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RESUMO

Introducdo. Ha demonstracdes que uma intoxicacdo aguda pelo etanol tem efeitos
antiinflamatoérios, com reducdo da exsudacdo de neutréfilos e com aumento da
susceptibilidade a bactérias, especialmente Streptococcus pneumoniae. No entanto ndo se
conhece o tempo durante o qual persistem os efeitos inibidores da exsudacao celular e da
reducdo da atividade microbicida de leucécitos, apds a intoxicacdo etilica aguda. Obijetivos.
Avaliar o tempo ap6s uma intoxicacdo etilica aguda no qual persistem os efeitos inibidores
da exsudacdo de neutrofilos e a reducdo da capacidade microbicida do exsudato
inflamatério em um modelo de peritonite induzida por Staphylococcus aureus. Métodos.
Camundongos C57BL/6 receberam, por gavagem, uma dose de 7mg de etanol/g peso
corporal em solucao a 40%. Uma, 12,24, 48 e 72 horas apoés, receberam uma inoculacdo
intraperitoneal de Staphylococcus aureus (0,5 ml contendo 6 a 9x10® UFC/mL; cepa ATCC
25923). Seis horas depois, 0s animais eram eutanasiados e a cavidade peritoneal lavada
com PBS/EDTA 0,01M; uma aliquota era utilizada para contagem do niamero de UFC e a
outra para contagem global e especifica das células do exsudato utilizando camara de
Neubauer e citocentrifuga para confeccéo de esfregacos, corados por corante hematoldgico
rapido (Dipquick). A contagem de UFC foi feita pelo método de diluicAo seriada com
semeadura em placas de agar Muller-Hinton. Resultados. Todos 0s animais que receberam
etanol apresentaram sinais de embriagués, que chegou a um estado de letargia profunda do
gual todos os animais se recuperavam em, no maximo, 45 minutos. A dose de etanol
utilizada induziu involugdo do timo, evidente 24 horas apds a alcoolizagdo, mas com
recuperacdo apos 120 horas. Nos animais alcoolizados que receberam o0 in6culo do
estafilococo houve reducdo significativa da exsudagdo celular, devido a reducdo da
exsudacédo de neutrdfilos, até 24 horas ap0s a ingestédo do etanol. A andlise dos esfregacos
mostrava maior quantidade de bactérias fora das células no grupo etanol e o nimero de
UFC foi maior no periodo avaliado, mas a diferenca ndo foi estatisticamente significativa.
Conclusdo. Confirma-se os efeitos antiinflamatérios da intoxicagdo etilica aguda, com
reducdo significativa no exsudato de leucdcitos, até 24 horas apos a exposicdo ao etanol;
essa reducdo decorre especialmente da reducdo da exsudacdo de neutrofilos, ja que o
namero de mononucleares exsudados no periodo avaliado foi semelhante nos dois grupos
experimentais. O poder microbicida da cavidade peritoneal frente aos estafilococos foi
menor no grupo etanol embora sem significancia estatistica, possivelmente porque o0s
macrofagos residentes foram menos afetados pelos efeitos do etanol.

Palavras-chaves: Alcoolismo agudo, neutrofilos, inflamacao.



ABSTRACT

Introduction. There are indications that an acute intoxication with ethanol has anti-
inflammatory effects, reducing the exudation of neutrophils and increasing susceptibility to
infections, especially with Streptococcus pneumoniae. However we do not know the time
these inhibitory effects of cellular exudation and reduced microbicidal activity of leukocytes
persist after one acute intoxication with ethanol. .Objective. To evaluate the time of duration
of the inhibitory effects of exudation of neutrophils and reduction of microbicidal activity in a
model of peritonitis induced by Staphylococcus aureus after an acute ethanol intoxication in
mice. Methods. C57BL/6 mice received by gavage one dose of 7mg of ethane/g body weight.
Control animals received the same volume of distillated water. One, 12, 24, 48 and 72 hours
after ethanol intoxication all mice received intra-peritoneal injection of Staphylococcus aureus
(0.5 ml containing 6 to 9x10® CFU/mL of ATCC 25923 strain). Six hours later the animals
were euthanized, and the peritoneal cavity rinsed with PBS / EDTA 0.01 M; one aliquot was
used CFU counts and the other for global and specific count of cells in the exudates, using a
Neubauer chamber and a cytospin to obtain smears that were stained by fast staining
method with Dipquick. CFU counts were made by the method of serial dilution. Results. All
animals receiving ethanol showed signs of intoxication, which reached a state of profound
lethargy and all animals were recovering 45 minutes later.The ethanol dose used induced
thymic involution, evident 24 hours after alcohol ingestion, with recovery being evident after
120 hours. In animals that received ethanol a significant reduction in the number of cells in
exudates was observed; this reduction was due to reduction of exudation of neutrophils up to
24 hours after ethanol intoxication. The number of mononuclear cells were similar in both
groups. Microscopic analysis of the smears showed bacteria out of the cells, more frequently
in the ethanol group and the number of CFU was lower in this group but the observed
difference was not statistically significant. Conclusion. Results confirm the anti-inflammatory
effects of an acute ethanol intoxication, with a significant reduction in exudates of
neutrophils, but with no significant changes in exudates of mononuclear leukocytes. The
microbicidal activity of peritoneal cavity against staphylococci was lower in the ethanol group
although without statistical significance, possibly because the resident macrophages were

less affected by the effects of ethanol.

Key words: Acute alcoholism, neutrophils, inflammation
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1. INTRODUCAO

O consumo do alcool etilico esteve presente como costume desde a antiguidade.
Registros arqueoldgicos revelam que os primeiros indicios sobre a sua ingestao pelo
ser humano datam de aproximadamente 6000 a.C. (CEBRID, 2003).

A partir da Revolucdo Industrial (século XVIII), registrou-se grande aumento na
oferta de bebida alcodlica, contribuindo para um maior consumo e,
consequentemente, um aumento no nimero de pessoas que passaram a apresentar
algum tipo de problema decorrente do uso excessivo do alcool (CEBRID, 2003).
Somente no século XIX, o alcoolismo comecou a ter aceitacdo cientifica como
doenca, em seu conceito mais amplo, como entidade clinica, fisica e mental
(REGINATO e MORAES-FILHO, 1986).

O alcoolismo é um dos maiores problemas de saude publica no mundo. Sua
dependéncia é uma doenca complexa envolvendo fatores bioldgicos, psicossociais e
ambientais. De acordo com dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS),
aproximadamente 2 bilhdes de pessoas consomem bebidas alcodlicas. Seu uso
indevido é um dos principais fatores que contribuem para a diminuicdo da saude
mundial, sendo responsavel por 1,8 milhdes de mortes (3,2% do total de mortes) e
por 4% de todos os anos perdidos de vida util. No Brasil estimou-se que, em 2005,
12,3% da populacéo era dependente do alcool (BRASIL, 2009).

Uma variedade de danos a saude pode estar relacionada ao uso do etanol, sendo
alguns deles bem conhecidos como: hepatopatia alcoodlica, pancreatite, cardiopatias,
lesbes no SNC e Neoplasias (HAKULINEN et al., 1974; LUNDY et al., 1974;
GRAMENZI et al., 2006).

Complicacdes infecciosas decorrentes do consumo de alcool sdo descritas na
literatura desde 1785 (SMITH; PALMER, 1976). Enquanto a ma nutricdo, deficiéncia
vitaminica e cirrose hepatica podem contribuir para deficiéncia imunitaria, estudos
em humanos e animais tém demonstrado que o consumo do alcool de forma aguda
ou crbnica, por si s6, pode comprometer a resposta imunitaria em diversas etapas, e

esta imunomodulacdo decorre tanto de alteracbes nos mecanismos imunitarios
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inatos, como do comprometimento da imunidade celular e humoral (HALLENGREN,;
FORSGREN, 1978; BJORKHOLM, 1980; SZABO, 1999). O resultado é o aumento
da susceptibilidade do alcoolista a uma série de doencas infecciosas, tais como
tuberculose, pneumonias bacterianas, AIDS, hepatites B e C, além de infec¢Bes
como peritonite bacteriana, bacteremia espontanea, dentre outras (CORREIA;
CONN, 1975; SMITH; PALMER, 1976; MACGREGOR et al. 1986; ; CONN, 1998;
SZABO, 1999; LEDERER et al., 2006; SAMET et al., 2007; BREITMEIER et al. 2008;
BAUM et al., 2010).

Embora os mecanismos pelos quais a exposicdo excessiva ao alcool deprime o
sistema imunitario ndo estejam completamente compreendidos, a administracéo
aguda ou crénica do alcool, in vivo e in vitro, tem sido implicada com uma variedade
de efeitos no sistema imune, incluindo vérios sinais de imunossupressao (NAIR et
al., 1990; MILI et al., 1992; SZABO et al., 1995b). De fato, muitos pesquisadores
admitem que o etanol atue como modulador das respostas imunes inata e
adaptativa, com influéncia sobre as funcBes das células fagocitarias, citocinas e
mediadores inflamatérios, as atividades das células NK, sistema complemento,
células apresentadoras de antigenos, linfocitos B e a desregulagéo e diminuicdo dos
niveis das células T (KAPLAN, 1986; WATSON et al., 1988; CHANG; NORMAN;
MAKINODAN, 1990; CHEN et al.,, 1993; COOK, 1998; TAMURA et al.,, 1998;
ARBABI et al., 1999; GREENBERG et al., 1999; SZABO 1999; DIAZ et al., 2002;
BROWN et al., 2006; SZABO; MANDREKAR, 2009).

