UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
FACULDADE DE MEDICINA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ANATOMIA PATOLOGICA

BEATRIZ ESTEVES VIEIRA

EFEITO DA PRE-EXPOSICAO AO ETANOL NA REATIVIDADE MICROGLIAL
INDUZIDA PELA PROTEINA SPIKE DE SARS-CoV2

RIO DE JANEIRO
2025



BEATRIZ ESTEVES VIEIRA

EFEITO DA PRE-EXPOSICAO AO ETANOL NA REATIVIDADE MICROGLIAL
INDUZIDA PELA PROTEINA SPIKE DE SARS-CoV2

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de Pdés-Graduacdo em Anatomia
Patolégica da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como
requisito parcial a obtencédo do titulo de Mestre
em Anatomia Patolégica.

Orientadora: Joice Stipursky Silva

RIO DE JANEIRO
2025



FICHA CATALOGRAFICA

CIP - Catalogacao na Publicacao

vaS8e

Vieira, Beatrliz Esteves
Efeito da pré-exposicio ao etancl na reatividade
microglial induzida pela proteina Spike de SARS-Cav2
/ Beatriz Esteves Vieira. —— Rio de Janeiro, 2D25.
42 £.

Orientadora: Joice Stipursky.

Dissertagac (mestrado) - Universidade Federal do
Rioc de Jansiro, Faculdade d= Medicina, Programa de
Pés—Braduagac em Medicina (Anatomia Patolégica), 2025.

1. COVID-19. 2. Alcool. 3. Neurcinflamacdoc. 4.
Microglia. 5. BW-2. I. Stipursky, Joice, orient.
II. Titulo.

Elaborado pelo Sistema de Geragéo Automatica da UFRJ com os dados fornecidos
pelo(a) autor(a), sob a responsabilidade de Miguel Romeu Amorim Neto - CRB-7/6283.




Dissertacdo de mestrado apresentada ao
Programa de POs-Graduacdo em Anatomia
Patolégica (PPGAP), sob a orientacdo da
Professora Joice Stipursky da Silva. A
dissertacdo foi desenvolvida no Laboratorio de
Biologia das Interagbes Neurovasculares
(LBINV) do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade Federal do Rio de Janeiro; sob
recursos concedidos pela Fundacao
Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal
de Nivel Superior (CAPES), pela Fundacéo
Carlos Chagas Filho de Amparo a Pesquisa do
Estado do Rio de Janeiro (FAPERJ) e pela

International Society for Neurochemistry (ISN).



AGRADECIMENTOS

Inicialmente gostaria de agradecer aos meus pais e minha irméa 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 séo luz em minha vida e
me d&o mais forgas ainda para continuar e ajudar a criar um futuro melhor para eles
através da ciéncia. Um milhdo 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 inicio ouvindo minhas frustracdes sobre as células que nao
vingaram, os experimentos que deram errado, mas também compartilharam comigo
as alegrias e realizacGes profissionais que eu obtive durante os dois anos do
mestrado. Agradeco também aos que tiveram uma breve passagem nesse percurso,
mesmo que ndo tenhamos mais contato ou uma relagédo proxima, o carinho que me
proporcionaram durante oS momentos bons e ruins estardo pra sempre em minha
memoria, eu sou eternamente grata por terem tido essa passagem em minha vida.
Também sou infinitamente grata aos meus amigos gue, mesmo nao tendo um
contato frequente, sei que a torcida pelo nosso sucesso € matuo. Todos vocés que
passaram e 0S que permaneceram na minha jornada, sempre acreditando em mim
nos momentos que até eu mesma ndo conseguia: muitissimo obrigada.

A minha orientadora Prof2 Joice Stipursky por me aceitar inicialmente como
técnica no laboratério junto com as Profds 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. As minhas amigas de
laboratoério, que também estiveram presentes em todos 0s momentos possiveis e
imaginaveis, principalmente a Eduarda, que foi a primeira a me acolher quando eu
entrei no LabCom1; a Milena, que me acompanhou durante toda a graduacéo e
depois topou a missdo de me substituir quando eu passei na selecdo do mestrado; a
Isabelle, que me proporcionou as risadas mais escandalosas possiveis; a Fernanda
Carmo, que ilumina o laboratério toda vez que chega; a Mirella, a nossa torcedora
mais fraca nas olimpiadas, que também me deu muito suporte nesse caminho; a
Gabriella, que compartilhou comigo diversas situacdes de desespero com a
linhagem de célula que utilizamos em comum; & Manuela, que também compartilhou
inlmeros momentos dignos de lembrar para sempre, fazendo juntas o longo

percurso até a nossa casa em um bairro bem distante do fundao; a Leticia, que foi a



primeira pessoa que eu fiquei encarregada de treinar como sendo aluna de iniciagédo
cientifica; e agradeco também aos demais alunos que passaram no LabComl
durante todo esse tempo.

A minha psicologa Marjorie, que eu ndo poderia ter deixado de mencionar em
meu TCC e agora em minha dissertacdo, pois sem o seu incrivel trabalho eu nédo
teria acreditado em mim e conseguido conquistar tudo o que conquistei em todos
esses anos de parceria.

Aos meus colegas de profissdo que de alguma forma cruzaram o meu
caminho.

Aos incriveis professores que puderam me proporcionar todo o conhecimento
exigido para que eu pudesse completar essa jornada.

A todos que de alguma forma contribuiram para o desenvolvimento deste

trabalho, deixo aqui a minha eterna gratidao.



“Existem muitas hipdteses em ciéncia que estéo erradas. Isso é
perfeitamente aceitavel, eles sdo a abertura para achar as que
estao certas.”— Carl Sagan



\

RESUMO

VIEIRA, Beatriz Esteves. Efeito da pré-exposicao ao etanol na reatividade microglial
induzida pela proteina Spike de SARS-CoV2. Rio de Janeiro: UFRJ, 2024.
Dissertacdo (Mestrado em Anatomia Patolégica) - Faculdade de Medicina,

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

A COVID-19, causada pelo novo coronavirus, SARS-CoV-2, ocasionou mais de
700 milhdes de casos confirmados de acordo com a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS). No auge da pandemia foi reconhecido pela OMS um aumento no consumo
de bebidas alcéolicas na populacdo de diversos paises como um meio de lidar com
a depressao e ansiedade resultantes do isolamento social. No sistema nervoso
central (SNC), as células microgliais sdo as principais responsaveis pela resposta
imune ao mediar a neuroinflamacdo. No contexto patolégico, a microglia passa a
secretar mediadores inflamatérios, altera sua morfologia e adota um perfil fagocitico.
O consumo de &lcool é reconhecidamente um fator que induz a neuroinflamacéo e
neurodegeneracdo. No contexto da COVID-19, a neuroinflamacéo e a reatividade
glial sdo eventos mediado pela infeccdo de células gliais humanas pelo SARS-CoV2,
gue reconhece, através de sua proteina de superficie Spike-1, a enzima conversora
de angiotensina-2 (ACE-2) e outras proteinas como TMPRSS2 e TLR4. Apesar de
diferentes fatores de risco para COVID-19 terem sido descritos, ndo se sabe se 0
consumo de alcool 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 (cronico, 1 tratamento por dia) seguido da exposicdo a proteina
Spike-1 (1.8ug/ml) por 24h. Observamos por imunofluorescéncia que as células
tratadas somente com etanol apresentaram aumento de 1,2x nos niveis de ACE-2
na condicdo de etanol 170mM em comparacdo ao controle. Células tratadas
somente com Spike-1 apresentaram aumento de nos niveis de expressao de C3, um
marcador de atividade fagocitica e ativacdo microglial, evento este que foi revertido
pelo prévio tratamento crénico com etanol. O tratamento crénico com etanol apenas
ou a exposicdo somente a Spike-1 parecem aumentar os niveis de IL-13 e CD-86,
evento estes que foi perdido pelo tratamento com Spike em células previamente
expostas ao etanol. Tratamento com etanol sozinho ndo induziu a atividade
fagocitica, evento este que s6 € observado pelo tratamento com Spike em células
previamente expostas ao etanol. No in vivo, o etanol pareceu induzir a reatividade
microglial pelo aumento dos niveis de IBA-1 no cortex cerebral, e alterou a
expressdo de ACE-2, TMPRSS2 e TLR4 de forma regido especifica. Ja as
microglias corticais humanas apresentaram niveis de expressdo de ACE-2, TLR4,
CD-11b e IBA-1 induzidos pelo etanol de forma dose dependente.

Estes dados sugerem que a exposi¢cdo ao etanol parece reduzir a resposta
microglial a Spike-1, o que poderia contribuir para a perda de fungcdo microglial no
controle da resposta imune e neuroinflamagéo no SNC.

Palavras-chave: COVID-19, ALCOOL, NEUROINFLAMACAO, 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 Spikel protein (1ug/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-13
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. INTRODUCAO
1.1. COVID-19

No final de 2019, o mundo enfrentou o inicio do que se tornaria a maior
pandemia da histéria recente. Na provincia de Wuhan, na China, foram relatados os
primeiros casos de uma nova doenca causando a chamada Sindrome Respiratoria
Aguda Grave, provocada por um novo coronavirus, SARS-CoV2, doenca conhecida
como Coronavirus disease (COVID)-19 (Huang et al., 2020). Desde o decreto de
pandemia pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) em 30 de janeiro de 2020
(Mehase, 2020), mais de 775 milhdes de pessoas no mundo testaram positivo para
a doenca, causando mais de 7 milhdes de 6bitos (OMS, 2024) sendo, desde entéo,
conhecida como “a maior calamidade em saude no mundo desse século e o maior
desafio que a humanidade ja enfrentou desde a segunda guerra mundial’
(Chakraborty & Maity, 2020). Do total de pessoas infectadas pelo virus, quase 40
milhdes dos casos e mais de 700 mil 6bitos ocorreram somente no Brasil (Ministério

da Saude, Brasil, 2025).

Individuos infectados com o SARS-CoV2 podem ser assintomaticos,
apresentar sintomas leves, como febre, perda do olfato e paladar, dores no corpo ou
evoluir para a forma grave, onde ocorre a necessidade de internagcdo, quando o
paciente apresenta comprometimento respiratério severo, devido a insuficiéncia
pulmonar (Figura 1). Além dos sintomas relatados por pacientes hospitalizados,
observou-se também o comprometimento da fungcéo neural, como casos de doenca
cerebrovascular aguda com episddios de acidente vascular cerebral, cefaleia,
tontura, perda de consciéncia, alteragcdes na memoria, ataxia e até mesmo epilepsia
(Ellul et al., 2020). De acordo com Brasil (2021), podem ocorrer casos criticos com

presenca de sepse, insuficiéncia respiratoria e pneumonia graves, disfuncdo de



multiplos 6rgdos, além de sindromes respiratorias, como a sindrome do desconforto
respiratério agudo (ARDS, do inglés acute respiratory distress syndrome), podendo
haver a necessidade de suporte respiratério e internacées em unidades de terapia

intensiva.

