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EFEITO GLICOTOXICO EM CELULAS DA MICROGLIA (BV-2)
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RESUMO

A hiperglicemia cronica estd associada a disfuncéo do Sistema Nervoso Central, em especial
por desencadear glicotoxicidade, um processo que envolve estresse oxidativo, acimulo de
produtos finais de glicacdo avancada e ativagdo exacerbada da microglia. Este estudo teve
como objetivo avaliar os efeitos da glicotoxicidade sobre células microgliais da linhagem BV-
2, modelo experimental amplamente utilizado para investigar mecanismos neuroinflamatorios.
As células BV-2, obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro, foram cultivadas em meio
Roswell Park Memorial Institute 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% de
Hepes e 100 U/mL de penicilina, a 37 °C e 5% de dioxido de carbono até atingirem
confluéncia. Foram entdo plaqueadas em concentragdes de 5x10* células/pogo (24 h) e 2x10*
células/poco (72 h) e expostas a 100 mM de glicose, enquanto o grupo controle ndo recebeu
glicose. A viabilidade celular foi mensurada pelo ensaio colorimétrico de brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio com leitura a 560 nm. Os dados foram analisados no
GraphPad Prism utilizando teste t de Welch (p < 0,05). Ap6s 24 h, observou-se queda
significativa da viabilidade (p < 0,0001), reducdo da densidade celular e maior espacamento
entre as células. Apds 72 h, houve intensificacdo da perda proliferativa e adocdo do fen6tipo
ameboide, tipico de microglia ativada. Os resultados sugerem envolvimento de disfungédo
mitocondrial. Sugere-se que a exposicdo prolongada a glicose compromete a viabilidade e
induz alteracdes morfoldgicas e funcionais na microglia, configurando um estado pro-
inflamatorio persistente. Tais achados indicam que a glicotoxicidade representa um fenémeno
multifacetado e reforcam a necessidade de estratégias antioxidantes e anti-inflamatorias para
preservar a fungdo microglial e a integridade do sistema nervoso central.
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1. INTRODUCAO

A hiperglicemia cronica representa um dos principais fatores envolvidos na indugéo de
alteracdes celulares e teciduais, sobretudo no Sistema Nervoso Central (SNC). A exposi¢édo
prolongada a niveis glicémicos elevados compromete a homeostase cerebral, favorecendo a
ativacdo de processos neuroinflamatorios e contribuindo para o desencadeamento de declinio
cognitivo e maior suscetibilidade ao desenvolvimento de doencas neurodegenerativas (Vargas-
Soria et al., 2023; Gao et al., 2023). Esse conjunto de alteracdes causadas pelo excesso de
glicose intracelular ¢ denominado glicotoxicidade, um conceito que abrange mdaltiplos
mecanismos moleculares interligados, os quais promovem disfuncdo e apoptose celular
(Salazar, Ortega, Kalschne, 2024).

A compreensdo da glicotoxicidade € relevante, pois ela atua de forma sistémica e
progressiva, afetando ndo apenas células neuronais, mas também células gliais de suporte e
defesa. Um dos mecanismos envolvidos nesse processo é a sobrecarga mitocondrial, que
culmina na formacdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO). Esse aumento de ERO
ultrapassa a capacidade antioxidante celular e gera estresse oxidativo (EO) persistente, levando
a danos no DNA, proteinas e lipidios, além de alteraces na sinalizacéo intracelular e inducéo
de apoptose. No SNC, tais alteracfes contribuem para danos em neur6nios e, principalmente,
na microglia (Gonzalez, Lozano, Solano, 2023; Hui et al., 2023; Li et al., 2022).

Associado a formacdo de ERO e a geracdo de EO, ocorre também o processo de glicacdo
ndo enzimatica de proteinas, lipidios e &cidos nucleicos, resultando no acimulo de Produtos
Finais de Glicacdo Avancada (AGEs). Esses compostos, de natureza irreversivel, alteram a
estrutura e a fungdo celular, além de interagir com o Receptor para Produtos Finais de Glicacdo
Avancada (RAGE), amplificando a producdo de ERO, a inflamacdo cronica e a disfuncédo
celular. Esse mecanismo encontra-se no cerne das complicacdes associadas as doencas
neurodegenerativas (Boccardi, Mancinetti, Mecocci, 2025; Kothandan et al., 2024).

