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RESUMO

O alcoolismo é uma doencga crbnica grave que tem alta taxa de morbidade e mortalidade na
populacdo mundial. Além disso, o consumo cronico de alcool estd associado ao
comprometimento da resposta imune e aumento da susceptibilidade a infec¢des
pulmonares. Em relacdo as infec¢des pulmonares, a incidéncia de pneumonias fangicas
causadas por Aspergillus fumigatus tem crescido nas ultimas décadas. Esse tipo de infeccéo
ocorre apos a inalacdo dos conidios dispersos pelo ar, que se depositam nos espacos
alveolares, o que culmina na ativacdo dos macréfagos e iniciacdo de uma resposta
inflamatéria. Nesse sentido, nosso objetivo foi caracterizar como o0 consumo crénico de
alcool altera as respostas imune e inflamatéria a uma infeccdo pulmonar fangica, durante a
aspergilose pulmonar. Camundongos com cinco semanas foram tratados com agua ou com
uma solucdo de etanol (20% v/v) durante 12 semanas. Apés o tratamento, 0s animais foram
infectados via intranasal com 3x10® conidios de A. fumigatus. Os animais foram
eutanasiados com um e dois de infec¢do, e foram coletados o lavado broncoalveolar (BAL),
sangue e pulmdes. Os resultados gerados demonstraram que a exposi¢ao crbnica ao etanol
causou maior mortalidade associada a uma maior perda de peso em comparacao ao grupo
controle. A analise histol6gica demonstrou maior lesdo pulmonar acompanhada de maior
carga fungica nos pulmdes. Além disso, o tratamento com etanol ndo alterou a quantidade
de leucdcitos circulantes, mas promoveu uma grande diminuigdo de migragdo de neutréfilos
para os alvéolos pulmonares. Na analise de mediadores inflamatorios, foi observado que o
consumo de etanol causou desbalanco na producao de citocinas pré- e anti-inflamatérias e
moléculas quimioatraentes apos a infeccao. Os niveis de TNF-a e C5a sdo semelhantes
entre 0s grupos, enquanto os niveis de IL-18 e IL-10 foram menores nos animais
consumistas de alcool. J& a quimiocina CXCL2 estd aumentada nos animais alcoolistas
apos infeccdo. Curiosamente, os niveis da quimiocina CXCL1/KC no BAL sédo semelhantes
em ambos o0s grupos. No entanto, 0s niveis séricos de CXCL1 sdo extremamente elevados
nos animais expostos ao etanol, quadro observado comumente em casos de sepse severa.
Posteriormente foi encontrado que a falha na migracado de neutrofilos para as vias aéreas
ocorreu devido a menor expressdo do receptor de quimiocinas CXCR2. Além disso, a
diminuicdo da resposta Th1l7 e a reducdo dos processos de rolamento e adesdo de
leucocitéria também foram associadas a esse fenoétipo. Sendo assim, os resultados deste
trabalho apontam para uma alteragéo na regulacdo da resposta imune inata no controle do
fungo A. fumigatus, frente a um quadro de alcoolismo, e que envolve 0os mecanismos de

quimiotaxia de neutréfilos e confere maior susceptibilidade a infecgdo fangica.



ABSTRACT

Alcoholism is a worldwide chronic disease with high morbidity and mortality rates. Chronic
alcohol consumption is associated with impaired immune response and increased
susceptibility to lung infectious diseases. Regarding to pulmonary infections, the incidence of
fungal pneumonia caused by Aspergillus fumigatus has increased in the last decades.
Infection occurs after inhalation of airborne conidia, followed by alveolar colonization, which
results in macrophage activation and initiation of a proinflammatory response. In this sense,
our objective was to characterize how chronic alcohol consumption alters the immune and
inflammatory response to fungal lung infection during pulmonary aspergillosis. Five weeks
old, C57BL/6 mice, were treated with water or ethanol (20% v/v) in drinking water for 12
weeks. After treatment, animals were intranasally infected with 3x108 A. fumigatus conidia.
Mice were euthanized one and two days after infection and bronchoalveolar lavage fluid
(BALF), blood and lungs were collected. Results showed that chronic exposure to ethanol
caused higher mortality associated with higher weight loss compared to the control group.
Histological analysis demonstrated more severe pathological score with higher fungal load in
lungs. In addition, bone marrow derived leukocytes were not affected by chronic ethanol
consumption. Moreover, neutrophils migration to the alveoli was reduced after alcohol
treatment. Analysis of inflammatory mediators, demonstrated that ethanol consumption
generated an imbalance in proinflammatory and anti-inflammatory cytokines and
chemoattractant molecules production, after infection. TNF and C5a levels had similar levels
between groups, while IL-1p and IL-10 had lower levels in alcohol consuming mice. Related
to CXCL2 chemokine, we observed an increase in its levels in ethanol treated mice after
infection. Interestingly, levels of CXCL1/KC in BAL were similar in both groups. However,
serum CXCL1 levels were extremely higher in animals exposed to ethanol, a characteristic
generally associated with severe sepsis. Our results also demonstrated that the failure of
neutrophil migration into airways was due to lower expression of the CXCR2 chemokine
receptor. Moreover, the reduction of Th17 response and rolling and adherence of leukocyte
were also associated with this phenotype. Taken together, results point to an altered
regulation of the innate immune response during A. fumigatus infection, caused by chronic
ethanol intake, and this phenotype involves a neutrophils chemotaxis mechanism that

confers increased susceptibility to fungal infection.



1 INTRODUCAO

1.1 O alcoolismo e a modulacao da respostaimune e inflamatéria

1.1.1 Alcoolismo

O alcool (alcool etilico ou etanol) € uma das drogas psicotropicas que tem seu
consumo admitido e até incentivado. Apesar de sua ampla aceitacao social, 0 consumo de
bebidas alcodlicas, quando em excesso, torna-se prejudicial tanto para o individuo quanto
para a sociedade (AL-ABDALLAT et al.,, 2016; GILMORE et al.,, 2016). O alcoolismo,
também chamado de desordem no uso de alcool, esta relacionado a um descontrole no
consumo de alcool e é considerado uma doenga crbnica e debilitante. Tem como
caracteristicas a busca compulsiva do alcool, a perda de controle em relacdo ao seu
consumo, o aparecimento de estados emocionais negativos, como a frustragéo, raiva,
ansiedade, depressédo ou o tédio, quando seu acesso é interrompido, e também o risco de
recaida, mesmo apos longos periodos de tempo sem o consumo dessa droga. O consumo
de é&lcool € um fenbmeno global e que causa danos sociais, econémicos e de saude
(AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013).

A quantidade e o padrdo de consumo de &lcool variam enormemente entre 0s
consumistas, entre os paises e dentro dos paises. Os niveis de consumo em um pais séo
tipicamente apresentados como o volume de alcool puro consumido por adulto (pessoa
acima de 15 anos) por ano. Os dados globais mais recentes sdo de 2010, publicado pela
Organizacao Mundial de Saude (OMS), que mostram que 0s maiores niveis de consumo per
capita sdo vistos em toda a Europa Oriental e RUssia e 0s niveis mais baixos em todos os
paises predominantemente islamicos do Norte da Africa, Oriente Médio e Sudeste Asiatico.
O consumo anual per capita é de 11,6 litros no Reino Unido, 12,2 litros na Australia, 10,2
litros no Canada e 9,2 litros no EUA (GILMORE et al., 2016). Ja no Brasil, os niveis de
consumo em 2010 chegaram a 8,7 litros. Dados do Instituto Nacional de Ciéncia de
Tecnologia para Politicas Publicas do Alcool e Outras Drogas (INPAD) em 2012, revelaram
que 15,5% de individuos dentro da faixa etaria de 18 a 24 anos, sdo dependentes de alcool
(GALDUROZ; CAETANO, 2004). O alcoolismo se encontra intimamente correlacionado com
a incidéncia de doencas, principalmente, psiquicas, hepéticas e cardiacas, representado por
10% dos problemas totais de saude no Brasil (BABOR, 2010; MELONI; LARANJEIRA, 2004)

O abuso crénico de alcool gera custos de aproximadamente 223 bilhdes de ddlares
na economia dos Estados Unidos da América (EUA) e causa mais de 79.000 mortes a cada

ano. Nos ultimos 20 anos, o alcoolismo passou de oitavo para quinto principal fator de risco
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para a mortalidade precoce e incapacidade na populacdo mundial, sendo que a mortalidade
em todo o mundo chega a ser 30 vezes maior que nos EUA, sendo aproximadamente 2,5
milhdes de mortes. Esse nimero passou para cerca de 3,3 milhdes em 2012, segundo a
OMS (KARAVITIS et al., 2013). Além disso, cerca de 500 milhGes de pessoas se encontram
dentro dos critérios de dependéncia alcodlica em todo o mundo (COOK, 1998; KAPHALIA;
CALHOUN, 2013).