A compreensao dos efeitos imunossupressores da exposicdo aguda ao alcool sobre
a migracdo de leucdcitos ainda é limitada. Embora existam na literatura muitos
estudos, com modelos in vitro e in vivo (em humanos e animais), relacionados ao
efeito da intoxicacdo alcodlica aguda sobre a quimiotaxia de neutrofilos (KLEPSER,;
NUNGESTER, 1939; PHELPS; STANISLAW, 1969; GLUCKMAN; MACGREGOR,
1978; KAWAKAMI et al.,, 1991), seus resultados sdo controversos. Além disso,
poucos avaliaram a relagéo entre o tempo de exposicdo ao etanol e alteracdes na
guimiotaxia de leucocitos em resposta a um agente infeccioso.

Usando modelo animal de inflamacdo (modelos da bolsa de ar no dorso de
camundongos), Saeed e colaboradores (2004) analisaram, entre outros fatores, o
efeito do tempo de administragdo do etanol (em concentracdo suficiente para
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intoxicagdo aguda - 5g/Kg) sobre o recrutamento de leucdcitos. Os resultados
mostraram que o efeito inibitério do alcool sobre a migracdo de leucdcitos para o
sitio inflamatério foi tempo-dependente. Apesar do modelo de carragenina ser bem
estabelecido para o estudo de recrutamento celular em resposta a inflamacao, ele
pode ndo simular o processo de migracdo de células imunitarias durante uma

infeccéo.

No estudo de Pruett e colaboradores (2010) a administracdo do etanol em
camundongos, 30 minutos antes da infeccdo com Escherichia coli (injetada
intraperitonealmente para produzir sepse), diminuiu a producdo de citocinas pro-
inflamatoérias e quimiocinas durante varias horas. A porcentagem de células
fagocitarias (macrofagos e neutréfilos) aumentou ao longo do tempo nos
camundongos controle. O mesmo nao foi observado nos camundongos tratados com
etanol. Aléem disso, as bactérias presentes na cavidade peritoneal diminuiram ao
longo do tempo no grupo controle e foram eliminadas com 21 h de infec¢do. Ja no
grupo dos camundongos tratados com etanol, o nimero de bactérias aumentou ao
longo desse tempo.

Apesar de ndo haver duvida que o etanol atue como modulador do sistema
imunitario favorecendo a instalacdo e progressédo de algumas doencas infecciosas,
alguns aspectos desse efeito ndo estdo bem esclarecidos, especialmente em
relacdo as doses ingeridas necessarias para comprometer negativamente a resposta
imunitaria e o tempo de duracdo de duracdo desse efeito apds a ingestdo aguda do

etanol.
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2. REVISAO DE LITERATURA

A reacdo imunitaria € uma resposta complexa que 0 organismo monta para
reconhecer e tentar eliminar componentes estranhos, que nele penetra. Tal resposta
é realizada pelo sistema imunitario que € formado pela medula 6ssea, linfonodos,

baco, timo, tecido linfoide associado a mucosas e tecido linfoide associado a pele.

A resposta imunitaria tem dois ramos basicos, aparentemente distintos, mas
intimamente interligados: resposta imunitaria inata e reposta imunitaria adaptativa. A
reposta inata inclui mecanismos defensivos que atuam imediatamente ap6s uma
agressdo, respondendo de modo inespecifico a diferentes agressores e é
representada por fagocitos (PMN, macrofagos e eosinéfilos), basdfilos, células
citotoxicas naturais, mastécitos e sistemas proteoliticos de contato. A resposta
imunitaria adaptativa constitui reacdo a uma agressao com montagem de uma
reposta particular, e neste sentido ela € mais eficiente contra o agente que a evocou
(antigeno). Dessa interacdo surge uma resposta que pode ser efetuada por: (1)
producado de anticorpos (resposta humoral); (2) producao de células T sensibilizadas
capazes de atuar diretamente sobre o antigeno ou de recrutar outras células que
procuram eliminar o antigeno; (3) incapacidade de produzir anticorpos e/ou células

efetoras por mecanismos ativos ou ndo, denominada tolerancia imunoldgica.

Todavia, esse orquestrado mecanismo de defesa contra patdégenos pode ser
prejudicado pela acdo de agentes exdgenos que afetam um ou mais componentes
desse sistema. O alcool etilico tem sido descrito como um agente modulador do
sistema imunitario e pode interferir em ambos os ramos da resposta imunitaria,

desde o reconhecimento dos epitopos até a efetuacdo da resposta (SZABO, 1999);

2.1 EFEITOS DO ETANOL SOBRE COMPONENTES DA RESPOSTA IMUNITARIA
INATA
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2.1.1 Efeitos do etanol sobre receptores TLR

Quando o organismo sofre a agao de qualquer agressédo o primeiro evento para que
possa haver a montagem de uma resposta defensiva € o0 reconhecimento da
existéncia dessa agressao pelas alarminas (moléculas sinalizadoras da existéncia
da agressdo; PAMP, nos patdogenos e DAMP gerados nos tecidos) (PEREIRA,
2011). Os PAMP e DAMP ativam a resposta imunitaria inata, por interagdo com
diferentes receptores conhecidos como receptores de reconhecimento de padrbes
moleculares (RRP), dentre os quais destaca-se a familia dos receptores Toll-like
(TLRs). Esses receptores estdo presentes principalmente em macréfagos,
neutroéfilos e células dendriticas (MEDZHITOV; PRESTON-HURLBURT; JANEWAY,
1997) e apos sofrerem estimulacdo, iniciam uma cascata de eventos de sinalizacdes
intracelulares que conduzem a respostas pro-inflamatérias (AKIRA; SATO, 2003;
TAKEDA,; KAISHO; AKIRA, 2003). Exemplos de TLRs incluem TLR4, que reconhece
LPS a partir de bactérias Gram-negativas; TLR3, o qual é ativado por RNA viral, ou
TLR9, que é estimulado por DNA bacteriano ndo metilado (TAKEDA; KAISHO;
AKIRA, 2003).

Vérios estudos tem demonstrado que o etanol modifica a expressao de TLRs e/ou
respostas mediadas por TLRs. Trabalhos in vitro, por exemplo, tém mostrado que o
etanol inibe a sinalizagdo via TLR4 em mondcitos ou macréfagos (YAMASHINA et
al., 2000; MANDREKAR; BELLEROSE; SZABO, 2002). Nishiyama e colaboradores
(2002) relataram que uma dose Unica de etanol (5g /kg de peso corporal,
administrado via intragéstrica) reduziu a expressdo de RNAm do TLR4 no figado de
camundongos entre 2 e 6 horas apds o tratamento com etanol. Diversos
mecanismos efetores da resposta imunes inata, induzidos por meio de TLR3,
também foram suprimidos em camundongos apO0s uma Unica dose de etanol
(PRUETT et al., 2003; 2004a).

Em contraste, administracdo cronica de etanol (com duracdo de 3 e 4 semanas)
parece levar ao aumento dos niveis de TLR4 nas células de Kupffer (ZUO et al.,
2003). Em outro estudo, um aumento na expressdo do RNAm de TLR1, 2,4, 6, 7, 8

e 9, foi detectado em tecido do figado de camundongos alimentados, durante 10
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dias, com uma dieta contendo etanol (em média 139,1 mg/dL nivel de etanol no
sangue) (GUSTOT et al., 2006).

E importante ressaltar ainda que o alcool parece exercer efeitos diferentes sobre a
ativacdo de células pro-inflamatérias de acordo com os sinais induzidos pela
ativacdo dos TLRs. No estudo realizado por Oak e colaboradores (2006) o
tratamento agudo com alcool inibiu seletivamente as vias pré-inflamatorias apos
inducéo por LPS (ligante de TLR4). O mesmo ndo aconteceu apos estimulacdo com
peptidioglicano (ligante de TLR2). Entretanto, em mondcitos estimulados com a
combinacao dos ligantes de TLR2 e TLR4, o alcool exerceu efeito contrério, ou seja,

aumentou a resposta inflamatéria.

2.1.2 Efeitos do etanol sobre células endoteliais

As células endoteliais desempenham um papel importante na defesa do hospedeiro.
A expressao de moléculas de adesédo (por exemplo, E-selectina, ICAM-1 e VCAM-1),
de citocinas (IL-1, TNF alfa) de quimiocinas ( IL-8), entre outras, por essas células

contribui para o extravasamento de leucocitos em tecidos que sofrem qualquer tipo

de agressdo. As células endoteliais também sdo uma fonte importante de fatores de
crescimento da linhagem mieléide, tais como G-CSF, GM-CSF, M-CSF,
trombopoietina (TPO) e SCF, que sao liberados em resposta a estimulacdo com
LPS, IL-1, ou outros agentes (KOENIG et al., 1994; LENHOFF; OLOFSSON, 1996;
CARDIER; DEMPSEY, 1998; FIXE; PRALORAN, 1998).

Estudos in vitro (com células humanas ou de animais de laboratério) e in vivo (em
modelos experimentais) demonstraram que a intoxicacdo alcodlica aguda é capaz
de interferir nas fungdes do endotélio e com isso, tornar a adesdo de granulécitos
prejudicada (MACGREGOR; SPAGNUOLO; LENTNEK, 1974; BUCKLEY;
VENTURA; MACGREGOR, 1978; GLUCKMAN; MACGREGOR, 1978). Na tentativa
de entender os mecanismos pelos quais isso ocorre, Jonsson e Palmblad (2001)
buscaram avaliar in vitro os efeitos do etanol (0,01%-1%) sobre a producdo de

fatores de crescimento mieldides, por células endoteliais da veia umbilical humana
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(HUVECS), e sobre a interacdo dessas células com os neutrofilos. Os resultados
mostraram que o etanol inibiu, de forma dose-dependente, a liberacdo de G-CSF,
GM-CSF e IL-8 induzida por LPS, pelas HUVECs. Também inibiu a liberacdo de G-
CSF induzida pela IL-1B e de SCF induzida pela IL-1a por essas células. A inibicao
desses fatores pelo etanol foi acompanhada por efeitos inibitorios sobre a
translocacdo nuclear de NF-kB e a capacidade das HUVECs em se ligarem aos
neutrofilos. Por outro lado, a liberagcdo de M-CSF induzida por LPS e a expresséo de
ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina de superficie, em HUVECs, ndo foram afetadas pelo
etanol, neste estudo. Essas observagdes foram confirmadas por Saaed e
colaboradores (2004), in vitro e in vivo, utilizando doses de etanol proximas das

encontradas no sangue de humanos com alcoolismo agudo.