A interacdo dos AGEs com o receptor RAGE ativa uma cascata de sinalizacdo
intracelular, como o Fator Nuclear kappa B (NF-kB), e estimula a formagdo do inflamassoma
NLRP3, que atua como sensor de sinais de perigo e reconhece padrdes moleculares associados
a danos celulares. Esse inflamassoma induz a maturacgdo e secrecdo de citocinas inflamatoérias,
especialmente Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a), Interleucina 1 beta (IL-1B) e
Interleucina 18 (IL-18) (Ramasamy et al., 2005; Udomruk et al., 2021). Esse conjunto de
alteracOes gera um microambiente cerebral hostil, que favorece a neurotoxicidade e acelera a
progressdo de doencgas neurodegenerativas.

Nesse contexto, o alvo central da glicotoxicidade sé&o as células da microglia,
consideradas as principais células imunoldgicas do SNC, responsaveis pela vigilancia e
monitoramento do microambiente neural, além de atuarem na fagocitose e na regulagdo da
atividade sinaptica. Ademais, a microglia exerce papel fundamental como mediadora entre a
resposta imune inata e adaptativa, liberando fatores troficos e modulando a plasticidade
sinaptica. Entretanto, a exposicao dessas células a hiperglicemia prolongada induz alteracGes
metabdlicas que resultam em ativagéo exacerbada de vias de sinalizagéo e adocéo de um perfil
pré-inflamatorio (Biswas, 2023).

Esse fendtipo pro-inflamatdrio da microglia caracteriza-se pelo aumento da secrecdo de
mediadores inflamatorios, incluindo TNF-a, IL-1B, Interleucina 6 (IL-6), Quimiocina CCL2 e
Oxido Nitrico (NO). Esses fatores intensificam o estresse oxidativo e comprometem a
capacidade da célula de manter a homeostase cerebral. Embora a ativacdo microglial seja,
inicialmente, um mecanismo de defesa, o estado reativo prolongado desencadeia uma cascata
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inflamatoria que promove disfuncdo sinaptica, apoptose neuronal e comprometimento da
integridade das redes neuronais e gliais (Biswas, 2023; Valiukas et al., 2025).

Estudos in vitro conduzidos por He et al. (2020) e Nair et al. (2019) demonstraram que
a exposicao de células a altas concentracdes de glicose ou AGEs resulta em alteracGes
significativas da viabilidade, do metabolismo e da sinalizagéo intracelular. Entre os principais
achados, destacam-se 0 aumento da producdo de ERO, da liberacdo de citocinas inflamatorias
e da ativacdo de vias relacionadas a apoptose e autofagia. Essas evidéncias sustentam o papel
direto da glicotoxicidade na modulacdo da atividade microglial, reforcando sua importancia
para a compreensdo dos mecanismos de neurodegeneracgdo associados a hiperglicemia.

Para investigar tais mecanismos, utiliza-se amplamente a linhagem BV-2, derivada da
microglia murina. Essas células compartilham diversas caracteristicas funcionais com a
microglia primaria e representam uma ferramenta experimental consolidada para a analise dos
efeitos da glicotoxicidade (Chung et al., 2024; Tian et al., 2024). A escolha dessa linhagem
deve-se também a sua elevada taxa de proliferacdo, estabilidade genética e facilidade de
manutencdo em cultura, fatores que possibilitam estudos reprodutiveis e economicamente
viaveis.

Apesar de suas limitagdes, como as diferencas na resposta quando comparadas a culturas
primarias, as células murinas oferecem alta reprodutibilidade e viabilidade técnica, o que as
torna adequadas para os estudos de vias moleculares associadas ao estresse glicotoxico. Além
disso, possibilitam a padronizacdo de modelos experimentais e a avaliacdo de estratégias
terapéuticas direcionadas a modulac&o da resposta microglial.

Nesse sentido, o presente trabalho propde-se a investigar o efeito glicotoxico em células
microgliais BV-2, a fim de contribuir para o entendimento das bases celulares que explicam a
vulnerabilidade do SNC diante da exposicao prolongada a glicose, fornecendo subsidios para
futuras intervencdes terapéuticas que visem atenuar os efeitos deletérios da hiperglicemia sobre
o tecido neural.