Sistema Nervoso
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Figura 1. Sistemas e 6rgéos afetados pela infeccdo por SARS-CoV2 e seus possiveis sintomas.
O SARS-CoV2 pode afetar diversos 6rgdos e sistemas do corpo humano (A), podendo néo
apresentar sintomas (assintomatico), apresentar sintomas leves e graves, incluindo sintomas
neurolégicos (B). SDRA: Sindrome do Desconforto Respiratorio Agudo; AVE: Acidente Vascular
Encefalico. Criado em biorender.com

O SARS-CoV2 é um betacorocavirus de acido ribonucleico (RNA), com
material genético representado por uma unica molécula de RNA positiva (RNA+), fita
simples, ndo segmentada (Figura 2A). Dentre suas proteinas ja identificadas, as
proteinas estruturais sdo Spike (S), Nucleocapsideo (N), Envelope (E) e Membrana
(M) e outras 16 proteinas nao estruturais (nspl-16) (Ceraolo e Giorgi, 2020), sendo
as proteinas S, E e M, ancoradas na bicamada lipidica que envolve o
nucleocapsideo e 0 RNA genémico (Figura 2B). A proteina do nucleocapsideo esta
associada ao RNA gendmico e atua regulando o processo da replicagdo viral
guando a mesma ja se encontra dentro da célula hospedeira (Helmy et al., 2020; Li
et al., 2020). A proteina M atua determinando o sitio de brotamento do virus e a
forma do envelope viral, além de ter uma interagdo direta com a proteina N que

acaba por estabilizar o nucleocapsideo. J4 a proteina E atua desencadeando o



processo de montagem da particula viral e brotamento (ICTV, 2011; Malik, 2020).
Por fim, a proteina Spike-1, formada pelas subunidades S1 e S2, é responsavel por
realizar a ligacdo da superficie viral com proteinas receptoras presentes em células
hospedeiras, possuindo uma aparéncia de coroa devido aos trimeros que formam
espiculas na superficie do virus quando observados em microscopio eletrénico,
dando origem ao nome “Coronavirus” (Helmy et al.,, 2020; Uzunian, 2020). Essa
proteina possui 0 dominio de ligacdo ao receptor (RBD, do inglés Receptor Binding
Domain), o qual esta localizado na subunidade S1, enquanto que na subunidade S2
se encontram os dominios de fusdo, formadas por sequéncias de repeticdo dos
heptapeptideos 1 e 2 (HR1 e HR2), constituidos por um terminal transmembrana e
outro citoplasmético (Figura 2C; Xia et al., 2020). Além disso, essa proteina também
€ 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
virus na célula humana. Diversos 6rgédos e tecidos expressam altos niveis de ACE-2,
como células do trato respiratério, células musculares, endoteliais, neurdnios,
astrocitos, microglias, e outros (Beyerstedt, Casaro & Rangel, 2020). Essa ligacédo
com o receptor da célula alvo ocorre através do dominio S1 pelo dominio RBD e,
apos a interacdo S1(RBD)-ACE-2, o dominio S2 da proteina spike-1 €& clivado
através da enzima protease serina transmembranar 2 (TMPRSS2; Figura 2C),
seguido do sitio S2’ para completar o processo de fusdo do virus com a célula alvo
(Jackson et al., 2021). Contudo, apesar de ACE-2 ser considerada o principal
receptor e estar presente na maioria dos 6rgaos, isso ndo serve como indicativo de
que o virus da COVID-19 entra no organismo através de oOrgédos e tecidos que
tenham somente esse receptor (Masre et al., 2020), podendo indicar que em baixos

niveis de expressdo o SARS-CoV2 tende a encontrar outros receptores (Quadro 1).



Outros co-receptores também ja foram descritos capazes de auxiliar a entrada do

virus 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

Receptor/co-receptor

Exemplos de locais onde é expresso

Referéncia(s)

Coracdo
Rim
Trato gastrointestinal

Ni et al., 2020;

ACE-2 Diversas células do Sistema Nervoso Central Vargas et al., 2020
Pulmao Salamannaet al., 2020.
Testiculos
Vasos Sanguineos
Células epiteliais do trato respiratorio, gastrointestinal e urogenital Hoffmann ef al., 2020
TMPRSS2 Figado Jacksonet al., 2021;
Pele Barthe et al., 2023
Células da membrana basal da mucosa oral
Queratinocitos
TLR4 Fluidos corporais (forma diluida) Rusanen et al., 2024
Células endoteliais
Ceélula Microglial
Neutrofilos
ADAMA17/ Células de Schwann L
TACE Células endoteliais Oliveira et af., 2024
Células T
Linfonodos
CD-147 Células epiteliaistubulares Radzikowska et al., 2020;
Células nervosas Suetal., 2021
Células mieloides
NRP-1 Células epiteligis do tecido olfatério Cantuti—Cas_teretri et al., 2020;
Macrofagos derivados medula 6ssea Mayi et al., 2021
Células endoteliais
CD-209/ Tecido renal Shen et al., 2021;
CD-209L Tecido epitelial pulmonar Savla, Prabhavalkar & Bhatt, 2021;
Megacariécitos Kondo et al., 2021
Plaquetas
AXL Epitélio Pulmonar Wang et al., 2021
Células mieldides
DPP4/CD-26 Capilares sanguineos Vankadari et al., 2020;

Células do miocardio
Células T CD4+

Posadas-Sanchezet al., 2021

Heparan Sulfato (HS)

Coragao
Tecido Arterial
Capilares Sanguineos
Células endoteliais venosas

Cagno et al., 2019;
Salah & Mehta, 2021

GRP78

Glandula da Tireoide
Células olfatorias

Chu et al., 2018;
Aguiar ef al., 2020;
Fu et al., 2021

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

virus se ligou ao receptor ndo expresse niveis suficientes de TMPRSS2, o mesmo é

internalizado por endocitose através da proteina clatrina até os endossomos, onde



sera realizada o processo de clivagem do sitio S2' pelas proteases catepsinas

(Figura 2C).

Em seu genoma estdo presentes duas grandes quadros de leituras abertas
(ORFs, do inglés open reading frame) — ORFla e ORF1b —, que codificam as
proteinas ndo estruturais, necessarias para a sintese de RNA por possuirem
diversas funcdes enzimaticas. As ORFla e ORF1b irdo codificar as subunidades da
maquinaria da replicase, as quais sdo produzidas através do processamento
autoproteolitico de poliproteinas ppla e pplab, respectivamente (Bai, Zhong & Gao,
2022). Assim, novas particulas virais sdo montadas através da associacdo de
genomas e proteinas do nucleocapsideo, com subsequente envelopamento da sua
estrutura. As proteinas localizadas nesse envelope viral sdo inseridas nas
membranas intracelulares, sendo entdo direcionadas ao local de montagem do virus,
encontrando-se com 0 nucleocapsideo, para entdo desencadear o brotamento de

particulas virais nos compartimentos da membrana (Bai, Zhong & Gao, 2022).
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Figura 2. SARS-CoV2 e o mecanismo de entrada do virus nas células. (A) Virus SARS-CoV2 e
suas proteinas essenciais: Nucleocapsideo (N), Envelope (E), Membrana (M) e Spike (S), bem como
seu principal receptor (ACE-2) e co-receptor (TMPRSS2); (B) Mecanismos de entrada do virus na
célula, onde no lado esquerdo ha o esquema representativo onde ocorre a ligacao do virus com a
célula alvo através do receptor ACE-2, seguida da clivagem através do co-receptor TMPRSS2,
ativagdo do dominio S2 e da entrada através da fusdo das membranas do virus e da célula alvo. Ja
no lado direito ha a ligagdo do SARS-CoV2 com o receptor ACE-2 seguido da internalizagdo do virus,
no processo de endocitose pela proteina clatrina até os endossomos, onde sera realizada o processo
de clivagem do sitio S2’ pelas proteases catepsinas para entdo ocorrer a fusdo das membranas. Apés
gualguer um desses meios de entrada ira ocorrer a traducao e replicagdo do virus para formacéo de
mRNA, onde novos virus irdo ser formados para entdo serem liberados no meio extracelular; e (D)
Subunidades S1 e S2 da proteina Spike, com énfase nos dominios 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 virus dependente do
mesmo para realizar a ligacdo com a célula, enquanto células com pouca quantidade desse receptor
utilizam receptores alternativos. Fonte: Lim, Zhang, Chang, 2024.

Células epiteliais pulmonares, células cardiacas, endoteliais, células do plexo
coroide, microglias e astrécitos expressam altos niveis de ACE-2 (Ni et al., 2020;
Vargas et al., 2020). TMPRSS2 é abundantemente expresso em tecidos epiteliais,
bem como astrdcitos, pericitos e microglia (Hoffmann et al., 2020, Malik et al., 2023,
Motta et al., 2023). Como mencionado acima, em células que expressam baixos
niveis de ACE-2 o virus pode se ligar a receptores alternativos (Jackson et al.,2022).
De acordo com a literatura, o TLR4 também atua como um co-receptor do virus,
evidéncias sugerem que essa proteina possui a interacdo mais forte entre proteinas
e a spike do SARS-CoV2 quando comparados com outros TLRs (Choudhury &
Mukherjee, 2020). Outras evidéncias também sugerem que o SARS-CoV2 induz
fortemente a expressdo do gene estimulado por intérferon (ISG) em contexto
imunopatogénico no trato respiratério; também ha evidéncias de que a ativacéo de
ISG resulta no aumento da expressao de ACE-2 e sugerem um possivel mecanismo

no qual o virus possa se ligar e ativar o TLR4 para aumentar a expressao de ACE-2



e, assim, promover a entrada do virus na célula alvo (Aboudounya & Heads, 2021;
Fontes-Dantas et al., 2023). O TLR4 est4 presente tanto na superficie celular no
local de reconhecimento de proteinas virais antes das mesmas entrarem na célula
alvo, quanto nos endossomos quando a sua via de sinalizacdo alternativa é
acionada sendo, entdo, importante para inicializar as respostas inflamatorias e seu
estimulo exacerbado pode levar a uma neuroinflamacéo prejudicial (Aboudounya &
Heads, 2021).

1.2 Sistema Nervoso Central como alvo do SARS-CoV2

A COVID-19 pode desencadear sintomas neurolégicos que resultam
diretamente como resultados da tempestade de citocinas e hipdxia causadas pela
inflamacéo sistémica pelo SARS-COV2 e pela infeccéo por esse virus em células da
barreira hematoencefalica (BHE). A neuroinflamacdo exacerbada causada pela
COVID-19 pode ocasionar disfuncdes neurovasculares na BHE e em células gliais,
como a microglia, desencadeando assim o0s sintomas neuroldgicos (Xie et al., 2023,
Motta et al.,, 2023). Esses sintomas neurolégicos podem ser a perda do olfato
(anosmia) e do paladar (ageusia), acidente vascular cerebral (AVC), tontura, dores
de cabeca, problemas neuropsiquiatricos, cefaleia, encefalite, convulsdo, entre
outros (Nuzzo et al.,, 2021; Pacnejer et al., 2024). Dentre os problemas
neuropsiquiatricos, que podem ser passageiros ou crbénicos, estdo a ansiedade,
depressdo e transtorno de estresse poOs-traumatico (TEPT; Taquet et al., 2021).
Estudos indicam que a esquizofrenia pode aumentar as chances de infecgéo por
SARS-CoV2 devido ao uso de antipsicoticos (Nersesjan et al., 2024), bem como ser
uma das sequelas da COVID-19 por conta das alteragbes em células gliais
(Baranova, Cao & Zhang, 2022). Estudos de Merzon et al (2021) e Liu, N et al

(2021) mostram uma associacdo entre pessoas com Transtorno do Déficit de



Atencdo com Hiperatividade (TDAH) e o risco aumentado de infeccdo por SARS-
CoV2 e sintomas graves da COVID-19, mas ainda ndo sabem ao certo a correlacao

de ambas doencas.

