidade celular do grupo tratado, apresentando média
superior a 140% da viabilidade relativa, considerando o controle como 100%, com p < 0,01, indicando
alta significancia estatistica.

A andlise por imunofluorescéncia em esferoides 3D de células SH-SY5Y diferenciadas para fenoétipo
neuronal revelou alterac6es morfolégicas expressivas ap0s exposicdo a proteina Spike, conforme
demonstrado na Figura 1. No grupo controle (Figura 1A), a marcacdo com faloidina (vermelho)
evidenciou um citoesqueleto organizado, circundando os ndcleos evidenciados pelo DAPI (azul). A
proteina de adesdo FAK (verde) apresentou distribuicio homogénea na periferia dos esferoides,
indicando preservagdo da ades&o celular. Os nucleos exibiram morfologia regular e centralizada,
sugerindo integridade estrutural do modelo tridimensional.

Por outro lado, no grupo tratado com a glicoproteina Spike (Figura 1B), observou-se desorganizacéo
significativa da arquitetura esferoidal. A marcagéo de faloidina apresentou-se fragmentada e difusa,
refletindo alteracbes no citoesqueleto. A sinalizagdo de FAK mostrou intensidade reduzida e
distribuicao dispersa, com perda da concentragdo periférica tipica, indicando comprometimento dos
pontos de adesado celular. Além disso, os nulcleos (DAPI) demonstraram morfologia irregular e
desorganizada, sugerindo prejuizo na integridade nuclear.

Embora tenha sido observada desorganizagdo estrutural nas analises morfoldgicas, 0 aumento na
viabilidade sugere uma possivel resposta compensatéria das células ao estimulo da Spike,
possivelmente mediada pela ativagéo de vias de sinalizagéo pré-sobrevivéncia.

Figura 1: Microscopia Confocal dos esferoides neuronais. (A) Grupo Controle e (B) Grupo Exposto a
glicoproteina Spike. Marcacéo de citoesqueleto (Faloidina, vermelho), ndcleo (DAPI, azul) e adeséo
focal (FAK, verde) de esferoide de SH-SY5Y diferenciadas para modelo neuronal, nos pogos para
cultura 3D.

Grupo Controle Grupo Exposto

Fonte: os autores
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Figura 2: Formacéao de esferoides. (A) Micrografias de campo claro das células SH-SY5Y. (B)
Micrografia de campo claro das células SH-SY5Y plaqueadas nos moldes 3D. (C) Micrografia de
campo claro dos esferoides de células neuronais formados. (D) Citoviabilidade dos esferoides no
modelo neuronal com e sem a exposicao a proteina Spike. (**p<0,01, em comparacéo ao grupo
controle dos esferoides neuronais).
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Discusséo

Os resultados obtidos demonstraram que a exposicdo de esferoides de células SH-SY5Y
diferenciadas a glicoproteina Spike do SARS-CoV-2 levou a um aumento significativo da viabilidade
celular em comparacdo ao grupo controle, acompanhado, entretanto, de alteragbes morfolégicas
relevantes, evidenciadas pela imunomarcacéo. Essa aparente discrepancia — elevagéo da viabilidade
frente a perda de organizagdo estrutural — sugere que a proteina Spike pode induzir uma resposta
celular pro-sobrevivéncia, mesmo em condi¢gdes de estresse estrutural.

Estudos recentes indicam que a interacdo da proteina Spike com receptores celulares, como ACE2
(Enzima conversora da angiotensina 2) e integrinas, pode ativar cascatas de sinaliza¢éo intracelular
associadas a sobrevivéncia e proliferacdo, incluindo as vias PI3K/Akt (fosfatidilinositol 3-quinase
/Proteina quinase B) e MAPK/ERK (Buzhdygan et al., 2020; Nader & Kerrigan, 2022). A ativacdo dessas
vias pode resultar em aumento da atividade metabdlica celular, o que, em ensaios colorimétricos ou
fluorimétricos de viabilidade, tende a refletir como incremento no sinal, mesmo na auséncia de aumento
real no numero de células viaveis.

A imunomarcacédo revelou alteracfes significativas no citoesqueleto (faloidina), na distribuicdo da
proteina de adesdo FAK e na morfologia nuclear (DAPI) apds exposicdo a Spike. Esses achados
sugerem comprometimento da adeséo célula-célula e célula-matriz, além de instabilidade estrutural
nuclear. Alteracdes na organizacdo de FAK e no citoesqueleto ja foram descritas como eventos
precoces em processos de disfungdo celular induzida por proteinas virais, podendo preceder a
apoptose ou outras formas de morte celular programada. Dessa forma, o aumento observado na
viabilidade pode representar um efeito transitério, correspondente a uma fase inicial de ativacéo celular
e reprogramacao fenotipica, que precede a perda funcional mais acentuada (Meng et al., 2023).
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Outro aspecto importante a considerar € que os ensaios de viabilidade baseados em Alamar Blue
avaliam indiretamente a sobrevivéncia celular por meio da atividade metabdlica redox. Estudos indicam
que, em condicbes de estresse, as células podem apresentar metabolismo exacerbado, incluindo
aumento na producédo de espécies reativas de oxigénio (ROS), como tentativa de compensar danos
celulares (Mesquita; Cruz; Lopes, 2010). Esse fendbmeno pode levar a um aumento artificial no indice
de viabilidade detectado pelo ensaio, mesmo na presenca de desorganizagdo estrutural significativa,
comprometendo a interpretacdo dos resultados.

Em conjunto, esses resultados indicam que a proteina Spike pode modular a sobrevivéncia e a
organizacédo estrutural de neurdnios derivados de SH-SY5Y por mecanismos complexos, envolvendo
tanto a ativacao de vias de sinalizacdo pré-sobrevivéncia quanto o comprometimento progressivo da
integridade citosquelética e nuclear (Meng et al., 2023; Cantuti-castelvetri et al., 2020). Estudos
demonstram que a exposicdo a proteina Spike ativa vias celulares que podem inicialmente promover a
sobrevivéncia celular, ao mesmo tempo que desencadeiam alterag6es morfoldgicas e estresse
estrutural que precedem a disfungéo celular (Wang et al., 2021).

Conclusao

Com a exposicdo a proteina Spike, os esferoides neuronais apresentaram altera¢cdes morfoldgicas,
com o citoesqueleto mais desorganizado. Os ndcleos se tornaram irregulares, e a adesao celular foi
comprometida, evidenciando fragmentos dos pontos de ades&o. Esses resultados destacam o impacto
da proteina no sistema neuroldgico e a necessidade de futuras investigacdes. E fundamental realizar
estudos adicionais sobre 0 aumento inicial da viabilidade celular para determinar se € um efeito de curto
prazo ou um passo para a degeneracdo, utilizando marcadores de morte celular.
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