Esses resultados suportam a hipétese de que a exposicdo aguda de etanol pode
aumentar o risco de infec¢cdes, em parte, ao bloquear a ativacdo das células
endoteliais e subsequentes interacdes leucdcitos - células endoteliais, necessarias
para o recrutamento de células do sistema imunitario eficientes para o sitio de
infecgao (SAEED et al., 2004).

A exposicdo crénica ao alcool, ao contrario do observado na exposi¢cdo aguda,
parece induzir o aumento da expressao de moléculas de adesédo na superficie do
endotélio. Sacanella e Estruch (2003) mostraram que alcoolistas crénicos exibem
niveis séricos significativamente elevados de moléculas de adesdo endotelial
quando comparados aos consumidores moderados de alcool e aos individuos em
abstinéncia alcodlica. Além disso, esses investigadores também detectaram um
aumento da expressao de E-selectina, ICAM-1 e VCAM-1 em biépsias hepaticas de

pacientes com hepatite alcoolica e cirrose.

Da mesma forma, Das e colaboradores (2010), apds submeterem ratos Wistar ao
tratamento crénico com alcool, observaram que a expressao de ICAM-1, VCAM-1,
PECAM-1 foi induzida nas células endoteliais do figado desses animais. ICAM-1 e
PECAM-1 foram significativamente expressas ap0s quatro semanas de exposi¢do
ao etanol, enquanto VCAM-1 foi significativamente expressa ap6s 12 semanas de
exposicdo, em comparacdo ao grupo controle. Tais resultados sugerem que o
aumento da expressao de moléculas de adesdo pode estar associado com o inicio

das lesdes hepéticas durante a intoxicagdo alcodlica crbnica.
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2.1.3 Efeitos do etanol sobre fagocitos

Durante a resposta inflamatoria, macréfagos e neutrofilos exercem papel central na
localizac&o, fagocitose e eliminacdo de microrganismos. Trata-se de um mecanismo
complexo que envolve o recrutamento de células fagocitarias da corrente sanguinea
para o sitio inflamatério pelos agentes quimiotaticos, a citar os componentes do
sistema complemento (C5a), leucotrienos (LTB4) e varias proteinas da familia das
guimiocinas. A migracdo de neutréfilos e de mondcitos para sitios de inflamacéo
envolve a aderéncia e passagem através do endotélio vascular, posterior fagocitose
e destruicdo intracelular de patégenos por enzimas proteoliticas ou via liberacdo de
radicais do oxigénio (SPRINGER, 1995). Achados na literatura tem mostrado que as
alteracdes nessas células, pelo alcool, podem contribuir para lesdo hepatica

alcodlica, além de aumentar a susceptibilidade do hospedeiro as infeccoes.

Reducédo da exsudacéo de leucdcitos na pele no local onde se inoculou pneumococo
em coelhos ou camundongos alcoolizados foi relatada ha bastante tempo, embora
sem referéncia & duracdo do efeito (PICCRELL, 1938, citado BOE etal, 2001)
Observacgao semelhante foi feita na pele de humanos utilizando a janela de Rebuck
(LOURIA, 1963, citado em SHELLITO et al 2001; BRAYTON et al 1970). Brayton e
colaboradores (1970) ao realizarem o teste da janela de pele de Rebuck em
pacientes normais e alcoolizados (com niveis sanguineos de alcool de 160-
180mg%), observaram que nos pacientes alcoolizados o numero de neutréfilos
estava 500 vezes abaixo dos niveis normais apés 2 horas de administracdo do
etanol. Esta redug&o na migracdo de PMN néo foi observada em alcoolistas crénicos
com niveis subtoxicos de alcool ou em pacientes com cirrose. O estudo realizado
por Zhang e colaboradores (1997) com camundongos mostrou que a exposicao
aguda de etanol ndo so0 inibiu o recrutamento de PMNs no pulmé&o, induzido por
endotoxina intratraqueal, mas também bloqueou a sua ativacdo, medida pela

reducdo da expresséo de CD11b/c.

Estudos in vivo, realizados para determinar os efeitos do consumo crénico de alcool
sobre as células de Langerhans e migracdo das ceélulas dendriticas do derma,

mostraram diminui¢do no numero dessas células, além de migragéo retardada das
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mesmas para o linfonodo (LASO et al., 2007; NESS et al., 2008). Estes resultados
podem parcialmente explicar porque alcoolistas crénicos sdo mais suscetiveis a
infeccdes, especialmente aquelas desencadeadas apds penetracdo da pele (NESS
et al., 2008).

Os estudos sobre o efeito do alcool agudo na quimiotaxia de granulécitos, in vitro,
apresentam resultados controversos na literatura. Enquanto alguns experimentos
demonstraram diminuicdo da quimiotaxia de neutréfilos, in vitro, apos pré-incubacao
dos leucécitos com baixas concentragbes de alcool (KLEPSER; NUNGESTER,
1939; PHELPS; STANISLAW, 1969), outros estudos observaram reducdo da
resposta quimiotatica apenas em concentragcdes superiores as observadas
clinicamente (CROWLEY; ABRAMSON, 1971; SPAGNUOLO; MACGREGOR, 1975;
HALLENGREN; FORSGREN, 1978).

O consumo crbénico de alcool, em contrapartida, tem sido associado com um
aumento da infiltracdo de leucécitos polimorfonucleares no figado, evento que pode
contribuir para o desenvolvimento de doenca hepatica alcodlica. Se admite que
metabdlitos do etanol sdo capazes de ativar células de Kupffer a produzir fatores
qguimiotaticos (quimiocinas) para neutréfilos, aumentando a exsudacdo dessas
células para o 6rgéo (PEREZ et al., 1984; ROLL et al., 1989; 1991; BAUTISTA et al.,
1992 ; FAINSILBER et al., 1988; BAUTISTA, 1995;1997;MALTBY et al., 1996).

Os efeitos do alcool sobre a fagocitose comecaram a ser avaliados a partir de 1960
e 70 e também apresentaram resultados discordantes. O estudo realizado por Louria
(1963) mostrou que o alcool reduziu, in vitro, a capacidade de fagocitose e morte
intracelular de bactérias em leucécitos mononucleares e polimorfonucleares.
Guarneri e Laurenzi (1968) também relataram efeitos deletérios do alcool sobre a
fungéo fagocitica de macréfagos em cultivo celular. Esses mesmos investigadores,
ao realizarem experimentos com camundongos alcoolizados, mostraram reduzida
capacidade dos macrofagos alveolares em eliminarem estafilococos administrados
via aerossol (LAURENZI; GUARNERI, 1966). Em contraste, no estudo in vitro de
Brayton e colaboradores (1970), n&o foi observado nenhuma redugao na capacidade

de fagocitose e de morte intracelular em leucécitos apds exposicdo a 2-4g/L de
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alcool. Hallengren e Forsgren (1978), em seus estudos com a técnica de emulsédo
em o6leo, s6 encontraram uma significativa reducéo da fagocitose e da capacidade
de morte intracelular de bactérias por leucdécitos, nas concentracdes acima de 6,4g/L
de &lcool, e portanto, em concentragcbes que ndo podem ser observadas em

humanos com alcoolismo agudo.

A ingestdo cronica de etanol também se mostrou associada a diminuicdo da
viabilidade de macréfagos alveolares, bem como de sua capacidade de fagocitar
microrganismos. Estes resultados podem explicar o aumento do risco de pneumonia
em alcoolistas cronicos (BROWN et al., 2004). Outro estudo mostrou que a redugao
da fagocitose de macréfagos alveolares, apds a exposicdo crbnica ao etanol, é
devido a diminuicdo da expressdo do receptor de membrana para GM-CSF (JOSHI
et al., 2005). As células de Kupffer e macrofagos peritoneais murinos, quando
expostas cronicamente ao etanol, também apresentaram reducéo da fagocitose e da
atividade bactericida (GALANTE et al.,, 1982; SHIRATORI et al, 1989a; 1989b;
CASTRO et al., 1993).

E interessante notar aqui que a dicotomia entre a exposicdo aguda e crbnica ao
etanol ndo é observada na fagocitose. Ambos os tipos de exposicdo ao alcool
geralmente diminui a fagocitose. A tarefa atual consiste em elucidar os mecanismos

pelos quais o alcool exerce esse efeito.

2.1.4 Efeitos do etanol sobre a producéo de intermediarios reativos do oxigénio

Radicais reativos do oxigénio, produzidos por meio da explosdo oxidativa em
macrofagos e neutroéfilos ativados, desempenham um papel crucial na destruicdo de

microrganismos, especialmente nos pulmdes (SZABO, 1999).

Estudos demonstraram que macréfagos alveolares de ratos alcoolizados tanto de
forma aguda quanto cronica apresentam reducdo na producdo de anions
superoéxidos e peroxidos de hidrogénio (ANTONY et al., 1993; LIBON et al., 1993).
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A inibicéo in vitro pelo etanol da formacao de radicais reativos do oxigénio por PMNs
e mondcitos do sangue, apds desafio com LPS ou outros agentes estimuladores que
atuam por ligacdo aos receptores de superficie, também foi evidente (SCHOPF et
al., 1985; NILSSON; PALMBLAD et al., 1988; PARLESAK et al., 1998). Em adicao,
foi demonstrado que a administragdo intravenosa de etanol em coelhos levou a
reducdo no metabolismo oxidativo de PMNs durante a inducdo de uma sinovite na
articulacdo do joelho desses animais (NILSSON et al., 1995). Dessa forma, a
reducdo na producdo dos intermediérios reativos do oxigénio por macréfagos e
PMNSs, apos exposi¢do ao alcool, pode ser um dos mecanismos para debilitagdo das

defesas imunes do hospedeiro.