2. METODOLOGIA

O presente trabalho deu-se através de um experimento in vitro, utilizando células da
microglia (BV-2) expostas a um meio hiperglicémico. A linhagem celular foi adquirida
comercialmente a partir do Banco de Células do Rio de Janeiro e cultivadas em condicdes ideais
utilizando meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 suplementado com 1% de
Hepes. Posteriormente, foi adicionado ao meio RPMI 10% de soro fetal bovino filtrado (SFB)
e 100u/mL de penicilina. As células foram incubadas a 37°C com atmosfera de CO, a 5% e
passaram a ser cultivadas, até obtencdo da confluéncia ideal para a realizacdo dos ensaios
propostos.

2.1 CULTIVO CELULAR

As células BV-2, em uma concentragio de 5x10* células/pogo para 24 horas e
2x10%células/pogo para 72 horas, foram expostas concentragdo 100 Mm de glicose.

2.2 MENSURACAO DE PROLIFERACAO E VIABILIDADE CELULAR
A fim de verificar a viabilidade celular foi realizado o ensaio colorimétrico do reagente

brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT), onde seu reagente €
incorporado pelas células viaveis que irdo reduzi-lo em suas mitocéndrias através da enzima
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desidrogenase.

Todo sobrenadante foi removido e a placa passou por duas lavagens com 100 pL de
tampdo PBS, o que possibilitou a eliminacao de interferentes. Em seguida 100 pL de PBS e
10 pL do reagente MTT foram adicionados a placa, de modo a possibilitar a reagédo. A
incubacdo foi de 1 h em 37°C, e em seguida foi removido 70 puL do sobrenadante e
adicionado 70 pL de Dimetilsulféxido (DMSO). A leitura colorimétrica foi realizada com
absorbéancia de 560nm.

2.3 ANALISE ESTATISTICA

Foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism versdo 5.1. Para comparacéo entre 0s
grupos, foi aplicado o teste t ndo pareado com corre¢do de Welch, considerando um nivel de
significancia de p < 0,05. Os resultados indicaram diferenca estatisticamente significativa entre
as médias (p < 0,0001), confirmando que os grupos analisados apresentaram valores distintos
de forma robusta.

A imagem a seguir é uma representacdo esquematica do processo metodoldgico adotado no
estudo, ja detalhado nos subitens da metodologia.

Figura 1- Fluxograma do delineamento experimental
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Figura 1. Fluxograma do delineamento experimental: Representagédo esquematica do cultivo de células BV-2 em
meio RPMI 1640 suplementado com 1% de hepes, 10% de soro fetal bovino e 100u/mL de penicilina, mantidas
em incubadora a 37 °C com 5% de CO:. Apos a obtengdo da confluéncia adequada, as células foram expostas a
1Cso — 100 mM de glicose e submetidas ao ensaio colorimétrico de viabilidade celular (MTT). O sal de tetrazélio
foi adicionado e, apds incubacdo, a reacdo foi interrompida com DMSO, gerando cristais de formazan. A
absorbéancia foi mensurada em espectrofotdmetro a 560 nm, e os dados analisados estatisticamente no programa
GraphPad Prism versao 5.1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Como mostrado na Figura 2, a exposi¢do das células BV-2 a altas concentragGes de glicose resultou
em uma reducéo na viabilidade e ndo proliferacéo celular, conforme evidenciado pelo ensaio de MTT.
Apbs 24 horas de tratamento (Figura 2A), ja foi possivel identificar uma queda significativa na
viabilidade celular em relag&o ao grupo controle (p < 0,0001).

Além da diminuicdo quantitativa, observou-se qualitativamente que as células expostas
apresentaram reducao da densidade e maior espacamento entre si, sugerindo perda de aderéncia
e comprometimento da capacidade proliferativa. As micrografias correspondentes (Figuras 2B
e 2C), obtidas em aumento de 10x, ilustram esse contraste, no qual o grupo controle exibe
celulas distribuidas de forma mais homogénea e densa, enquanto o grupo tratado apresenta um
padrdo de dispersdo e menor confluéncia.

Figura 2- Efeito glicotoxico em células BV-2
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Figura 2. Efeito glicotéxico em células BV-2. As células foram expostas a glicose (100 mM/mL) por 24 he 72
h e avaliadas pelo ensaio de MTT. (A) Gréfico da viabilidade celular ap6s 24h de exposi¢do. (B) Controle
negativo (sem glicose) em 24h. (C) Células expostas a glicose em 24 h. (D) Gréfico da viabilidade celular apds
72 h de exposicdo. (E) Controle negativo (sem glicose) em 72h. (F) Células expostas a glicose em 72h. As
imagens microscopicas foram obtidas em aumento de 10X e 20X, conforme descri¢cédo na imagem.

