
 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO 

CENTRO DE CIÊNCIAS DA SAÚDE 

FACULDADE DE MEDICINA 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM ANATOMIA PATOLÓGICA 

BEATRIZ ESTEVES VIEIRA 

 

 

 

 

 

 

EFEITO DA PRÉ-EXPOSIÇÃO AO ETANOL NA REATIVIDADE MICROGLIAL 

INDUZIDA PELA PROTEÍNA SPIKE DE SARS-CoV2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RIO DE JANEIRO 

2025



BEATRIZ ESTEVES VIEIRA 

 

 

 

 

 

 

 

 

EFEITO DA PRÉ-EXPOSIÇÃO AO ETANOL NA REATIVIDADE MICROGLIAL 

INDUZIDA PELA PROTEÍNA SPIKE DE SARS-CoV2 

 

 

 

 

 

 

 

Dissertação de Mestrado apresentada ao 
Programa de Pós-Graduação em Anatomia 
Patológica da Faculdade de Medicina da 
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como 
requisito parcial à obtenção do título de Mestre 
em Anatomia Patológica.  

 

 

Orientadora: Joice Stipursky Silva 

 

 

 

 

 

 

 

RIO DE JANEIRO 

2025



I 
 

FICHA CATALOGRÁFICA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



II 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dissertação de mestrado apresentada ao 

Programa de Pós-Graduação em Anatomia 

Patológica (PPGAP), sob a orientação da 

Professora Joice Stipursky da Silva. A 

dissertação foi desenvolvida no Laboratório de 

Biologia das Interações Neurovasculares 

(LBINV) do Instituto de Ciências Biomédicas da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro; sob 

recursos concedidos pela Fundação 

Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal 

de Nível Superior (CAPES), pela Fundação 

Carlos Chagas Filho de Amparo à Pesquisa do 

Estado do Rio de Janeiro (FAPERJ) e pela 

International Society for Neurochemistry (ISN). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



III 
 

AGRADECIMENTOS 

Inicialmente gostaria de agradecer aos meus pais e minha irmã por terem me 

apoiado em cada momento dessa minha jornada, estando ao meu lado a cada novo 

desafio que eu precisei enfrentar; aos meus sobrinhos, que são luz em minha vida e 

me dão mais forças ainda para continuar e ajudar a criar um futuro melhor para eles 

através da ciência. Um milhão de vezes obrigada por todo o apoio, por serem meu 

pilar mais importante nessa e em todas as minhas jornadas.  

Aos meus amigos, especialmente a Lorena, Raquel e Eduardo, que estiveram 

comigo desde o início ouvindo minhas frustrações sobre as células que não 

vingaram, os experimentos que deram errado, mas também compartilharam comigo 

as alegrias e realizações profissionais que eu obtive durante os dois anos do 

mestrado. Agradeço também aos que tiveram uma breve passagem nesse percurso, 

mesmo que não tenhamos mais contato ou uma relação próxima, o carinho que me 

proporcionaram durante os momentos bons e ruins estarão pra sempre em minha 

memória, eu sou eternamente grata por terem tido essa passagem em minha vida. 

Também sou infinitamente grata aos meus amigos que, mesmo não tendo um 

contato frequente, sei que a torcida pelo nosso sucesso é mútuo. Todos vocês que 

passaram e os que permaneceram na minha jornada, sempre acreditando em mim 

nos momentos que até eu mesma não conseguia: muitíssimo obrigada. 

À minha orientadora Profª Joice Stipursky por me aceitar inicialmente como 

técnica no laboratório junto com as Profªs Fernanda Gubert e Juliana Vasques, e 

depois por me aceitar como aluna em um dos seus projetos. Obrigada pela 

oportunidade e por terem me auxiliado nesse processo. Às minhas amigas de 

laboratório, que também estiveram presentes em todos os momentos possíveis e 

imagináveis, principalmente a Eduarda, que foi a primeira a me acolher quando eu 

entrei no LabCom1; à Milena, que me acompanhou durante toda a graduação e 

depois topou a missão de me substituir quando eu passei na seleção do mestrado; à 

Isabelle, que me proporcionou as risadas mais escandalosas possíveis; à Fernanda 

Carmo, que ilumina o laboratório toda vez que chega; à Mirella, a nossa torcedora 

mais fraca nas olimpíadas, que também me deu muito suporte nesse caminho; à 

Gabriella, que compartilhou comigo diversas situações de desespero com a 

linhagem de célula que utilizamos em comum; à Manuela, que também compartilhou 

inúmeros momentos dignos de lembrar para sempre, fazendo juntas o longo 

percurso até a nossa casa em um bairro bem distante do fundão; à Letícia, que foi a 



IV 
 

primeira pessoa que eu fiquei encarregada de treinar como sendo aluna de iniciação 

científica; e agradeço também aos demais alunos que passaram no LabCom1 

durante todo esse tempo. 

À minha psicóloga Marjorie, que eu não poderia ter deixado de mencionar em 

meu TCC e agora em minha dissertação, pois sem o seu incrível trabalho eu não 

teria acreditado em mim e conseguido conquistar tudo o que conquistei em todos 

esses anos de parceria. 

Aos meus colegas de profissão que de alguma forma cruzaram o meu 

caminho. 

Aos incríveis professores que puderam me proporcionar todo o conhecimento 

exigido para que eu pudesse completar essa jornada. 

A todos que de alguma forma contribuíram para o desenvolvimento deste 

trabalho, deixo aqui a minha eterna gratidão. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



V 
 

                                 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Existem muitas hipóteses em ciência que estão erradas. Isso é 
perfeitamente aceitável, eles são a abertura para achar as que 
estão certas.” – Carl Sagan 

 



VI 
 

RESUMO 

 

VIEIRA, Beatriz Esteves. Efeito da pré-exposição ao etanol na reatividade microglial 

induzida pela proteína Spike de SARS-CoV2. Rio de Janeiro: UFRJ, 2024. 

Dissertação (Mestrado em Anatomia Patológica) - Faculdade de Medicina, 

Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024. 

 
A COVID-19, causada pelo novo coronavírus, SARS-CoV-2, ocasionou mais de 

700 milhões de casos confirmados de acordo com a Organização Mundial da Saúde 
(OMS). No auge da pandemia foi reconhecido pela OMS um aumento no consumo 
de bebidas alcóolicas na população de diversos países como um meio de lidar com 
a depressão e ansiedade resultantes do isolamento social. No sistema nervoso 
central (SNC), as células microgliais são as principais responsáveis pela resposta 
imune ao mediar a neuroinflamação. No contexto patológico, a microglia passa a 
secretar mediadores inflamatórios, altera sua morfologia e adota um perfil fagocítico. 
O consumo de álcool é reconhecidamente um fator que induz a neuroinflamação e 
neurodegeneração. No contexto da COVID-19, a neuroinflamação e a reatividade 
glial são eventos mediado pela infecção de células gliais humanas pelo SARS-CoV2, 
que reconhece, através de sua proteína de superfície Spike-1, a enzima conversora 
de angiotensina-2 (ACE-2) e outras proteínas como TMPRSS2 e TLR4. Apesar de 
diferentes fatores de risco para COVID-19 terem sido descritos, não se sabe se o 
consumo de álcool poderia representar um fator de risco para a reatividade 
microglial induzida por SARS-CoV2. Neste trabalho, cultivamos células microgliais 
murinas (BV-2) e as tratamos com etanol (170mM ou 340mM) por 24h (modelo 
agudo) ou 72hs (crônico, 1 tratamento por dia) seguido da exposição à proteína 

Spike-1 (1.8g/ml) por 24h. Observamos por imunofluorescência que as células 
tratadas somente com etanol apresentaram aumento de 1,2x nos níveis de ACE-2 
na condição de etanol 170mM em comparação ao controle. Células tratadas 
somente com Spike-1 apresentaram aumento de nos níveis de expressão de C3, um 
marcador de atividade fagocítica e ativação microglial, evento este que foi revertido 
pelo prévio tratamento crônico com etanol. O tratamento crônico com etanol apenas 

ou a exposição somente à Spike-1 parecem aumentar os níveis de IL-1 e CD-86, 
evento estes que foi perdido pelo tratamento com Spike em células previamente 
expostas ao etanol. Tratamento com etanol sozinho não induziu a atividade 
fagocítica, evento este que só é observado pelo tratamento com Spike em células 
previamente expostas ao etanol. No in vivo, o etanol pareceu induzir a reatividade 
microglial pelo aumento dos níveis de IBA-1 no córtex cerebral, e alterou a 
expressão de ACE-2, TMPRSS2 e TLR4 de forma região especifica. Já as 
microglias corticais humanas apresentaram níveis de expressão de ACE-2, TLR4, 
CD-11b e IBA-1 induzidos pelo etanol de forma dose dependente.  

Estes dados sugerem que a exposição ao etanol parece reduzir a resposta 
microglial à Spike-1, o que poderia contribuir para a perda de função microglial no 
controle da resposta imune e neuroinflamação no SNC. 

 
Palavras-chave: COVID-19, ÁLCOOL, NEUROINFLAMAÇÃO, MICROGLIA, BV-2. 
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ABSTRACT 
 

VIEIRA, Beatriz Esteves. Effect of ethanol pre-exposure on microglial reactivity 

induced by SARS-CoV2 Spike protein. Rio de Janeiro: UFRJ, 2024. Master Thesis 

(Master Degree in Pathological Anatomy) – Faculdade de Medicina, Universidade 

Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024. 

 

COVID-19, caused by the coronavirus, SARS-CoV-2, has caused more than 
700 million confirmed cases according to the World Health Organization (WHO). 
Along with life threatening symptoms, WHO also recognized, during the peak of the 
pandemic, an increase in alcoholic beverages consumption by population in different 
countries, reported as way to deal with depression and anxiety resulting from social 
isolation. In the Central Nervous System (CNS), microglial cells control the immune 
response by mediating neuroinflammation. It is known that alcohol consumption 
leads to neuroinflammation and neurodegeneration in CNS. In the context of COVID-
19, neuroinflammation and glial reactivity are events mediated by the infection of 
human glial cells by SARS-CoV2, which recognizes, through its Spike-1 surface 
protein, the angiotensin-converting enzyme-2 (ACE-2) and other proteins such as 
TMPRSS2 and TLR4. Although different risk factors for COVID-19 have been 
described, it is not known whether alcohol consumption could represent a risk factor 
for SARS-CoV2-induced microglial reactivity. In this study, murine microglial cultures 
(BV-2) were treated with ethanol (170mM or 340mM) acute for 24h or chronically (1 
treatment per day/72hs), and then exposed to the Spike1 protein (1μg/ml) for 24h. 
We observed by immunofluorescence that the ethanol treatment increases the levels 
of ACE2 by 1.2x, compared to the control. When analyzing markers of microglial 
reactivity, only spike-1 treated cells showed an increase in C3 expression levels, an 
event that was prevented by previous chronic treatment with ethanol. The chronic 
treatment alone or exposure to spike-1 alone appears to increase the levels of IL-1β  
and CD-86, an event that was lost by the spike-1 treatment in cells previously 
exposed to ethanol. Ethanol treatment alone did not induce phagocytic activity, an 
event that is only observed by Spike treatment in cells previously exposed to ethanol. 
In vivo, ethanol appeared to induce microglial reactivity by increasing IBA1 levels in 
the cerebral cortex and altered the expression of ACE-2, TMPRSS2 and TLR4 in the 
CNS in a region-specific manner. Human cortical microglia showed levels of 
expression of ACE-2, TLR4, CD-11b and IBA-1 induced by ethanol in a dose-
dependent manner. 

These data suggest that exposure to ethanol appears to reduce the microglial 
response to Spike-1, which could contribute to the loss of microglial function in 
controlling the immune response and neuroinflammation in the CNS. 

 

Keywords: COVID-19, ALCOHOL, NEUROINFLAMATION, MICROGLIA, BV-2. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. COVID-19 

No final de 2019, o mundo enfrentou o início do que se tornaria a maior 

pandemia da história recente. Na província de Wuhan, na China, foram relatados os 

primeiros casos de uma nova doença causando a chamada Síndrome Respiratória 

Aguda Grave, provocada por um novo coronavírus, SARS-CoV2, doença conhecida 

como Coronavirus disease (COVID)-19 (Huang et al., 2020). Desde o decreto de 

pandemia pela Organização Mundial da Saúde (OMS) em 30 de janeiro de 2020 

(Mehase, 2020), mais de 775 milhões de pessoas no mundo testaram positivo para 

a doença, causando mais de 7 milhões de óbitos (OMS, 2024) sendo, desde então, 

conhecida como “a maior calamidade em saúde no mundo desse século e o maior 

desafio que a humanidade já enfrentou desde a segunda guerra mundial” 

(Chakraborty & Maity, 2020). Do total de pessoas infectadas pelo vírus, quase 40 

milhões dos casos e mais de 700 mil óbitos ocorreram somente no Brasil (Ministério 

da Saúde, Brasil, 2025). 