Por outro lado, a superproducdo de radicais livres de oxigénio no figado, induzida
pelo &lcool, j4 foi relatada e pode contribuir para o desenvolvimento de leséo
hepatica alcodlica (HOEK; PASTORINO, 2002; JAESCHKE et al., 2002). Em ratos
gue receberam infusGes de alcool por 1, 3 ou 5 horas, as células de Kupffer foram
estimuladas a secretar niveis aumentados de superdoxido (SPITZER; BAUTISTA,
1993).

Essas observacbes sugerem que o alcool pode ter efeito antagdnico sobre a

producao de radicais reativos do oxigénio no hospedeiro.

2.1.5 Efeitos do etanol sobre células dendriticas

As células dendriticas sdo as células do sistema imune inato mais eficientes em
desencadear e direcionar respostas imunes adaptativas mediadas por linfocitos T.
Essa capacidade reflete a habilidades das células dendriticas de internalizar
antigenos proteicos microbianos, transporta-los aos ganglios linfaticos, onde serdo
apresentados aos linfocitos T virgens, e levar a ativagdo dessa populacdo celular,

desencadeando o inicio de uma resposta imune especifica efetiva (ABBAS, 2011).
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Dados na literatura mostram que as células dendriticas possuem aspectos
fenotipicos e funcionais influenciados negativamente pela exposicdo aguda e crbnica
ao etanol, tanto em seres humanos (DOLGANIUC et al, 2003; MANDREKAR et al,
2004; LASO et al, 2007) quanto em camundongos (ALOMAN et al,. 2007; HEINZ,;
WALTENBAUGH, 2007; LAU et al, 2006; NESS et al, 2008). Em adicdo, foi
demonstrada uma diminuicdo da capacidade das células dendriticas para ativar e
estimular a proliferacdo de células T. Tal evento ocorre devido a deficiéncia da
expressdo das moléculas co-estimuladoras B7.1, B7.2, CD40, CD80, CD86, bem
como a secrecdo anormal da citocinas (SZABO, et al., 2004b; ALOMAN et al,.

2007), causadas pelo etanol.

Além de comprometer a funcéo das células dendriticas, a exposi¢cao prolongada ao
etanol (8 dias) parece interferir na geracdo de precursores de células dendriticas
mieléides (LAU et al., 2006). Uma diminuicdo seletiva da populacdo de células
dendriticas mieldides foi observada no sangue de pacientes considerados alcoolistas
cronicos (LASO et al., 2007) e no sangue de macacos expostos ao etanol (SIGGINS
et al., 2009). Em estudos in vitro e in vivo sobre o efeito do &lcool em células
dendriticas miel6ides, obtidas a partir de individuos saudaveis, Mandrekar e
colaboradores (2004) demonstraram que a exposicdo aguda do alcool também
prejudica a diferenciacdo das células dendriticas. Alteraces no numero dessas
células podem contribuir para as respostas imunitarias comprometidas pela falta de
interacOes suficientes, durante a apresentacdo de antigenos, com as células T
(DOGANILC et al., 2003; MANDREKAR et al., 2004; SZABO et al., 2004a; LAU;
ABE; THOMSON, 2006) ou pelo aumento da inducdo de células T reguladoras
(Treg) (EDSEN-MOORE et al., 2008).

2.1.6 Efeitos do etanol sobre citocinas inflamatoérias

Os dados da literatura mostram resultados aparentemente discordantes em relacao
ao efeito do etanol sobre a producdo de citocinas préinflamatérias, conforme a

exposicao seja aguda ou cronica
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O consumo agudo e moderado de alcool transitoriamente parece ter efeito supressor
sobre a producdo das quimiocinas MIP-2 e CINC e das citocinas pro-inflamatorias
TNF-a, IL-1 e IL-6, por mondcitos ou macréfagos, em resposta a varios antigenos,
tanto in vitro (CHEN et al., 1993; VERMA et al., 1993; SZABO et al., 1995a, b; 1996;
ZHANG et al., 2002) quanto in vivo (NELSON et al.,, 1989; KOLLS et al., 1995;
STOLTZ et al., 2000; BOE et al., 2001; GORAL; CHOUDNHRY; KOVACS, 2004).
Niveis insuficientes de citocinas pro-inflamatdrias pode explicar a inibicdo da
quimiotaxia de neutrdfilos in vivo (ARBABI, et al., 1999), bem como dificultar as
interacdes entre as células linfoides e endoteliais, 0 que poderia resultar no
recrutamento inadequada de células linfoides para os locais de inflamacao (SAEED
et al., 2004).

Em contrapartida, varios estudos em humanos e animais tém mostrado que o
consumo cronico de alcool esta associado com aumento das concentracdes séricas
de TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, MIP-2 e MCP-1(MCCLAIN; COHEN, 1989; KHORUTS et
al., 1991; BAUTISTA, 1997; MCCLAIN, 1998; TAIEB et al.,, 2002). Os niveis
aumentados dessas citocinas podem contribuir para a maior parte dos sinais e
sintomas observados em pacientes com hepatite alcodlica - por exemplo,
metabolismo aumentado, febre, perda de peso, diminuicdo da albumina sérica, e 0s
marcadores de desnutricdo (MCCLAIN; COHEN, 1989). Além disso, a exposi¢cao
cronica ao etanol sensibiliza os hepatocitos para os danos provocados por TNF-a
(HINES; WHEELER, 2004) e, assim, as células tornam-se mais suscetiveis a
apoptose. Ha evidéncias que o abuso de alcool esta ligado & maior prevaléncia de
infeccdo com virus da hepatite. Por isso, tem sido proposto que as infeccdes virais
podem servir como cofatores para o desenvolvimento de fibrose hepética (REGEV;
JEFFERS, 1999). Mecanismos semelhantes, que resultam em inflamacéo e fibrose
podem ocorrer também no pancreas de alcoolistas crénicos (APTE et al., 2000;
JERRELLS et al., 2007).

2.1.7 Efeitos do etanol sobre células citotoxicas naturais (Natural Killer Cells-NK).
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As células NK s&o um tipo de linfocitos distintos dos linfécitos T e B, responséaveis
pela destruicdo de células infectadas por virus, ativacdo de macrofagos para
destruicdo de microrganismos fagocitados e pela prevencédo do desenvolvimento de
tumores e metastase (HERCEND; SCHMIDT, 1988; ABBAS, 2011).

Estudos em camundongos e ratos tém geralmente demonstrado que o efeito do
alcool sobre a atividade das células NK depende muito de fatores como o estado
nutricional, linhagem genética especifica, idade, exercicio, quantidade e tempo de
administrac@o do alcool (COOK et al. 1997, LI et al, 1997). No entanto, apesar da
existéncia de algumas inconsisténcias, a maioria dos estudos com animais indica
gue tanto o consumo agudo quanto a exposi¢ao cronica ao etanol parecem diminuir
a atividade citotoxica das células NK (BLANK et al., 1993; WU; PRUETT, 1994;
BEN-ELIYAHU et al., 1996; WU; PRUETT, 1996). Estudos em humanos também
mostraram reducdo nas funcdes das células NK apos a administracdo do alcool
(IRWIN et al., 1990; BOUNDS et al., 1994; COOK et al., 1997). O mecanismo pelo
qual o etanol altera a funcdo da célula NK, entretanto, ainda ndo é conhecido.
Boyadijeva e colaboradores (2001) fornecem a evidéncia de que a inibicdo da
atividade citolitica das células NK, induzida pelo etanol, pode ser em parte devido a
reducao dos niveis de B-EP (peptideo opidide B-endorfina), que tem entre outras
funcbes, a regulagcdo da atividade das células NK. Em adicdo, Dokur e
colaboradores (2003) mostraram que a administracdo de etanol suprime a atividade
citolitica de células NK em ratos Fischer machos, diminuindo a producdo e/ou

atividade de granzima B, perforinas, e IFN-y.

Uma observacéo feita em relacdo a populacdo de células NK, tanto em animais
guanto em humanos, foi que consumo agudo ou crénico de etanol foram capazes de
reduzir a porcentagem de células NK circulantes (BLANK et al, 1993;. WU; PRUETT,
1994; COOK et al., 1997; PERCIVAL,; SIMS, 1999; BALLAS et al., 2012).

Uma vez que o alcool pode reduzir o nimero de células NK e sua atividade, varios
estudos compararam a proliferagédo de tumores experimentais em animais com e
sem exposicdo continua do &alcool. Algumas experiéncias sugeriram aumento da
disseminacdo do tumor, presumivelmente mediada pela supressédo de células NK

induzida pelo alcool (YIRMIYA et al., 1992). Outros estudos, porém, utilizando um
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modelo de tumor diferente, relataram a supressdo da proliferagdo do tumor
(MEADOWS et al., 1993). Alguns dados indicam que tanto a localizacdo do tumor
guanto a exposicao prévia das células ao alcool sdo importantes para predizer se o

alcool ird acelerar ou retardar a disseminacdo do tumor (BLANK; MEADOWS, 1996).