Apo6s 72 horas de exposicao (Figura 2D), os efeitos glicotoxicos mostraram-se ainda mais
evidentes e progressivos, com uma queda acentuada nos niveis de proliferacdo celular. As
células tratadas ndo apenas mantiveram as alteracfes morfoldgicas observadas previamente,
mas também passaram a apresentar caracteristicas tipicas de microglia em estado reativo,
assumindo o fenétipo ameboide, marcado por contornos arredondados e retracdo dos
prolongamentos citoplasmaticos.

As imagens obtidas com aumento de 20x (Figuras 2E e 2F) confirmam essa diferenca,
evidenciando que, enquanto no grupo controle as células permanecem mais numerosas e
estruturalmente estaveis, no grupo exposto a glicose predomina um padrdo morfologico
compativel com ativacdo e alteracdo celular.

Esses resultados sugerem que a exposicdo prolongada a glicose compromete de maneira
progressiva tanto a integridade, quanto a funcionalidade das células BV-2, instaurando um
estado de disfuncdo celular. A correlagdo entre os achados sugere que o ambiente
hiperglicémico ndo apenas reduz a sobrevivéncia celular, mas também promove uma
reprogramacao fenotipica da microglia, o que pode ter implicacdes relevantes para a
compreensdo de como a glicotoxicidade contribui para a disfuncdo do SNC em condicdes
metabolicas adversas.

A reducdo da viabilidade das células BV-2 ap6s exposicdo a glicose, acompanhada de
alteragcBes morfoldgicas e funcionais compativeis, evidencia de forma clara a vulnerabilidade
da microglia ao ambiente hiperglicémico. Esse padrdo sugere uma no¢do de que a
glicotoxicidade ndo representa apenas uma condigdo de estresse metabdlico transitério, mas
sim um gatilho que compromete profundamente a sobrevivéncia e induz um estado
funcionalmente alterado, caracterizado pela perda da plasticidade microglial (Vargas-Soria et
al., 2023; Gao et al., 2023).

O dano observado parece estar intimamente relacionado a disfungdo mitocondrial, processo
no qual o excesso de glicose leva a sobrecarga do transporte de elétrons e consequente acimulo
de ERO. Quando essa producdo supera a capacidade antioxidante celular, instala-se um
quadro de estresse oxidativo EO persistente, resultando em danos oxidativos a proteinas,
lipidios e DNA, além de desencadear mecanismos apoptoticos (Gonzalez; Lozano; Solano,
2023; Hui et al., 2023).

Nesse sentido, a mitocondria emerge como alvo central da glicotoxicidade, sendo nédo
apenas a fonte de ERO, mas também um ponto de integracdo de sinais pro-apoptoticos.
Evidéncias recentes confirmam que a sobrecarga redox constitui um eixo central da
neuroinflamacdo microglial, destacando-se a participacdo da enzima NOX2, que amplifica
ainda mais a geracdo de radicais livres e mantém a célula em estado inflamatério crénico (Raas
et al., 2025).

Outro fator critico associado a esse processo € 0 acimulo de AGEs. Esses compostos, ao se
ligarem ao receptor RAGE, desencadeiam uma cascata de sinalizag&o intracelular que inclui a
ativacdo do fator nuclear NF-kB e do inflamassoma NLRP3, culminando na secrecdo de
citocinas pro-inflamatorias, como TNF-a, IL-1B e IL-18, alem de intensificar ainda mais a
producdo de ERO (Kothandan et al., 2024; Boccardi; Mancinetti; Mecocci, 2025). Esse
mecanismo cria um ciclo vicioso de inflamagdo e estresse oxidativo, no qual a microglia
permanece em estado de ativacéo persistente, potencializando a lesdo neuronal.
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O estudo de Zou et al. (2023) acrescenta outra camada de complexidade ao descrever que a
sinalizacdo glicotoxica pode ser amplificada pela liberacdo de vesiculas extracelulares
contendo ligantes inflamatdrios, capazes de propagar os sinais de dano para células vizinhas e,
assim, estender a resposta inflamatoria além da propria microglia exposta.