Indivíduos infectados com o SARS-CoV2 podem ser assintomáticos, 

apresentar sintomas leves, como febre, perda do olfato e paladar, dores no corpo ou 

evoluir para a forma grave, onde ocorre a necessidade de internação, quando o 

paciente apresenta comprometimento respiratório severo, devido à insuficiência 

pulmonar (Figura 1). Além dos sintomas relatados por pacientes hospitalizados, 

observou-se também o comprometimento da função neural, como casos de doença 

cerebrovascular aguda com episódios de acidente vascular cerebral, cefaleia, 

tontura, perda de consciência, alterações na memória, ataxia e até mesmo epilepsia 

(Ellul et al., 2020). De acordo com Brasil (2021), podem ocorrer casos críticos com 

presença de sepse, insuficiência respiratória e pneumonia graves, disfunção de 
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múltiplos órgãos, além de síndromes respiratórias, como a síndrome do desconforto 

respiratório agudo (ARDS, do inglês acute respiratory distress syndrome), podendo 

haver a necessidade de suporte respiratório e internações em unidades de terapia 

intensiva. 

 
Figura 1. Sistemas e órgãos afetados pela infecção por SARS-CoV2 e seus possíveis sintomas. 
O SARS-CoV2 pode afetar diversos órgãos e sistemas do corpo humano (A), podendo não 
apresentar sintomas (assintomático), apresentar sintomas leves e graves, incluindo sintomas 
neurológicos (B). SDRA: Síndrome do Desconforto Respiratório Agudo; AVE: Acidente Vascular 
Encefálico. Criado em biorender.com 

 

O SARS-CoV2 é um betacorocavírus de ácido ribonucleico (RNA), com 

material genético representado por uma única molécula de RNA positiva (RNA+), fita 

simples, não segmentada (Figura 2A). Dentre suas proteínas já identificadas, as 

proteínas estruturais são Spike (S), Nucleocapsídeo (N), Envelope (E) e Membrana 

(M) e outras 16 proteínas não estruturais (nsp1-16) (Ceraolo e Giorgi, 2020), sendo 

as proteínas S, E e M, ancoradas na bicamada lipídica que envolve o 

nucleocapsídeo e o RNA genômico (Figura 2B). A proteína do nucleocapsídeo está 

associada ao RNA genômico e atua regulando o processo da replicação viral 

quando a mesma já se encontra dentro da célula hospedeira (Helmy et al., 2020; Li 

et al., 2020). A proteína M atua determinando o sítio de brotamento do vírus e a 

forma do envelope viral, além de ter uma interação direta com a proteína N que 

acaba por estabilizar o nucleocapsídeo. Já a proteína E atua desencadeando o 



3 
 

processo de montagem da partícula viral e brotamento (ICTV, 2011; Malik, 2020). 

Por fim, a proteína Spike-1, formada pelas subunidades S1 e S2, é responsável por 

realizar a ligação da superfície viral com proteínas receptoras presentes em células 

hospedeiras, possuindo uma aparência de coroa devido aos trímeros que formam 

espículas na superfície do vírus quando observados em microscópio eletrônico, 

dando origem ao nome “Coronavírus” (Helmy et al., 2020; Uzunian, 2020). Essa 

proteína possui o domínio de ligação ao receptor (RBD, do inglês Receptor Binding 

Domain), o qual está localizado na subunidade S1, enquanto que na subunidade S2 

se encontram os domínios de fusão, formadas por sequências de repetição dos 

heptapeptídeos 1 e 2 (HR1 e HR2), constituídos por um terminal transmembrana e 

outro citoplasmático (Figura 2C; Xia et al., 2020). Além disso, essa proteína também 

é capaz de reconhecer diferentes receptores (Quadro 1), como a enzima conversora 

de angiotensina 2 (ACE-2), conhecida como sendo a principal porta de entrada do 

vírus na célula humana. Diversos órgãos e tecidos expressam altos níveis de ACE-2, 

como células do trato respiratório, células musculares, endoteliais, neurônios, 

astrócitos, microglias, e outros (Beyerstedt, Casaro & Rangel, 2020). Essa ligação 

com o receptor da célula alvo ocorre através do domínio S1 pelo domínio RBD e, 

após a interação S1(RBD)-ACE-2, o domínio S2 da proteína spike-1 é clivado 

através da enzima protease serina transmembranar 2 (TMPRSS2; Figura 2C), 

seguido do sitio S2’ para completar o processo de fusão do vírus com a célula alvo 

(Jackson et al., 2021). Contudo, apesar de ACE-2 ser considerada o principal 

receptor e estar presente na maioria dos órgãos, isso não serve como indicativo de 

que o vírus da COVID-19 entra no organismo através de órgãos e tecidos que 

tenham somente esse receptor (Masre et al., 2020), podendo indicar que em baixos 

níveis de expressão o SARS-CoV2 tende a encontrar outros receptores (Quadro 1). 
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Outros co-receptores também já foram descritos capazes de auxiliar a entrada do 

vírus na célula (Figura 3), como TLR4 e ADAM17, (Bhattacharya et al., 2020; 

Choudhury & Mukherjee, 2020; Achom, Das Pakray, 2022, Fontes-Dantas et al., 

2023), como também descritos no quadro 1. 

Quadro 1: Receptores e co-receptores para SARS-CoV2 

 

De acordo com Jackson e colaboradores (2021), caso a célula alvo em que o 

vírus se ligou ao receptor não expresse níveis suficientes de TMPRSS2, o mesmo é 

internalizado por endocitose através da proteína clatrina até os endossomos, onde 
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será realizada o processo de clivagem do sítio S2’ pelas proteases catepsinas 

(Figura 2C).  

Em seu genoma estão presentes duas grandes quadros de leituras abertas 

(ORFs, do inglês open reading frame) – ORF1a e ORF1b –, que codificam as 

proteínas não estruturais, necessárias para a síntese de RNA por possuírem 

diversas funções enzimáticas. As ORF1a e ORF1b irão codificar as subunidades da 

maquinaria da replicase, as quais são produzidas através do processamento 

autoproteolítico de poliproteínas pp1a e pp1ab, respectivamente (Bai, Zhong & Gao, 

2022). Assim, novas partículas virais são montadas através da associação de 

genomas e proteínas do nucleocapsídeo, com subsequente envelopamento da sua 

estrutura. As proteínas localizadas nesse envelope viral são inseridas nas 

membranas intracelulares, sendo então direcionadas ao local de montagem do vírus, 

encontrando-se com o nucleocapsídeo, para então desencadear o brotamento de 

partículas virais nos compartimentos da membrana (Bai, Zhong & Gao, 2022). 
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Figura 2. SARS-CoV2 e o mecanismo de entrada do vírus nas células. (A) Vírus SARS-CoV2 e 
suas proteínas essenciais: Nucleocapsídeo (N), Envelope (E), Membrana (M) e Spike (S), bem como 
seu principal receptor (ACE-2) e co-receptor (TMPRSS2); (B) Mecanismos de entrada do vírus na 
célula, onde no lado esquerdo há o esquema representativo onde ocorre a ligação do vírus com a 
célula alvo através do receptor ACE-2, seguida da clivagem através do co-receptor TMPRSS2, 
ativação do domínio S2 e da entrada através da fusão das membranas do vírus e da célula alvo. Já 
no lado direito há a ligação do SARS-CoV2 com o receptor ACE-2 seguido da internalização do vírus, 
no processo de endocitose pela proteína clatrina até os endossomos, onde será realizada o processo 
de clivagem do sítio S2’ pelas proteases catepsinas para então ocorrer a fusão das membranas. Após 
qualquer um desses meios de entrada irá ocorrer a tradução e replicação do vírus para formação de 
mRNA, onde novos vírus irão ser formados para então serem liberados no meio extracelular; e (D) 
Subunidades S1 e S2 da proteína Spike, com ênfase nos domínios de cada subunidade. Criado em 
biorender.com 
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Figura 3. Mecanismos de entrada viral de SARS-CoV2 dependentes e independentes de ACE-2. 
Células que possuem grandes quantidades de receptores ACE-2 tornam o vírus dependente do 
mesmo para realizar a ligação com a célula, enquanto células com pouca quantidade desse receptor 
utilizam receptores alternativos. Fonte: Lim, Zhang, Chang, 2024. 

 

Células epiteliais pulmonares, células cardíacas, endoteliais, células do plexo 

coroide, microglias e astrócitos expressam altos níveis de ACE-2 (Ni et al., 2020; 

Vargas et al., 2020). TMPRSS2 é abundantemente expresso em tecidos epiteliais, 

bem como astrócitos, pericitos e microglia (Hoffmann et al., 2020, Malik et al., 2023, 

Motta et al., 2023). Como mencionado acima, em células que expressam baixos 

níveis de ACE-2 o vírus pode se ligar a receptores alternativos (Jackson et al.,2022). 

De acordo com a literatura, o TLR4 também atua como um co-receptor do vírus, 

evidências sugerem que essa proteína possui a interação mais forte entre proteínas 

e a spike do SARS-CoV2 quando comparados com outros TLRs (Choudhury & 

Mukherjee, 2020). Outras evidências também sugerem que o SARS-CoV2 induz 

fortemente a expressão do gene estimulado por intérferon (ISG) em contexto 

imunopatogênico no trato respiratório; também há evidências de que a ativação de 

ISG resulta no aumento da expressão de ACE-2 e sugerem um possível mecanismo 

no qual o vírus possa se ligar e ativar o TLR4 para aumentar a expressão de ACE-2 
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e, assim, promover a entrada do vírus na célula alvo (Aboudounya & Heads, 2021; 

Fontes-Dantas et al., 2023). O TLR4 está presente tanto na superfície celular no 

local de reconhecimento de proteínas virais antes das mesmas entrarem na célula 

alvo, quanto nos endossomos quando a sua via de sinalização alternativa é 

acionada sendo, então, importante para inicializar as respostas inflamatórias e seu 

estímulo exacerbado pode levar a uma neuroinflamação prejudicial (Aboudounya & 

Heads, 2021). 

1.2 Sistema Nervoso Central como alvo do SARS-CoV2  

A COVID-19 pode desencadear sintomas neurológicos que resultam 

diretamente como resultados da tempestade de citocinas e hipóxia causadas pela 

inflamação sistêmica pelo SARS-COV2 e pela infecção por esse vírus em células da 

barreira hematoencefálica (BHE). A neuroinflamação exacerbada causada pela 

COVID-19 pode ocasionar disfunções neurovasculares na BHE e em células gliais, 

como a microglia, desencadeando assim os sintomas neurológicos (Xie et al., 2023, 

Motta et al., 2023). Esses sintomas neurológicos podem ser a perda do olfato 

(anosmia) e do paladar (ageusia), acidente vascular cerebral (AVC), tontura, dores 

de cabeça, problemas neuropsiquiátricos, cefaleia, encefalite, convulsão, entre 

outros (Nuzzo et al., 2021; Pacnejer et al., 2024). Dentre os problemas 

neuropsiquiátricos, que podem ser passageiros ou crônicos, estão a ansiedade, 

depressão e transtorno de estresse pós-traumático (TEPT; Taquet et al., 2021). 

Estudos indicam que a esquizofrenia pode aumentar as chances de infecção por 

SARS-CoV2 devido ao uso de antipsicóticos (Nersesjan et al., 2024), bem como ser 

uma das sequelas da COVID-19 por conta das alterações em células gliais 

(Baranova, Cao & Zhang, 2022). Estudos de Merzon et al (2021) e Liu, N et al 

(2021) mostram uma associação entre pessoas com Transtorno do Déficit de 
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Atenção com Hiperatividade (TDAH) e o risco aumentado de infecção por SARS-

CoV2 e sintomas graves da COVID-19, mas ainda não sabem ao certo a correlação 

de ambas doenças. 

As microglias são células originárias do saco vitelino (Saijo & Glass, 2011), 

sendo capazes de auto-renovação independentemente de células-tronco 

hematopoiéticas (Tay et al., 2017), possuindo diferentes funções na manutenção da 

homeostasia cerebral, bem como atuando em processos patológicos (Costa, 2021). 