2.2 EFEITOS DO ALCOOL SOBRE A RESPOSTA IMUNITARIA ADAPTATIVA

2.2.1 Efeitos do etanol sobre linfécitos T

Estudos em modelos experimentais investigando linfocitos e subpopulacbes de
linfécitos T tém demonstrado, de maneira geral, que o consumo agudo e crénico de
alcool levam a deplecéo e disfuncdo dessas células no sangue periférico (LUNDY et
al., 1975; SMITH et al.; 1980; GLASSMAN; BENNETT; RANDALL, 1985; BAGASRA
et al.,, 1987; SZABO, 1999). Em adicao, a ingestdo crénica de etanol também foi
associada com uma diminuigdo in vitro e in vivo no tamanho e niamero de células T
no timo, baco e linfonodos (JERRELLS et al., 1986; 1990a, b; SAAD; JERRELLS,
1991; PRUETT et al., 1994; GURUNG et al., 2009). O mecanismo subjacente a
diminuic&o induzida pelo alcool do numero de células T ainda é desconhecido. Mas
alguns investigadores sugeriram que a exposicdo aguda ao alcool induz a morte
celular programada (apoptose) de células T imaturas no timo, (HAN et al., 1993;
EWALD; SHAO, 1993; KAPASI et al., 2003) e de linfécitos maduros e monécitos no
sangue, por meio da ativacdo da via intrinseca ou mitocondrial (SZABO et al.,
1995a). Na intoxicacdo etilica aguda ha involugdo do timo, com reducdo dos
linfécitos corticais, relacionados com o aumento dos niveis de corticosterona
induzidos pelo estresse da intoxicacdo aguda e por acdo do etanol (HAN et al.,
1993 E 1995)

Além de um numero reduzido de linfocitos, uma diminuicdo na proliferagéo celular
também foi observada in vitro e in vivo, 0 que sugere que linfécitos expostos ao
etanol tém capacidade reduzida de se proliferarem e se diferenciarem em resposta a
um desafio antigénico (ROSELLE, 1992; JERRELS; SIBLEY, 1996; GURUNG et al.,



26

2009). Como o alcool afeta a proliferacdo de células T ndo é bem compreendido.
Jerrels e colaboradores (1990a) mostraram, em ratos alimentados cronicamente com
alcool, que as células T ndo proliferam de forma adequada em resposta a
estimulacdo por IL-2. Um efeito direto do alcool sobre a proteina quinase C (PKC)
também foi sugerido como um possivel mecanismo para defeitos na proliferacdo dos
linfécitos T (SPINOZZI et al., 1991). Os resultados de outras investigacdes sugerem,
ainda, que a diminuicdo na proliferacdo das células T pode ser uma consequéncia
da disfuncdo das células acessorias (por exemplo, células apresentadoras de
antigeno), bem como de citocinas imunomoduladoras derivadas de mondcitos (TGF-
B, IL-10), ap6s consumo de é&lcool (SZABO; VERMA; CATALANO, 1993;
PETERSON et al., 1998).

Estudos tem demonstrado, ainda, que a exposi¢ao crbnica de linfécitos T ao etanol
inibe a capacidade dessas células de liberar a citocina IL-17, tanto in vitro quanto in
vivo (SHELLITO et al., 2001). No estudo de Nelson e colaboradores (1991), os
baixos niveis de IL-17 encontrados em camundongos exposto de forma aguda ao
etanol, apos desafio com Klebsiella pneumoniae e Staphylococcus aureus, foram
associados ao recrutamento reduzido de neutréfilos no tecido pulmonar desses

animais e, consequentemente, a maior susceptibilidade as infecgoes.

O numero e a funcdo das células T na hipersensibilidade tardia também sé&o
reduzidos em alcoolistas. Como resultado, a resposta imune a certos antigenos e
infeccbes € deprimida. Experimentalmente, a incubacédo de linfécitos de pessoas
normais em meio de cultura com alcool resulta em queda na atividade citotdxica e no
movimento migratério desses linfocitos (LUNDY et al.,, 1975; SMITH; PALMER,
1976; BJORKHOLM, 1980). O comprometimento da hipersensibilidade tardia
(reacdo do tipo IV na classificagdo de Gell e Coombs) foi também observado em
camundongos alimentado cronicamente com etanol (PETERSON et al.,, 1998).
Entretanto, € importante salientar que as altera¢gées na fungéo in vivo parecem estar
associadas com a quantidade e a duracdo da administracdo de etanol. Ha na
literatura um Unico trabalho experimental que demonstrou aumento da resposta
imunitaria (medida por reacao intradérmica) em ratos tratados com baixas doses de
etanol e reducdo dessa resposta utilizando doses mais elevadas (MENDENHALL et
al, 1997).
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De modo geral, as anomalias imunolégicas observadas apds o consumo de alcool,
tanto crbnico quanto agudo, parecem ser consistentes com a diminuicdo da
imunidade mediada por células (resposta do tipo Thl), caracterizada pela
proliferacdo reduzida de células T, acompanhada por uma melhor imunidade
humoral (resposta do tipo Th2), marcada por niveis elevados de anticorpos (como
sera discutido mais adiante). Esta mudanca na resposta imune provavelmente
prejudica a defesa do organismo contra infeccoes que exijam predominantemente
uma resposta imune mediada por células (SZABO, 1999; STARKENBURG et al.,
2001; OSTROVIDOV et al., 2002).

2.2.2 Efeitos do etanol sobre linfécitos B

Vérios estudos tem demonstrado que os linfocitos B também séo afetados pelo
alcool. Estudos em seres humanos mostraram que engquanto a funcao das células B
parece estar prejudicada em individuos alcoolistas, seu numero absoluto ndo diferiu
entre os alcoolistas e ndo alcoolistas (ROSELLE, 1992). Todavia, no estudo de
Sacanella e colaboradores (1998) uma reducdo significativa das células B em
alcoolistas cronicos foi observada. Da mesma forma, camundongos alimentados
com alcool, por 14 dias, exibiram um numero de células B no baco reduzido em 5X,
em relacdo ao grupo controle. Varios estudos tem demonstrado que a exposi¢ao
fetal ao etanol pode afetar o desenvolvimento de células B na medula Ossea
vermelha (WOLCOTT; JENNINGS; CHERVENAK, 1995; REIMOLD et al., 1996;
BIBER et al., 1998; MOSCATELLO et al., 1999).

Ainda no estudo de Sacanella e colaboradores (1998), foi demonstrado que as
células B dos camundongos alimentados com &lcool tiveram proliferacdo reduzida
em resposta a antigenos T-dependentes, mas proliferacdo normal durante uma
resposta de células T-independente (JERRELS et al., 1993). Essa dicotomia entre
as respostas das células B ja havia sido demonstrada por Bagasra e colaboradores

(1987), em ratos alcoolizados cronicamente e desafiados com antigenos de
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pneumococo. Esses autores sugeriram que a perda de funcdo e / ou deplecdo de
células T auxiliares (T helper) e células T supressoras, provocadas pelo alcool,
podem ser responsaveis pelas irregularidades na funcédo das células B observada
durante o alcoolismo crénico. A complexidade dos efeitos do &lcool sobre as células
B é ressaltada pela descoberta de que o alcool prejudica sua proliferacdo e a
mudanca de classe das imunoglobulinas quando induzidas pela citocina IL-4
liberada pelas células T (ALDO-BENSON et al., 1992b). Por outro lado, um outro
estudo realizado por este mesmo pesquisador demonstrou in vitro que o alcool
também tem efeito direto sobre os linfécitos B inibindo tanto a proliferacdo dessas
células quanto a sintese de imunoglobulinas (ALDO-BENSON et al., 1992a).

Alteracdes nos nivel de anticorpos (ou imunoglobulinas) no soro séo caracteristicas
bem reconhecidas em alcoolistas cronicos (ROSELLE, 1992). Smith e colaboradores
(1980) registraram um aumento dos niveis séricos de IgG, IgA e IgE e respostas
melhoradas de anticorpos para antigenos de pneumococo, em pacientes com
evidéncia histologica de danos no figado. Em acordo, Drew e colaboradores (1984)
relataram a ativacdo de célula B policlonal, em pacientes alcodlicos com nenhuma
evidéncia de disfuncdo hepatica. Em contrapartida, experiéncias in vitro tém
demonstrado que doses fisioldgicas de alcool podem suprimir a producdo de
anticorpos por meio de efeitos diretos sobre células B (ALDO-BENSON et al., 1986;
1989). Os mecanismos bioquimicos envolvidos nesta inibicdo ndo sao claros, uma
vez que, nestes estudos, o alcool ndo teve nenhum efeito aparente sobre as
alteracdes intracelulares e de membrana que normalmente ocorrem quando as
células B sdo estimuladas a produzir anticorpos. No estudo de Alonso e
colaboradores (2012), realizado em camundongos, a administracédo de alcool nao foi
associada com alteracbes significativas nas concentragdes séricas de IgA e IgM, e

pareceu diminuir as concentracdes de subclasses de I1gG.

2.2.3 Efeitos do etanol sobre citocinas imunoreguladoras

A exposicao aguda ao alcool parece contribuir para o0 aumento da producao de IL-10

em culturas de mondcitos humanos, tanto na auséncia quanto na presenca de
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estimulacdo por antigenos bacterianos e, assim, pode interferir com a interacdo
normal das imunidades mediada por célula e humoral (MANDREKAR et al., 1996;
SZABO, et al., 1996). Resultados semelhantes foram encontrados no estudo de
D’Souza EI-Guindy e colaboradores (2007), em camundongos intoxicados de forma
aguda com etanol e desafiados com LPS. Nesse mesmo estudo, também foi
demonstrado aumento dos niveis de TGF-B. Em experiéncias com culturas de
monaocitos, concentracdes de alcool fisiologicamente relevantes induziram a
producdo TGF-B, independentemente da presenca ou auséncia de estimulacao
bacteriana (SZABO, et al., 1992).

Aumento na producdo de TGF-B também foi encontrado em ratos e camundongos
alimentados cronicamente com etanol (JARVELAINEN et al., 1999; DAS et al., 20009;
BROWN SD; BROWN LA, 2012) e em alcoolistas crénicos infectados pelos virus da
hepatite C (CASTELLANO-HIGUERA et al.,, 2008). Em contrapartida, estudos
realizados em alcoolistas cronicos e em camundongos expostos de forma crénica ao
etanol mostraram quantidades de IL-10 inferiores as normais, o que contribui para
producdo excessiva de citocinas pré-inflamatérias (WANG et al., 1993; LE MOINE et
al. 1995; HILL et al.,, 2002) Esses resultados, no entanto, parecem controversos.
Valles e colaboradores (2003) ao estudarem o efeito da administracdo crénica do
etanol sobre hepatdcito, in vitro, observaram aumento da liberacdo de IL-10 nessas
células. Resultados similares foram encontrados no estudo de Das e colaboradores

(2009) apds 12 semanas de tratamento de camundongos BALB/c com etanol.