As microglias sao células originarias do saco vitelino (Saijo & Glass, 2011),
sendo capazes de auto-renovacdo independentemente de células-tronco
hematopoiéticas (Tay et al., 2017), possuindo diferentes fun¢cdes na manutencao da
homeostasia cerebral, bem como atuando em processos patologicos (Costa, 2021).
Apesar de possuirem bastante semelhanca em morfologia e funcdo com os
macrofagos, suas origens embrionarias sdo diferentes, onde o0s macrofagos
possuem origem embriondria mais tardia, sendo provenientes de células-tronco

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

As ceélulas microgliais, no contexto fisiologico, s&o responséveis por
desempenhar algumas fungbes (Figura 4), como a regulacdo da neurogénese
(Cunningham, Martinez-Cerdefio & Noctor, 2013), a eliminagcdo de células mortas e
debris no SNC (Takahashi, Rochford & Neumann, 2005), o suporte neuronal através
da liberacdo de fatores tréficos (Ueno et al., 2013), fagocitar sinapses neuronais
fracas ou disfuncionais (Shafer et al., 2012; Ji et al., 2013), entre outras. Ja durante
0 processo patoldgico, a microglia possui importante funcdo durante a resposta
imunologica e na neuroinflamacdo, ocorrendo uma rapida mudanca na sua
morfologia e funcdo ao passar para um estado ativo e pré- ou anti-inflamatorio
(Kettenmann et al., 2011; Plemel et al., 2018). Os estados de reatividade microglial
foram descritos inicialmente como M1, que seria o fenotipo “inflamatério”, e o M2 um
fendtipo “neuroprotetor”, entretanto hoje em dia essas classificagbes estao caindo
cada vez mais em desuso visto que ja se sabe que os perfis de ativacdo microglial

sao na verdade um painel e que dependem do contexto celular, estimulo patoldgico,
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regido do SNC e momento em que houve o estimulo (Prinz, Jung & Priller, 2019;
Savage, Carrier & Tremblay, 2019). Uma das proteinas envolvidas no processo
fagocitico € a proteina IBA-1 (proteina adaptadora de ligacdo ao célcio ionizado 1),
cuja funcdo demonstrada foi a de auxiliar na organizacdo e reorganizacdo dos
filamentos de actina, aumentando as projecbes de membrana para promover 0

processo fagocitico (Ohsawa et al., 2003).

( Homeostase ) ( Doenga ou lesdo )

I =

‘
J

/ \ /|

Estado de vigilancia Manutengio da Estado reativo e Rec:lutamento de células
homeostase inflamatorio o sistema imune
Fagocitose de sinapses
neuronais fracas ou Suporte neuronal Producdo de mediadores | Destruicao de patégenos
disfuncionais inflamatérios
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Figura 4. Diferentes estados e fun¢des da microglia no Sistema Nervoso Central. (A) Célula em
homeostase, onde desempenha a funcao de vigilancia, manutencdo da homeostase cerebral, fagocitose
de células mortas, debris e sinapses neuronais fracas ou disfuncionais, regulacdo da neurogénese,
suporte neuronal, neuroprote¢éo, entre outros; (B) Célula em estado ativo e inflamatério, desempenhando
a funcao de producéo de citocinas e outros mediadores inflamatoérios, recrutamento de células do sistema
imune, destruicdo de patdgenos, reparo tecidual, fagocitose de debris, entre outros, com modulacdo de
suas principais proteinas. Criado em biorender.com

A mudanca morfologica da microglia pode ser utilizada como parametro de
analise do seu perfil de ativagdo. Quando essa célula se encontra em repouso
(também chamado de estagio de vigilancia), ela possui ramificacdes que rastreiam o

ambiente em busca de patégenos. Ao perceber as mudancas no ambiente, a
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microglia passa a retrair as ramificacoes e adquire a forma ativada (amebdide)
(Figura 5). Entre esses dois estagios de morfologia ha uma variedade de estagios
intermediarios que mudam de acordo com os estados celulares funcionais
especificos de cada doenca, porém ainda € incerto como ocorrem esses estados
transicionais e a organizacdo espacial no cérebro lesionado ou doente e ainda
muitos artigos recentes utilizam a analise morfolégica da microglia como um dos
parametros para se correlacionar com a ativacdo pré inflamatoria desta célula

(Salamanca et al., 2019).

8 ™

A

Ramificada Intermediaria Ameboide

Figura 5. Perfis morfoldégicos da microglia. (A) Ramificada — estado homeostatico, (B) Intermediaria
e (C) Amebdide — estado “reativo”. Criado em biorender.com

Além do aspecto morfolégico, diversos marcadores de reatividade microglial
tem sido identificados e correlacionados com os diferentes estados de ativacédo. As
proteinas IBA-1, ja mencionada, e a proteina de adesdo CD-11b, da familia de
integrinas, tem sua expressao aumentada em microglias com perfil ativado pré- e
anti-inflamatério (Korzhevskii & Kirik, 2016). Além disso, mais recentemente a
proteina CD-45, uma tirosina fosfatase, tem sido correlacionada por sua fungédo de
supressao do perfil pro-inflamatorio, uma vez que antagonistas da ativacdo desta
enzima parecem aumentar a resposta pro-inflamatdria microglial no contexto da
doenca de Alzheimer (Tan et al., 2000). Além disso, a proteina da familia

complemento C3 j& foi demonstrada como um dos principais marcadores de
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ativacdo proé-inflamatéria e atividade fagocitica microglial (Soteros & Sai, 2021).
Classicamente, o fator de transcricdo NF-kb promove a transcricdo de genes alvo,
0S quais muitos séo pro-inflamatorios; sua sinalizacéo é ativada através de duas vias
distintas: via canbnica e ndo-candnica (Sun et al., 2022), sendo também é utilizado
para identificar a ativacdo de vias de resposta proé inflamatérias (Liu, H et al., 2021).
Além disso, a secrecdo de citocinas esta relacionada com o perfil de ativacdo da
microglia, que ocorre quando a mesma responde a estimulos de citocinas e outros
fatores (Nayak, Roth & Mcgavern, 2014; Tremblay et al., 2015). A microglia € capaz
de produzir e secretar citocinas pro-inflamatérias, como interleucinas IL-13, IL-6 e
TNF-a, os quais ja foram demonstrados secretados pela microglia durante o
desenvolvimento e em contextos patolégicos (Shigemoto-Mogami et al., 2014). Em
um estudo recente de Fontes-Dantas e colaboradores (2023) foi encontrado um
aumento dos niveis de IBA-1 e que os niveis de expressdo de TNF, INF-B e IL-6
foram modulados positivamente em células microgliais BV-2 que receberam spike

por 24h, sem que afetasse os niveis de IL-18 e IFNAR2.

De acordo com Almutairi e colaboradores (2021) as mudancas
neuropatolégicas demonstradas no SNC em decorréncia da COVID-19 incluem a
inducéo de respostas inflamatdrias, as quais resultaram na liberacdo de mediadores
inflamatorios. Um estudo post mortem demonstrou que 34 de 43 pacientes com
COVID-19 apresentaram ativagcao microglial no cerebelo e no tronco cerebral
(Matschke et al., 2020). Ja se sabe que a infec¢do sistémica € capaz de induzir a
ativacdo microglial no SNC e que essas células sdo mais suscetiveis a patdégenos
em comparagdo com astrocitos. A comunicacdo entre essas duas células é

responsavel pelo desencadeamento de liberagcdo de fatores inflamatorios, como
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TNF-a, 6xido nitrico (NO) e espécies reativas de oxigénio (ROS) (Almutairi et al.,

2021).

1.3 Fatores de risco para COVID-19

Diversos fatores foram descritos como fatores de risco para progressao da
COVID-19, como a obesidade (Silva et al., 2021), diabetes mellitus (Garces et al.,
2022), hipertensao arterial, doencas cardiovasculares (Ribeiro e Uehara, 2022) e a
idade (Chen et al., 2022; Adesse et al, 2022). Individuos obesos apresentam pré-
disposicdo para agravamento de infec¢cdes pulmonares graves por SARS-CoV2
(Elrobaa & New, 2021), e também podem desenvolver uma piora no quadro
respiratorio devido a propenséo de diminuicdo das vias aéreas, o que limita o fluxo
de ar, além de apresentarem um desafio para a intubacdo quando necessaria devido
ao aumento da quantidade de tecido adiposo na laringe (Michalakis e llias, 2020).
Pode-se destacar também o sedentarismo, podendo levar a obesidade, gerando
resisténcia insulinica e prejudicar a resposta imune, contribuindo, assim para um
possivel desenvolvimento de diabetes mellitus. Em relacdo aos individuos
diabéticos, ao prejudicar a resposta imune do organismo, acredita-se que isso pode
levar a inflamagdo e estresse oxidativo, também podendo estar atrelada a
microangiopatia associada a potencial toxicidade direta do SARS-CoV2, como em

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

A maioria dos estudos que relacionaram a COVID-19 e a hipertenséo arterial
que esta correlacionada a doencas cardiovasculares, apresentaram hipertensédo
como a doencga crénica 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 disfungéo endotelial, afetando diretamente a funcao vascular
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e, ao realizar a associacdo com a idade, a hipertensédo provoca o espessamento dos
vasos sanguineos, resultando no enrijecimento progressivo e perda de
complacéncia das grandes artérias, desempenhando um papel crucial no avanco da
patogénese da COVID-19 (Yugar-Toledo et al., 2015; Nagele et al., 2021). De fato,
alteracbes vasculares, mas especialmente as neurovasculares foram
descritas como indutoras da neuroinflamacdo e das sequelas neuroldgicas

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

Outro fator como a idade do individuo contribui para o estabelecimento da
doenca. Em um trabalho recente de nosso grupo, foi demonstrado que ha uma
correlacao entre idade e a entrada do virus no SNC, visto que naturalmente com a
idade ha uma reducédo da resposta imunolégica, com uma perda de propriedades da
BHE devido a disfungcbes em células endoteliais, levando ao aumento da
permeabilidade da barreira (Adesse et al., 2022). Disfuncdes na mitocondria também
foram demonstradas como algo capaz de favorecer o estabelecimento do virus, bem

como doencas neurodegenerativas em decorréncia da idade. (Chen et al., 2021).

Um trabalho de Morojele e colaboradores (2021) mostrou a correlacédo de
diversas doencas infecciosas, como HIV/AIDS, tuberculose, pneumonia e a propria
COVID-19 com o uso abusivo do alcool. E aléem de doencas metabdlicas e
associadas ao envelhecimento, o uso de bebidas alcodlicas 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 alcool pode causar danos em tecido
epitelial, além de desregular o sistema imune inato e adaptativo, de modo que fique
mais suscetivel a infec¢des virais. Ainda de acordo com a autora, pessoas com

cirrose alcoolica estdo mais suscetiveis a desenvolver pneumonia devido a reducao
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de funcbes hepéticas. Além disso, ja consta na literatura que o uso moderado de
alcool pode elevar os niveis de ACE-2 por até 4 semanas apdés O CONsSUmMo

(Bantounou, 2022).

1.4 Alcool e Sistema Nervoso Central

O élcool é a droga psicotrépica mais utilizada em todo o mundo, com uma
estimativa de ser consumida por mais de 2,5 bilhdes de pessoas (OMS, 2024).
Segundo o ultimo relatério da OMS, a partir de um levantamento de dados de 2019,
cerca de 2,6 milhdes de o6bitos foram atribuidos ao consumo de &lcool, sendo
equivalente a 4,7% de todas os 0bitos. Os niveis de consumo per capta na regiao 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
paises da América. Ainda de acordo com este relatorio, cerca de 400 milhdes de
pessoas no mundo vivem com transtornos pelo uso de alcool e outras drogas, sendo

209 milhdes possuindo dependéncia de alcool.