Apesar de possuírem bastante semelhança em morfologia e função com os 

macrófagos, suas origens embrionárias são diferentes, onde os macrófagos 

possuem origem embrionária mais tardia, sendo provenientes de células-tronco 

hematopoiéticas no fígado fetal (Hoeffel & Ginhoux, 2018). 

As células microgliais, no contexto fisiológico, são responsáveis por 

desempenhar algumas funções (Figura 4), como a regulação da neurogênese 

(Cunningham, Martínez-Cerdeño & Noctor, 2013), a eliminação de células mortas e 

debris no SNC (Takahashi, Rochford & Neumann, 2005), o suporte neuronal através 

da liberação de fatores tróficos (Ueno et al., 2013), fagocitar sinapses neuronais 

fracas ou disfuncionais (Shafer et al., 2012; Ji et al., 2013), entre outras. Já durante 

o processo patológico, a microglia possui importante função durante a resposta 

imunológica e na neuroinflamação, ocorrendo uma rápida mudança na sua 

morfologia e função ao passar para um estado ativo e pró- ou anti-inflamatório 

(Kettenmann et al., 2011; Plemel et al., 2018). Os estados de reatividade microglial 

foram descritos inicialmente como M1, que seria o fenótipo “inflamatório”, e o M2 um 

fenótipo “neuroprotetor”, entretanto hoje em dia essas classificações estão caindo 

cada vez mais em desuso visto que já se sabe que os perfis de ativação microglial 

são na verdade um painel e que dependem do contexto celular, estimulo patológico, 
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região do SNC e momento em que houve o estimulo (Prinz, Jung & Priller, 2019; 

Savage, Carrier & Tremblay, 2019). Uma das proteínas envolvidas no processo 

fagocítico é a proteína IBA-1 (proteína adaptadora de ligação ao cálcio ionizado 1), 

cuja função demonstrada foi a de auxiliar na organização e reorganização dos 

filamentos de actina, aumentando as projeções de membrana para promover o 

processo fagocítico (Ohsawa et al., 2003). 

 
Figura 4. Diferentes estados e funções da microglia no Sistema Nervoso Central. (A) Célula em 
homeostase, onde desempenha a função de vigilância, manutenção da homeostase cerebral, fagocitose 
de células mortas, debris e sinapses neuronais fracas ou disfuncionais, regulação da neurogênese, 
suporte neuronal, neuroproteção, entre outros; (B) Célula em estado ativo e inflamatório, desempenhando 
a função de produção de citocinas e outros mediadores inflamatórios, recrutamento de células do sistema 
imune, destruição de patógenos, reparo tecidual, fagocitose de debris, entre outros, com modulação de 
suas principais proteínas. Criado em biorender.com 

 

 

A mudança morfológica da microglia pode ser utilizada como parâmetro de 

análise do seu perfil de ativação. Quando essa célula se encontra em repouso 

(também chamado de estágio de vigilância), ela possui ramificações que rastreiam o 

ambiente em busca de patógenos. Ao perceber as mudanças no ambiente, a 
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microglia passa a retrair as ramificações e adquire a forma ativada (amebóide) 

(Figura 5). Entre esses dois estágios de morfologia há uma variedade de estágios 

intermediários que mudam de acordo com os estados celulares funcionais 

específicos de cada doença, porém ainda é incerto como ocorrem esses estados 

transicionais e a organização espacial no cérebro lesionado ou doente e ainda 

muitos artigos recentes utilizam a análise morfológica da microglia como um dos 

parâmetros para se correlacionar com a ativação pró inflamatória desta célula 

(Salamanca et al., 2019). 

 
Figura 5. Perfis morfológicos da microglia. (A) Ramificada – estado homeostático, (B) Intermediária 
e (C) Amebóide – estado “reativo”. Criado em biorender.com 

 

Além do aspecto morfológico, diversos marcadores de reatividade microglial 

tem sido identificados e correlacionados com os diferentes estados de ativação. As 

proteínas IBA-1, já mencionada, e a proteína de adesão CD-11b, da família de 

integrinas, tem sua expressão aumentada em microglias com perfil ativado pró- e 

anti-inflamatório (Korzhevskii & Kirik, 2016). Além disso, mais recentemente a 

proteína CD-45, uma tirosina fosfatase, tem sido correlacionada por sua função de 

supressão do perfil pró-inflamatório, uma vez que antagonistas da ativação desta 

enzima parecem aumentar a resposta pró-inflamatória microglial no contexto da 

doença de Alzheimer (Tan et al., 2000). Além disso, a proteína da família 

complemento C3 já foi demonstrada como um dos principais marcadores de 
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ativação pró-inflamatória e atividade fagocítica microglial (Soteros & Sai, 2021). 

Classicamente, o fator de transcrição NF-κb promove a transcrição de genes alvo, 

os quais muitos são pró-inflamatórios; sua sinalização é ativada através de duas vias 

distintas: via canônica e não-canônica (Sun et al., 2022), sendo também é utilizado 

para identificar a ativação de vias de resposta pró inflamatórias (Liu, H et al., 2021). 

Além disso, a secreção de citocinas está relacionada com o perfil de ativação da 

microglia, que ocorre quando a mesma responde a estímulos de citocinas e outros 

fatores (Nayak, Roth & Mcgavern, 2014; Tremblay et al., 2015). A microglia é capaz 

de produzir e secretar citocinas pró-inflamatórias, como interleucinas IL-1β, IL-6 e 

TNF-α, os quais já foram demonstrados secretados pela microglia durante o 

desenvolvimento e em contextos patológicos (Shigemoto-Mogami et al., 2014). Em 

um estudo recente de Fontes-Dantas e colaboradores (2023) foi encontrado um 

aumento dos níveis de IBA-1 e que os níveis de expressão de TNF, INF-β e IL-6 

foram modulados positivamente em células microgliais BV-2 que receberam spike 

por 24h, sem que afetasse os níveis de IL-1β e IFNAR2.   

De acordo com Almutairi e colaboradores (2021) as mudanças 

neuropatológicas demonstradas no SNC em decorrência da COVID-19 incluem a 

indução de respostas inflamatórias, as quais resultaram na liberação de mediadores 

inflamatórios. Um estudo post mortem demonstrou que 34 de 43 pacientes com 

COVID-19 apresentaram ativação microglial no cerebelo e no tronco cerebral 

(Matschke et al., 2020). Já se sabe que a infecção sistêmica é capaz de induzir a 

ativação microglial no SNC e que essas células são mais suscetíveis a patógenos 

em comparação com astrócitos. A comunicação entre essas duas células é 

responsável pelo desencadeamento de liberação de fatores inflamatórios, como 
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TNF-α, óxido nítrico (NO) e espécies reativas de oxigênio (ROS) (Almutairi et al., 

2021).  

1.3 Fatores de risco para COVID-19 

 

Diversos fatores foram descritos como fatores de risco para progressão da 

COVID-19, como a obesidade (Silva et al., 2021), diabetes mellitus (Garces et al., 

2022), hipertensão arterial, doenças cardiovasculares (Ribeiro e Uehara, 2022) e a 

idade (Chen et al., 2022; Adesse et al, 2022). Indivíduos obesos apresentam pré-

disposição para agravamento de infecções pulmonares graves por SARS-CoV2 

(Elrobaa & New, 2021), e também podem desenvolver uma piora no quadro 

respiratório devido à propensão de diminuição das vias aéreas, o que limita o fluxo 

de ar, além de apresentarem um desafio para a intubação quando necessária devido 

ao aumento da quantidade de tecido adiposo na laringe (Michalakis e Ilias, 2020). 

Pode-se destacar também o sedentarismo, podendo levar à obesidade, gerando 

resistência insulínica e prejudicar a resposta imune, contribuindo, assim para um 

possível desenvolvimento de diabetes mellitus. Em relação aos indivíduos 

diabéticos, ao prejudicar a resposta imune do organismo, acredita-se que isso pode 

levar à inflamação e estresse oxidativo, também podendo estar atrelada à 

microangiopatia associada a potencial toxicidade direta do SARS-CoV2, como em 

células beta pancreáticas (Garces et al., 2022).  

A maioria dos estudos que relacionaram a COVID-19 e a hipertensão arterial 

que está correlacionada à doenças cardiovasculares, apresentaram hipertensão 

como a doença crônica mais comum nos pacientes positivos para a Covid-19, com a 

maioria dos pacientes com idade superior a 60 anos (Ribeiro e Uehara, 2022). Esses 

pacientes apresentam disfunção endotelial, afetando diretamente a função vascular 
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e, ao realizar a associação com a idade, a hipertensão provoca o espessamento dos 

vasos sanguíneos, resultando no enrijecimento progressivo e perda de 

complacência das grandes artérias, desempenhando um papel crucial no avanço da 

patogênese da COVID-19 (Yugar-Toledo et al., 2015; Nägele et al., 2021). De fato, 

alterações vasculares, mas especialmente as neurovasculares foram 

descritas como indutoras da neuroinflamação e das sequelas neurológicas 

observadas na COVID-19 (Motta et al., 2023).  

Outro fator como a idade do indivíduo contribui para o estabelecimento da 

doença. Em um trabalho recente de nosso grupo, foi demonstrado que há uma 

correlação entre idade e a entrada do vírus no SNC, visto que naturalmente com a 

idade há uma redução da resposta imunológica, com uma perda de propriedades da 

BHE devido a disfunções em células endoteliais, levando ao aumento da 

permeabilidade da barreira (Adesse et al., 2022). Disfunções na mitocôndria também 

foram demonstradas como algo capaz de favorecer o estabelecimento do vírus, bem 

como doenças neurodegenerativas em decorrência da idade. (Chen et al., 2021). 

Um trabalho de Morojele e colaboradores (2021) mostrou a correlação de 

diversas doenças infecciosas, como HIV/AIDS, tuberculose, pneumonia e a própria 

COVID-19 com o uso abusivo do álcool. E além de doenças metabólicas e 

associadas ao envelhecimento, o uso de bebidas alcoólicas tem sido sugerido como 

um fator de risco para a COVID-19 (Morojele et al., 2021; Michalak et al., 2024). De 

acordo Bantounou (2022), o uso excessivo do álcool pode causar danos em tecido 

epitelial, além de desregular o sistema imune inato e adaptativo, de modo que fique 

mais suscetível a infecções virais. Ainda de acordo com a autora, pessoas com 

cirrose alcóolica estão mais suscetíveis a desenvolver pneumonia devido à redução 
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de funções hepáticas. Além disso, já consta na literatura que o uso moderado de 

álcool pode elevar os níveis de ACE-2 por até 4 semanas após o consumo 

(Bantounou, 2022). 

1.4 Álcool e Sistema Nervoso Central 

O álcool é a droga psicotrópica mais utilizada em todo o mundo, com uma 

estimativa de ser consumida por mais de 2,5 bilhões de pessoas (OMS, 2024). 

Segundo o último relatório da OMS, a partir de um levantamento de dados de 2019, 

cerca de 2,6 milhões de óbitos foram atribuídos ao consumo de álcool, sendo 

equivalente a 4,7% de todas os óbitos. Os níveis de consumo per capta na região da 

Europa e Américas foram de 9,2 litros e 7,5 litros, respectivamente, enquanto 

somente no Brasil o consumo estimado foi de 7,7 litros, estando acima dos demais 

países da América. Ainda de acordo com este relatório, cerca de 400 milhões de 

pessoas no mundo vivem com transtornos pelo uso de álcool e outras drogas, sendo 

209 milhões possuindo dependência de álcool. 

O uso dessa substância afeta a atenção, gera comportamentos inapropriados 

ou agressivos, perda de capacidade de julgamento, perda da coordenação motora, 

marcha instável e fala arrastada (OMS, 2024), como mostra a Figura 6. De acordo 

com o relatório do Centro de Informações sobre Saúde e Álcool (CISA, 2024), no 

ano de 2023 as internações totalmente atribuíveis ao álcool foram de 27/100 mil 

habitantes, sendo a maioria de pessoas do sexo masculino na faixa etária de 35 a 

54 anos. As principais causas dessas internações foram atribuídas à dependência 

de álcool e doença alcóolica do fígado, que juntas compõem mais da metade do 

número de internações desse ano, seguidos de intoxicação aguda, síndrome de 

abstinência e transtorno psicótico atribuível ao álcool. No ano anterior à pandemia foi 

registrada a menor taxa de mortes desde 2010, porém devido ao isolamento social 
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por conta da pandemia, houve um aumento crescente entre os anos de 2020 e 2022 

(CISA, 2024).  