2.2.4 Consideracdes finais sobre os efeitos do etanol nas respostas imunitarias inata

e adaptativa

Os dados da literatura mostram, de modo geral, que a ingestado abusiva do etanol
provoca alteracdes importantes nas respostas imunitarias inata e adaptativa, desde
o reconhecimento das alarminas pela modificagdo na expresséo de receptores como
TLR, passando por alteragcdes nos mecanismos de montagem das respostas e nos

seus mecanismos efetuadores. Os mecanismos efetuadores da resposta imunitaria
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representam o que conhecemos como inflamagéo e ha evidéncias de que o etanol
tenha, de modo geral, efeitos antiinflamatérios. De fato, como visto em paragrafos
anteriores o etanol altera a ativacdo e a expressao de moléculas de adesdo em
células endoteliais, havendo também indicacfes de que seus efeitos prejudicam a
exsudacao de leucdcitos , especialmente neutréfilos e macréfagos. De modo geral,
os estudos que utilizaram modelos experimentais estabelecidos para avaliacdo do
efeito do etanol no recrutamento celular, producdo de citocinas e quimiocinas,
expressdo de moléculas de adesao pelas células endoteliais e atividade de fagécitos
mononucleares e polimorfonucleares em resposta a infec¢do, mostram reducdo da
atividade microbicida e na capacidade de migrar (quimiotaxia). No entanto, poucos
deles avaliaram a correlacdo entre o tempo de exposicdo ao etanol e a quimiotaxia
frente a um desafio infeccioso. Considerando que uma intoxicacdo etilica aguda é
fator de risco para pneumonites em humanos, fato comprovado em trabalhos
experimentais, o0 objetivo da presente investigacdo € tentar estabelecer até quanto
tempo apds uma intoxicagcdo aguda pelo etanol a exsudacdo de leucdcitos,

especialmente neutrdéfilos, permanece comprometida.
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3. OBJETIVOS

1) Avaliar o tempo de duracdo do efeito de uma intoxicacdo aguda com etanol
sobre a exsudacdo de neutréfilos em peritonite induzida por Staphylococcus
aureus em camundongos.

2) Avaliar o numero de bactérias na cavidade peritoneal de camundongos, seis
horas apdés inoculacdo de S. aureus em diferentes tempos apos a intoxicacao
etilica aguda.

3) Avaliar o peso do timo 24, 48, 96 e 120 horas apds a intoxicagdo etilica
aguda.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS UTILIZADOS NOS EXPERIMENTOS

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6, fémeas, de 8 a 10 semanas
de idade, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Mato Grosso
do Sul. Os animais foram atestados como isentos de doenca infectocontagiosa ou

parasitaria.

Os animais receberam racédo e agua filtrada, ad libitum, e foram mantidos em um

gabinete para biotério por pelo menos uma semana antes dos experimentos.

Para avaliar o efeito da intoxicacdo aguda do etanol como um agente produtor de
estresse (agente estressador ou “stressor”) foram utilizados camundongos suicos,

fémeas, entre 6 e 8 semanas de idade.

4.2 OBTENCAO DA CEPA DE Staphylococcus aureus

Para realizacdo deste estudo foi utilizada uma cepa padrdo de Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) obtida no Laboratério de Resisténcia Bacteriana da

Universidade Federal do Espirito Santo.

4.3 PREPARO DA SUSPENSAO DE Staphylococcus aureus

A cepa de S. aureus foi descongelada, repicada em meio agar Mueller-Hinton e
incubada por 24 horas a 37 °C em estufa (NAPCO® Microprocessor Controlled TC
Water Jacket CO, Incubators Series 6500) com atmosfera contendo 5% de CO..

ApoOs o crescimento bacteriano, uma alca bacteriolégica foi coletada da cultura e
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suspensa em 3 mL de tampao fosfato (0,067M, pH 6,8) estéril, contido no interior de
um tubo com pérolas de vidro. A suspensao foi agitada vigorosamente em um
agitador mecanico. A partir dessa suspensao, foi feita outra suspensdo com uma
densidade dtica (DO) de 0,525 (+0,01) a 625nm de modo a atingir uma concentracao
entre 6X108- 9X10° UFC/mL.

Para confirmar a densidade bacteriana final do in6culo, a partir de uma aliquota de
100 pL da suspensédo foram realizadas diluicbes, em tampéo fosfato, de 10, 100,
1000, 10000, 100000 e 1000000 vezes. Posteriormente, 20uL das diluicbes 10*, 10°
e 10° foram plaqueados em meio agar Mueller-Hinton. As placas foram vedadas em
embalagens plasticas hermeticamente fechadas e incubadas por 24h a 37 °C em

estufa.

Apés o periodo de incubacéo, as coldnias foram quantificadas com o auxilio de lupa
em diluicbes com 10 a 100 coldnias visiveis. O namero de colénias na diluicdo
escolhida foi, entdo, corrigido de acordo com a diluicdo e expresso em UFC/mL por

meio da seguinte férmula:

UFC/mL do inéculo = n° colénias em 20 pyL x 50 (1000 pL/20 uL) x 1/diluigao

4.4 INDUCAO DA INTOXICACAO ALCOOLICA AGUDA

A intoxicacao etilica aguda foi feita pela administracdo de uma solucdo de etanol a
40%, por gavagem, com agulha metalica apropriada. Cada animal recebia etanol na
dose 7mg/g de peso corporal. Os animais do grupo (controle) recebiam igual volume
de agua destilada (PRUETT et al., 2005).

4.5 INDUCAO DA PERITONITE

Trés animais do grupo etanol e dois animais do grupo controle foram infectados com

500uL da suspensdo de S. aureus contendo entre 6 X 10% e 9 X 10® UFC/ml, via
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intraperitoneal, nos intervalos de 1, 12, 24, 48 e 72 horas ap6s a administracdo do

etanol.

4.6 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os animais foram divididos em dois grupos: grupo Etanol (15 animais) e grupo
controle (10 animais). Todos foram submetidos a gavagem no mesmo tempo e a
peritonite foi induzida 1,12,24,48 e 72 horas ap0s os procedimentos de gavagem.
Seis horas ap6és a inducdo da peritonite 0s animais eram eutanasiados, a cavidade

peritoneal era lavada com PBS-EDTA para contagem das células do exsudato e das

unidades formadoras de col6nia das bactérias inoculadas.

Fluxograma exparimental:

Tempo 0: gavagem ( etanol ou agua)

J

Olh 12 h 24 h 48 h 72 h

(inducdo da peritonite)

l

06 h apds cada tempo: EUTANASIA

1

Lavado peritoneal

Contagens celulares Contagem bacteriana
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4.7 CONTAGEM GLOBAL E DIFERENCIAL DE LEUCOCITOS NO LAVADO
PERITONEAL

Seis horas apos a inducédo da peritonite, 0os animas do grupo controle e do grupo
alcoolizado foram sacrificados por anestesia geral injetavel, induzida por barbittrico
(Tiopental).

A cavidade peritoneal de cada animal foi lavada com 3 mL de PBS+ EDTA 0.1M. Em
seguida, o lavado peritoneal foi coletado e dividido em duas partes: uma parte
destinada a contagem global e diferencial dos leucdcitos e a outra parte foi utilizada

para determinacdo da concentracdo bacteriana.

A contagem global das células foi feita em camara de Neubauer apos diluicdo em
solucdo de Turk. A contagem diferencial dos leucdcitos foi feita em esfregagos
obtidos em citocentrifuga e corados com conjunto corante hematolégico rapido
(DIPQUICK).

4.8 DETERMINACAO DO NUMERO DE UNIDADES FORMADORAS DE
COLONIAS (UFC) NO LAVADO PERITONEAL.

A partir de uma aliquota do lavado peritoneal foram realizadas diluicdes em tamp&o
fosfato de 10, 100, 1000, 10000 vezes. 20uL das diluicdes foram plaqueados em
meio agar Mdueller-Hinton e as placas vedadas em embalagens plasticas

hermeticamente fechadas e incubadas por 24h a 37 °C em estufa.

Ap6s o periodo de incubacgdo, as colbnias foram quantificadas e o namero de

UFC/mL do lavado foi determinado conforme descrito anteriormente.

O resultado foi expresso em logip do niumero de UFC/mL do lavado.
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4.9 AVALIACAO DO PESO DO TIMO

Como qualquer tipo de estresse induz ativacdo do eixo hipotadlamo-hipofise, com
aumento da producdo de corticdides enddgenos, a avaliacdo da involu¢do do timo
ap0s uma agressdo aguda, € um bom indicador da elevacdo dos niveis de
corticoides plasmaticos. Para verificar se a quantidade de etanol utilizada nos
experimentos (7g/g) foi capaz de induzir elevacado dos niveis de corticéides, como
demonstrado por HAN e colaboradores (1993 e 1995), foi feita a avaliacdo do peso
do timo entre 24 e 120 horas apds a administracdo do etanol em camundongos
suicos. Um grupo de 12 camundongos recebeu a intoxicacdo pelo etanol como
descrito acima e um grupo controle (4 animais) recebeu gavagem com mesmo
volume de &gua destilada. Os animais foram eutanasiados com dose letal de
barbiturico (tiopental), 24, 48, 96 e 120 horas apds a intoxicacdo aguda (trés para
cada intervalo; o grupo controle foi eutanasiado com 24 horas). Todos os animais
que receberam etanol apresentaram sinais de intoxicacao etilica aguda, evidenciada
pelo andar cambaleante e com frequéncia, imobilidade, por entrarem em estado de
coma superficial, do qual se recuperavam 30 a 40 minutos depois.