O uso dessa substancia afeta a atencéo, gera comportamentos inapropriados
ou agressivos, perda de capacidade de julgamento, perda da coordenag¢do motora,
marcha instavel e fala arrastada (OMS, 2024), como mostra a Figura 6. De acordo
com o relatério do Centro de Informagdes sobre Salde e Alcool (CISA, 2024), no
ano de 2023 as internacdes totalmente atribuiveis ao alcool foram de 27/100 mil
habitantes, sendo a maioria de pessoas do sexo masculino na faixa etaria de 35 a
54 anos. As principais causas dessas internacdes foram atribuidas a dependéncia
de alcool e doenca alcéolica do figado, que juntas compdem mais da metade do
namero de internacdes desse ano, seguidos de intoxicacdo aguda, sindrome de
abstinéncia e transtorno psicotico atribuivel ao alcool. No ano anterior a 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 0s anos de 2020 e 2022

(CISA, 2024).

Impactos do Uso do Alcool no Sistema Nervoso Central

’ Comportamentos
Perda de capacidade de inapropriados ou
julgamento agressivos
Marcha Instavel /i .I s Alteractes na fala e na

et e | memoria

| Perda da coordemagao

Tremores motora

Suscetibilidade a
doencas infecciosas

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

De acordo com a literatura, o consumo crénico de alcool e sua consequente
dependéncia podem causar comprometimento do sistema imune, cirrose hepatica e
complicagBes associadas ao sistema respiratorio, como a sindrome do desconforto
respiratorio agudo (Corrao et al., 2004; Simou, Leonardi-Bee & Britton, 2018). Além

disso, esse nivel de consumo e em altas doses pode ter efeitos neurotoxicos graves
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e promover a neurodegeneracdo (Kamal et al., 2020; Siqueira & Stipursky, 2022),
levando ao comprometimento cognitivo com atrofia da substancia branca, perda
axonal e desmielinizacdo em certas regides do cérebro, como o hipocampo, lobo

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

No SNC ja foi descrito que o alcool pode desencadear alteragdes na expressao
génica relacionada a resposta imune em diferentes regides do cérebro, induzindo
assim uma resposta pré-inflamatéria. E descrito atualmente que os receptores do
tipo toll (TLRs) possuem um papel vital na resposta imune, pois sua ativacdo esta
relacionada a respostas inflamatorias de reconhecimento de patdégenos (Bugge,
Antallis & Wu, 2009) e sendo comumente expressos em ceélulas imunes, como
células T, células NK, dendriticas, macréfagos e neutrofilos (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 neuroinflamacédo e dano neural ao modular niveis de TLR4 e
TLR2. Apesar do etanol alterar os niveis desses marcadores dependa do estimulo,
concentracdo de etanol e célula analisada, seus resultados sugerem que o alcool
desencadeia a ativacdo neuroimune no cérebro ao estimular células microgliais e

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

Recentemente nosso grupo demonstrou que células endoteliais cerebrais
expostas a diferentes doses de etanol secretam fatores pré-inflamatérios que levam
a falha da funcédo e estabilidade neurovascular. Além disso, astrécitos expostos aos
fatores secretados por células endoteliais expostas ao etanol também apresentam
altos niveis de citocinas proé-inflamatérios como IL-1B, IL-6, TNF-a, o que é
acompanhado pela ativacéo e translocacdo nuclear do fator de transcricdo NF-kB

(Siqueira et al., 2021). J& a exposicdo de células microgliais ao etanol induz a sua
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proliferacdo em roedores nos modelos de abuso ao alcool e 0 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 cértex pré-frontal de camundongos que eram expostos ao
etanol de forma crbnica revelou alteracdo na expressdo de genes da resposta e

ativacdo imune (Warden et al., 2020).

1.5 Alcool e Covid-19

Um estudo na Inglaterra investigou a correlacéo entre o risco da Covid-19 de
acordo com diferentes tipos de bebidas alcodlicas, demonstrando que individuos que
consomem bebidas enriquecidas em substancias antioxidantes como o vinho
apresentam risco menor em desenvolver sintomas graves de Covid-19,
possivelmente devido ao fato de estas substancias contraporem os efeitos do
alcool em promover o estresse oxidativo. Por outro lado, bebidas que contém um
alto teor alcodlico, e neste sentido o consumo cronico também, aumentam em até
28% o risco do individuo testar positivo para SARS-CoV2 (Dai et al., 2022),
sugerindo que o alcoolismo possa oferecer maior predisposi¢ao a infec¢do pelo novo
coronavirus. Nenhum estudo até hoje correlacionou o consumo de alcool com a
predisposicdo ao estabelecimento da Covid-19 e até mesmo a progressao,

agravamento e a duracao dos sintomas apoés a fase aguda da doenca.

Evidéncias sugerem que o consumo de alcool (social e moderado) modula os
niveis 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 numero de bebidas alcéolicas ingeridas por semana estava
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correlacionado com a sindrome do desconforto respiratério agudo apos a infeccao
por SARS-CoV2 (Lassen et al., 2021) e uma ligagdo molecular entre o &lcool e a
COVID-19 ja foi discutida anteriormente pelas alteragcdes no sistema imune inato e
adaptativo (Rodriguez et al., 2021). Recentemente um estudo demonstrou que a
repetida exposicdo ao etanol aumenta a expressédo de ACE-2 em diferentes regibes
do encéfalo como hipocampo, cortex pré-frontal, bulbo olfatério, dentre outras

(Crunfli et al., 2020).

Neste contexto, embora as poucas evidéncias sugiram que a exposicdo ao
alcool possa modular os niveis de receptores para 0 SARS-CoV2 e aumentar a
piorar 0s sintomas respiratorios em individuos que consomem bebidas alcodlicas,
nao se sabe se o consumo de alcool pode modular os niveis de receptores utilizados
pelo SARS-CoV2 no SNC, e daqueles envolvidos na resposta pré-inflamatoria,
especialmente em microglias e em astrécitos, ambas ja destacadas por serem alvos
de SARS-CoV2 (Buzhdygan et al., 2020; Li et al., 2021). Apesar dos efeitos nocivos
ao organismo devido ao consumo crbénico de alcool e que as poucas evidéncias
sugiram um maior risco de progressao da doenca (Vasudeva & Patel, 2020; Testino

et al., 2022), essa correlacdo ainda néo esta descrita.

2. JUSTIFICATIVA

A Covid-19 tem representado um enorme desafio para a comunidade cientifica
e médica, e embora alguns fatores de risco ja tenham sido descritos para o
estabelecimento e agravamento da doencga, além da manutencdo das sequelas de
longo prazo, como doencas cardiovasculares, diabetes, obesidade e idade, nada se

sabe se consumo de drogas de abuso, como o alcool, pode representar mais um
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fator de risco para o estabelecimento e/ou agravamento da neuroinflamacéo
observada na COVID-19. Neste contexto, € essencial analisar se a exposi¢cdo ao
etanol é capaz de alterar a susceptibilidade das células microgliais a resposta de
reatividade induzida pelo tratamento com a proteina Spike-1 de SARS-CoV2 e, com
isso, sugerir um possivel novo grupo de risco para a COVID-19 e para o

estabelecimento de sequelas neuroldgicas.

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar se as células microgliais que foram expostas a Spike-1 podem
apresentar disfuncdes celulares pela prévia exposicéo ao etanol.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Verificar se a exposicdo ao etanol in vitro modula a expressao de
receptores-alvo para SARS-CoV2 em células microgliais murinas (BV-2) e humanas:
ACE-2, TMPRSS2 e TLR4, por imunocitoquimica e RT-gPCR;

2. Analisar in vitro se a exposicao prévia ao etanol, seguida do tratamento
com a proteina viral purificada Spike-1, modula os niveis de marcadores de ativacdo
de células microgliais BV-2 por imunocitoquimica e RT-gPCR;

3. Analisar funcionalmente in vitro se a exposicdo prévia ao etanol
seguida do tratamento com a proteina viral purificada Spike-1 modula os niveis de
marcadores de ativacao de células microgliais BV-2 por ensaio de fagocitose;

4. Investigar in vivo se a exposicdo crbnica ao alcool altera a expresséo
de ACE-2, TMPRSS2 e TLR4 em diferentes regides do SNC, por RT-gPCR, e a

reatividade microglial, por imunohistoquimica.
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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 25cm? (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
CO? (5%) a 37°C. Para realizacdo dos experimentos, as células BV-2 foram
plagueadas em placas de cultura de 24 poc¢os (Corning), contendo laminulas de
vidro de 13mm redondas, em presenca de meio com soro (MCS). A densidade de
plaqueamento utilizada foi 5.10* células por poco. 24hs apés o plaqueamento, as
células foram tratadas com Etanol 170mM e 340mM (Sigma Aldrich) ou com meio
sem soro (MSS) por 24 horas, sendo este o0 modelo de exposi¢céo “Aguda” (Figura
7A) ao etanol. ApGs este periodo, alguns pocos tratados ou ndo previamente com
etanol foram tratados com a proteina Spike-1 (1.8ug/mL), como descrito por Jana,
Heaven & Alayash (2021), por 24 horas adicionais. Neste sentido, obtivemos 4
condi¢cbes experimentais: “Controle (meio sem soro)”, “Etanol”’, “Etanol + Spike-1” e
“Spike-1”. Apds os tratamentos, as células foram fixadas com paraformaldeido (PFA)
4% (Isofar) por 15 minutos, seguidos de lavagem com tampéo fosfato salino (PBS;
Cloreto de sodio, Cloreto de potassio, Cloreto de calcio, Fosfato de sédio, Fosfato de
potassio, Acido 2-[4-(2-hidroxietil)1-piperazinil]-etanosulfonico e Azida sodica; pH 7-
7,4) e submetidas a imunocitoquimica. Para o modelo de tratamento “Crénico”
(Figura 7B), as células foram expostas a um tratamento diario com Etanol 170mM
por 3 dias consecutivos. Apds, as células foram tratadas com a proteina Spike-1 por

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

armazenadas em freezer -80°C.

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

4.2 Cultivo de microglias humanas

As células de microglias humanas (Figura 8) foram obtidas através de cultura
primaria com astrocitos corticais humanos (Gibco™ Human Astrocytes =1 x 106
cells/mL; Cat.: K1884), sendo isoladas com auxilio de um agitador. Esses astrécitos
corticais foram cultivados e expandidos em garrafas de cultura de 25cmz2 (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 CO? (5%) a 37°C. Passado esse tempo, o meio foi
coletado e transferido para outra garrafa de mesmo tamanho e mantido na
incubadora de CO2 nas mesmas condi¢cdes. Essas células microgliais humanas
foram cultivadas e expandidas em garrafas de cultura de 25cm? em meio de cultura
DMEM contendo SFB 10% e P/S 1%, sendo mantidas em incubadora de CO? (5%) a
37°C. Para realizacdo dos experimentos, as células foram plaqueadas em placas de

cultura de 24 pocos (Corning), contendo laminulas de vidro de 13mm redondas, em
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presenca de meio com soro (MCS). A densidade de plaqueamento utilizada foi 5.10*
células por poco. 24hs apds o plagueamento, 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 exposicdo “Aguda” ao etanol. Neste sentido, obtivemos 3
condigdes experimentais: “Controle (meio sem soro)”, “Etanol 170mM” e “Etanol
340mM”. Apos os tratamentos, as células foram fixadas com PFA 4% (lsofar) por 15

minutos, seguidos de lavagem com PBS e submetidas a imunocitoquimica.