 
Figura 6. Efeitos do uso do álcool no Sistema Nervoso Central. Criado em biorender.com 

 

De acordo com a literatura, o consumo crônico de álcool e sua consequente 

dependência podem causar comprometimento do sistema imune, cirrose hepática e 

complicações associadas ao sistema respiratório, como a síndrome do desconforto 

respiratório agudo (Corrao et al., 2004; Simou, Leonardi-Bee & Britton, 2018). Além 

disso, esse nível de consumo e em altas doses pode ter efeitos neurotóxicos graves 
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e promover a neurodegeneração (Kamal et al., 2020; Siqueira & Stipursky, 2022), 

levando ao comprometimento cognitivo com atrofia da substância branca, perda 

axonal e desmielinização em certas regiões do cérebro, como o hipocampo, lobo 

frontal e corpo caloso (Kamal et al., 2020). 

No SNC já foi descrito que o álcool pode desencadear alterações na expressão 

gênica relacionada à resposta imune em diferentes regiões do cérebro, induzindo 

assim uma resposta pró-inflamatória. É descrito atualmente que os receptores do 

tipo toll (TLRs) possuem um papel vital na resposta imune, pois sua ativação está 

relacionada a respostas inflamatórias de reconhecimento de patógenos (Bugge, 

Antallis & Wu, 2009) e sendo comumente expressos em células imunes, como 

células T, células NK, dendríticas, macrófagos e neutrófilos (McGettrick & O’Neill, 

2007) e também pela microglia no SNC (Nayak et al., 2012). Um estudo de 

Fernandez-Lizarbe, Montesinos e Guerri (2013) demonstrou que o etanol contribui 

para o quadro de neuroinflamação e dano neural ao modular níveis de TLR4 e 

TLR2. Apesar do etanol alterar os níveis desses marcadores dependa do estímulo, 

concentração de etanol e célula analisada, seus resultados sugerem que o álcool 

desencadeia a ativação neuroimune no cérebro ao estimular células microgliais e 

respostas de sinalização de TLRs (Fernandez-Lizarbe, Montesinos & Guerri, 2013). 

Recentemente nosso grupo demonstrou que células endoteliais cerebrais 

expostas a diferentes doses de etanol secretam fatores pró-inflamatórios que levam 

a falha da função e estabilidade neurovascular. Além disso, astrócitos expostos aos 

fatores secretados por células endoteliais expostas ao etanol também apresentam 

altos níveis de citocinas pró-inflamatórios como IL-1β, IL-6, TNF-α, o que é 

acompanhado pela ativação e translocação nuclear do fator de transcrição NF-κB 

(Siqueira et al., 2021). Já a exposição de células microgliais ao etanol induz a sua 
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proliferação em roedores nos modelos de abuso ao álcool e o mesmo também foi 

encontrado em cérebros post-mortem de pacientes alcoolistas (Marshall, Geil, & 

Nixon, 2016; Siemsen et al., 2020). Um estudo revelou que o transcriptoma da 

microglia provinda do córtex pré-frontal de camundongos que eram expostos ao 

etanol de forma crônica revelou alteração na expressão de genes da resposta e 

ativação imune (Warden et al., 2020).  

 

1.5 Álcool e Covid-19 

Um estudo na Inglaterra investigou a correlação entre o risco da Covid-19 de 

acordo com diferentes tipos de bebidas alcoólicas, demonstrando que indivíduos que 

consomem bebidas enriquecidas em substâncias antioxidantes como o vinho 

apresentam risco menor em desenvolver sintomas graves de Covid-19, 

possivelmente devido ao fato de estas substâncias contraporem os efeitos do 

álcool em promover o estresse oxidativo. Por outro lado, bebidas que contém um 

alto teor alcoólico, e neste sentido o consumo crônico também, aumentam em até 

28% o risco do indivíduo testar positivo para SARS-CoV2 (Dai et al., 2022), 

sugerindo que o alcoolismo possa oferecer maior predisposição à infecção pelo novo 

coronavírus. Nenhum estudo até hoje correlacionou o consumo de álcool com a 

predisposição ao estabelecimento da Covid-19 e até mesmo a progressão, 

agravamento e a duração dos sintomas após a fase aguda da doença. 

Evidências sugerem que o consumo de álcool (social e moderado) modula os 

níveis de ACE-2 em diversos tecidos, especialmente no sistema pulmonar (Okuno et 

al., 1986; Maul et al., 2001; Bantounou, 2022). Uma pesquisa realizada em 2021 

mostrou que o número de bebidas alcóolicas ingeridas por semana estava 
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correlacionado com a síndrome do desconforto respiratório agudo após a infecção 

por SARS-CoV2 (Lassen et al., 2021) e uma ligação molecular entre o álcool e a 

COVID-19 já foi discutida anteriormente pelas alterações no sistema imune inato e 

adaptativo (Rodríguez et al., 2021). Recentemente um estudo demonstrou que a 

repetida exposição ao etanol aumenta a expressão de ACE-2 em diferentes regiões 

do encéfalo como hipocampo, córtex pré-frontal, bulbo olfatório, dentre outras 

(Crunfli et al., 2020).  

Neste contexto, embora as poucas evidências sugiram que a exposição ao 

álcool possa modular os níveis de receptores para o SARS-CoV2 e aumentar a 

piorar os sintomas respiratórios em indivíduos que consomem bebidas alcoólicas, 

não se sabe se o consumo de álcool pode modular os níveis de receptores utilizados 

pelo SARS-CoV2 no SNC, e daqueles envolvidos na resposta pró-inflamatória, 

especialmente em microglias e em astrócitos, ambas já destacadas por serem alvos 

de SARS-CoV2 (Buzhdygan et al., 2020; Li et al., 2021). Apesar dos efeitos nocivos 

ao organismo devido ao consumo crônico de álcool e que as poucas evidências 

sugiram um maior risco de progressão da doença (Vasudeva & Patel, 2020; Testino 

et al., 2022), essa correlação ainda não está descrita.  

 

2. JUSTIFICATIVA 

 

A Covid-19 tem representado um enorme desafio para a comunidade científica 

e médica, e embora alguns fatores de risco já tenham sido descritos para o 

estabelecimento e agravamento da doença, além da manutenção das sequelas de 

longo prazo, como doenças cardiovasculares, diabetes, obesidade e idade, nada se 

sabe se consumo de drogas de abuso, como o álcool, pode representar mais um 
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fator de risco para o estabelecimento e/ou agravamento da neuroinflamação 

observada na COVID-19. Neste contexto, é essencial analisar se a exposição ao 

etanol é capaz de alterar a susceptibilidade das células microgliais a resposta de 

reatividade induzida pelo tratamento com a proteína Spike-1 de SARS-CoV2 e, com 

isso, sugerir um possível novo grupo de risco para a COVID-19 e para o 

estabelecimento de sequelas neurológicas. 

 

3. OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO GERAL  

Avaliar se as células microgliais que foram expostas à Spike-1 podem 

apresentar disfunções celulares pela prévia exposição ao etanol.  

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Verificar se a exposição ao etanol in vitro modula a expressão de 

receptores-alvo para SARS-CoV2 em células microgliais murinas (BV-2) e humanas: 

ACE-2, TMPRSS2 e TLR4, por imunocitoquímica e RT-qPCR; 

2. Analisar in vitro se a exposição prévia ao etanol, seguida do tratamento 

com a proteína viral purificada Spike-1, modula os níveis de marcadores de ativação 

de células microgliais BV-2 por imunocitoquímica e RT-qPCR; 

3. Analisar funcionalmente in vitro se a exposição prévia ao etanol 

seguida do tratamento com a proteína viral purificada Spike-1 modula os níveis de 

marcadores de ativação de células microgliais BV-2 por ensaio de fagocitose; 

4. Investigar in vivo se a exposição crônica ao álcool altera a expressão 

de ACE-2, TMPRSS2 e TLR4 em diferentes regiões do SNC, por RT-qPCR, e a 

reatividade microglial, por imunohistoquímica. 
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4. METODOLOGIA 

 

4.1 Cultivo de linhagem de microglias murinas BV-2 

As células de microglia murinas de linhagem BV-2 obtidas no BCRJ foram 

cultivadas e expandidas em garrafas de cultura de 25cm2 (Corning) em meio de 

cultura RPMI (Thermo Fisher) contendo soro fetal bovino (SFB) 10% e 

penicilina/estreptomicina (P/S) 1% (Thermo Fisher) e mantidas em incubadora de 

CO2 (5%) a 37ºC. Para realização dos experimentos, as células BV-2 foram 

plaqueadas em placas de cultura de 24 poços (Corning), contendo lamínulas de 

vidro de 13mm redondas, em presença de meio com soro (MCS). A densidade de 

plaqueamento utilizada foi 5.104 células por poço. 24hs após o plaqueamento, as 

células foram tratadas com Etanol 170mM e 340mM (Sigma Aldrich) ou com meio 

sem soro (MSS) por 24 horas, sendo este o modelo de exposição “Aguda” (Figura 

7A) ao etanol. Após este período, alguns poços tratados ou não previamente com 

etanol foram tratados com a proteína Spike-1 (1.8μg/mL), como descrito por Jana, 

Heaven & Alayash (2021), por 24 horas adicionais. Neste sentido, obtivemos 4 

condições experimentais: “Controle (meio sem soro)”, “Etanol”, “Etanol + Spike-1” e 

“Spike-1”. Após os tratamentos, as células foram fixadas com paraformaldeído (PFA) 

4% (Isofar) por 15 minutos, seguidos de lavagem com tampão fosfato salino (PBS;  

Cloreto de sódio, Cloreto de potássio, Cloreto de cálcio, Fosfato de sódio, Fosfato de 

potássio, Ácido 2-[4-(2-hidroxietil)1-piperazinil]-etanosulfónico e Azida sódica; pH 7-

7,4) e submetidas à imunocitoquímica. Para o modelo de tratamento “Crônico” 

(Figura 7B), as células foram expostas a um tratamento diário com Etanol 170mM 

por 3 dias consecutivos. Após, as células foram tratadas com a proteína Spike-1 por 

24hs, seguidas de fixação com PFA 4% por 15 minutos, lavagem com PBS e 
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processamento para imunocitoquímica, ou lisadas em Trizol (Thermo Fisher) e 

armazenadas em freezer -80ºC. 

 
Figura 7. Esquema de tratamento das células microgliais murinas BV-2 em modelos agudo e 
crônico. Criado em biorender.com 

 

4.2 Cultivo de microglias humanas 

As células de microglias humanas (Figura 8) foram obtidas através de cultura 

primária com astrócitos corticais humanos (Gibco™ Human Astrocytes ≥1 × 106 

cells/mL; Cat.: K1884), sendo isoladas com auxílio de um agitador. Esses astrócitos 

corticais foram cultivados e expandidos em garrafas de cultura de 25cm² (Corning) 

em meio de cultura DMEM (Thermo Fisher) contendo soro fetal bovino (SFB) 10% e 

penicilina/estreptomicina (P/S) 1% (Thermo Fisher), ficando no agitador durante 30 

minutos dentro da incubadora de CO2 (5%) a 37ºC. Passado esse tempo, o meio foi 

coletado e transferido para outra garrafa de mesmo tamanho e mantido na 

incubadora de CO2 nas mesmas condições. Essas células microgliais humanas 

foram cultivadas e expandidas em garrafas de cultura de 25cm2 em meio de cultura 

DMEM contendo SFB 10% e P/S 1%, sendo mantidas em incubadora de CO2 (5%) a 

37ºC. Para realização dos experimentos, as células foram plaqueadas em placas de 

cultura de 24 poços (Corning), contendo lamínulas de vidro de 13mm redondas, em 
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presença de meio com soro (MCS). A densidade de plaqueamento utilizada foi 5.104 

células por poço. 24hs após o plaqueamento, as células foram tratadas com Etanol 

170mM ou 340mM (Sigma Aldrich) ou com meio sem soro (MSS) por 24 horas, 

sendo este o modelo de exposição “Aguda” ao etanol. Neste sentido, obtivemos 3 

condições experimentais: “Controle (meio sem soro)”, “Etanol 170mM” e “Etanol 

340mM”. Após os tratamentos, as células foram fixadas com PFA 4% (Isofar) por 15 

minutos, seguidos de lavagem com PBS e submetidas à imunocitoquímica. 

 
Figura 8. Microglias Humanas provenientes de cultura de astrócitos corticais humanos. 