O timo era dissecado e pesado em balanca analitica. Eram incluidos em parafina e

os cortes corados pela hematoxilina e eosina.

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram compilados em uma planilha do Excel. A construcéo das figuras e a
analise estatistica (ANOVA one way com teste de Bonferroni) foi feita com o uso do
Graph Pade Prisma 5.0. As analises de regressao da contagem de células em
funcdo do tempo foram realizadas com software Statistica 8.0 ®. Os valores de

P < 0,05 foram considerados significantes.
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5. RESULTADOS

Todos os animais que receberam etanol apresentaram sinais de intoxicacéo etilica
aguda, evidenciada pelo andar cambaleante e com frequéncia, imobilidade por
entrarem em estado de coma superficial, do qual se recuperavam 30 a 40 minutos
depois. Os trés animais que receberam a inoculacdo do S. aureus na primeira hora
ja tinham se recuperado do coma. Ndo ocorreu nenhum o6bito nos animais que

receberam o etanol.

Os valores da contagem global de leucdcitos para os grupos etanol e controle, em
funcdo do tempo apos a administracdo do etanol, estdo apresentados na Tabela 1 e

na figura 1.

Tabela 1. Resultados da contagem global de leucécitos em diferentes tempos, apos

administracdo por gavagem de etanol (7mg/g) ou agua.

Leucécitos/mm? (média + erro padréo)

Tempo (h

po () Etanol Controle

1 4800,00 + 300,00 7262,5 +153,09
12 4650,00 + 534,63 7075,0 + 102,06
24 3591,60 + 628,55 7837,5 +1092,06
48 6433,30 + 466,89 6650,0 + 183,71
72 7158,30 + 556,09 8500,0 + 40,82

10000-
[ etanol

& El controle
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£

@

S
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12 24 48 72
tempo (horas)

Figura 1. Contagem global de leucécitos na cavidade peritoneal apos inoculagéo de
S. aureus, em camundongos, em diferentes tempos apos receberem por gavagem,
7mg/g de peso de etanol ou agua . * Analise de variancia (ANOVA one way) com
teste de Bonferroni: p<0,05.



38

A andlise de regressdo da contagem global de leucdcitos para os grupos etanol e

controle, em funcéo do tempo esta representada na Figura 2.

9000 - y = 0.04x3 - 3.7563x2 + 83.324x + 7022.3
R2=0.7806

8000

7000
Q@
£ 6000
£
w» 5000
8
:g 4000 ¢ Etanol
% 3000 - Controle
- 2000 - = -0.0511x® + 6.3693x2 - 165.63x + 5173.7

R2=0.9028
1000 - P<0,05
0 T T T T T |
0 12 24 36 48 60 72
Tempo (h)

Figura 2. Analise de regressdo em funcédo do tempo da contagem de leucdcitos na
cavidade peritoneal de camundongos apdés receberem, por gavagem, etanol (7mg/qg)

ou agua.

Como pode ser observado h& reducao significativa da exsudacao de leucécitos até
48 horas ap6s a administracdo do etanol. A curva de regressao em funcdo do tempo

confirma a significancia dessa redugéo.

Os valores referentes as contagens de neutréfilos para 0os grupos etanol e controle,

em funcéo do tempo estdo apresentados na Tabela 2 e na Figura 3.
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Tabela 2. Resultados da contagem de neutréfilos em diferentes tempos apos

administracéo por gavagem de etanol (7mg/g) ou agua.

Tempo Etanol Controle
(h) (Neutréfilos . mm™) (Neutréfilos . mm™)
1 2384,00 + 6,17 5918,94 + 2,04
12 2185,50 + 4,36 4704,88 + 4,49
24 2023,31+ 7,64 5329,50 £ 0,82
48 4567,67 + 4,62 5253,50 + 0,82
72 4772,22 £ 9,07 5992,50 + 3,67
8000+
CJ etanol
o @l controle

6000-

neutrofilos/mm
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o
o
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Figura 3 . Numero de neutréfilos na cavidade peritoneal 6h apés inoculacéo de S.
aureus em camundongos, em diferentes tempos apos receberem, por gavagem,
7mg/g de peso de etanol ou 4gua. * Analise de variancia com teste de Bonferroni:
p<0,05)
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A analise de regressdo da contagem de neutréfilos em funcdo do tempo para os

grupos etanol e controle esta representada na Figura 4.

90 y = -0.0006x3 + 0.0693x2 - 1.9874x + 82.916
2= 09755

80 -

< Etanol
40 - y = -0.0004x? + 0.0385x2 - 0.4754x + 49.533

Controle
R2?=0.9869
30 -

20
10 - P<0,05

0 T T T T T 1
0 12 24 36 48 60 72

Figura 4. Andlise de regressdo em funcao do tempo da contagem de neutréfilos na
cavidade peritoneal de camundongos apdés receberem, por gavagem, etanol (7mg/qg)
ou agua.

Os valores da quantidade de mononucleares no exsudato da cavidade peritoneal,
estdo resumidos na figura 5.
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Figura 5. Numero de mononucleares na cavidade peritoneal 6h apds inoculacéo de
S. aureus em camundongos, em diferentes tempos apds receberem, por gavagem,
7mg/g de peso de etanol ou agua. Analise de variancia com teste de Bonferroni:
p>0,05.
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Como pode ser observado a redugcdo do numero de leucocitos exsudados na
cavidade peritoneal dos camundongos que receberam etanol, apds a inoculacéo da
suspensdao de S. aureus foi devida a diminuicdo significativa do numero de
neutrofilos até 24 horas apdés a ingestdo do etanol, jA que a quantidade de
mononucleares no exsudato nao diferiu significativamente dos controles em nenhum
dos tempos avaliados ( A curva de regressdao do numero de neutrofilos em relacéo

ao tempo confirma a significancia da reducéo destes leucécitos).

O resultado da contagem de unidades formadoras de colonias no lavado peritoneal
6h ap6s o in6culo da suspensdo de S. aureus, em diferentes tempos apds a
administracdo por gavagem de etanol (7mg/g) ou agua, esta resumido na Tabela 3 e

na Figura 6.

Tabela 3. Resultado da contagem de unidades formadoras de coldnias de S. aureus
no lavado peritoneal, 6h ap6s a inoculacédo, apds a administracdo, por gavagem,
etanol (7mg/g) ou agua. Os valores representam o Logip do numero de UFC. Os

resultados representam a média e o EPM.

Tempo Etanol Controle
(h)
1 7,11 +£0,30 5,87 £ 0,22
12 6,32+ 0,12 6,18 + 0,67
24 6,18 £ 0,18 6,45 + 0,09
48 5,47 +£0,16 5,81+ 0,00

72 6,56 + 0,38 6,24 + 0,30
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Figura 6. Resultado da contagem de unidades formadoras de colbnias de S. aureus
no lavado peritoneal, 6h apds a inoculagdo, apds a administracdo, por gavagem de
etanol (7mg/g) ou agua. Os valores representam o Logip do numero de UFC. Os
resultados representam a média e o EPM.

Como pode ser observado, embora tenha havido um aumento mais evidente na
guantidade de UFC no grupo que recebeu o indculo do S aureus uma hora apés a

ingestéo do etanol, ela n&o foi significativa.

O resultado da avaliacdo do peso do timo esta resumido na Figura 7. Como pode ser
observado ha uma reducdo significativa do peso do 6rgdo 24 horas apés a
intoxicacdo aguda, a qual se recupera progressivamente até o quinto dia. O estudo
histolégico confirmou a involucdo, mostrando deplecdo acentuada dos linfocitos da

cortical nas primeiras 24 horas, recuperada no quinto dias apés a intoxicagao etilica.
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Figura 7. Peso do timo em camundongos sui¢cos que receberam por gavagem,
etanol na dose de 7mg/g de peso corporal.
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7. DISCUSSAO

A dose de etanol utilizada nos experimentos foi suficiente para induzir uma
intoxicagdo aguda em todos os animais que apresentaram sinais evidentes de
alteracdes no movimento e nos niveis de consciéncia, sem terem sido levados a um

estado de coma profundo, irrecuperavel.

A avaliacdo do peso do timo mostrou involucdo do o6rgao, sugerindo, que a
intoxicagdo etilica aguda em camundongos aumenta a secrecdo de corticoides
enddgenos, o que em parte explica a lise de linfocitos na cortical do timo, conforme
demonstraram Han e colaboradores (1993 e 1995). Esses autores demonstraram
gue a intoxicacdo etilica aguda aumentou os niveis de corticoides enddgenos
rapidamente nas primeiras duas horas, com queda rapida dos mesmos que

retornaram aos niveis basais oito horas ap0és a ingestao do etanol.