Figura 8. Microglias Humanas provenientes de cultura de astrocitos 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 andlises do
potencial fagocitico utilizando-se um Kit contendo microesferas de latex (beads)
conjugadas a FITC de 0,1ym (Phagocytosis Assay Kit IgG FITC - Cayman
Chemical). Além dos tratamentos com etanol e Spike-1, utilizamos lipopolissacarideo
(LPS; 500ng/mL) como um controle positivo do experimento, e ainda o MCS como
controle de viabilidade celular. Nesse sentido, foram utilizados 8 condicoes

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 instrugbes do fabricante seguido da
fixacdo por PFA 4%, e analise por microscopia de fluorescéncia e contraste de fase

em microscopio Nikon TS2-FL.

4.4 Exposicado ao etanol em modelo in vivo

Camundongos machos da linhagem B6SJL entre 8 e 10 semanas foram
mantidos no Biotério do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho e foram
submetidos a procedimentos autorizados pelo CEUA do CCS/UFRJ sob numero
145/24. Os animais possuiram acesso ilimitado a agua e alimento, em sala
refrigerada e com ciclos de luz (periodo de claro e escuro). Um dia antes do inicio
das manipulacdes 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 agua (grupo controle) por gavagem durante 4 dias (1x/dia). No quinto dia, 0s
animais foram transportados para o Laboratério de Biologia das Interacfes
Neurovasculares (ICB/UFRJ), onde foram anestesiados com xilazina 10mg/mL e
cetamina 100mg/mL, e ap6s confirmacdo da perda dos reflexos motores, foram
eutanasiados por deslocamento cervical. ApOs a eutanasia, o encéfalo foi removido,
seguido de disseccao (Figura 9). Um hemisfério foi fixado por imerséo por 48 horas
em PFA 4%. O outro hemisfério foi dissecado para separacdo de 3 regifes de
interesse: cortex cerebral, hipocampo e cerebelo. Os tecidos dissecados foram
lisados em 1mL de Trizol (Thermo fisher), seguido de armazenamento em freezer -

80°C.
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Figura 9. Esquema de tratamento dos camundongos com etanol de forma crbnica, seguido da
disseccdo do encéfalo. Criado em biorender.com

4.5 Imunofluorescéncia
4.5.1 Imunocitoquimica

Apés a fixacdo das células microgliais BV-2 e humanas, estas foram incubadas
com solugéo de bloqueio e permeabilizagéo (soro normal de cabra 5%, Triton 0,2%,
e albumina de soro bovino 3%, diluidos em PBS), por 1h em camara umida em
temperatura ambiente. Apés, as laminulas foram incubadas com os anticorpos
primarios (Quadro 1), contra marcadores para microglias/macréfagos, como CD-
11b, C3, CD-45 e IBA-1, para proliferacdo como Ki67, receptor e co-receptores para
SARS-CoV2 como ACE-2, TMPRSS2 e TLR4 diluidos em solugcdo de bloqueio

overnight a 4°C. ApGs a incubagdo com os anticorpos primarios, as laminulas foram



26

lavadas em PBS, e incubadas com os anticorpos secundarios (Quadro 2) diluidos
em solucdo de bloqueio, por 2hs a temperatura ambiente em camara umida. Em
seguida, as laminulas foram lavadas 3x com PBS, os nlcleos foram corados com
DAPI (Thermo Fisher) por 10 min, e em seguida as laminulas foram montadas em
meio de montagem Fluoromount (Sigma Aldrich) em laminas de microscopia.
Fotomicrografias foram adquiridas em microscopio de fluorescéncia Nikon TS2-FL,

em aumento de 20x.

Quadro 2: Anticorpos primarios e secundarios

(Antic::";gze;:;érios) N° de Catalogo Produzido em Diluicao Fabricante

ACE-2 MAS32307 Camundongo 1/25 Invitrogen

C3 PA521349 Coelho 1/50 Invitrogen
CD-11b M1/70.15.11.5.2 Rato 1/300  Hybridoma Bank
CD-45 AB528150 Humano 1/100 Hybridoma Bank

IBA-1 019-19741 Coelho 1/200 Wako

IBA-1 MABNO92 Camundongo 1/100 Thermo Fisher

Ki67 RM-9106-S1 Coelho 1/200 NeoMarker

TLR4 MA516216 Camundongo 1/100 Invitrogen
TMPRSS2 P5H9-A3-S Camundongo 1/100 Hybridoma Bank

Anticorpos Secundarios N° de Catalogo Especificidade Diluicao Empresa
Alexa Fluor 488 A11001 Camundongo 1/300 Thermo Fisher
Alexa Fluor 488 A11008 Coelho 1/300 Thermo Fisher
Alexa Fluor 488 A11006 Rato 1/300 Thermo Fisher

Alexa Fluor 546 A11010 Coelho 1/1000 Thermo Fisher
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4.5.2 Imunohistoquimica

Os encéfalos dos camundongos B6SJL foram fixados como descrito no item
4.4, foram seccionados em no vibratomo (Leica) para obtencdo de cortes sagitais de
40um de espessura. Os cortes obtidos foram transferidos para pocos de placas de
24 pogos 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%, diluidos em PBS) contendo 0.5% Triton X-100 por 30 minutos e, em
seguida, incubados em solucdo de bloqueio por 1 hora e 30 minutos sob agitacao.
Apods o bloqueio, os cortes foram incubados com o anticorpo primario anti-IBA-1
(Thermo Fisher, 1:100) overnight a 4°C em camara Umida. Posteriormente, os cortes
foram lavados com PBS trés vezes sob agitacdo durante 10 minutos cada lavagem.
Em seguida, foram incubados em temperatura ambiente com o anticorpo secundario
especifico por 2 horas sob agitacdo. Apds 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 laminulas de vidro. As analises
das imunofluorescéncias in vivo foram relizadas utilizando-se microsopio confocal

SPE (Leica), em aumento de 40x.

4.6 Analises morfologicas in vitro.

As analises foram realizadas em culturas de BV-2 submetidas aos tratamentos
nos diferentes grupos experimentais (item 4.1) e imunocitoquimica (4.5.1) para
marcacao de CD-11b e fotografadas em microscopio de fluorescéncia Nikon TS2-FL
utilizando-se objetiva de 20x. As células marcadas foram separadas em trés
categorias quanto a morfologia: 1. Ramificadas, 2. Amebdides e 3. Intermediarias.
Foram consideradas células apresentando morfologia ramificada, quando possuiam

trés ou mais prolongamentos visiveis ou uma aparéncia “achatada”. Considerou-se a
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morfologia ameboide, células que apresentavam-se completamente circulares ou
arredondadas. Ja a morfologia intermediaria, foi considerada para células que nao
se enquadravam nas categorias anteriores (Figura 12B-D). A contagem de cada tipo
morfologico foi feita utilizando o recurso “cell counter” do programa Imaged versao

1.54d.

4.7 Reacédo de transcricao reversa seguida de PCR em tempo real (RT-
gPCR)

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 espectrofotdmetro
Nanodrop ND-1000 (Thermo Fisher) e 1-2 ug do RNA purificado foi utilizado para a
sintese de cDNA utilizando-se o RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo
Fisher). O cDNA sintetizado foi usado para a reacdo de PCR quantitativa (QPCR) em
tempo real utilizando-se PowerUp™ SYBR® Green Master Mix (Applied
Biosystems™), para analisar a expressdo de genes de interesse utilizando-se
oligonucleotideos especificos (Exxtend, Quadro 3). O ciclo das reacdes foi de: 95°C
por 20 segundos, seguido por 40 ciclos de 95°C por 3 segundos e 60°C por 30
segundos, 95°C por 15 segundos, 60°C por 1 minuto e 95°C por 15 segundos no

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

expressdo relativa dos genes foram calculados usando o método 2~ * *©T (Livak;

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



Quadro 3 - Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados na reacéo de

gPCR

Sequéncias de primers para camundongos

ACE-2 F

ACE-2R

TMPRSS2 F

TMPRSS2 R

TLR4F
TLR4 R
IL-1B F
IL-1B R
C3F
C3R
CD-86 F
CD-86 R
18SF
18S R

GADPH F

GADPHR

TCCATTGGTCTTCTGCCATCCG
AGACCATCCACCTCCACTTCTC
AAGTCCTCAGGAGCACTG
CAGAACCTCCAAAGCACAGC
AGCTTCTCCAATTTTTTCAGAACTTC
TGAGAGGTGTGTAAGCCATGC
CAGGCAGGCAGTATCACTCA
TAATGGGAACGTCACACACC
ACCTTACCTCGGCAAGTTTCT
TTGTAGAGCTGCTGGTCAGG
TGTTTCCGTGGAGACGCAAG
TTGAGCCTTTGTAAATGGGCA
TTAGAGTGTTCAAAGCAGGCCCGA
TCTTGGCAAATGCTTTCGCTCTGG
GCCTTCCGTGTTCCTACC

CCTCAGTGTAGCCCAAGAT

4.8 QuantificacOes e analises estatisticas
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Para andlises por imunofluorescéncia de culturas de BV-2 e microglias

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

de 20x. Para as analises de imunohistoquimica foram adquiridos fotomicrografias de
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3 campos do cortex cerebral, utilizando-se 3 cortes por animal, utilizando-se
microscopio confocal Leica TCS SP5. A intensidade de fluorescéncia para o0s
diferentes marcadores celulares in vitro e in vivo foi quantificada utilizando-se o
parametro Integrated density do software ImageJ. In vitro, os valores obtidos a partir
destas analises foram divididos pelo numero total de células (DAPI), o qual foi
guantificado manualmente. Para a plotagem das quantificacbes e analises
estatisticas 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 indice de significancia de 95% (valor de p<0,05), sendo assim
considerado estatisticamente significativo. J& para os resultados in vivo, foi realizado

o teste t de Student.

5. RESULTADOS

5.1 Anédlise do efeito do tratamento agudo com etanol nos niveis de ACE-
2, TMPRSS2 e TLR4 em células microgliais BV-2

Um dos principais receptores para a entrada do virus 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 mudangas nos niveis das proteinas
ACE-2, TMPRSS2 e TLR4, foi realizada a metodologia de imunocitoquimica para
estes marcadores em células BV-2 tratadas nas diferentes condi¢gbes. Ndo foram
observadas mudancas em nenhuma das concentracdes de etanol utilizadas para os
receptores em relagdo ao controle. Observamos somente uma diferenca estatistica

de 31,42% entre as condi¢des experimentais 170mM e 340mM nos niveis de TLR4
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(Figura 10H, 1, J), indicando que os niveis de TLR4 possam ser dose dependentes.
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Figura 10. O tratamento com Etanol ndo modula os niveis 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 analise por imunocitoquimica ACE-2 (A-C), TMPRSS2 (D-
F) e TLR4 (G-I). Nao foram observadas diferengas nos niveis dos marcadores em relagéo ao controle
(J). Os niveis de TLR4 apresentou-se diferente estatisticamente maior em células tratadas com etanol
340mM, quando comparadas aquelas tratadas com 170mM. As analises de cada receptor foram
feitas de forma individual e s6 posteriormente os dados foram unidos para a formacédo do grafico
apresentado. *P = 0,02552. N = 3-4.