 

4.3 Ensaio de Fagocitose 

As culturas de BV-2 foram mantidas e tratadas de forma “aguda” como descrito 

no item anterior, com etanol 170mM e 340mM, e processadas para análises do 

potencial fagocítico utilizando-se um Kit contendo microesferas de látex (beads) 

conjugadas a FITC de 0,1μm (Phagocytosis Assay Kit IgG FITC - Cayman 

Chemical). Além dos tratamentos com etanol e Spike-1, utilizamos lipopolissacarídeo 

(LPS; 500ng/mL) como um controle positivo do experimento, e ainda o MCS como 

controle de viabilidade celular. Nesse sentido, foram utilizados 8 condições 

experimentais: “MSS (meio sem soro)”, “MCS (meio com soro)”; “LPS”, “Etanol 
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170mM”, Etanol 340mM”, “Etanol 170mM + Spike-1”, “Etanol 340mM + Spike-1” e 

“Spike-1”. O ensaio foi realizado seguindo instruções do fabricante seguido da 

fixação por PFA 4%, e análise por microscopia de fluorescência e contraste de fase 

em microscópio Nikon TS2-FL. 

 

4.4 Exposição ao etanol em modelo in vivo  

Camundongos machos da linhagem B6SJL entre 8 e 10 semanas foram 

mantidos no Biotério do Instituto de Biofísica Carlos Chagas Filho e foram 

submetidos à procedimentos autorizados pelo CEUA do CCS/UFRJ sob número 

145/24. Os animais possuíram acesso ilimitado a água e alimento, em sala 

refrigerada e com ciclos de luz (período de claro e escuro). Um dia antes do início 

das manipulações os animais foram pesados e separados em gaiolas individuais (1 

animal por gaiola). Com isso, os animais foram expostos a dose de 4.0g/kg de etanol 

ou água (grupo controle) por gavagem durante 4 dias (1x/dia). No quinto dia, os 

animais foram transportados para o Laboratório de Biologia das Interações 

Neurovasculares (ICB/UFRJ), onde foram anestesiados com xilazina 10mg/mL e 

cetamina 100mg/mL, e após confirmação da perda dos reflexos motores, foram 

eutanasiados por deslocamento cervical. Após a eutanásia, o encéfalo foi removido, 

seguido de dissecção (Figura 9). Um hemisfério foi fixado por imersão por 48 horas 

em PFA 4%. O outro hemisfério foi dissecado para separação de 3 regiões de 

interesse: córtex cerebral, hipocampo e cerebelo. Os tecidos dissecados foram 

lisados em 1mL de Trizol (Thermo fisher), seguido de armazenamento em freezer -

80oC. 
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Figura 9. Esquema de tratamento dos camundongos com etanol de forma crônica, seguido da 
dissecção do encéfalo. Criado em biorender.com 

 

4.5 Imunofluorescência 

4.5.1 Imunocitoquímica 

Após a fixação das células microgliais BV-2 e humanas, estas foram incubadas 

com solução de bloqueio e permeabilização (soro normal de cabra 5%, Triton 0,2%, 

e albumina de soro bovino 3%, diluídos em PBS), por 1h em câmara úmida em 

temperatura ambiente. Após, as lamínulas foram incubadas com os anticorpos 

primários (Quadro 1), contra marcadores para microglias/macrófagos, como CD-

11b, C3, CD-45 e IBA-1, para proliferação como Ki67, receptor e co-receptores para 

SARS-CoV2 como ACE-2, TMPRSS2 e TLR4 diluídos em solução de bloqueio 

overnight a 4ºC. Após a incubação com os anticorpos primários, as lamínulas foram 
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lavadas em PBS, e incubadas com os anticorpos secundários (Quadro 2) diluídos 

em solução de bloqueio, por 2hs a temperatura ambiente em câmara úmida. Em 

seguida, as lamínulas foram lavadas 3x com PBS, os núcleos foram corados com 

DAPI (Thermo Fisher) por 10 min, e em seguida as lamínulas foram montadas em 

meio de montagem Fluoromount (Sigma Aldrich) em lâminas de microscopia. 

Fotomicrografias foram adquiridas em microscópio de fluorescência Nikon TS2-FL, 

em aumento de 20x.  

 Quadro 2: Anticorpos primários e secundários 
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4.5.2 Imunohistoquímica 

Os encéfalos dos camundongos B6SJL foram fixados como descrito no item 

4.4, foram seccionados em no vibrátomo (Leica) para obtenção de cortes sagitais de 

40μm de espessura. Os cortes obtidos foram transferidos para poços de placas de 

24 poços e os procedimentos a seguir foram realizados de forma free floating. Os 

cortes foram permeabilizados (soro normal de cabra 5%, Triton 0,2%, e albumina de 

soro bovino 3%, diluídos em PBS) contendo 0.5% Triton X-100 por 30 minutos e, em 

seguida, incubados em solução de bloqueio por 1 hora e 30 minutos sob agitação. 

Após o bloqueio, os cortes foram incubados com o anticorpo primário anti-IBA-1 

(Thermo Fisher, 1:100) overnight a 4°C em câmara úmida. Posteriormente, os cortes 

foram lavados com PBS três vezes sob agitação durante 10 minutos cada lavagem. 

Em seguida, foram incubados em temperatura ambiente com o anticorpo secundário 

específico por 2 horas sob agitação. Após os cortes foram lavados 3 vezes com 

PBS, corados com DAPI por 10 minutos, lavados 2x e transferidos para laminas de 

vidro de microscopia e montadas com Fluoromount e lamínulas de vidro. As análises 

das imunofluorescências in vivo foram relizadas utilizando-se microsopio confocal 

SPE (Leica), em aumento de 40x. 

4.6 Análises morfológicas in vitro. 

As análises foram realizadas em culturas de BV-2 submetidas aos tratamentos 

nos diferentes grupos experimentais (item 4.1) e imunocitoquimica (4.5.1) para 

marcação de CD-11b e fotografadas em microscópio de fluorescência Nikon TS2-FL 

utilizando-se objetiva de 20x. As células marcadas foram separadas em três 

categorias quanto à morfologia: 1. Ramificadas, 2. Amebóides e 3. Intermediárias. 

Foram consideradas células apresentando morfologia ramificada, quando possuíam 

três ou mais prolongamentos visíveis ou uma aparência “achatada”. Considerou-se a 
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morfologia amebóide, células que apresentavam-se completamente circulares ou 

arredondadas. Já a morfologia intermediária, foi considerada para células que não 

se enquadravam nas categorias anteriores (Figura 12B-D). A contagem de cada tipo 

morfológico foi feita utilizando o recurso “cell counter” do programa ImageJ versão 

1.54d. 

4.7 Reação de transcrição reversa seguida de PCR em tempo real (RT-

qPCR) 

Culturas de BV-2 expostas a diferentes tratamentos com etanol e Spike-1 (item 

4.1) e o tecidos de animais expostos ao etanol (item 4.4) foram lisados com Trizol® 

Reagent (Thermo Fisher) e o RNA total foi isolado utilizando-se o kit Direct-zol™ 

RNA MiniPrep (Zymo Research). O RNA foi dosado usando o espectrofotômetro 

Nanodrop ND-1000 (Thermo Fisher) e 1-2 μg do RNA purificado foi utilizado para a 

síntese de cDNA utilizando-se o RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo 

Fisher). O cDNA sintetizado foi usado para a reação de PCR quantitativa (qPCR) em 

tempo real utilizando-se PowerUp™ SYBR® Green Master Mix (Applied 

Biosystems™), para analisar a expressão de genes de interesse utilizando-se 

oligonucleotideos específicos (Exxtend, Quadro 3). O ciclo das reações foi de: 95ºC 

por 20 segundos, seguido por 40 ciclos de 95ºC por 3 segundos e 60ºC por 30 

segundos, 95ºC por 15 segundos, 60ºC por 1 minuto e 95ºC por 15 segundos no 

QuantStudio™ 1 Flex Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Os níveis de 

expressão relativa dos genes foram calculados usando o método 2
–▵▵CT (Livak; 

Schmittgen, 2001). Todas as reações foram feitas em triplicata.  

 
 
 
 
 
 



29 
 

 
Quadro 3 - Sequências dos oligonucleotídeos utilizados na reação de 

qPCR 
 

 

 

4.8 Quantificações e análises estatísticas 

Para análises por imunofluorescência de culturas de BV-2 e microglias 

humanas, foram adquiridas fotomicrografias de 5 campos por lamínula no aumento 

de 20x. Para as análises de imunohistoquímica foram adquiridos fotomicrografias de 
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3 campos do córtex cerebral, utilizando-se 3 cortes por animal, utilizando-se 

microscópio confocal Leica TCS SP5. A intensidade de fluorescência para os 

diferentes marcadores celulares in vitro e in vivo foi quantificada utilizando-se o 

parâmetro Integrated density do software ImageJ. In vitro, os valores obtidos a partir 

destas análises foram divididos pelo número total de células (DAPI), o qual foi 

quantificado manualmente. Para a plotagem das quantificações e análises 

estatísticas utilizamos o software Prism Graph Pad 8.0.1. Foi realizado teste de 

normalidade Shapiro-Wilk. Para os resultados in vitro foi utilizado o teste One Way 

Anova, com índice de significância de 95% (valor de p≤0,05), sendo assim 

considerado estatisticamente significativo. Já para os resultados in vivo, foi realizado 

o teste t de Student. 

 

5. RESULTADOS 

5.1 Análise do efeito do tratamento agudo com etanol nos níveis de ACE-

2, TMPRSS2 e TLR4 em células microgliais BV-2  

Um dos principais receptores para a entrada do vírus na célula é a ACE-2, 

atuando em conjunto com o co-receptor TMPRSS2 (Hoffmann et al., 2020), 

possuindo também como via alternativa a entrada através do TLR4 (Aboudounya, 

2021). Com o objetivo de avaliar se o tratamento das células microgliais murinas BV-

2 com etanol 170mM e 340mM desencadeia mudanças nos níveis das proteínas 

ACE-2, TMPRSS2 e TLR4, foi realizada a metodologia de imunocitoquímica para 

estes marcadores em células BV-2 tratadas nas diferentes condições. Não foram 

observadas mudanças em nenhuma das concentrações de etanol utilizadas para os 

receptores em relação ao controle. Observamos somente uma diferença estatística 

de 31,42% entre as condições experimentais 170mM e 340mM nos níveis de TLR4 
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(Figura 10H, I, J), indicando que os níveis de TLR4 possam ser dose dependentes. 

Figura 10. O tratamento com Etanol não modula os níveis de ACE-2, TMPRSS2 e TLR4 em 
culturas de células microglias (BV-2). Cultura de células microgliais BV-2 foram tratadas por 24h 
com etanol 170mM e 340mM, seguidas de análise por imunocitoquímica ACE-2 (A-C), TMPRSS2 (D-
F) e TLR4 (G-I). Não foram observadas diferenças nos níveis dos marcadores em relação ao controle 
(J). Os níveis de TLR4 apresentou-se diferente estatisticamente maior em células tratadas com etanol 
340mM, quando comparadas àquelas tratadas com 170mM. As análises de cada receptor foram 
feitas de forma individual e só posteriormente os dados foram unidos para a formação do gráfico 
apresentado. *P = 0,02552. N = 3-4. 

 

5.2 Efeito do tratamento com Spike-1 no número de células microgliais 

BV-2 em culturas previamente expostas ao etanol. 

Um dos eventos característicos do processo de transição das microglias de seu 

estado de homeostase para um estado ativado é a ativação da proliferação celular 

(Duchrow et al., 2001).  
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Com o objetivo de avaliar se a resposta proliferativa ao tratamento das células 

microgliais murinas BV-2 com Spike-1 poderia ser alterada em células previamente 

expostas ao etanol (170mM) foi realizada a metodologia de imunocitoquímica para o 

marcador Ki67 para as células BV-2 tratadas nas diferentes condições, no que 

consideramos o modelo “Agudo” ou “Crônico” de exposição ao etanol, seguida do 

tratamento com Spike-1. Esses modelos foram escolhidos visto que os diferentes 

tipos de exposição ao etanol podem desencadear diferentes respostas microgliais 

relacionadas a migração e sinalização celular, respostas pró- e anti-inflamatórias e 

outras funções (Lee et al., 2004; Asatryan et al., 2018; Wang et al., 2023). 

De acordo com a Figura 11, ao analisarmos gráficos dos números totais de 

células nas diferentes condições através da marcação com DAPI, notamos que a 

condição etanol, tanto quando exposto de forma aguda (Figura 11Q) quanto crônica 

(Figura 11S), não forneceu diferenças estatísticas nas diferentes condições 

experimentais em relação ao controle. Em relação ao número de células Ki67+, 

ainda não é possível concluir os efeitos dos tratamentos visto que este dado é 

preliminar (n = 1), embora o perfil de efeitos nas diferentes condições aguda e 

crônica parecem ser opostos (Figura 11R, T).  