A utilizagdo de um modelo experimental de peritonite, com avaliagdo do exsudato
seis horas ap0s a inoculacdo do S aureus se justifica, porque o objetivo principal foi
avaliar a exsudacao de neutrdéfilos e esta ocorre em grande intensidade entre trés e
12 horas apoOs a agressao. Por outro lado a liberacdo de corticéides enddgenos
relacionados com o estresse produzido pela contencdo do animal e inoculacdo das
bactérias (inducdo da inflamacéo) € curto, retornando a normalidade em até 8 horas
(HAN et al., 1993)

Os resultados mostram que existe reducdo da exsudacao de leucdcitos na cavidade
peritoneal dos camundongos alcoolizados apés inducdo da peritonite estafilococica
até 24 horas ap6s a ingestdo do etanol. A contagem diferencial dos leucécitos
exsudados mostrou que a reducdo do numero global de leucocitos exsudados foi
decorrente principalmente da reducdo dos neutrdfilos, fato demonstrado pela
manutenc¢do de numero semelhante de mononucleares no grupo etanol em relacdo
ao grupo controle. Nas primeiras 12 horas, fica muito evidente a reducao relativa e
absoluta de neutrofilos, como demonstrado na curva de regresséo. Essa reducao de
neutréfilos se mantém significativa até 24 horas. Esses resultados confirmam e
ampliam, em parte, dados da literatura. De fato, redugcdo na exsudacdo de

neutroéfilos tem sido demonstrada em modelos experimentais (PICRELL, 1938 apud
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BOE et al. 2001) e em humanos (LOURIA, 1963 apud SHELLITO et al., 2001;
BRAYTON et al.,1970). Nessas observacdes ndo houve avaliacdo temporal do efeito
inibidor da intoxicacao etilica, tendo sido admitido que o efeito era devido a acéo
direta do etanol sobre os neutrdéfilos devido aos niveis elevados da alcoolemia. Na
observacdo de Brayton et al. (1970) a alcoolemia estava entre 160 e 180 mg de
etanol no plasma, no momento da execucéao do experimento. Os estudos sobre os
efeitos diretos do etanol na quimiotaxia de granulécitos apresentam resultados
controversos. Enquanto alguns experimentos demonstraram diminuicdo da
guimiotaxia de neutrofilos, in vitro, apos pré-incubacdo dos leucocitos com baixas
concentracfes de alcool (KLEPSER; NUNGESTER, 1939; PHELPS; STANISLAW,
1969), outros estudos observaram reducdo da resposta quimiotatica apenas em
concentracbes superiores as observadas no plasma de pessoas com intoxicacdo
etilica (CROWLEY; ABRAMSON, 1971; SPAGNUOLO; MACGREGOR, 1975;
HALLENGREN; FORSGREN, 1978). No experimento aqui relatado nao foi avaliada
a alcoolemia, mas se sabe que entre 12 e 24 horas apés a ingestdo do etanol a
alcoolemia é muito baixa ou inexistente (CARSON; PRUETT, 1996).Portanto a
reducdo da migracdo de neutréfilos observada nos experimentos aqui relatados nédo

devem ter sido decorréncia de efeitos diretos do etanol

A Unica observacdo na qual se testou a duracdo do efeito da intoxicacdo etilica
aguda em um modelo experimental de inflamagcdo demonstrou que em
camundongos a exsudacdo de leucécitos para uma bolsa de ar subcutanea apés
inoculagédo de carragenina estava reduzida até 7 horas apds a intoxicacao etilica
aguda, mas nao foi significativamente diferente se a inflamacao foi induzida 20 h
depois (SAEED et al., 2004). Os autores ndo mostraram dados sobre a contagem
diferencial das células do exsudato, mas relatam que houve reducdo tanto de
neutréfilos como de mondcitos no exsudato. A discordancia parcial desses
resultados com os aqui apresentados, mostrando que a reducao da exsudacéo de
neutréfilos persiste por 24 horas, pode estar relacionada ao modelo utilizado. O
desafio utilizado por Saeed et al. (2004) foi feito em uma bolsa de ar no subcutaneo
do camundongo, um ambiente diferente da cavidade peritoneal. Nesta ja existem
macrofagos residentes em grande quantidade e a chegada do agente inflamatério
(no caso os estafilococcos) induz uma resposta rapida com ativagdo das células
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residentes as quais produzem as quimiocinas necessarias para atrair os leucocitos.
Na bolsa de ar o agente irritante induz a liberacdo de mediadores que atraem as
primeiras células, entre as quais macrofagos responsaveis por produzir a grande

migracao de neutrdfilos.

Os mecanismos envolvidos na reducao, induzida pelo etanol, da exsudagcao de
neutrofilos para uma area inflamada, ndo estdo bem esclarecidos. Como citado na
revisdo da literatura, alguns autores que estudaram o fenbmeno em humanos e em
animais de laboratorio (PICRELL, 1938 apud BOE et al., 2001; LOURIA, 1963 apud
SHELLITO et al., 2001; BRAYTON et al.,1970) sugerem que o efeito direto do etanol
seria 0 mecanismo mais importante, inclusive explicando a curta duracdo do efeito
observado. No entanto a maioria dos autores admite que o uso do etanol, tanto
agudo como crbnico altera mecanismos da resposta imunitaria inata e adquirida,
como ja apresentado na revisdo de literatura desse texto. E possivel, portanto, que
alteracdes na resposta imunitaria inata estejam envolvidas na redu¢do da resposta
inflamatoria, especialmente na exsudacao celular observada apds intoxicacédo aguda

com o etanol.

No modelo aqui utilizado a inflamacao da cavidade peritoneal comeca com PAMP do
S. aureus ativando macréfagos residentes, responsaveis por produzir as quimiocinas
CXC, que induzirdo a exsudacdo dos neutrdéfilos para a cavidade peritoneal. Estes
migram apdés rolamento e adesdo ao endotélio, nos quais a selectina P exerce papel
importante (MERCER-JONES et al.,1999). Portanto, a participacdo inicial de
macrofagos € crucial na exsudacgéo de neutréfilos para a cavidade peritoneal apés a
introducdo de um agente inflamatério. De fato, de-Souza e Ferreira (1985)
demonstraram que o tratamento de animais com soro anti-macrofagico inibe a
exsudacdo de neutrofilos para a cavidade peritoneal. Uma das principais
guimiocinas CXC liberadas pelos macréfagos peritoneais para atrair leucdcitos é a
CXCL2 (MIP-2, Macrophage Inflammatory Protein-2), que inoculada na cavidade
peritoneal de camundongos induz migracdo de neutrofilos em um modelo de
peritonite fecal (MARK et al.,1999). Esses autores demonstraram que a CXCL2

interage com mastocitos nesse processo, sem liberagéo de histamina.

Como descrito na revisédo de literatura o etanol pode afetar a sinalizagdo de TLRs
(YAMASHINA et al., 2000; MANDREKAR; BELLEROSE; SZABO, 2002), reduzir
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quimiocinas CXC e citocinas proé-inflamatérias (CHEN et al., 1993; VERMA et al.,
1993; SZABO et al.,, 1995a, b; 1996; ZHANG et al.,, 2002) em macréfagos,
comprometendo assim a producédo dos principais fatores que agem na fase inicial da
migracdo de leucécitos para uma area inflamada que é a ativacdo do endotélio
(citocinas) e a producdo de quimiocinas. Além do mais a intoxicacdo aguda pelo
etanol altera, no endotélio, a expressdo de moléculas de adesao dificultando a
segunda fase da exsudacdo celular que € a captura, rolamento, aderéncia e
transmigracdo de leucocitos. Desse modo, no modelo experimental aqui
apresentado, a reducdo da migracao de neutréfilos nas primeiras seis horas apés a
inoculacdo de S aureus estaria ligada ao efeito do etanol (ou seus metabdlitos)
sobre os macréfagos peritoneais e células endoteliais, reduzindo a producdo de
citocinas e quimiocinas e a expressao de moléculas de adesédo. As observacfes
aqui apresentadas mostram que esse retardo precoce na migracdo de neutréfilos

pode persistir até 24horas apos o episédio de intoxicacao etilica aguda.

Por outro lado, a reducdo na exsudacdo de neutrofilos ndo foi associada a uma
significativa reducdo no numero das bactérias inoculadas na cavidade peritoneal,
avaliadas seis horas apds o inoculo. Nao temos uma explicacdo adequada para
essa observacdo. E possivel que o tempo de observacdo tenha sido muito curto
para avaliar o impacto da reducdo dos neutréfilos na capacidade microbicida da
cavidade peritoneal, que poderia ter sido pouco alterada ja que o numero de
mononucleares no exsudato nao diminui significativamente no periodo de
observacédo. Pruet et al. (2010) demonstraram que ha aumento da mortalidade de
camundongos submetidos a alcoolizacdo aguda e infectados com Escherichia coli
até 21 horas apods a alcoolizacdo, admitindo que tenha havido facilitacdo da
proliferacdo das bactérias inoculadas. Esses autores mostraram que desde duas
horas apos o inoculo das bactérias o niumero de macrofagos peritoneais com
bactérias endocitadas foi significativamente maior no grupo alcoolizado, admitindo

gue o poder microbicida dessas células pudesse estar comprometido.

Pode ser levantada a hipotese de que o estresse induzido pela alcoolizagdo aguda
pudesse estar interferindo na exsudagéo de leucdcitos. De fato, a intoxicagdo etilica
aguda em camundongos ativa o0 eixo hipotalamo-hipofise e induz involu¢ao do timo,
o que foi confirmado nos experimentos aqui relatados. No entanto uma observacao

experimental avaliando os niveis de glicocorticoides em camundongos submetidos a
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uma intoxicacao etilica aguda, mostrou, que embora elevados, ndo eram suficientes
para alterar os niveis de citocinas pro-inflamatorias e as respostas de receptores da
familia TLR (GLOVER e PRUETT, 2006; GLOVER et al., 2009).

Em concluséo, os resultados aqui apresentados demonstram que um episodio de
intoxicagdo etilica aguda diminui a exsudagéo de neutrdfilos na cavidade peritoneal
seis horas apoés a inoculacdo de S aureus, efeito esse persistente até 24 horas apos
a ingestao do etanol. A reducdo da exsudacdo de neutrofilos ndo foi seguida, no
periodo observado, de uma aparente reducdo no poder microbicida da cavidade

peritoneal.
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8. CONCLUSAO

Os resultados apresentados mostraram que uma intoxicagdo etilica aguda em

camundongos na dose de 7mg/g de peso corporal:

(a) Reduziu significativamente a exsudacdo de neutrofilos para a cavidade
peritoneal seis horas apds a inoculacdo de uma suspensdo de S. aureus.

Esse efeito persistiu até 24 horas apos ingestdo do etanol.

(b) Embora tenha reduzido a exsudacédo de neutrdfilos, a reducdo da capacidade
microbicida da cavidade peritoneal frente aos estafilococos n&o foi

significativa no periodo de observacéao.

(c) Induziu involucédo do timo nas primeiras 24 horas, com recuperagdo da massa

do timo no quinto dia apds a intoxicacao.
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