5.2 Efeito do tratamento com Spike-1 no numero de células microgliais
BV-2 em culturas previamente expostas ao etanol.

Um dos eventos caracteristicos do processo de transicdo das microglias de seu
estado de homeostase para um estado ativado é a ativacédo da proliferacéo 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 imunocitoquimica para o
marcador Ki67 para as ceélulas BV-2 tratadas nas diferentes condi¢cdes, no que
consideramos o modelo “Agudo” ou “Crénico” de exposi¢ao ao etanol, seguida do
tratamento com Spike-1. Esses modelos foram escolhidos visto que os diferentes
tipos de exposicdo ao etanol podem desencadear diferentes respostas microgliais
relacionadas a migracao e sinalizacdo celular, respostas pro- e anti-inflamatorias e

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

De acordo com a Figura 11, ao analisarmos graficos dos numeros totais de
células nas diferentes condicGes através da marcacdo com DAPI, notamos que a
condicdo etanol, tanto quando exposto de forma aguda (Figura 11Q) quanto cronica
(Figura 11S), ndo forneceu diferencas estatisticas nas diferentes condicdes
experimentais em relagcdo ao controle. Em relagdo ao numero de células Ki67+,
ainda ndo é possivel concluir os efeitos dos tratamentos visto que este dado é
preliminar (n = 1), embora o perfil de efeitos nas diferentes condicbes aguda e

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

Embora os tratamentos com etanol e Spike-1 ndo paregam afetar o numero
total de células, ainda é preciso aumentar 0 niumero de experimentos para marcacao
de células Ki67+ para sabermos se de fato o etanol modula a capacidade de

proliferacéao celular da microglia e se isso depende do tempo de tratamento.
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Figura 11. O tratamento etanol e Spike-1 ndo modula a proliferagcdo celular em culturas de
microglias (BV-2), bem como os nimeros totais de células. Células microgliais foram tratadas por
24h (tratamento agudo) e 72h (tratamento crénico) com etanol, seguido do tratamento com Spike-1.
Andlises por imunocitoquimica para DAPI (azul) e Ki67 (vermelho) mostram que as células expostas
de forma aguda (A-D,Q) ou crdnica (I-L, S) ndo apresentam diferengas estatisticas em nenhuma das
condicdes experimentais em relacéo ao controle (Q-T). Ki67, N = 1; DAPI, N = 5.

5.3 Efeito do tratamento com Spike-1 nos niveis de CD-11b em culturas
previamente expostas ao etanol

Diversos marcadores de reatividade microglial ja foram identificados e
correlacionados com os diferentes estados de ativacao, entre eles esta a proteina de
adesdo CD-11b, pertencente a familia das integrinas. Quando a microglia exibe um

perfil mais ativado e pré-inflamatério os niveis de expressdo 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 mudancas nos
niveis de CD-11b, tratamos as células microgliais murinas BV-2 seguindo o modelo
“Agudo” e “Crénico” de exposigcao ao Etanol seguido de tratamento com a proteina

Spike-1.

De acordo com a Figura 12 podemos perceber que ndo ha diferencas
significativamente estatisticas em ambos os modelos de tratamento agudo e crénico
em nenhuma das condi¢cdes experimentais em relacdo ao controle e, com isso, é
possivel que um numero maior de experimentos seja necessario para confirmar

esses dados.
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Figura 12. O tratamento com etanol e Spike-1 n&o altera os niveis de CD-11b em culturas de microglias
(BV-2). Células microgliais foram tratadas por 24h com etanol, seguidas do tratamento com Spike-1 para analise
por imunofluorescéncia para CD-11b. Andlises ndo mostram diferencas significativas nas condi¢cdes que
receberam etanol de modo agudo ou crénico. N =3
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5.4 Efeito do tratamento com Spike-1 nos niveis 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 mudancas
na expressdo de C3, ja demonstrada como um dos principais marcadores de
ativacao proé-inflamatdéria e atividade fagocitica microglial (Soteros & Sia, 2021), foi
realizada a metodologia de imunocitoquimica para este marcador para as células

BV-2 tratadas nas diferentes condicdes.

Ao observar a Figura 13, no modelo de tratamento agudo, observamos
preliminarmente que o etanol e a Spike-1, separadas ou conjugadas, nhao
modularam os niveis de C3 em comparacdo com o controle (Figura 13A-D, 1),
apesar de esses niveis aparentarem diminuir na presenca 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 niveis de C3 nao
fossem maiores como na condicdo que recebeu apenas a proteina. Por outro lado,
no tratamento crénico, o tratamento com etanol ou etanol+spike-1 ndo parecem
alterar os niveis de C3, quando comparados ao controle (Figura 13E-G,J), mas o
tratamento apenas com Spike-1 aumenta significativamente os niveis de C3 quando
comparado com a condicdo controle, & etanol apenas e a etanol+spike-1 (Figura

13E-H, J).

Estes dados sugerem que no contexto da exposi¢ao crénica a Spike-1 aumenta
0s niveis de C3, contudo esse comportamento ndo € visto na presenca do etanol.
Para o modelo agudo é necessario realizar mais experimentos para avaliar se o

comportamento de supressao dos niveis de C3 ir4 permanecer.
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Figura 13. Células microgliais expostas a Spike-1 aumentam os niveis de C3 em presencga cronica de
etanol. Células microgliais foram tratadas por 24h com etanol, seguidas do tratamento com Spike-1 para anélise
por imunofluorescéncia para C3. No modelo agudo ndo foram observadas diferengcas nas condicdes
experimentais em relagdo ao controle. No modelo crbénico, Spike-1 aumenta os niveis de C3 (H, J) e a prévia
exposicdo ao etanol impede que este aumento ocorra (G, J), quando comparado com o controle, A exposi¢do
crdnica ao etanol apenas ndo modula os niveis de C3 (F, J) em comparacdo 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; Crbnico, N =4

5.5 Efeito do tratamento com Spike-1 na morfologia microglial em culturas
previamente expostas ao etanol

Um dos parametros que pode ser utilizado na hora de realizar a analise do
perfil de ativacdo da microglia é através da mudanca morfolégica. Ao sair de um
estado homeostatico e de vigilancia, onde possui ramificagbes que rastreiam o
ambiente em busca de patdgenos, ela assume um estado ativo ao perceber as
mudanc¢as no ambiente. Com isso, a microglia acaba por retrair suas ramificagoes e

adquire uma forma amebdide (reativa). Entre essas duas morfologias ha diversos
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estagios intermediarios, que mudam de acordo com os estados celulares funcionais

especificos de cada doenca (Prinz, Jung & Priller, 2019).

Além da avaliacdo dos niveis de diferentes marcadores microgliais, também
nos interessamos em avaliar se o tratamento com Spike-1 em células previamente
expostas ao etanol poderia promover mudancas morfologicas significativas nas
células microgliais, e se isso poderia se correlacionar com o processo de ativacao
destas células. Inicialmente, podemos observar por contraste de fase (Figura 14) a
presenca das diferentes morfologias presentes em nossa cultura. Neste contexto,
guantificamos o numero de células com morfologia ramificadas, indicando células
em repouso/homeostase (Figura 14A); morfologias intermediarias, indicando
morfologias transitérias entre ativado-repouso (Figura 14B); e ainda morfologia
arredondada (amebdide, Figura 14C) que indicam células com perfil ativado/pro- ou
anti-inflamatério (Salamanca et al., 2019), que receberam tratamento de etanol

170mM de forma aguda e cronica.

Observamos que no modelo de tratamento agudo n&o observamos diferencas
no numero células ramificadas na presenca do etanol (Figura 14E) em relacdo ao

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

Em relagdo ao numero de células intermediéarias, também n&o observamos
efeitos dos tratamentos nos numeros destas células, nem no modelo de tratamento
agudo (Figura 14F) nem no crénico (Figura 14l) quando comparado ao controle.
Entretanto, na analise dos numeros de células amebdides observamos no
tratamento agudo que o etanol foi capaz de reduzir em 36,21% o0s numeros de
células com esta morfologia em relacdo a condi¢cdo controle, e que estes numeros
sdo resgatados quando Spike-1 € adicionada a células previamente expostas

(Figura 14G). No tratamento crénico, ndo observamos diferencas estatisticas entre
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as condi¢cdes em comparacgao ao controle (Figura 14J).

Apesar de no tratamento agudo haver diferencas estatisticas em algumas
condi¢cBes apresentadas ao compararmos com o controle, podemos perceber que no
cronico estas alteracfes ndo estdo mais presentes de forma tdo aparente, sugerindo
gue a resposta microglial ocorra nas primeiras 24 horas de exposicdo ao etanol e
gue pelo menos com relacdo a morfologia amebdide a exposicdo ao etanol reduz a

capacidade de ativacdo celular caracteristica 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
condicdes controle, observadas por contraste de fase (A), onde séo visiveis a heterogeneidade das
morfologias destacadas por imunocitoquimica para IBA-1 (verde): Ramificada (B), Intermediaria (C) e
Ameboide (D). Os gréficos representam as porcentagens dos numeros de células das respectivas
morfologias diferentes condi¢cdes experimentais. Ameboide: ***P = 0,0001 (Controle x Etanol); ***P =
0,0009 (Etanol x Etanol + Spike); ****P = <0,0001 (Etanol x Spike). Agudo, N = 3; Cronico, N= 4.
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5.6 Efeito do tratamento com Spike-1 no potencial fagocitico de
microglias previamente tratadas com etanol

Uma das principais caracteristicas da célula microglial € a sua importante
capacidade fagocitica, obtendo um papel crucial na manutencdo da homeostase e
também durante o contexto patologico durante a neuroinflamacdo (Shafer et al.,

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

Para tal, realizamos um ensaio de fagocitose in vitro, utilizando um kit contendo
beads (microesferas) de latex conjugadas a Fluoresceina (FITC). Em nosso modelo
experimental de tratamento agudo, utilizamos as concentracdes de etanol (100 e
340mM) para avaliarmos a intensidade de fluorescéncia das beads fluorescentes
fagocitadas pelas microglias nas diferentes condi¢cdes experimentais (Figura 15):
Observamos que o tratamento com etanol 170 ou 340mM néo provocou diferencas
estatisticas em relacdo ao controle em relagéo ao potencial fagocitico das microglias
(Figura 15E-F, O) Entretanto, a adicdo de Spike-1 a células previamente expostas
ao etanol 170mM ou 340mM forneceu aumentos estatisticamente diferentes de 32 e
58%, respectivamente, em relacao ao controle (Figura 15G-J, O). O tratamento que
recebeu somente a Spike-1 forneceu aumento ainda mais significativo no potencial
fagocitico 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 presenca da Spike-1 apenas ou em
células previamente tratadas com etanol estimula a ativagdo fagocitica de células
microgliais, sugerindo que para esta resposta, apenas a presenca de Spike-1 seja

suficiente.



41

Controle 170mM 340mM 170mM + Spike 340mM + Spike Spike-1 LPS
(o] E y G > iz " - lk “ @ o »

Beads Fluorescentes

Merge

(O I}
S 300000
3 =  Controle
o
o e 170mM
S~
S © 200000 . 340mM
-3
Eg v 170mM + Spike
© S
3 2 100000- +  340mM + Spike
] e Spike
g « LPS
3
= 0-
0
&

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

5.7 Analise da expressado génica de marcadores microgliais por RT-gPCR
em células microgliais expostas cronicamente ao etanol, seguido do
tratamento com Spike-1.

Como a reatividade microglial estd atrelada a expressdo de citocinas proé-
inflamatorias e marcadores de reatividade microglial (Olah et al., 2011), analisamos

0 nivel de expressdo de genes de C3, de IL-1B (interleucina-1 beta) e CD-86 em
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culturas de microglias BV-2 cultivadas e tratadas de acordo com o modelo “Crénico”

de tratamento com etanol 100mM, seguida da exposicao a Spike-1.

Observamos que os tratamentos com etanol ou Spike-1, sejam sozinhos ou
conjugados, ndao modularam de forma significativa os niveis de mRNA para C3 em
relacdo ao controle (Figura 16A), enquanto a presenca da Spike-1 aumentou os
niveis de CD-86 em 5x em relacéo ao controle (Figura 16B). Com relacdo aos niveis
de IL-1pB os tratamentos também ndo modularam de forma estatisticamente diferente

quando comparamos com a condig&o controle (Figura 16C).