1.1.2 O efeito do consumo de etanol no organismo

O etanol é uma molécula pequena, com absor¢ao relativamente lenta pelo estdmago
e absorcdo mais rapida pelo intestino. Por ser solivel em agua, ele acessa rapidamente a
corrente sanguinea, de onde é livremente distribuido para a maioria dos 6rgaos e sistemas.
O coracgdo, o cérebro e os musculos estdo sujeitos as mesmas concentracdes de alcool do
sangue. A excecdo é o figado, que fica sujeito a concentra¢cdes maiores, uma vez que
recebe o etanol absorvido do estbmago e do intestino. O figado € um 6rgéo particularmente
susceptivel aos danos provocados pelo alcool, pois ele € o principal sitio de metabolizacdo
desta substancia no organismo. A grande maioria do alcool consumido € metabolizada por
este 6rgdo, mas cerca de 2 a 10% do alcool ingerido € metabolizado e eliminado pelos rins e
pulmdes. O primeiro passo no metabolismo do alcool é a répida oxidacéo a acetaldeido pela
enzima denominada alcool desidrogenase (ADH). Esta enzima converte o &lcool em
acetaldeido que, mesmo em pequenas concentragdes, é toxico para o organismo. A enzima
aldeido desidrogenase (ALDH), por sua vez, converte 0 acetaldeido em acetato. A maior
parte do acetato produzido atinge outras partes do organismo pela corrente sanguinea onde
participa de outros ciclos metabdlicos. O alcool também pode ser metabolizado pelo
citocromo microssomal P450 2E1 (CYP2EL) e pela via da catalase peroxissomal para
acetaldeido, tanto no figado quanto nos pulmdes (llustracdo 1), conferindo mecanismo
alternativo de metabolismo, que é particularmente induzido durante o abuso crbnico de
alcool e é responsavel pela producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). O estresse
oxidativo esta associado a oxidagéo de proteinas, lipideos e DNA que afetam a homeostase
celular. Portanto, o estabelecimento de uma causa e efeito de inter-relagdo entre a
toxicidade e estresse oxidativo poderia proporcionar uma melhor compreensdo da inducao
da lesdo pulmonar (KAPHALIA; CALHOUN, 2013; KOOP, 2006; YEH et al., 2007). Através
de cada uma destas vias, 0 etanol produz especificas perturba¢cdes metabdlicas e toxicas, e
todas as trés vias resultam na producédo de acetaldeido, um metabdlito altamente toxico
(LIEBER, 2005).



Alcool

desidrogenase

| ]

Etanol Acetaldeido Acetato
H,C-CH,-OH 0 ———— COO-
< = Catalase 120128 Aldeido H,(-C00
(peroxissomos) T desidrogenase
(mitocondria)

P4502E1
(microssomos)

llustracéo 1. Vias de metabolismo do etanol. O &lcool é metabolizado por trés vias. A mais comum
delas envolve as enzimas alcool desidrogenase (ADH) e aldeido desidrogenase (ALDH). Estas
enzimas ajudam a quebrar a molécula de alcool, tornando-se possivel elimina-lo do organismo. Em
primeiro lugar, ADH metaboliza o alcool em acetaldeido, uma substancia altamente téxica. Em
seguida, o acetaldeido é metabolizado a acetato. As enzimas do citocromo microssomal P450 2E1
(CYP2E1) e catalase também sdo capazes de converter o alcool em acetaldeido. No entanto,
CYP2EL1 é ativada apenas apés ingestdo de grandes quantidades de &lcool, e catalase metaboliza
apenas uma pequena fragdo do alcool no corpo. Fonte: CISA - Centro de Informacdes sobre Saude e

Alcool (disponivel em: http://www.cisa.org.br/artigo/5536/metabolismo-alcool.php).

Muitos dos efeitos metabdlicos e téxicos do alcool nos érgaos tém sido relacionados
com o seu metabolismo oxidativo a acetaldeido, que gera um desequilibrio no status redox
local. Este estresse oxidativo pode ser uma caracteristica central associada a leséo tecidual,
causada pelo metabolismo do etanol. Entre os sistemas de o6rgaos, os pulmdes de
mamiferos sdo um potencial alvo do estresse oxidativo resultante do abuso cronico de
alcool, pois além de metaboliza-lo, pode também sofrer por exposicao direta a poluentes
ambientais toxicos, fumaca, e outras particulas presentes no ar (KAPHALIA; CALHOUN,
2013).

Ha muitos séculos, médicos tém observado que o consumo excessivo de alcool pode
levar ndo apenas ao dano hepético, mas também estd associado com aumento de
morbidade e mortalidade por doencas infecciosas. O primeiro cirurgido geral dos Estados
Unidos, Benjamin Rush, publicou um artigo intitulado “An Inquiry Into the Effects of Ardent

Spirits Upon the Human Body and Mind”, em 1785, em que ele relatou que pacientes que



abusavam de alcool eram vulneraveis a febre amarela, tuberculose, pneumonia e abcessos
(LIEBER, 2005; MOLINA et al., 2010).

Apesar de afetar varios sistemas, incluindo sistema digestorio, nervoso,
cardiovascular e imunolégico, as mudangas mais importantes decorrentes da exposi¢cao ao
etanol sdo devido a exposicdo crbnica, tais como doencas alcoodlicas hepaticas (DALS) e
aumento da morbidade por doencas infecciosas, como as pneumonias, tuberculose (TBC),
infeccdes pelo virus sincicial respiratdrio (VSR) e sindrome da dificuldade respiratéria aguda
(SDRA) e doenca crdnica obstrutiva pulmonar (DPOC). O aumento do nimero de células
inflamatérias no figado em pacientes com DALs sugere que as complicacbes estédo
relacionadas também com o sistema imune do individuo, jA que a maioria das fun¢des das
células de Kupffer, os macréfagos residentes do figado, é desregulada nesses individuos
(MESSINGHAM; FAUNCE; KOVACS, 2002; SIMET; SISSON, 2015).

Em relagdo as infec¢cdes pulmonares, o abuso de &lcool torna-se um grande
problema quando o paciente se encontra hospitalizado por outra comorbidade. Alcoolistas
hospitalizados estdo mais predispostos a desenvolver doengas graves, bem como mais
susceptiveis a complicacdes clinicas e mortalidade, em comparacdo aos nao alcoolistas.
Por exemplo, a incidéncia de tuberculose em pacientes que abusam de etanol é de 15 a 200
vezes maior do que na populacéo néo alcoolista (MEHTA, 2016).