Complementarmente, investigacGes conduzidas por Zhu et al. (2025) demonstram que a
exposicao a glicose elevada favorece a polarizagdo da microglia para o fenétipo M1, associado
ao aumento na secrecdo de IL-6, IL-1B e TNF-a, em detrimento de mediadores anti-
inflamatorios, como a IL-10. Essa transicdo fenotipica, ao reduzir a capacidade
imunorregulatoria da microglia, aprofunda o quadro de neuroinflamacdo e neurotoxicidade
progressiva.

Os resultados obtidos neste estudo sdo consistentes com esse perfil e ajudam a explicar as
alteracdes morfologicas observadas, particularmente a adocdo do fendtipo ameboide,
associado a ativacdo exacerbada e a perda de funcbes homeostaticas. A soma dessas evidéncias
sustenta a ideia de que a glicotoxicidade, longe de ser um evento isolado, representa um eixo
central de disfuncdo microglial, com implicacfes que vdo desde a alteracdo da viabilidade até
a remodelacao fenotipica.

Diante desse panorama, torna-se evidente que intervencdes terapéuticas ndo devem se
limitar apenas ao controle glicémico sistémico, mas também considerar estratégias que
modulem diretamente a resposta microglial, seja por meio de antioxidantes capazes de restaurar
o equilibrio redox, seja por compostos anti-inflamatérios que atenuem a ativacdo do
inflamassoma e a polarizacao pro-inflamatoria.

Em conjunto, os dados obtidos demonstram que a exposicdo prolongada a glicose
compromete progressivamente a integridade e a fungdo da microglia, envolvendo mecanismos
entrelacados de estresse oxidativo, inflamacdo cronica e alteracdo fenotipica, o que pode
contribuir de forma significativa para a fisiopatologia de doencas neurodegenerativas.

3. CONCLUSAO

Conclui-se que a exposicao das células a um meio hiperglicémico durante 24 e 72 horas
sugeriu uma perda de viabilidade e proliferacdo celular. Esses achados obtidos permitem
verificar que a glicotoxicidade representa um fendmeno multifacetado, no qual interagem
processos metabdlicos, oxidativos e inflamatdrios capazes de remodelar de forma progressiva
o fenotipo microglial e comprometer sua funcdo homeostatica. Essas observacdes se alinham
ao conceito de que a glicotoxicidade envolve um eixo central de estresse oxidativo e
inflamacdo.

Além do mais esses achados fortalecem que a glicotoxicidade ndo deve ser
compreendida como um evento isolado, mas sim como parte de uma rede interconectada de
mecanismos que incluem EO, ativagdo de inflamossomas e acimulo de AGEs. O impacto final
desse processo € a criacdo de um microambiente cerebral hostil, marcado por inflamagéo
persistente e reducdo da capacidade de resposta adaptativa da microglia, elementos que
favorecem o surgimento e a progressdo de doengas neurodegenerativas.

A partir desse panorama, algumas considera¢des emergem como relevantes para a area
de pesquisa, primeiramente, a necessidade de ampliar os estudos que explorem o tempo de
exposicdo e as concentracfes de glicose, a fim de estabelecer pardmetros mais precisos da
dindmica glicotoxica. Posteriormente, torna-se fundamental investigar estratégias que possam
mitigar os efeitos deletérios observados, como o uso dos antioxidantes, compostos anti-
inflamatdrios e moléculas capazes de modular a sinalizacdo via RAGE despontam como
candidatos promissores, tanto para a prevencdo quanto para a reversao parcial das alteragoes
induzidas pela hiperglicemia.

XXIX SEPE | 2025 | Universidade Franciscana - UFN | Santa Maria, RS, Brasil



Por fim, este trabalho contribuiu para o entendimento da glicotoxicidade em microglia,
confirmando a relevancia do controle glicémico como medida preventiva contra os danos
neuroldgicos associados ao diabetes e a outras condi¢des de hiperglicemia crénica.

Os resultados reforgam que a vulnerabilidade do SNC frente ao excesso de glicose ndo
se resume a um problema metabolico periférico, mas envolve diretamente a integridade da
microglia, uma célula central na regulagdo da homeostase cerebral. Ao revelar essa relacdo, este
estudo abre espago para novas perspectivas de investigacdo e para o desenvolvimento de
estratégias inovadoras voltadas a preservagdo da fungdo microglial e, consequentemente, da
satde do SNC.
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