Esses perfis de resposta, mesmo que ndo estatisticamente diferentes, podem
ser um indicativo de que o etanol e a spike-1, quando sozinhas, possam modular,
negativa ou positivamente, os niveis de C3, IL-1p e CD-86, perfil este que parece ser

perdido quando ambas estdo conjugadas.
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Figura 16. Efeito do tratamento com Spike-1 nos niveis de expresséo de C3, IL-1B 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 ndo a Spike-1 e
analisadas por RT-gPCR para C3 (A), CD-86 (B) e IL-1B (C). Andlises indicam que o tratamento
apenas com a spike-1 é capaz de modular a expressdo de CD-86, mas que o tratamento com Spike-1
em células previamente expostas ao etanol ndo altera a expressao génica de C3 quando comparado
a condicdo controle, apenas em relacdo as demais condi¢cbes. IL-1p também ndo apresentou
diferencas na expressao génica. *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.
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5.8 Efeito da exposicdo crdnica ao etanol in vivo nos niveis de IBA-1 no
cortex 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 limitacdes. 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 agua através
do mesmo procedimento. ApOGs as exposi¢cdes, 0s animais foram anestesiados,
eutanasiados e os encéfalos removidos e processados para imunofluorescéncia
para o marcador microglial IBA-1. A proteina IBA-1 € uma proteina ligadora de célcio
expressa em microglias e macréfagos, e foi demonstrada estar relacionada a
organizacao e reorganizacao dos filamentos de actina, aumentando as projecdes de

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

As analises de imunofluorescéncia demostraram que no cortex cerebral de
camundongos expostos cronicamente ao etanol ndo ocorre aumento na intensidade
de marcacao para IBA-1. De acordo com a Figura 17 conseguimos observar uma
morfologia hipertrofiada, com o corpo celular microglial aumentado em comparacgao
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 nimero de animais analisados, sera
necessario saber como se da a resposta microglial nestes animais expostos ao

etanol e em seguida a Spike-1.
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Figura 17. Efeito da exposicdo crénica ao Etanol in vivo nos niveis de IBA-1 no cOrtex cerebral.
Imunofluorescéncia para IBA-1 do coOrtex cerebral de camundongos que receberam etanol por 4 dias por
gavagem, representados nas condi¢des Controle (A) e Etanol (B). N = 2 (controle); N = 2 (etanol).

5.9 Efeito da exposicao crénica ao etanol in vivo na expressao de ACE-2,
TMPRSS2 e TLR4 em diferentes regides do Sistema Nervoso Central

Ainda no intuito de ampliar as analises in vivo, e como se sabe que a infec¢éo
por SARS-CoV2 ¢é dependente da expressdo de diferentes receptores e co-
receptores, resolvemos analisar os niveis de expressdo de ACE-2, TMPRSS2 e
TLR4 por RT-gPCR em diferentes regibes do SNC em animais expostos

cronicamente ao etanol.

Observamos, que os niveis de mMRNA de ACE-2 estdo reduzidos no cortex
cerebral e hipocampo em 60% e 94,43%, respectivamente, mas aumentados em 4x
na regido do cerebelo em animais expostos ao etanol, em comparacdo ao grupo
controle. Os niveis de MRNA de TMPRSS2 e TLR4 n&do foram modulados em
nenhuma das areas do encéfalo que foram analisadas quando comparamos com o

grupo controle, porém os niveis de TMPRSS2 parecam aumentar nas regides do
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hipocampo e cerebelo. Estes dados sdo ainda preliminares uma vez que é
necessario aumentar o numero de animais analisados para confirmarmos também

se esses aumentos de TMPRSS?2 irdo se manter.
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Figura 18. Efeito da exposi¢ao crénica ao Etanol in vivo nos niveis de ACE-2, TMPRSS2 e TLR-
4 em diferentes regides do SNC. Animais expostos ao etanol de forma cronica, tiveram seus
encéfalos isolados e as regides do cértex cerebral (CC), hipocampo (HP) e Cerebelo (CB) (A) foram
dissecadas e processadas para RT-gPCR Os niveis de mRNA para ACE-2 estdo reduzidos no cortex
e no hipocampo, e aumentados no cerebelo, e os niveis de mRNA para TMPRSS2 e TLR4 n&o se
alteram no cértex 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 niveis
de ACE-2, TMPRSS2 e TLR4

Uma questdo importante no contexto da COVID-19 é o impacto desta doenca
para 0 SNC humano, e neste contexto iniciamos algumas analises utilizando
microglias humanas isoladas a partir de uma suspensao 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 concentracbes de etanol (170 e 340mM) para avaliar a
expressdo 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
guando em cultivo, e expressam os marcadores de interesse citados acima (Figura

19 A,B).

Andlises por imunocitoquimica destas culturas nos mostrou que a presenca do
etanol 170mM e 340mM n&o alteraram o0s niveis dos receptores analisados em
comparacao ao controle. Entretanto, estes resultados sédo ainda preliminares, sendo

necessarios mais experimentos para confirmar estes dados.
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Figura 19. Efeito do tratamento com Etanol nos niveis 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
imunofluorescéncia. Em resultado preliminar, os niveis de ACE-2 (C-E),TMPRSS2 (F-H) e TLR4 (I-K)
ndo sao alterados na presenca do etanol. As andlises de cada receptor foram feitas de forma
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individual e s6 posteriormente os dados foram unidos para a formacgéo do gréafico apresentado N = 1.

5.11 Efeito do tratamento de células microgliais humanas nos niveis de
CD-11b, IBA-1 e CD-45

Com o intuito de iniciar as analises sobre o perfil de ativacdo em microglias
humanas, realizamos o cultivo dessas células para realizar tratamento agudo com
etanol 170 e 340mM, e avaliamos a expressao de CD-11b, IBA-1 e CD-45. De
acordo com a Figura 20, também ndo observamos diferencas estatisticas nos niveis
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 niveis dos trés marcadores aparentam ser menores na
presenca do etanol 170mM, indicando uma possivel perda de ativacdo e supressao

de atividade pré-inflamatéria microglial.
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Figura 20. Efeito da exposicdo ao Etanol nos niveis 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 imunofluorescéncia. De forma preliminar, os niveis de CD-11b (A-C),IBA-1 (D-F) e CD-
45 (G-l) ndo se alteram em presenca de etanol 170mM ou 340mM. As analises de cada receptor
foram feitas de forma individual e s6 posteriormente os dados foram unidos para a formacédo do
grafico apresentado. N = 1.

6. DISCUSSAO
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A pandemia do novo coronavirus, responsavel por causar a doenca chamada
COVID-19 (Ellul et al., 2020), acabou desencadeando o aumento do uso de drogas
licitas devido ao isolamento social, ocasionando sérios efeitos sociais e psicoldgicos
na populacdo em muitos paises, atingindo diversos grupos etarios e
socioeconémicos (Zhai et al., 2022). Sabemos que o alcoolismo é responsavel por
reduzir a resposta imunolégica do organismo, porém nao se sabe ainda se o
consumo cronico de alcool pode promover uma predisposicdo a infeccao pelo
SARS-CoV2, contribuir para progressao e agravamento da COVID-19, ou ainda para
a manutencdo das sequelas pdés COVID (Testino & Pellicano, 2022). Apesar de
haver estudos correlacionando o consumo de algumas bebidas com a diminuicdo do
risco de sintomas graves enquanto o consumo de bebidas com alto teor alcéolico e
em grande quantidade aumentam as chances de desenvolver a forma grave da
COVID (Dai et al.,, 2022), ainda ndo ha estudos correlacionando o consumo de
alcool com a predisposicdo ao estabelecimento da COVID-19. Um dos principais
mecanismos de infeccdo pelo virus SARS-CoV2 em células humanas envolve a
ligacdo de sua proteina de superficie Spike-1 com proteinas de superficie celular,
especialmente a enzima conversora de angiotensina-2 (ACE-2), a qual atuaria como
um receptor para o virus e sua principal porta de entrada, sendo as microglias e
astrgcitos algumas das células que expressam altos niveis 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 dominio S2 e sitio S2’ da proteina
spike-1 (Jackson et al., 2021). Ja foi demonstrado na literatura que microglia,
astrocitos, células endoteliais e outros tipos celulares expressam niveis de ACE-2 e
TMPRSS2, sendo o segundo em um nivel maior na microglia em relacdo a ACE-2

(Torices et al., 2021).
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Em nosso trabalho ndo foram encontradas diferencas nos niveis dos
receptores ACE-2, TMPRSS2 e TLR4 em células BV-2 e humanas quando os
comparamos com o controle tanto na condicdo que recebeu etanol 170mM quanto
340mM. Os niveis de TLR4 de células BV-2 mostraram-se alterados somente
gquando comparamos a condicdo 340mM em relacdo com a condicdo 170mM,
mostrando um aumento de 31,42%. Apesar de as microglias humanas ainda serem
resultados preliminares, 0s nossos resultados ndo condizem com os demais dados
na literatura. Diversos estudos ja demonstraram que em diversos tecidos e regifes
do encéfalo, apés o uso crénico do etanol, possuem niveis 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 concentra¢gdes de etanol devido a
diversos trabalhos ja utilizando essas mesmas concentracées 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, diminuicao
dos batimentos cardiacos e diminuicdo da temperatura corporal, podendo levar ao
Obito.

No contexto da exposi¢cao ao etanol e a Spike-1, é fundamental entender se os
efeitos observados neste trabalho podem estar sendo influenciados por alteracdes
na proliferacdo celular. Alguns estudos ja demonstraram que modelos de alcool
mostraram uma ativacao e proliferacdo microglial parcial (Nixon et al., 2008; McClain
et al., 2011; Marshall et al., 2013). Além disso, estudos recentes demonstram que a
proteina Spike-1 induziu a ativacdo de mastocitos, que desencadeou a liberacao de
fatores inflamatorios em microglias e em células endoteliais microvasculares do

cérebro humano (Wu et al.,, 2024). O Ki67 € um marcador que esta associado a
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proliferacéo celular presente no nucleo das células durante as fases F1, S, G2 e M,
sendo importante durante o ciclo celular (Duchrow et al., 2001). Através da analise
de DAPI e dos numeros de células Ki67+, de acordo com a Figura 11 nao
observamos diferencas estatisticas nos niumeros de células proliferativas, nem no
namero total de células, em nenhuma das condi¢cdes experimentais em relacdo ao
controle, sugerindo que os tratamentos ndo alteram o perfil proliferativo destas
células. Contudo, é importante mencionar que, mesmo que as analises 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 proliferacdo nas células que receberam
apenas o tratamento com a proteina spike-1 quando comparamos com as que
receberam apenas etanol. Quando comparamos essas duas condices com a que
recebeu tratamento prévio com etanol seguido do tratamento com a spike-1, pode
ser que, caso esse padrdo se mantenha com o aumento do numero de
experimentos, o etanol possa inibir parcialmente a proliferacao celular de células que
posteriormente foram tratadas com spike-1, o que foi visto de forma inversa no

modelo crénico de tratamento.