Dentre as diversas complicacbes geradas pelo alcoolismo, a modulacdo da
regulacdo imunolégica pode ser, de alguma forma, prejudicial a resposta imune do
hospedeiro durante uma infeccdo. Um estudo recente desenvolvido por Luong e
colaboradores (2015) demonstrou que o alcool tem efeitos negativos no sistema imunoldgico
do hospedeiro, tornando esse hospedeiro mais vulneravel a infec¢bes causadas por
Streptococcus pneumoniae. Eles observaram que houve uma diminuicdo da atividade de
neutrofilos e secre¢do de citocinas proé-inflamatorias, que alteraram o curso normal da
resposta do hospedeiro & infecgdo e potencializou a colonizacdo pela bactéria (LUONG et
al., 2015).

O alcool também pode causar disfungcdo dos macréfagos alveolares, que séo a
primeira linha de defesa celular contra patégenos nas vias aéreas. Macréfagos alveolares
comprometidos podem reduzir a producdo de citocinas e quimiocinas inflamatérias em
resposta a infec¢@o pulmonar, resultando em uma elevada carga bacteriana e aumento da
mortalidade (COOK, 1998). Além disso, outros estudos tém demonstrado o efeito do alcool
na alteracdo do fendtipo de macréfagos alveolares. Ohama e colaboradores (2014)
retrataram que em camundongos expostos cronicamente ao etanol ha uma predominéncia
de macréfagos alternativamente ativados - perfil M2 -, que séo caracterizados pela producéo

de IL-10 e pela expresséo de outras moléculas que impedem que o macréfago residente se
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converta em macroéfago classicamente ativado (M1). Quando esses animais consumistas de
alcool sao infectados por Klebsiella pneumoniae, eles apresentam maior letalidade
associada a uma maior carga bacteriana (OHAMA et al., 2014). J& o trabalho realizado por
Meyerholz e colaboradores (2008), demonstrou o efeito do consumo de etanol na resposta
imune adaptativa mediada por linfécitos em um modelo de infec¢do pelo virus influenza. Os
camundongos que consumiram alcool cronicamente, ndo conseguiram montar uma resposta
especifica mediada por células T CD8" apéds infeccdo pelo virus (MEYERHOLZ et al.,
2008).

Devido a influéncia do etanol nas células do sistema imune, ndo € surpreendente que
a exposicdo ao etanol também tenha efeitos draméticos na producéo de citocinas, que sao
proteinas essenciais para orquestrar o processo inflamatério. De modo geral, os estudos
sugerem que pode haver uma alteragédo no equilibrio de citocinas produzidas por individuos
consumistas de alcool, alterando a ativacao, a instalagéo, a manutencéo e a resolugcédo das
respostas inflamatorias e imunes no individuo alcoolista (COOK, 1998). Um aumento global
de citocinas pro-inflamatérias derivadas de macrofagos, tais como IL-183, IL-6, IL-8, IL-10 e
TNF-a tém sido relatados no soro de pacientes com DAL. Além disso, na auséncia de DAL,
a influéncia de etanol sobre a producdo de citocinas pré-inflamatérias nos individuos é
menor (MANZO-AVALOS; SAAVEDRA-MOLINA, 2010).

Um modelo de exposicdo aguda ao alcool de EI-Guindy e colaboradores (2007),
seguido de um estimulo com LPS, mostrou que o etanol reduziu significativamente a
producdo dos mediadores pro-inflamatérios (IL-1B e IL-6) e aumentou a producéo basal de
IL-10, uma citocina conhecidamente anti-inflamatéria, sugerindo que a intoxicagdo com
etanol diminui a resposta inflamatéria aguda pela diminuicdo da producao de mediadores
pro-inflamatérios importantes (EL-GUINDY; VILLIERS; DOHERTY, 2007). Outro estudo
também demonstrou que o tratamento agudo com etanol afeta negativamente a resposta
imune inata do hospedeiro. Camundongos expostos ao alcool e submetidos a infeccéo
intraperitoneal (i.p.), por uma linhagem n&o patogénica de Escherichia coli, tiveram
dificuldades em combater a infec¢éo, devido a baixa produgéo da maioria das citocinas pro-
inflamatérias que foram suprimidas. Esta deficiéncia culminou em um menor clearance
bacteriano, mesmo sendo uma linhagem nado patogénica, e também aumentou a letalidade
do hospedeiro (BHATTY et al., 2011).

O etanol, por modular a expressdo de mediadores inflamatoérios e a atividade de
populacdes de células, pode afetar o curso normal de uma resposta inflamatéria, interferindo
na frequéncia, sobrevivéncia e funcdo da maior parte destas células, com consequéncias
graves para a imunidade do individuo. No entanto, o mecanismo exato pelo qual o etanol

exerce os seus efeitos moduladores nas células e nos mediadores da inflamacao ainda néo
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€ completamente compreendido. Assim, torna-se importante o desenvolvimento de estudos
para melhor compreensdo dos efeitos do consumo de etanol na regulacdo da resposta
imune e inflamatéria do hospedeiro (EL-GUINDY; VILLIERS; DOHERTY, 2007; SZABO et
al., 2015).

1.2 Respostas imune e inflamatoria frente ao Aspergillus fumigatus

1.2.1 O microrganismo Aspergillus fumigatus

O género Aspergillus compreende um grupo de fungos ubiquos e saprofiticos que
desempenham um importante papel na reciclagem ambiental de carbono e nitrogénio. Seu
nicho ecoldgico principal é o solo ou vegetacdo em decomposicdo, porém, o Aspergillus
produz pequenos conidios que se dispersam facilmente no ar, podendo sobreviver em uma
ampla gama de condi¢cdes ambientais. O género Aspergillus inclui cerca de 200 espécies,
sendo algumas consideradas importantes patdégenos em humanos. As doengas fangicas
podem ir desde infec¢des superficiais de pele até infec¢des invasivas a 6rgdos internos,
sendo as infecgdes superficiais mais comuns e mais faceis de curar. J4 as invasivas sao
menos frequentes, porém oferecem risco de vida. Dentre as espécies patogénicas desse
género, o Aspergillus fumigatus é o agente etiolégico de cerca de 90% das infeccdes
diagnosticadas (DAGENAIS; KELLER, 2009; LATGE, 1999).

As colbnias de A. fumigatus possuem coloracéo verde-acinzentada, forma granular e
rapido crescimento. Sua micromorfologia apresenta hifas hialinas e septadas com paredes
paralelas. A partir da superficie das hifas, surgem os conidiéforos, estruturas simples, em
forma de célice e sem ramificacdo, que termina em uma vesicula onde ficam inseridas as
fidlides uniseriadas, recobrindo dois tergcos superiores de sua superficie (llustragéo 2). Além
disso, A. fumigatus é um fungo termo tolerante, capaz de apresentar crescimento em uma
faixa de temperatura de 12°C e 52°C e sobreviver a temperaturas de até 70°C (DAGENAIS;
KELLER, 2009; PEREZ-NADALES et al., 2014).



llustrac&o 2. Morfologia dos conidiéforos e conidios de A. fumigatus. Morfologia microscopica de
varios conidiéforos, onde se observa as fidlides uniseriadas com a produgdo de conidios (setas
vermelhas) durante o] crescimento em temperatura de 37°C. Fonte:
http://www.aspergillus.org.uk/content/aspergillus-fumigatus-42?width=600px&height=600px&inline
=true#colorbox-inline-1 624441967

A. fumigatus é considerado uma das espécies mais comuns que habita a microbiota
fangica transportada pelo ar (TEKAIA; LATGE, 2005). Possui uma alta capacidade de
esporulacao, j& que cada conidioforo produz milhares de conidios. Os conidios liberados na
atmosfera sdo de diametro suficientemente pequeno, cerca de 2 a 5 um de didmetro. Nao
hd& um mecanismo elaborado para liberagdo de conidios, a disseminacdo se da
simplesmente por perturbagcées do ambiente e forte corrente de ar. Uma vez que os conidios
estdo no ar, o seu pequeno tamanho os torna flutuantes e tende a manté-los no ar, tanto em
ambientes internos quanto em espacos abertos. Estudos ambientais indicam que todos os
seres humanos inalam, pelo menos, centenas de conidios de A. fumigatus por dia
(DAGENAIS; KELLER, 2009; PEREZ-NADALES et al., 2014). Considerando a sua
capacidade em sobreviver em uma vasta gama de condi¢fes ambientais e dispersdo eficaz
no ar, e por possuir caracteristicas fisicas que permitem que o0s conidios atinjam as vias
respiratorias distais, e consequente adaptacdo rapida no meio ambiente hospedeiro, 0 A.
fumigatus é um importante patégeno pulmonar (KWON-CHUNG; SUGUI, 2013)



N&o existe uma Unica caracteristica que determina a patogenicidade de A. fumigatus.
A sua capacidade de se adaptar a altas temperaturas, ao estresse oxidativo, a limitaces de
nutrientes, condicdes de hipdxia, bem como a sua capacidade de sintetizar metabdlitos
secundarios e secretar enzimas para a absor¢cdo de nutrientes, contribuem para a
sobrevivéncia de A. fumigatus no interior do corpo humano (DAGENAIS; KELLER, 2009;
LATGE, 2001).