Embora os tratamentos com etanol e Spike-1 não pareçam afetar o número 

total de células, ainda é preciso aumentar o número de experimentos para marcação 

de células Ki67+ para sabermos se de fato o etanol modula a capacidade de 

proliferação celular da microglia e se isso depende do tempo de tratamento. 
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Figura 11. O tratamento etanol e Spike-1 não modula a proliferação celular em culturas de 
microglias (BV-2), bem como os números totais de células. Células microgliais foram tratadas por 
24h (tratamento agudo) e 72h (tratamento crônico) com etanol, seguido do tratamento com Spike-1. 
Análises por imunocitoquímica para DAPI (azul) e Ki67 (vermelho) mostram que as células expostas 
de forma aguda (A-D,Q) ou crônica (I-L, S) não apresentam diferenças estatísticas em nenhuma das 
condições experimentais em relação ao controle (Q-T). Ki67, N = 1; DAPI, N = 5.  

 

5.3 Efeito do tratamento com Spike-1 nos níveis de CD-11b em culturas 

previamente expostas ao etanol 

Diversos marcadores de reatividade microglial já foram identificados e 

correlacionados com os diferentes estados de ativação, entre eles está a proteína de 

adesão CD-11b, pertencente à família das integrinas. Quando a microglia exibe um 

perfil mais ativado e pró-inflamatório os níveis de expressão de CD-11b aumentam 
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(Korzhevskii & Kirik, 2016). 

No intuito de avaliar se o tratamento das células microgliais murinas BV-2 com 

Spike-1 em células previamente expostas ao etanol desencadeiam mudanças nos 

níveis de CD-11b, tratamos as células microgliais murinas BV-2 seguindo o modelo 

“Agudo” e “Crônico” de exposição ao Etanol seguido de tratamento com a proteína 

Spike-1. 

De acordo com a Figura 12 podemos perceber que não há diferenças 

significativamente estatísticas em ambos os modelos de tratamento agudo e crônico 

em nenhuma das condições experimentais em relação ao controle e, com isso, é 

possível que um número maior de experimentos seja necessário para confirmar 

esses dados.  

 
Figura 12. O tratamento com etanol e Spike-1 não altera os níveis de CD-11b em culturas de microglias 
(BV-2). Células microgliais foram tratadas por 24h com etanol, seguidas do tratamento com Spike-1 para análise 
por imunofluorescência para CD-11b. Análises não mostram diferenças significativas nas condições que 
receberam etanol de modo agudo ou crônico. N = 3 



35 
 

5.4 Efeito do tratamento com Spike-1 nos níveis de C3 em culturas 

previamente expostas ao etanol 

Com o objetivo de avaliar se o tratamento das células microgliais murinas BV-2 

com Spike-1 em células previamente expostas ao etanol desencadearam mudanças 

na expressão de C3, já demonstrada como um dos principais marcadores de 

ativação pró-inflamatória e atividade fagocítica microglial (Soteros & Sia, 2021), foi 

realizada a metodologia de imunocitoquímica para este marcador para as células 

BV-2 tratadas nas diferentes condições. 

Ao observar a Figura 13, no modelo de tratamento agudo, observamos 

preliminarmente que o etanol e a Spike-1, separadas ou conjugadas, não 

modularam os níveis de C3 em comparação com o controle (Figura 13A-D, I), 

apesar de esses níveis aparentarem diminuir na presença da spike-1 e que as 

células que foram previamente expostas ao etanol seguidas do tratamento com 

spike-1 aparentam que o etanol possibilitou que a queda dos níveis de C3 não 

fossem maiores como na condição que recebeu apenas a proteína. Por outro lado, 

no tratamento crônico, o tratamento com etanol ou etanol+spike-1 não parecem 

alterar os níveis de C3, quando comparados ao controle (Figura 13E-G,J), mas o 

tratamento apenas com Spike-1 aumenta significativamente os níveis de C3 quando 

comparado com a condição controle, à etanol apenas e à etanol+spike-1 (Figura 

13E-H, J). 

Estes dados sugerem que no contexto da exposição crônica a Spike-1 aumenta 

os níveis de C3, contudo esse comportamento não é visto na presença do etanol. 

Para o modelo agudo é necessário realizar mais experimentos para avaliar se o 

comportamento de supressão dos níveis de C3 irá permanecer. 
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Figura 13. Células microgliais expostas à Spike-1 aumentam os níveis de C3 em presença crônica de 
etanol. Células microgliais foram tratadas por 24h com etanol, seguidas do tratamento com Spike-1 para análise 
por imunofluorescência para C3. No modelo agudo não foram observadas diferenças nas condições 
experimentais em relação ao controle. No modelo crônico, Spike-1 aumenta os níveis de C3 (H, J) e a prévia 
exposição ao etanol impede que este aumento ocorra (G, J), quando comparado com o controle, A exposição 
crônica ao etanol apenas não modula os níveis de C3 (F, J) em comparação ao controle, etanol. *P = 0,0128 
(controle x spike); *P = 0,0278 (etanol+spike x spike); **P = 0,0055 (etanol x spike). Agudo, N = 1; Crônico, N = 4 

 

5.5 Efeito do tratamento com Spike-1 na morfologia microglial em culturas 

previamente expostas ao etanol 

Um dos parâmetros que pode ser utilizado na hora de realizar a análise do 

perfil de ativação da microglia é através da mudança morfológica. Ao sair de um 

estado homeostático e de vigilância, onde possui ramificações que rastreiam o 

ambiente em busca de patógenos, ela assume um estado ativo ao perceber as 

mudanças no ambiente. Com isso, a microglia acaba por retrair suas ramificações e 

adquire uma forma amebóide (reativa). Entre essas duas morfologias há diversos 
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estágios intermediários, que mudam de acordo com os estados celulares funcionais 

específicos de cada doença (Prinz, Jung & Priller, 2019). 

Além da avaliação dos níveis de diferentes marcadores microgliais, também 

nos interessamos em avaliar se o tratamento com Spike-1 em células previamente 

expostas ao etanol poderia promover mudanças morfológicas significativas nas 

células microgliais, e se isso poderia se correlacionar com o processo de ativação 

destas células. Inicialmente, podemos observar por contraste de fase (Figura 14) a 

presença das diferentes morfologias presentes em nossa cultura. Neste contexto, 

quantificamos o número de células com morfologia ramificadas, indicando células 

em repouso/homeostase (Figura 14A); morfologias intermediárias, indicando 

morfologias transitórias entre ativado-repouso (Figura 14B); e ainda morfologia 

arredondada (amebóide, Figura 14C) que indicam células com perfil ativado/pró- ou 

anti-inflamatório (Salamanca et al., 2019), que receberam tratamento de etanol 

170mM de forma aguda e crônica.  

Observamos que no modelo de tratamento agudo não observamos diferenças 

no número células ramificadas na presença do etanol (Figura 14E) em relação ao 

controle, sendo observado o mesmo no tratamento crônico (Figura 14H). 

Em relação ao número de células intermediárias, também não observamos 

efeitos dos tratamentos nos números destas células, nem no modelo de tratamento 

agudo (Figura 14F) nem no crônico (Figura 14I) quando comparado ao controle. 

Entretanto, na análise dos números de células amebóides observamos no 

tratamento agudo que o etanol foi capaz de reduzir em 36,21% os números de 

células com esta morfologia em relação à condição controle, e que estes números 

são resgatados quando Spike-1 é adicionada a células previamente expostas 

(Figura 14G). No tratamento crônico, não observamos diferenças estatísticas entre 
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as condições em comparação ao controle (Figura 14J).  

Apesar de no tratamento agudo haver diferenças estatísticas em algumas 

condições apresentadas ao compararmos com o controle, podemos perceber que no 

crônico estas alterações não estão mais presentes de forma tão aparente, sugerindo 

que a resposta microglial ocorra nas primeiras 24 horas de exposição ao etanol e 

que pelo menos com relação à morfologia amebóide a exposição ao etanol reduz a 

capacidade de ativação celular característica da microglia. 
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Figura 14. Efeito do tratamento com Spike-1 na morfologia microglial em culturas previamente 
expostas a Etanol 170mM. Cultura de células microgliais murinas de linhagem BV-2 mantidas em 
condições controle, observadas por contraste de fase (A), onde são visíveis a heterogeneidade das 
morfologias destacadas por imunocitoquímica para IBA-1 (verde): Ramificada (B), Intermediária (C) e 
Amebóide (D). Os gráficos representam as porcentagens dos números de células das respectivas 
morfologias diferentes condições experimentais. Amebóide: ***P = 0,0001 (Controle x Etanol); ***P = 
0,0009 (Etanol x Etanol + Spike); ****P = <0,0001 (Etanol x Spike). Agudo, N = 3; Crônico, N= 4. 
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5.6 Efeito do tratamento com Spike-1 no potencial fagocítico de 

microglias previamente tratadas com etanol 

Uma das principais características da célula microglial é a sua importante 

capacidade fagocítica, obtendo um papel crucial na manutenção da homeostase e 

também durante o contexto patológico durante a neuroinflamação (Shafer et al., 

2012; Ji et al., 2013; Lv et al., 2023). 

Para tal, realizamos um ensaio de fagocitose in vitro, utilizando um kit contendo 

beads (microesferas) de látex conjugadas a Fluoresceína (FITC). Em nosso modelo 

experimental de tratamento agudo, utilizamos as concentrações de etanol (100 e 

340mM) para avaliarmos a intensidade de fluorescência das beads fluorescentes 

fagocitadas pelas microglias nas diferentes condições experimentais (Figura 15): 

Observamos que o tratamento com etanol 170 ou 340mM não provocou diferenças 

estatísticas em relação ao controle em relação ao potencial fagocítico das microglias 

(Figura 15E-F, O) Entretanto, a adição de Spike-1 à células previamente expostas 

ao etanol 170mM ou 340mM forneceu aumentos estatisticamente diferentes de 32 e 

58%, respectivamente, em relação ao controle (Figura 15G-J, O). O tratamento que 

recebeu somente a Spike-1 forneceu aumento ainda mais significativo no potencial 

fagocítico das microglias em 81,3% quando comparado com o controle (Figura 15K, 

L, O). Utilizamos o tratamento com LPS como nosso controle positivo do 

experimento pelo seu potencial descrito de induzir a reatividade microglial (Figura 

15 M-O).  

Esse resultado pode nos indicar que a presença da Spike-1 apenas ou em 

células previamente tratadas com etanol estimula a ativação fagocítica de células 

microgliais, sugerindo que para esta resposta, apenas a presença de Spike-1 seja 

suficiente. 
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Figura 15. O tratamento com Spike-1 induz o perfil fagocítico microglial independente da exposição 
ao Etanol. Cultura de células microgliais murinas de linhagem BV-2 submetidas à exposição aguda a 
diferentes concentrações de etanol e em seguida, à Spike-1 e incubadas com beads-FITC (verde, 
A,C,E,G,I,K,M)). As imagens da co-localização do contraste de fase com a marcação das beads-FITC 
(B,D,F,H,J,L,N) mostras que nas condições etanol+spike-1 e Spike-1 ocorre aumento da fagocitose das 
beads-FITC (H,J,L,O), em comparação ao controle. *P = 0,0480; **P = 0,0011; ***P = 0,0001; ****P = 
<0,0001. N = 3. 

 

5.7 Análise da expressão gênica de marcadores microgliais por RT-qPCR 

em células microgliais expostas cronicamente ao etanol, seguido do 

tratamento com Spike-1. 

 

Como a reatividade microglial está atrelada a expressão de citocinas pró-

inflamatórias e marcadores de reatividade microglial (Olah et al., 2011), analisamos 

o nível de expressão de genes de C3, de IL-1 (interleucina-1 beta) e CD-86 em 
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culturas de microglias BV-2 cultivadas e tratadas de acordo com o modelo “Crônico” 

de tratamento com etanol 100mM, seguida da exposição à Spike-1.  

Observamos que os tratamentos com etanol ou Spike-1, sejam sozinhos ou 

conjugados, não modularam de forma significativa os níveis de mRNA para C3 em 

relação ao controle (Figura 16A), enquanto a presença da Spike-1 aumentou os 

níveis de CD-86 em 5x em relação ao controle (Figura 16B). Com relação aos níveis 

de IL-1 os tratamentos também não modularam de forma estatisticamente diferente 

quando comparamos com a condição controle (Figura 16C).  

Esses perfis de resposta, mesmo que não estatisticamente diferentes, podem 

ser um indicativo de que o etanol e a spike-1, quando sozinhas, possam modular, 

negativa ou positivamente, os níveis de C3, IL-1β e CD-86, perfil este que parece ser 

perdido quando ambas estão conjugadas.  