Uma vez que nao tenhamos observado efeitos importantes no namero de
células totais nas culturas expostas a diferentes condi¢cdes experimentais, e embora
alguns dos efeitos pro- e anti-inflamatorios em células microgliais e macréfagos
dependam da ativacdo da proliferacdo celular (Shigemoto-Mogami et al., 2014),
observamos que ambos os tratamentos agudo e cronico nao alteraram os niveis de
CD-11b em relagéo ao controle em células microgliais BV-2, podendo observar um
perfil semelhante em células microgliais humanas, mesmo que nao tenha sido em

modelo “agudo” e ‘cronico” e que ainda seja um dado preliminar. A proteina CD-11b
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€ uma proteina de adesao que pertence a familia das integrinas, tendo seus niveis
aumentados quando a célula exibe um perfil mais ativo e pro- ou anti-inflamatorio.
Algumas células como neutrdéfilos, monécitos, microglias e macréfagos expressam
niveis de CD-11b, sendo bastante comumente usado em ensaios de
imunofluorescéncia 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 niveis de CD-11b no cortex cerebral e aumento de
citocinas inflamatdrias. Ja Zhao e colaboradores (2013) encontraram resultados
similares ao trabalho anteriormente mencionado apds tratamento cronico e

intermitente por 25 dias ao analisar as areas do cértex e hipocampo.

Além disso, em modelos in vitro e in vivo de estudo da reatividade microglial no
contexto da infeccdo por SARS-CoV2 também encontram elevados os niveis desta
proteina quando células microgliais sdo infectadas por SARS-CoV2 ou expostas a
proteina Spike-1 purificada (Emmi et al., 2023; Dunai et al., 2024). Neste contexto,
embora ndo tenhamos observado diferencas estatisticas, é possivel que para CD-
11b os efeitos da exposicdo ao etanol sejam mais indutores em maiores
concentracbes ou tempos de exposicdo. Entretanto precisamos realizar novos

experimentos para confirmar essas hipoteses.

Outro marcador de ativacéo pro-inflamatoéria e atividade fagocitica da microglia,
€ a proteina C3, uma proteina da familia complemento (Soteros & Sai, 2021). De
acordo com Zhou e colaboradores (2022), as proteinas do sistema complemento se
ligam a sinapses imaturas ou com fraco desenvolvimento no SNC, onde ira ocorrer a
poda através da microglia e essas sinapses sao, entdo, reconhecidas por receptores

do sistema complemento. Em microglias e astrécitos C1qg e C3 sao algumas das
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proteinas envolvidas nesse processo de localizagao de sinapses “inapropriadas”.

Neste trabalho, apesar de ndo termos encontrado diferencas nos niveis de C3
em nenhuma das condicbes experimentais quando comparamos com 0 controle no
modelo agudo, os niveis desse marcador na condicdo Spike no modelo crénico
aumentaram em relacdo ao controle, possuindo também diferenca estatistica em
relacdo as condicBes que receberam apenas etanol e que recebeu etanol seguido
do tratamento com spike-1, podendo significar que o etanol possa reduzir a
capacidade dessa proteina de modular os niveis de C3. Encontramos ainda um perfil
de resposta semelhante em relacdo aos niveis de mRNA de C3 e CD-86, um outro
importante marcador de ativacdo microglial e da resposta pré-inflamatéria (Zhang,
Park & Kim, 2023). Esses resultados podem sugerir que a exposicdo mais
prolongada ao etanol seguida pelo tratamento com Spike-1 possa prejudicar a
resposta da ativacdo microglial ao compararmos com as células que receberam

somente o tratamento com a Spike-1.

Sabidamente IL-18 é uma citocina proé-inflamatéria que € liberada por
macréfagos e microglias com perfil ativo durante processos de neuroinflamacéo
(Monif et al., 2016), estando comumente associada a doencgas neurodegenerativas,
como doenca de Alzheimer (Smith et al., 2011). Além disso, possui papel importante
em funcgbes fisioldgicas do SNC, participando de processos de aprendizado e
memoria (Voet et al., 2019). Ja CD-86 possui também um papel crucial no sistema
imune, sendo um marcador do estado M1 de ativacdo da microglia, um estado
inflamatorio e neurotéxico (Guo, Wang & Yin, 2022). Um estudo realizado por Peng
& Nixon (2021) demonstrou um aumento dos niveis de CD-86 juntamente com CD-

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

A reatividade microglial esta ainda atrelada a alteracdes morfolégicas, que séao
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fundamentais para estas células exercerem suas funcdes tanto homeostaticas
quanto de remocdo de patdégenos e debris celulares (Takahashi, Rochford &
Neumann, 2005). De acordo com um estudo realizado por Jeong e Colaboradores
(2022), foi observado que a infeccédo viral por SARS-CoV2 induziu respostas imunes
na fase inicial da infeccdo e na apoptose na fase tardia, com a microglia humana

apresentando um perfil mais reativo e pro-inflamatorio.

Um estudo realizado por Melbourne e colaboradores (2024) demonstrou uma
reatividade microglial moderada na area cortical do sistema limbico em ratos fémeas
tratadas com etanol por 4 dias, que sugeriu uma retracéo de ramificacdes de células
microgliais através de analise morfologica. Porém, um estudo realizado em ratos
adolescentes apresentaram uma ativacao parcial da microglia no hipocampo desses
animais, persistindo até o inicio da vida adulta, indicando que a exposi¢do durante

esse periodo desencadeia consequéncias 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, intermediarias e amebdides. No modelo de exposicdo aguda nao
observamos diferencas estatisticas nos numeros de células ramificadas e
intermediarias em células expostas ao etanol. JA4 as células com morfologias
ameboides apresentaram-se em menor nimero em presenca de etanol, sendo estes
nameros resgatados em ceélulas que foram previamente tratadas com etanol e em
seguida a Spike-1, quando comparado ao controle. No modelo crénico néo
encontramos resultados relevantes quando a alteracdes morfolégicas em nenhuma
condicdo experimental. Estes dados sugerem que a resposta microglial ocorra nas
primeiras 24 horas de exposicdo ao etanol e que pelo menos com relacdo a

morfologia amebodide a exposicado ao etanol reduz a capacidade de ativacéo celular
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caracteristica da microglia.

As alteracbes morfologicas estdo diretamente atreladas ao perfil fagocitico das
células microgliais. A morfologia amebdide da microglia, caracteristica de seu perfil
ativo (Kinuthia, Wolf & Langmann, 2020), passa a favorecer uma maior capacidade

fagocitica de células disfuncionais e patdogenos (Henriques et al., 2018).

Desta forma, decidimos também avaliar a capacidade fagocitica dessa célula
em diferentes condi¢cdes experimentais e observamos um aumento dessa funcao
nas condicbes em gue havia a presenca da proteina Spike-1, seja sozinha ou em
células previamente tratadas de forma aguda com etanol. Esse aumento da
capacidade fagocitica 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 néo foi capaz
de induzir o fenétipo fagocitico. Porém, ja é descrito que a proteina Spike € capaz de
modular esse perfil nessa célula (Samudyata et al., 2022), sendo um forte indicador
de que apenas o etanol sozinho ndo seja capaz de aumentar a fagocitose microglial.
Logo, para esse perfil de resposta, a exposicdo ao etanol, sozinha, ou prévia a
adicdo de Spike-1, ndo parece ser necessaria. Entretanto, em alguns de nossos
resultados percebemos que o tratamento crénico com etanol parece ser relevante
para modular a resposta microglial a Spike-1. Sera importante também avaliar o
perfil de resposta fagocitica da microglia no modelo crénico ao etanol, seguido de

exposicao a Spike-1.

Até aqui, todos os nossos achados foram utilizando uma linhagem celular para
modelar os efeitos da exposi¢cdo ao etanol como um fator que pode influenciar a
resposta microglial a proteina Spike-1. Para nos aprofundarmos nas analises,

realizamos experimentos in vivo, onde encontramos um aparente aumento da



55

imunorreatividade para IBA-1 no cértex cerebral de camundongos expostos de forma
cronica ao etanol em comparacao ao grupo controle. Ja foi descrito na literatura que
o etanol é capaz de modular positivamente os niveis de IBA-1 no cértex 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 exposicdo, este ja foi suficiente para induzir uma
possivel reatividade microglial in vivo. Em relacdo aos dados obtidos através do RT-
gPCR das areas do cértex cerebral, hipocampo e cerebelo para os receptores ACE-
2, TMPRSS2 e TLR4, encontramos um aumento nos niveis de ACE-2 no cerebelo
desses animais, bem como uma diminuicdo nas regides do cértex e hipocampo para
o mesmo marcador. Nado encontramos diferencas estatisticas nos outros dois
marcadores, apesar de termos encontrado um aparente aumento nos niveis de
TMPRSS2 no hipocampo e cerebelo. Um estudo recente encontrou altos niveis de
ACE-2 e TMPRSS2 em diversas regides do encéfalo, como hipotalamo, hipocampo,
cerebelo e cértex parietal, com alta expressao génica de TMPRSS2 no hipocampo
(Gupta et al., 2024), ja outro estudo indica que os niveis de expressdo de ACE-2 sao
baixos no cértex cerebral e em comparacdo sendo um pouco maior nas regiées do
talamo e plexo coroide (Chen et al., 2020). O primeiro estudo mencionado corrobora
com os achados de nosso trabalho, porém pode ser necessario aumentar o0 nimero
de experimentos para poder confirmar se as expressdes desses receptores nessas

regibes estdo corretas.

7. CONCLUSAO
Com isso, demonstramos que a proteina Spike é capaz de influenciar na
capacidade fagocitica da microglia BV-2, com o etanol supostamente agindo como

um inibidor quando exposto previamente a proteina. Esse resultado em conjunto



56

com os dados encontrados na mesma condicdo experimental para C3 através do
ensaio de imunofluorescéncia e por RT-gPCR juntamente com CD-86 corroboram
com essa hipdtese. Os efeitos do etanol desencadearam mudancas morfologicas
dentro das primeiras 24h, o que néo foi visto no modelo crénico. Esse fato também
corrobora com a ideia de que o consumo crénico do etanol faz com que essa célula
perca a sua capacidade de mediar inflamacado e atividade fagocitica, o que nao foi
visto na presenca da Spike sem exposicao prévia ao etanol. De qualquer forma, séo
necessarios que mais experimentos sejam realizados para confirmar os resultados
obtidos, principalmente os experimentos in vivo, visto que alguns nao estao
condizentes com o que ja foi relatado na literatura sobre a modulacao dos niveis de

inflamac&o de célula microglial e de receptores para o SARS-CoV2.
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ANEXO

70

Ministério da Sadde

Fundagén Dswaldo Cruz

Institute Oswabde Cruz

Comiss&o de Etica no Uso de Animais - CELA/TOD

LICENCA IL-021/2021

Certificamos que o protocolo (CEUANOC-D02/2021), intitulado, ™ Estudos celulares € moleculares

da interagio de SARS-CoV-2 e da proteina Spike com células de camundongo expressando

a proteina ACE2 humana™, sob a responsabilidade de DANIEL PEDRA ADESSE atende ao

disposto na Leil 11794/08, que dispde sobre o uso cientifico de animais, inclusive, acs principios da

Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio (SBCAL). A referida ficenca ndo exime

a observancia das Leis e demais exigéneias legais na legislagdo nacional.

Esta ficenga tem validade até 31/05/2023 e inclui o uso total de:

+  Camundongo, (Mus musculus), erigem ICTB, conforme especificado abaixo:

B6.Cg-Tg(K18-ACE22Pdmn/J — 27 machos de 8 a 10 semanas

B6&.Co-TglK18-ACE2)2Pdmn/J -108 fémeas de 8 a 10 semanas

C57BLMEJ - 27 machos de & a 10 semanas
CS5TBLIG - 108 fémeas de & a 10 semanas

Cbservagdo: Esta licenga ndo substitui cutras lcengas necessarias, come Cerlificado de Qualidade

em Biosseguranca para animais geneticamente modificados, cerificado do IBAMA para captura de

animais silvestres ou ouiros.

Rio de Janeiro, 23 de novembro de 2021.
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