A aspergilose pulmonar é uma infecdo de progndstico reservado, que ocorre
principalmente em individuos imunodeprimidos e ¢é dispersa em todas as regides
geogréaficas. As taxas de mortalidade variam de 50% a 95% em populacdes de alto risco e
sdo dependentes de fatores como o estado imunoldgico do hospedeiro, o local da infeccao,
e o regime de tratamento aplicado (BALLOY; CHIGNARD, 2009; MARGALIT; KAVANAGH,
2015). Séo conhecidas trés formas da doenca: a aspergilose saprofitica, caracterizada pela
colonizacdo das vias aéreas ou pela formagdo da bola fungica (também chamada
aspergiloma); a aspergilose broncopulmonar alérgica (ABPA), na qual ha a inducdo de uma
resposta imune desencadeada pela secrecdo de toxinas e alérgenos pelo fungo em
desenvolvimento. E a terceira forma € a aspergilose pulmonar invasiva, que tem como
caracteristicas a proliferacdo e crescimento das hifas invasivas dentro do tecido pulmonar
(MARGALIT; KAVANAGH, 2015).

Ao longo das ultimas décadas, tem havido uma expansao consideravel na pesquisa
de drogas antifingicas e no desenvolvimento de compostos e estratégias dirigidas contra
aspergilose. Atualmente os compostos aprovados pela Food and Drug Administration (FDA),
disponiveis para o tratamento de Al, incluem: Anfotericina B, itraconazol, voriconazol,
posaconazol e caspofungina. Embora estas drogas antifungicas sejam eficientes, elas
podem desencadear graves efeitos secundarios, como nefrotoxicidade e hepatoxicidade,

considerados fatores limitantes para o tratamento (WALSH et al., 2008).

1.2.2 Patogénese e aspectos imunoldgicos da aspergilose

A infeccd@o por A. fumigatus se inicia apos a inalacdo de conidios presentes no ar,
seguida pela deposicdo nos bronquiolos ou nos alvéolos pulmonares. Nos individuos
imunocompetentes, as barreiras fisicas e a imunidade inata sdo de grande importancia para
a defesa do hospedeiro. As células epiteliais do trato respiratorio superior contribuem para a
eliminacdo de microrganismos e particulas exégenas, a partir da secrecdo de muco e pelo
transporte ativo mediado por cilios. Nos alvéolos, os pneumdcitos sao responsaveis pela

secrecdo do surfactante pulmonar, com atividade antimicrobiana. No entanto, em pacientes
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imunocomprometidos o0s conidios podem escapar dessas defesas (BRUNE et al., 2015;
PEREZ-NADALES et al., 2014).

Apoés deposicdo nos espacos alveolares, os conidios, que até entdo estavam em
estado de repouso, se entumecem e tornam-se metabolicamente ativos.
Concomitantemente, h4 a perda da camada rodlet, uma camada de hidrofobinas que
recobrem a parede celular fungica. Nesse contexto, ha a exposicdo de componentes
pertencentes a parede celular do fungo, o que culmina no desencadeamento da resposta
imune pré-inflamatéria no hospedeiro (DAGENAIS; KELLER, 2009; ERWIG; GOW, 2016;
MARGALIT; KAVANAGH, 2015; PEREZ-NADALES et al., 2014).

O desencadeamento da resposta imune esta relacionado com o reconhecimento de
padr6es moleculares associados a patégenos (PAMPs) do fungo, por intermédio de
receptores de reconhecimento de padrdao (PRRS), presentes nos macrofagos alveolares e
células epiteliais do hospedeiro. Os receptores do tipo Toll 2 (TLR2) e 4 (TLR4) e o receptor
de lectina do tipo C (CLR), dectina-1, sdo 0os mais bem caracterizados PRRs envolvidos no
reconhecimento de A. fumigatus e na ativacdo das células do hospedeiro. Os conidios e as
hifas sdo capazes de ativar macrofagos pelos receptores TLR2 e TLR4, enquanto dectina-1
€ especifica para os carboidratos fungicos B(1,3)-glucana, que estdo normalmente
mascarados na parede celular dos conidios de A. fumigatus. Com a perda da camada rodlet,
h& a germinacao dos conidios (tubos germinativos) e a (1,3)-glucana torna-se exposta e é
entdo reconhecida por dectina-1. Os sinais de dectina-1 ativam a via do fator nuclear kB
(NF-kB) e induz a expressao de citocinas e quimiocinas, que sdo importantes para a defesa
do hospedeiro contra este organismo e também para o recrutamento de neutrofilos,
incluindo o fator de necrose tumoral alfa (TNF), interleucina (IL) -8, IL-6, IL-1q, IL-1[3, fator
estimulador de colbnia de granulécitos (G-CSF), fator estimulador de colbénias granuldcitos e
macrofagos (GM-CSF), proteina inflamatéria de macréfagos (MIP) -1a e a MIP-1B, os
ligantes de CXCR2, as quimiocinas CXCL1/KC e CXCL2/MIP-2 e a citocina anti-inflamatéria
IL-10, indicando que ha também um controle da resposta inflamatéria (CHAI et al., 2011;
ERWIG; GOW, 2016; MARGALIT; KAVANAGH, 2015; VALIANTE et al., 2015).

Os neutrdfilos, granuldcitos que séo rapidamente recrutados para os alvéolos, tém a
capacidade de fagocitar tanto conidios quanto tubos germinativos. Além disso, os neutréfilos
sdo considerados as principais células de defesa contra as hifas, devido a sua capacidade
em produzir espécies reativas de oxigénio (ROS), liberacdo de conteddo granular e
formacdo de armadilhas extracelulares dos neutréfilos (NETS). Desta forma, um dos pontos
substanciais desta infeccdo fungica, é que individuos neutropénicos, devido a tratamentos

imunossupressores em casos de cancer e transplante de 6rgéos, estao especialmente mais
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propensos a infecgdes provocadas por diferentes patdégenos, como A. fumigatus (LATGE,
2001; MARGALIT; KAVANAGH, 2015; PEREZ-NADALES et al., 2014).

Conforme mencionado anteriormente, o papel decisivo de eliminacdo desse
patégeno cabe aos macréfagos alveolares, aos neutréfilos e a atividade antimicrobiana
relacionada a essas células, bem como fatores relacionados a imunidade humoral, como,
por exemplo, complemento. Um estudo feito com camundongos que tiveram seus
macrofagos alveolares depletados, mostrou que os animais nao foram capazes de controlar
a carga fangica, mesmo com um numero elevado de neutréfilos recrutados. Da mesma
forma, camundongos que sofreram deplecdo de neutréfilos, se mostraram altamente
susceptiveis a infeccdo por A. fumigatus, indicando que ha um papel colaborativo entre
esses dois tipos celulares para eliminacdo dos conidios do fungo. Portanto, essas células
sd0 essenciais nos estagios iniciais da infecgcdo por A. fumigatus e desempenham
importantes fungbes nos mecanismos de resisténcia do hospedeiro, contribuindo para o
estabelecimento de uma resposta imune efetiva contra o fungo (DAGENAIS; KELLER, 2009;
ERWIG; GOW, 2016; MARGALIT; KAVANAGH, 2015).