 
Figura 16. Efeito do tratamento com Spike-1 nos níveis de expressão de C3, IL-1β e CD-86 em 
culturas de microglias (BV-2) previamente expostas cronicamente ao Etanol. Células microgliais 
de linhagem BV-2 foram tratadas com etanol 100mM e em seguida expostas ou não à Spike-1 e 
analisadas por RT-qPCR para C3 (A), CD-86 (B) e IL-1β (C). Análises indicam que o tratamento 
apenas com a spike-1 é capaz de modular a expressão de CD-86, mas que o tratamento com Spike-1 
em células previamente expostas ao etanol não altera a expressão gênica de C3 quando comparado 
a condição controle, apenas em relação às demais condições. IL-1β também não apresentou 
diferenças na expressão gênica. *P = 0,0302 (etanol x spike), *P = 0,0451 (etanol+spike x spike), C3; 
*P = 0,0123 (controle x spike), *P = 0,0130 (etanol+spike x spike), CD-86. N = 4. 

 

 

 



43 
 

 

5.8 Efeito da exposição crônica ao etanol in vivo nos níveis de IBA-1 no 

córtex cerebral de camundongos 

Uma vez que identificamos que o etanol parece modular o perfil reativo das 

células microgliais in vitro, o uso de linhagens celulares possui limitações. Para 

podermos ter uma melhor resposta sobre o perfil da célula microglial in vivo, 

utilizamos camundongos B6SJL de 8-10 semanas que receberam etanol 

administrado por gavagem durante 4 dias, 4g/kg (1x/dia), como descrito pelo nosso 

grupo previamente (Siqueira et al., 2021). Animais controle receberam água através 

do mesmo procedimento. Após as exposições, os animais foram anestesiados, 

eutanasiados e os encéfalos removidos e processados para imunofluorescência 

para o marcador microglial IBA-1. A proteína IBA-1 é uma proteína ligadora de cálcio 

expressa em micróglias e macrófagos, e foi demonstrada estar relacionada à 

organização e reorganização dos filamentos de actina, aumentando as projeções de 

membrana para promover o processo fagocítico (Ohsawa et al., 2018). 

As análises de imunofluorescência demostraram que no córtex cerebral de 

camundongos expostos cronicamente ao etanol não ocorre aumento na intensidade 

de marcação para IBA-1. De acordo com a Figura 17 conseguimos observar uma 

morfologia hipertrofiada, com o corpo celular microglial aumentado em comparação 

aos animais controle (Figura 17A-C). Embora este ainda seja um resultado 

preliminar, este dado sugere que in vivo etanol possa induzir um perfil reativo 

microglial. Entretanto, além de aumentar o número de animais analisados, será 

necessário saber como se dá a resposta microglial nestes animais expostos ao 

etanol e em seguida à Spike-1. 
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Figura 17. Efeito da exposição crônica ao Etanol in vivo nos níveis de IBA-1 no córtex cerebral. 
Imunofluorescência para IBA-1 do córtex cerebral de camundongos que receberam etanol por 4 dias por 
gavagem, representados nas condições Controle (A) e Etanol (B). N = 2 (controle); N = 2 (etanol). 

 

5.9 Efeito da exposição crônica ao etanol in vivo na expressão de ACE-2, 

TMPRSS2 e TLR4 em diferentes regiões do Sistema Nervoso Central 

 

Ainda no intuito de ampliar as análises in vivo, e como se sabe que a infecção 

por SARS-CoV2 é dependente da expressão de diferentes receptores e co-

receptores, resolvemos analisar os níveis de expressão de ACE-2, TMPRSS2 e 

TLR4 por RT-qPCR em diferentes regiões do SNC em animais expostos 

cronicamente ao etanol.  

Observamos, que os níveis de mRNA de ACE-2 estão reduzidos no córtex 

cerebral e hipocampo em 60% e 94,43%, respectivamente, mas aumentados em 4x 

na região do cerebelo em animais expostos ao etanol, em comparação ao grupo 

controle. Os níveis de mRNA de TMPRSS2 e TLR4 não foram modulados em 

nenhuma das áreas do encéfalo que foram analisadas quando comparamos com o 

grupo controle, porém os níveis de TMPRSS2 pareçam aumentar nas regiões do 
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hipocampo e cerebelo. Estes dados são ainda preliminares uma vez que é 

necessário aumentar o número de animais analisados para confirmarmos também 

se esses aumentos de TMPRSS2 irão se manter. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 18. Efeito da exposição crônica ao Etanol in vivo nos níveis de ACE-2, TMPRSS2 e TLR-
4 em diferentes regiões do SNC. Animais expostos ao etanol de forma crônica, tiveram seus 
encéfalos isolados e as regiões do córtex cerebral (CC), hipocampo (HP) e Cerebelo (CB) (A) foram 
dissecadas e processadas para RT-qPCR Os níveis de mRNA para ACE-2 estão reduzidos no córtex 
e no hipocampo, e aumentados no cerebelo, e os níveis de mRNA para TMPRSS2 e TLR4 não se 
alteram no córtex cerebral, hipocampo ou cerebelo. *P = 0,0158;  *P = 0,0278  ****P = <0,0001  N = 1-
3. Imagem A: VisiGene.com (Allen Brain Atlas – ABA). 

 

5.10 Efeito do tratamento de microglias humanas com etanol nos níveis 

de ACE-2, TMPRSS2 e TLR4 

 

Uma questão importante no contexto da COVID-19 é o impacto desta doença 

para o SNC humano, e neste contexto iniciamos algumas analises utilizando 

microglias humanas isoladas a partir de uma suspensão celular de tecido cortical 

humano (Thermo Fisher), para validar alguns achados encontrados nas células BV-2 
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(murinas) ou ainda verificar se a responsividade aos diferentes tratamentos depende 

da espécie. Realizamos o cultivo destas células e preliminarmente as tratamos de 

forma aguda com 2 concentrações de etanol (170 e 340mM) para avaliar a 

expressão de ACE-2, TMPRSS2 e TLR4. De acordo com a Figura 19, podemos 

perceber que essas células isoladas apresentam uma morfologia similar a BV-2 

quando em cultivo, e expressam os marcadores de interesse citados acima (Figura 

19 A,B).  

Análises por imunocitoquímica destas culturas nos mostrou que a presença do 

etanol 170mM e 340mM não alteraram os níveis dos receptores analisados em 

comparação ao controle. Entretanto, estes resultados são ainda preliminares, sendo 

necessários mais experimentos para confirmar estes dados.  

 

Figura 19. Efeito do tratamento com Etanol nos níveis de ACE-2, TMPRSS2 e TLR4 em culturas 
de células microgliais humanas. Foto em contraste de fase de células microgliais BV-2 (A) e 
humanas (B). Células microgliais humanas foram tratadas com etanol 170 e 340mM e analisadas por 
imunofluorescência. Em resultado preliminar, os níveis de ACE-2 (C-E),TMPRSS2 (F-H) e TLR4 (I-K) 
não são alterados na presença do etanol. As análises de cada receptor foram feitas de forma 
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individual e só posteriormente os dados foram unidos para a formação do gráfico apresentado N = 1. 

 

 

5.11 Efeito do tratamento de células microgliais humanas nos níveis de 

CD-11b, IBA-1 e CD-45 

Com o intuito de iniciar as análises sobre o perfil de ativação em microglias 

humanas, realizamos o cultivo dessas células para realizar tratamento agudo com 

etanol 170 e 340mM, e avaliamos a expressão de CD-11b, IBA-1 e CD-45. De 

acordo com a Figura 20, também não observamos diferenças estatísticas nos níveis 

de CD-11b, IBA-1 e CD-45 quando os comparamos com o controle, porém, mesmo 

esses resultados sendo preliminares e necessitando de mais experimentos para 

confirmar os dados, os níveis dos três marcadores aparentam ser menores na 

presença do etanol 170mM, indicando uma possível perda de ativação e supressão 

de atividade pró-inflamatória microglial. 

 

 
 

Figura 20. Efeito da exposição ao Etanol nos níveis de CD-11b, IBA-1 e CD-45 em células 
microgliais humanas. Células microgliais humanas foram tratadas com etanol 170 e 340mM e 
analisadas por imunofluorescência. De forma preliminar, os níveis de CD-11b (A-C),IBA-1 (D-F) e CD-
45 (G-I) não se alteram em presença de etanol 170mM ou 340mM. As análises de cada receptor 
foram feitas de forma individual e só posteriormente os dados foram unidos para a formação do 
gráfico apresentado. N = 1. 

 

 

6. DISCUSSÃO 
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A pandemia do novo coronavírus, responsável por causar a doença chamada 

COVID-19 (Ellul et al., 2020), acabou desencadeando o aumento do uso de drogas 

lícitas devido ao isolamento social, ocasionando sérios efeitos sociais e psicológicos 

na população em muitos países, atingindo diversos grupos etários e 

socioeconômicos (Zhai et al., 2022). Sabemos que o alcoolismo é responsável por 

reduzir a resposta imunológica do organismo, porém não se sabe ainda se o 

consumo crônico de álcool pode promover uma predisposição à infecção pelo 

SARS-CoV2, contribuir para progressão e agravamento da COVID-19, ou ainda para 

a manutenção das sequelas pós COVID (Testino & Pellicano, 2022). Apesar de 

haver estudos correlacionando o consumo de algumas bebidas com a diminuição do 

risco de sintomas graves enquanto o consumo de bebidas com alto teor alcóolico e 

em grande quantidade aumentam as chances de desenvolver a forma grave da 

COVID (Dai et al., 2022), ainda não há estudos correlacionando o consumo de 

álcool com a predisposição ao estabelecimento da COVID-19. Um dos principais 

mecanismos de infecção pelo vírus SARS-CoV2 em células humanas envolve a 

ligação de sua proteína de superfície Spike-1 com proteínas de superfície celular, 

especialmente a enzima conversora de angiotensina-2 (ACE-2), a qual atuaria como 

um receptor para o vírus e sua principal porta de entrada, sendo as microglias e 

astrócitos algumas das células que expressam altos níveis de ACE-2 (Ni et al., 2020; 

Vargas et al., 2020). Proteases, como a TMPRSS2, auxiliam esse receptor a 

completar o processo ao fazer a clivagem do domínio S2 e sítio S2’ da proteína 

spike-1 (Jackson et al., 2021). Já foi demonstrado na literatura que microglia, 

astrócitos, células endoteliais e outros tipos celulares expressam níveis de ACE-2 e 

TMPRSS2, sendo o segundo em um nível maior na microglia em relação a ACE-2 

(Torices et al., 2021). 
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Em nosso trabalho não foram encontradas diferenças nos níveis dos 

receptores ACE-2, TMPRSS2 e TLR4 em células BV-2 e humanas quando os 

comparamos com o controle tanto na condição que recebeu etanol 170mM quanto 

340mM. Os níveis de TLR4 de células BV-2 mostraram-se alterados somente 

quando comparamos a condição 340mM em relação com a condição 170mM, 

mostrando um aumento de 31,42%. Apesar de as microglias humanas ainda serem 

resultados preliminares, os nossos resultados não condizem com os demais dados 

na literatura. Diversos estudos já demonstraram que em diversos tecidos e regiões 

do encéfalo, após o uso crônico do etanol, possuem níveis elevados de ACE-2, 

TMPRSS2 e TLR4 (Okuno et al., 1986; Maul et al., 2001; Fernandez-Lizarbe, 

Montesinos & Guerri, 2013; Crunfli et al., 2020; Bantounou, 2022; Balasubramanian 

et al., 2022). Neste trabalho foram utilizadas duas concentrações de etanol devido a 

diversos trabalhos já utilizando essas mesmas concentrações de 170mM e 340mM 

no intuito de mimetizar uma dose alta em pessoas alcoolistas (Lawrimore & Crews, 

2017; Petagine et al., 2025), causando por exemplo dificuldade motora, diminuição 

dos batimentos cardíacos e diminuição da temperatura corporal, podendo levar ao 

óbito. 