Os fungos detectados pelas células da imunidade inata levam a producdo de
citocinas, recrutamento de diferentes células do sistema imune inato e, podem também,
desencadear respostas imunes adaptativas. A exposicao aos conidios de A. fumigatus leva
ao desenvolvimento de diversas respostas por linfécitos T CD4+, que incluem células T
auxiliares (Thl, Th2 e Th17). Vérios fatores contribuem para a diferenciacdo de linfécitos T
CD4+ por A. fumigatus, incluindo a frequéncia de exposi¢céo e o tipo de antigeno. Estudos
demonstraram que camundongos desafiados repetidamente com conidios de A. fumigatus
apresentaram um predominio de IgE, eosindfilos e IL-4, que sdo caracteristicos de Th2, o
gue contribui para o desenvolvimento de aspergilose broncopulmonar alérgica (ABPA). Uma
resposta Th2 exagerada esta associada em uma reacdo inflamatéria prejudicial como a
eosinofilia, aumento da produgdo do muco e troca de classe de imunoglobulina para IgE.
Exposi¢cOes repetidas em modelo murino de infecgdo por A. fumigatus também podem
resultar em um aumento no recrutamento de células Thl7. Estudos indicam que uma
resposta Th17 pode estar diretamente envolvida em uma doenca fungica alérgica. Murdock
e colaboradores (2012) demonstraram que camundongos knockout para IL-17, desafiados
repetidamente com conidios de A. fumigatus, apresentaram uma atenuacao da inflamacéo e
reducdo significativa de eosindfilos. Por outro lado, em modelos de exposi¢do Unica, a
resposta especifica para A. fumigatus consiste em uma resposta predominantemente Thl. O
papel protetor da resposta Thl durante infeccdo por A. fumigatus foi demonstrado, tanto em

pacientes imunocomprometidos, quanto em camundongos neutropénicos, devido sua

12



capacidade de neutralizar citocinas induzidas por uma resposta Th2 (SMITH; KAUFFMAN,
2012; THAKUR et al., 2015a; ZHU; YAMANE; PAUL, 2010).

O aumento da incidéncia de doengas fungicas ao longo das Ultimas décadas tem
reforcado o interesse em compreender 0os mecanismos pelos quais a doenca € prevenida
em individuos normais e métodos para a modulagdo imunoldgica que podem proteger 0s
individuos susceptiveis (HOHL; FELDMESSER, 2007).

1.3 Importéncia dos neutrofilos na inflamagéo

Os neutréfilos representam a primeira linha de defesa do organismo contra
patdgenos e sdo componentes essenciais das respostas inflamatérias agudas, participando
ativamente da resolucéo da infeccdo microbiana (COX, 1998). Em resposta a entrada de um
microrganismo invasor ou a dano tecidual, nos locais de infec¢do, os macréfagos que
entraram em contato com microrganismos produzem citocinas, que ativam as células
endoteliais de vénulas adjacentes a produzir selectinas, ligantes de integrinas e outros
mediadores quimiotaticos, como o fragmento C5a do complemento; o mediador lipidico
eicosandide leucotrieno B4 (LTB4); o mediador fosfolipidico fator de agregacao plaquetaria
(PAF); as quimiocinas CXCL1/KC, CXCL-2/MIP-2 e IL-8; e as citocinas TNF-a e da familia
IL-1. Esses mediadores quimiotaticos produzidos sdo apresentados na superficie endotelial
e interagem com receptores presentes nos leucécitos em processo de rolamento, resultando
na ativacdo das integrinas leucocitarias e a um estado de ligacdo de alta afinidade entre os
leucocitos e o endotélio vascular. As integrinas, como B1 e B2 ativadas ligam-se as
moléculas de adesao | e V - ICAMs e VCAMSs, expressas nas células endoteliais, mediando
a adesao firme dos leucdcitos. Em seguida, os leucdcitos rastejam pelas jungdes entre as
células endoteliais e transmigram através da parede venular (llustracdo 3). Assim, 0s
neutrdéfilos tornam-se capazes de responder eficientemente aos estimulos provenientes do
sitio de infeccdo ou lesdo no tecido (LEE et al., 2015; MEDEIROS et al., 2008; SOUZA et al.,
2000; ZEMANS; COLGAN; DOWNEY, 2009).
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Ativacao das Migracao
integrinas pelas Adeséao através do
Rolamento quimiocinas estavel endotélio

Neutrofilo E Integrina (estado

de baixa afinidade) :
] Fluxo sanguineo !
Ligante de

Integrina (estado

selectina
\ de alta afinidade)
Quimiocina X ‘
Selectina
ST
Proteo- A ngante de @
glicanas :' mtegrmas 1)

0 @ 55 Quimiocinas

Cltocmas

(TNF, IL-1) Macrofagos estimulado  gjprinae fibronectina
por microrganismos (matriz extracelular)

llustrac&o 3. Migracao de neutréfilos para o tecido. O processo de migracéo de neutréfilos
requer interacdes entre esses leucdcitos e as células endoteliais por mdltiplas etapas. Macrofagos
estimulados induzem a produc¢éo de citocinas que ativam as células endoteliais a produzir selectinas,
ligantes de integrinas e quimiocinas. As quimiocinas sdo apresentadas na superficie endotelial e,
apos a ligacdo com seus receptores presentes nos neutrofilos, induzem a ativagdo das integrinas a
um estado de ligacé@o de alta afinidade e mediando a adeséo firme de leucécitos. Em seguida, ha a
migragéo do leucdcito através da parede da vénula. Fonte:
https://studentconsult.inkling.com/read/cellular-and-molecular-immunology-abbas-7th/chapter-

3/chapter-3-presentation-slides#2

A importancia da migracdo dos neutréfilos é bem estabelecida em modelos
experimentais de sepse, tanto polimicrobiana quanto induzida por inoculagdo com
Candida albicans. A sepse é uma resposta sistémica grave a uma infeccdo, cuja presenca
de neutrdfilos no sitio infeccioso é essencial para o controle da carga bacteriana ou fungica.
Nesse contexto, camundongos que sofreram deplecao de neutréfilos e foram posteriormente
infectados com C. albicans tiveram uma maior disseminacdo do fungo, gerando uma
resposta inflamatdria sistémica, seguida pela morte do hospedeiro (SONEGO et al., 2016).

Nos quadros de sepse, 0 que se observa é que a migracao de neutroéfilos para o foco

infeccioso é falha, apesar da producédo de altos niveis de quimiocinas no sitio da infeccao.
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Dentre os mecanismos que podem levar ao numero insuficiente de neutréfilos no sitio da
infeccdo, o que tem sido mostrado por Alves-Filho e colaboradores (2009), é que o receptor
de quimiocinas CXCR2 ¢ internalizado nos neutrdfilos circulantes de camundongos e de
pacientes com sepse severa (ALVES-FILHO et al., 2009).

No sitio de infeccao, os neutréfilos podem atuar na eliminagdo de micro-organismos
invasores por meio de uma série de mecanismos. O principal deles é a fagocitose do
patdgeno, o qual fica confinado no fagossomo que, em seguida, se funde com os granulos
intracelulares dos neutrdfilos, formando, entdo, o fagolisossomo. No fagolisossomo os
patdgenos sdo eliminados pela acdo de enzimas, peptideos antimicrobianos e espécies
reativas de oxigénio (ROS). Tais produtos tém efeitos extremante danosos, tanto para os
patdgenos, como para o préprio organismo invadido, pois apresentam alta reatividade e
baixa especificidade, sendo capazes de interagir com um ndmero praticamente ilimitado de
moléculas. Os neutréfilos apresentam granulos bastante heterogéneos no que se refere ao
contetdo e a fungdo. S&o quatro os tipos de granulos dos neutréfilos: os azurdfilos, os
especificos, os de gelatinase e os secretérios. Os granulos azurdfilos sdo ricos em a-
defensinas, as quais sdo potentes peptideos antimicrobianos, e na enzima mieloperoxidase,
que utiliza peroxido de hidrogénio e haletos, como cloretos e brometos, para produzir &cido
hipocloroso e &cido hipobromoso, 0s quais sdo potentes agentes antimicrobianos. Os
granulos especificos e de gelatinase contém lactoferrina, lipocalina, LL-37 e as
metaloproteinases da matriz extracelular (MMPSs), as quais sdo capazes de degradar os
mais variados tipos de moléculas da matriz extracelular. Finalmente, as vesiculas
secretérias apresentam integrinas, receptores de citocinas e quimiocinas, receptor do
complemento CR1, receptores da por¢cdo Fc de imunoglobulinas, receptores de morte,
dentre outros. As vesiculas secretérias sdo as primeiras a serem liberadas, uma vez que
contém um reservatorio de receptores, que sdo necessarios para as fases iniciais da
resposta inflamatoria mediada por neutréfilos (ADROVER; NICOLAS-AVILA; HIDALGO,
2016; KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013; MARGALIT; KAVANAGH, 2015).

Apoés a fagocitose do micro-organismo, o contelddo dos granulos dos neutréfilos é
fornecido ao fagossomo, de forma que peptideos microbianos e enzimas podem atuar
diretamente sobre o parasita, promovendo a eliminagdo do mesmo. No entanto, quando 0s
neutréfilos ndo conseguem englobar 0s micro-organismos invasores, eles liberam o
conteudo de seus granulos para o meio extracelular. Outro mecanismo utilizado por
neutrofilos para a eliminagdo de microbios é a formagdo de NETs (Neutrophil Extracellular
Traps), que sao verdadeiras armadilhas produzidas por neutréfilos no espacgo extracelular.
NETs sdo formadas por um arcabou¢co de cromatina, ao qual se encontram associados

peptideos e enzimas, que normalmente se localizam nos granulos dos neutrdéfilos. Assim,
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NETs representam um mecanismo eficiente que evita a disseminacdo do patégeno e
favorece a concentragdo local de diversos agentes antimicrobianos, que atuam na
degradacdo de fatores de viruléncia e até mesmo na eliminacdo do micrébio invasor
(KLEBANOFF, 2005; KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013; ROTH FLACH; CZECH, 2015).

Além da producdo de mediadores pelos macrofagos residentes dos tecidos
infectados, os linfocitos T helper (Th) 17 e a resposta pré-inflamatéria Th17 tem grande
importancia na manutencdo da resposta inflamatéria neutrofilica (KOYASU; MORO, 2012).
As células Thl7, caracterizadas pela producao de IL-17, séo diferenciadas na presenca de
TGF-B e IL-6, com a participacdo do fator de transcricio RORyt. Os linfécitos Th17
estimulam as células epiteliais, endoteliais e macrofagos a produzirem citocinas e
quimiocinas inflamatérias (tais como CXCL8, IL-1B, IL-23 e IL-6) e peptideos
antimicrobianos, induzindo tanto o acumulo quanto a maior sobrevida de neutréfilos,
desempenhando um importante papel no controle das infec¢des fungicas (KOYASU; MORO,
2012; THAKUR et al., 2015b; ZHU; YAMANE; PAUL, 2010).

Apoés toda a destruicdo causada durante o processo inflamatorio, os neutrofilos
participam também do processo de regeneracao tecidual. Para tal, os neutréfilos comecam a
gerar sinais com quatro propdésitos principais: retardar seu proprio acumulo no tecido
inflamado; suprimir suas proprias atividades; promover sua propria morte; e atrair e ativar
macréfagos a cessar o dano ao tecido e iniciar a orquestracao do reparo tecidual (JIE et al.,
2016).

De um modo geral, observa-se que controle da invasao fangica por A. fumigatus é
realizado pela integridade da pele e mucosas, pelo reconhecimento e fagocitose de
macroéfagos, pela resposta imune celular mediada pelas células T CD4+ e principalmente
pela atividade normal de neutréfilos (CURBELO; GALVAN; ASPA, 2014). Nesse contexto, é
crucial para a defesa do hospedeiro que haja a migracdo, reconhecimento, killing, e

resolucdo da resposta inflamatoéria infecciosa mediada por neutrofilos.
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2 JUSTIFICATIVA

O alcoolismo é uma doenca grave, que afeta e causa morte em grande parte da
populacdo mundial. E ainda um grande problema quando esses pacientes s&o
hospitalizados, ja& que o efeito do consumo de etanol € bastante prejudicial ao sistema
imunoldgico, devido a toxicidade dos produtos do metabolismo do etanol nos pulmdes, que
podem induzir lesdo tecidual e consequente comprometimento da resposta imune nesse
orgao. O consumo de etanol também tem sido associado com uma maior susceptibilidade a
infeccbes. Dentre as principais doencas infecciosas que acometem os alcoolistas,
encontram-se as pneumonias, que podem ser ocasionadas por diferentes patégenos
pulmonares, dentre eles o A. fumigatus. A incidéncia de infeccdes pulmonares graves
causadas pelo fungo A. fumigatus tem aumentado nas trés Ultimas décadas, principalmente
devido ao aumento do numero de doentes imunodeprimidos, representando uma séria
causa de morbidade e mortalidade nesta populagcdo. Considerando que as interacdes
patdégeno-hospedeiro que regem a instalacdo e desenvolvimento de infecgBes fungicas
nestes pacientes sdo pouco exploradas e caracterizadas, torna-se importante entender
como acontece a interacdo entre o hospedeiro alcoolista e o patdgeno fungico. Além disto,
as elucidacbes dos mecanismos envolvidos nestas interacdes podem contribuir para futuras
intervencdes terapéuticas no controle do processo inflamatério em um hospedeiro

alcoodlatra.
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3 OBJETIVO
3.1 Objetivo Geral
Investigar o efeito do consumo cronico de etanol na instalacdo e manutencdo de

respostas imune e inflamatéria do hospedeiro durante a infeccdo pulmonar pelo fungo

Aspergillus fumigatus.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais experimentais

O projeto foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
UFMG (CEUA/UFMG), sob o numero do protocolo 4/2015 (ANEXO 1). Foram utilizados
camundongos livres de patdégenos especificos (SPF, do inglés, specific pathogen free),
isogénicos, machos, da linhagem C57BL/6J com 20-25 gramas de peso e 5-6 semanas de
idade, obtidos no Biotério Central da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Os
camundongos foram agrupados em cinco animais por gaiola e mantidos em condicdes de
temperatura e luz controladas, no biotério do Departamento de Biologia Geral do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas (ICB) da UFMG. A disponibilidade de racdo e agua ou de racdo e

solucéo alcoolica foi acompanhada diariamente.

4.2 Modelo de alcoolismo

O modelo murino do consumo cronico de etanol (EtOH) foi seguido de acordo com
uma padronizagao realizada por Yeligar e colaboradores (2012). Esse modelo reproduz os
niveis de alcool no sangue apés o consumo crénico de alcool em individuos humanos
(YELIGAR et al., 2012). O élcool etilico (Vetec) foi disponibilizado exclusivamente para os
animais em uma solu¢cdo aquosa contendo EtOH, durante 12 semanas. Inicialmente, os
camundongos passaram por um periodo de aclimatacdo e adaptacdo a ingestdo de EtOH
sendo disponibilizada exclusivamente a solucéo de etanol a 5% (v/v), na segunda semana a
10% (v/v) e, nas 10 semanas seguintes, os camundongos receberam 20% (v/v) da solucéo
de EtOH. Durante o tratamento, a quantidade de EtOH ingerido e o peso dos animais foram
gquantificados e ap6s o consumo crbnico de alcool, os niveis da enzima alanina amino

transferase (ALT) foi medido por kit especifico (Bioclin).