No contexto da exposição ao etanol e à Spike-1, é fundamental entender se os 

efeitos observados neste trabalho podem estar sendo influenciados por alterações 

na proliferação celular. Alguns estudos já demonstraram que modelos de álcool 

mostraram uma ativação e proliferação microglial parcial (Nixon et al., 2008; McClain 

et al., 2011; Marshall et al., 2013). Além disso, estudos recentes demonstram que a 

proteína Spike-1 induziu a ativação de mastócitos, que desencadeou a liberação de 

fatores inflamatórios em microglias e em células endoteliais microvasculares do 

cérebro humano (Wu et al., 2024). O Ki67 é um marcador que está associado à 
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proliferação celular presente no núcleo das células durante as fases F1, S, G2 e M, 

sendo importante durante o ciclo celular (Duchrow et al., 2001). Através da análise 

de DAPI e dos números de células Ki67+, de acordo com a Figura 11 não 

observamos diferenças estatísticas nos números de células proliferativas, nem no 

número total de células, em nenhuma das condições experimentais em relação ao 

controle, sugerindo que os tratamentos não alteram o perfil proliferativo destas 

células. Contudo, é importante mencionar que, mesmo que as análises para Ki67 em 

nosso modelo ainda sejam preliminares e que novos experimentos precisam ser 

realizados para confirmar esses resultados, podemos notar que no tratamento agudo 

as células aparentam um aumento na proliferação nas células que receberam 

apenas o tratamento com a proteína spike-1 quando comparamos com as que 

receberam apenas etanol. Quando comparamos essas duas condições com a que 

recebeu tratamento prévio com etanol seguido do tratamento com a spike-1, pode 

ser que, caso esse padrão se mantenha com o aumento do número de 

experimentos, o etanol possa inibir parcialmente a proliferação celular de células que 

posteriormente foram tratadas com spike-1, o que foi visto de forma inversa no 

modelo crônico de tratamento. 

Uma vez que não tenhamos observado efeitos importantes no número de 

células totais nas culturas expostas a diferentes condições experimentais, e embora 

alguns dos efeitos pró- e anti-inflamatórios em células microgliais e macrófagos 

dependam da ativação da proliferação celular (Shigemoto-Mogami et al., 2014), 

observamos que ambos os tratamentos agudo e crônico não alteraram os níveis de 

CD-11b em relação ao controle em células microgliais BV-2, podendo observar um 

perfil semelhante em células microgliais humanas, mesmo que não tenha sido em 

modelo “agudo” e ‘crônico” e que ainda seja um dado preliminar. A proteína CD-11b 
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é uma proteína de adesão que pertence à família das integrinas, tendo seus níveis 

aumentados quando a célula exibe um perfil mais ativo e pró- ou anti-inflamatório. 

Algumas células como neutrófilos, monócitos, microglias e macrófagos expressam 

níveis de CD-11b, sendo bastante comumente usado em ensaios de 

imunofluorescência para detectar reatividade microglial em culturas (Korzhevskii & 

Kirik, 2016). De acordo com um estudo realizado por Alfonso-Loeches e 

colaboradores (2010), camundongos adultos que receberam etanol por 5 meses 

apresentaram um aumento nos níveis de CD-11b no córtex cerebral e aumento de 

citocinas inflamatórias. Já Zhao e colaboradores (2013) encontraram resultados 

similares ao trabalho anteriormente mencionado após tratamento crônico e 

intermitente por 25 dias ao analisar as áreas do córtex e hipocampo. 

Além disso, em modelos in vitro e in vivo de estudo da reatividade microglial no 

contexto da infecção por SARS-CoV2 também encontram elevados os níveis desta 

proteína quando células microgliais são infectadas por SARS-CoV2 ou expostas a 

proteína Spike-1 purificada (Emmi et al., 2023; Dunai et al., 2024). Neste contexto, 

embora não tenhamos observado diferenças estatísticas, é possível que para CD-

11b os efeitos da exposição ao etanol sejam mais indutores em maiores 

concentrações ou tempos de exposição. Entretanto precisamos realizar novos 

experimentos para confirmar essas hipóteses. 

Outro marcador de ativação pró-inflamatória e atividade fagocítica da microglia, 

é a proteína C3, uma proteína da família complemento (Soteros & Sai, 2021). De 

acordo com Zhou e colaboradores (2022), as proteínas do sistema complemento se 

ligam a sinapses imaturas ou com fraco desenvolvimento no SNC, onde irá ocorrer a 

poda através da microglia e essas sinapses são, então, reconhecidas por receptores 

do sistema complemento. Em microglias e astrócitos C1q e C3 são algumas das 
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proteínas envolvidas nesse processo de localização de sinapses “inapropriadas”.  

Neste trabalho, apesar de não termos encontrado diferenças nos níveis de C3 

em nenhuma das condições experimentais quando comparamos com o controle no 

modelo agudo, os níveis desse marcador na condição Spike no modelo crônico 

aumentaram em relação ao controle, possuindo também diferença estatística em 

relação às condições que receberam apenas etanol e que recebeu etanol seguido 

do tratamento com spike-1, podendo significar que o etanol possa reduzir a 

capacidade dessa proteína de modular os níveis de C3. Encontramos ainda um perfil 

de resposta semelhante em relação aos níveis de mRNA de C3 e CD-86, um outro 

importante marcador de ativação microglial e da resposta pró-inflamatória (Zhang, 

Park & Kim, 2023). Esses resultados podem sugerir que a exposição mais 

prolongada ao etanol seguida pelo tratamento com Spike-1 possa prejudicar a 

resposta da ativação microglial ao compararmos com as células que receberam 

somente o tratamento com a Spike-1. 

Sabidamente IL-1β é uma citocina pró-inflamatória que é liberada por 

macrófagos e microglias com perfil ativo durante processos de neuroinflamação 

(Monif et al., 2016), estando comumente associada a doenças neurodegenerativas, 

como doença de Alzheimer (Smith et al., 2011). Além disso, possui papel importante 

em funções fisiológicas do SNC, participando de processos de aprendizado e 

memória (Voet et al., 2019). Já CD-86 possui também um papel crucial no sistema 

imune, sendo um marcador do estado M1 de ativação da microglia, um estado 

inflamatório e neurotóxico (Guo, Wang & Yin, 2022). Um estudo realizado por Peng 

& Nixon (2021) demonstrou um aumento dos níveis de CD-86 juntamente com CD-

11b e CD-45 após ratos receberem etanol por quatro dias por gavagem. 

A reatividade microglial está ainda atrelada a alterações morfológicas, que são 
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fundamentais para estas células exercerem suas funções tanto homeostáticas 

quanto de remoção de patógenos e debris celulares (Takahashi, Rochford & 

Neumann, 2005). De acordo com um estudo realizado por Jeong e Colaboradores 

(2022), foi observado que a infecção viral por SARS-CoV2 induziu respostas imunes 

na fase inicial da infecção e na apoptose na fase tardia, com a microglia humana 

apresentando um perfil mais reativo e pró-inflamatório.  

Um estudo realizado por Melbourne e colaboradores (2024) demonstrou uma 

reatividade microglial moderada na área cortical do sistema límbico em ratos fêmeas 

tratadas com etanol por 4 dias, que sugeriu uma retração de ramificações de células 

microgliais através de análise morfológica. Porém, um estudo realizado em ratos 

adolescentes apresentaram uma ativação parcial da microglia no hipocampo desses 

animais, persistindo até o início da vida adulta, indicando que a exposição durante 

esse período desencadeia consequências a longo prazo (McClain et al., 2011). 

Neste trabalho, por se tratar do uso de uma linhagem celular, tentamos 

classificar as diferentes morfologias observadas in vitro em 3 categorias: 

ramificadas, intermediárias e amebóides. No modelo de exposição aguda não 

observamos diferenças estatísticas nos números de células ramificadas e 

intermediarias em células expostas ao etanol. Já as células com morfologias 

amebóides apresentaram-se em menor número em presença de etanol, sendo estes 

números resgatados em células que foram previamente tratadas com etanol e em 

seguida à Spike-1, quando comparado ao controle. No modelo crônico não 

encontramos resultados relevantes quando à alterações morfológicas em nenhuma 

condição experimental.  Estes dados sugerem que a resposta microglial ocorra nas 

primeiras 24 horas de exposição ao etanol e que pelo menos com relação à 

morfologia amebóide a exposição ao etanol reduz a capacidade de ativação celular 
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característica da microglia.  

As alterações morfológicas estão diretamente atreladas ao perfil fagocítico das 

células microgliais. A morfologia amebóide da microglia, característica de seu perfil 

ativo (Kinuthia, Wolf & Langmann, 2020), passa a favorecer uma maior capacidade 

fagocítica de células disfuncionais e patógenos (Henriques et al., 2018). 

Desta forma, decidimos também avaliar a capacidade fagocítica dessa célula 

em diferentes condições experimentais e observamos um aumento dessa função 

nas condições em que havia a presença da proteína Spike-1, seja sozinha ou em 

células previamente tratadas de forma aguda com etanol. Esse aumento da 

capacidade fagocítica encontrado no nosso trabalho pode ser confirmado por dados 

da literatura (Wang et al., 2023), que dizem que o etanol inibe a fagocitose da 

microglia. De fato, em nosso modelo, o tratamento com etanol apenas não foi capaz 

de induzir o fenótipo fagocítico. Porém, já é descrito que a proteína Spike é capaz de 

modular esse perfil nessa célula (Samudyata et al., 2022), sendo um forte indicador 

de que apenas o etanol sozinho não seja capaz de aumentar a fagocitose microglial. 

Logo, para esse perfil de resposta, a exposição ao etanol, sozinha, ou prévia a 

adição de Spike-1, não parece ser necessária. Entretanto, em alguns de nossos 

resultados percebemos que o tratamento crônico com etanol parece ser relevante 

para modular a resposta microglial à Spike-1. Será importante também avaliar o 

perfil de resposta fagocítica da microglia no modelo crônico ao etanol, seguido de 

exposição à Spike-1. 

Até aqui, todos os nossos achados foram utilizando uma linhagem celular para 

modelar os efeitos da exposição ao etanol como um fator que pode influenciar a 

resposta microglial à proteína Spike-1. Para nos aprofundarmos nas análises, 

realizamos experimentos in vivo, onde encontramos um aparente aumento da 
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imunorreatividade para IBA-1 no córtex cerebral de camundongos expostos de forma 

crônica ao etanol em comparação ao grupo controle. Já foi descrito na literatura que 

o etanol é capaz de modular positivamente os níveis de IBA-1 no córtex e 

hipocampo de animais expostos ao etanol por 10 dias (Qin & Crews, 2012a-b) e 12 

meses (Ehrlich, Pirchl & Humpel, 2012), corroborando com nosso dado onde, 

mesmo com um tempo menor de exposição, este já foi suficiente para induzir uma 

possível reatividade microglial in vivo. Em relação aos dados obtidos através do RT-

qPCR das áreas do córtex cerebral, hipocampo e cerebelo para os receptores ACE-

2, TMPRSS2 e TLR4, encontramos um aumento nos níveis de ACE-2 no cerebelo 

desses animais, bem como uma diminuição nas regiões do córtex e hipocampo para 

o mesmo marcador. Não encontramos diferenças estatísticas nos outros dois 

marcadores, apesar de termos encontrado um aparente aumento nos níveis de 

TMPRSS2 no hipocampo e cerebelo. Um estudo recente encontrou altos níveis de 

ACE-2 e TMPRSS2 em diversas regiões do encéfalo, como hipotálamo, hipocampo, 

cerebelo e córtex parietal, com alta expressão gênica de TMPRSS2 no hipocampo 

(Gupta et al., 2024), já outro estudo indica que os níveis de expressão de ACE-2 são 

baixos no córtex cerebral e em comparação sendo um pouco maior nas regiões do 

tálamo e plexo coroide (Chen et al., 2020). O primeiro estudo mencionado corrobora 

com os achados de nosso trabalho, porém pode ser necessário aumentar o número 

de experimentos para poder confirmar se as expressões desses receptores nessas 

regiões estão corretas. 

7. CONCLUSÃO 

Com isso, demonstramos que a proteína Spike é capaz de influenciar na 

capacidade fagocítica da microglia BV-2, com o etanol supostamente agindo como 

um inibidor quando exposto previamente à proteína. Esse resultado em conjunto 
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com os dados encontrados na mesma condição experimental para C3 através do 

ensaio de imunofluorescência e por RT-qPCR juntamente com CD-86 corroboram 

com essa hipótese. Os efeitos do etanol desencadearam mudanças morfológicas 

dentro das primeiras 24h, o que não foi visto no modelo crônico. Esse fato também 

corrobora com a ideia de que o consumo crônico do etanol faz com que essa célula 

perca a sua capacidade de mediar inflamação e atividade fagocítica, o que não foi 

visto na presença da Spike sem exposição prévia ao etanol. De qualquer forma, são 

necessários que mais experimentos sejam realizados para confirmar os resultados 

obtidos, principalmente os experimentos in vivo, visto que alguns não estão 

condizentes com o que já foi relatado na literatura sobre a modulação dos níveis de 

inflamação de célula microglial e de receptores para o SARS-CoV2. 
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