4.3 Dosagem de etanol no sangue

Os animais foram anestesiados com uretana (1,25 g/Kg, i.p., Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) e 1 mL de sanguefoi coletado via veia cava inferior utilizando seringas
heparinizadas. Apos isso, 100 yL das amostras foram transferidas para tubos headspace de
20 mL, contendo 500 pL de solugcédo aquosa de (NH4),SO, a 10%, o Isobutanol (100 mg/dL)
foi utilizado como padréo interno. Os frascos foram devidamente lacrados e colocados em

suporte do amostrador automético, operando no modo headspace e incubados sob agitagédo
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a 400 rpm por 15 minutos a 80°C. A andlise da concentracdo de etanol das amostras
procedeu-se no cromatégrafo gasoso Varian CP3380 (Varian, CA, USA), equipado com
detector de ionizacdo de chama e coluna capilar de silica fundida Carbowax (30 m x 0,25
mm |.D., espessura 0,25 pm) (Chrompack, Sdo Paulo, SP, Brasil). O modo de injecéao foi
realizado sem divisdo de amostra por 30 segundos. A temperatura da coluna foi ajustada
para 40°C por 4 min a 220°C (2 min) (15 °C/min). A temperatura do injetor e detector foi
ajustada para 220 e 300°C, respectivamente. Os resultados foram expressos em mg de
etanol/dL de sangue (GONZAGA et al., 2015).

4.4 Cultivo, preparo do in6culo e infecgao via intranasal de A. fumigatus

Neste trabalho utilizou-se a linhagem CEA-17 de A. fumigatus proveniente de um
isolado clinico. Os conidios de A. fumigatus foram plaqueados em cultura por apds 48 horas
de crescimento a 37°C em meio YAG completo, composto de 2% p/v de glicose, 2% p/v de
agar, 0,5% p/v de extrato de levedura e elementos de traco (SORIANI et al., 2008) Apds,
foram coletados por lavagem com 30 mL de solucdo salina tamponada (PBS 1X), estéril, e
filtrados através de uma membrana de nylon estéril de 40 um, para remover fragmentos de
hifas. As amostras foram centrifugadas a 2000 rpm por 10 minutos a 23°C (Centrifuga 320R,
Hettich, Tuttlingen, Alemanha). Apés centrifugacéo, os conidios foram ressuspendidos em 1
mL de PBS 1X, estéril, diluidos e contados em camara de Neubauer. A concentracado foi
ajustada para 3x10° células em 40 pL de suspenséo flngica, antes da inoculacdo. Foram
empregadas, para o indculo experimental, culturas de A. fumigatus que apresentaram, pelo
menos, 90% de viabilidade.

O modelo de aspergilose pulmonar foi realizado conforme proposto no trabalho
cientifico 1 (anexo II) de Oliveira-Malacco e colaboradores. Apés as 12 semanas de
tratamento, 0s animais controle que consumiram somente agua (H,O), e os animais tratados
somente com EtOH, foram anestesiados por vaporizacdo de até 3% de isoflurano
(Biochimico, Itatiaia, RJ, Brasil). Aproximadamente 30 segundos ap0s administracdo do
isoflurano, os camundongos foram infectados, via intranasal (i.n.), com A. fumigatus. Para
isso, 0 animal foi contido manualmente e, em seguida, foi administrado 40 uL da suspensao
fangica pela narina do animal (3x10° conidios/animal). Apés a administragéo do fungo, os
animais foram mantidos aquecidos e observados até o término do efeito da anestesia. Como

controle negativo, os animais receberam 40 pL de solugdo PBS 1X estéril pela mesma via.
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4.5 Analise da sobrevida e alteracdo de peso corpdéreo de camundongos infectados

por A. fumigatus

Os camundongos foram inoculados com 3x10° conidios viaveis de A. fumigatus e a
sobrevivéncia e alteracdo de peso corporeo foram acompanhados por um periodo de 10
dias. A morte dos animais nos diferentes grupos foi registrada diariamente e a curva de

sobrevida determinada.

4.6 Determinacdo de Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) nos pulmdes de

animais infectados com A. fumigatus

Para avaliar a capacidade do clearance flungico dos pulmdes dos animais, o pulméao
direito foi removido apés um e dois dias de infecgdo. Os animais foram eutanasiados com
uma solugdo de 150 mg/kg de quetamina (Syntec, Cotia, SP, Brasil) e 10 mg/kg de xilazina
(Syntec, Cotia, SP, Brasil), via intraperitoneal (i.p.). O pulmdo foi macerado e
homogeneizado em 1 mL de PBS estéril. Apés diluicdo, aliquotas de 100 uL dessa
suspenséao foram semeadas, em duplicata, com auxilio de bastées de vidro, em placas de
Petri (J-Prolab), contendo meio de cultura YAG. Em seguida, as placas foram incubadas em
estufa incubadora BOD (TE-371 — Tecnal), sob camara Umida a 37°C. As unidades
formadoras de colbnias foram contadas apés 20 horas de crescimento e o resultado foi
expresso em nimero de UFC x10° por pulméo direito.

4.7 Andlises histopatoldgicas

Apds um e dois dias de eutanasia, os pulmdes dos animais foram perfundidos com 5
mL de PBS pelo ventriculo direito do coragdo, para remoc¢do de sangue do leito vascular
pulmonar, e imediatamente removidos. O pulméo esquerdo foi fixado em solu¢do de
formalina 4% (formol tamponado em solucéo salina) e acondicionado até o processamento
das amostras. Em seguida, as amostras foram desidratadas em diferentes concentragfes de
etanol, diafanizadas em xilol e embebidas em blocos de parafina. Com auxilio de um
micrétomo, foram obtidos cortes histologicos de 4 mm de sec¢des do pulméo dispostos em
laminas de microscopia. Os cortes foram corados com hematoxilina-eosina (HE), para
avaliacdo do infiltrado inflamatdrio, ou coloracdo de metenamina de prata de Grocott (GMS)
(EasyPath, Sdo Paulo, SP, Brasil), para avaliacdo da presenca do fungo no tecido pulmonar,
onde os conidios sdo evidenciados pela cor castanho escuro ou preta em um fundo

esverdeado, pela contra coloracdo das células do tecido com verde-luz. As laminas foram
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avaliadas em microscopio Axio Imager (Carl Zeiss, Goéttingen, Alemanha) adaptado a uma

camera digital (PowerShot A620, Canon, Téquio, Japao).

4.8 Lavado broncoalveolar (BAL)

O lavado broncoalveolar (BAL) foi realizado para avaliar o perfil de células
inflamatérias presentes no sitio infeccioso. Apds um e dois dias de eutanasia, a traqueia de
cada animal foi exposta e canulada com um cateter de polipropileno (1,7 mm). O lavado foi
realizado pela injecdo de duas aliquotas de 1,2 mL de PBS 1X estéril gelado, por trés vezes
cada uma, obtendo-se, aproximadamente, 2 mL de volume final recuperado do lavado. O
fluido recolhido do lavado foi centrifugado 2000 rpm por 10 minutos a 4°C, e o sobrenadante
resultante foi coletado e armazenado em freezer -20°C para posteriores ensaios de
deteccéo de citocinas e para avaliacdo da concentragéo proteica. O sedimento de células foi
ressuspenso em 100 pL de solugdo de PBS 1X para a contagem total e diferencial de

leucocitos.

4.9 Contagem total e diferencial das células do BAL

A contagem do numero total de leucdcitos presentes no BAL foi realizada na dilui¢cdo
de 1:10 empregando solucdo de Turk (Renylab, Barbacena, MG, Brasil), em camara de
Neubauer e visualizacdo em microscopio 6ptico. A contagem diferencial das células foi
realizada em laminas preparadas em citocentrifuga (CT-2000, Cientec), a 95 x g por 5
minutos, e submetidas a coloracdo com kit Panético rapido (Laborclin, Pinhais, PR, Brasil),
seguida de visualizagdo em microscépio 6ptico em objetiva de imersdo (100 x). Para cada
lamina examinada, foi contado um total de 200 leucécitos, diferenciados por critérios
morfolégicos em quatro tipos celulares: neutréfilos, eosinéfilos, macréfagos e linfécitos. A
quantidade de cada tipo celular foi calculada a partir da porcentagem encontrada em relagcéo
ao numero total de células. Os valores obtidos foram expressos em numero de células por
BAL.

4.10 Avaliacao da atividade de mieloperoxidase (MPO)

O acumulo de neutrdéfilos no tecido pulmonar foi avaliado por meio do ensaio de
atividade da enzima mieloperoxidase (MPO), o que permite indicar indiretamente o infiltrado
neutrofilico no sitio de infeccdo (HUANG et al., 2016). Apds um e dois dias de eutanasia dos
animais, 100 mg de tecido pulmonar obtidos de animais controle e infectados foram

homogeneizados, utilizando-se homogeneizador elétrico de tecidos (Power Gen 125 - Fisher

22



Scientific Pennsylvania, USA), em 1,9 mL de tampéo | (0,1M NaCl, 0,02M NaPQO,, 0,015M
NaEDTA, pH 4,7) e centrifugados a 10.000 rpm for 10 minutos a 4°C, descartando-se o
sobrenadante. O precipitado foi submetido a lise hipoténica com 1,5 ml de solucdo NacCl
0,2% durante 30 segundos seguida pela adicdo de igual volume da solucdo contendo NaCl
1,6% e glicose 5% e submetido a centrifugagdo 10.000 rpm for 10 minutos a 4°C. O
precipitado foi suspenso em tampéo Il (0,05M NaPO, - pH 5,4, contendo 0,5% de brometo
de hexadeciltrimetilaménio - HTAB) e homogeneizado. As suspensdes foram submetidas a
trés ciclos de congelamento e descongelamento em nitrogénio liquido e centrifugadas por 15
minutos a 10.000 rpm a 4°C, coletando-se o sobrenadante para o ensaio. O ensaio de MPO
foi conduzido adicionando 25 pyL da amostra, na diluicdo 1:3, em duplicata, em microplaca
de 96 pocos (o tampéo Il — 25 uL/poco corresponde ao branco). A reacédo foi iniciada pela
adicdo de 25 yL do substrato 3,3’-5,5-tetrametilbenzidina (TMB, Sigma) dissolvidos em
dimetilsulféxido (DMSO, Merck, Darmstadt, Alemanha) com concentracéo final de 1,6 mM e
incubagdo a 37°C por 5 minutos. Apds, adicionou-se 100 pyL de peroxido de hidrogénio
(H.0,) diluido numa concentragéo final de 0,002% (v/v) em tampé&o Il e incubou-se a 37°C
por 5 minutos. Acrescentou-se 100 uyL de acido sulfdrico (H,SO4) 1 M para término da
reacdo. A atividade de MPO foi avaliada pela medida das alteracdes na densidade Optica
(D.O.) em espectrofotdbmetro de microplacas (uQuant™, Biotek, Winooski, Vermont, USA) a
450 nm. Os resultados foram expressos em unidades relativas de acordo com uma curva-
padrdao de neutrofilos purificados (> 95% pureza) da cavidade peritoneal de camundongos

estimulados com caseina 5%.

4.11 Avaliacéo da atividade de N-acetilglicosaminidase (NAG)

O acumulo de macréfagos no tecido pulmonar foi avaliado pelo ensaio de atividade
da enzima NAG, conforme Barcelos e colaboradores (2005). Cem mg de tecido pulmonar
obtidos de animais controle e infectados foram homogeneizados em 1,9 mL de tampéao | (0,1
M NaCl, 0,02 M NaPO4, 0,015M NaEDTA, pH 4,7) e centrifugados a 10.000 rpm por 10
minutos a 4°C, descartando-se o sobrenadante. O precipitado foi submetido a lise hipoténica
com 1,5 ml de solucdo NaCl 0,2% durante 30 segundos seguida pela adicdo de igual volume
da solugéo contendo NaCl 1,6% e glicose 5%. Apoés centrifugagdo a 10.000 rpm por 10
minutos a 4°C, o precipitado foi suspenso e homogeneizado em solugéo salina 0,9% com
0,1% v/v de Triton X-100, seguido de centrifugacdo a 10.000 rpm por 10 minutos a 4°C e o
sobrenadante foi coletado para o ensaio. A reacéo foi realizada pela adicdo de 100 yL da
amostra em microplacas de 96 pocos, seguido da adicao de 100 uL de p-nitrofenil-N-acetil-
B-D-glicosaminidina (Sigma) diluido em tampao citrato/fosfato (CsHgO; 0,1 M; Na,HPO, 0,1

M, pH 4,5) e incubacéo a 37°C por 10 minutos. O término da reacdo ocorreu pela adicdo de
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100 pL de tampéo glicina 0,2 M (pH 10,6). Foi realizada leitura em espectrofotdmetro de
microplacas com comprimento de onda de 405 nm. O namero de macréfagos foi calculado a
partir de uma curva-padrao de atividade de NAG expressa a partir de macrofagos obtidos da
cavidade peritoneal de camundongos estimulados com tioglicolato 3%. Os resultados foram
expressos em numero relativo de macrofagos em 100 mg de tecido.

4.12 Avaliacdo da atividade de peroxidase eosinofilica (EPO)

A avaliacdo da atividade de EPO por andlise colorimétrica é utilizada como uma
medida indireta da quantidade de eosindfilos no tecido, conforme descrito por STRATH e
colaboradores (1985). Cem mg de tecido pulmonar obtidos de animais controle e infectados
foram homogeneizados em PBS 5% e centrifugados a 10.000 rpm por 10 minutos a 4°C,
descartando-se o sobrenadante. O precipitado foi submetido a lise hipotdnica com 1,5 mL de
solucdo NacCl 0,2% durante 30 segundos seguida pela adicdo de igual volume da solug&o
contendo NaCl 1,6% e glicose 5%. Apos centrifugacéo a 10.000 rpm por 10 minutos a 4°C, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi suspenso e homogeneizado em solucdo
PBS com 0,5% brometo de hexadeciltrimetilaménio (HTAB, Sigma). As amostras foram
homogeneizadas e submetidas a trés ciclos de congelamento e descongelamento em
nitrogénio liquido e centrifugadas a 10.000 rpm por 15 minutos a 4°C, coletando-se o
sobrenadante para o ensaio. A reacéo foi realizada pela adicdo de 75 pyL do sobrenadante
em microplacas de 96 pocgos, seguido da adigdo de 75 pL do substrato (1,5 mM de
ortofenildiamina - OPD em tampé&o Tris-HCI 0,075 mM, pH 8,0, acrescido de H,O, 6,6 mM).
Ap6s 30 minutos de incubacado no escuro, a reagédo foi interrompida pela adigao de 50 pL de

H,SO, e realizada leitura em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 492 nm.

4.13 Quantificacdo de citocinas e quimiocinas por ELISA

As concentragfes de citocinas foram quantificadas no soro e BAL um e dois dias
apo6s infeccdo, pelo método imunoenzimético de ELISA sanduiche, utilizando-se kits de
anticorpos murinos especificos para cada citocina, seguindo o protocolo recomendado pelo
fabricante (R&D Systems, Minneapolis, USA). Para a realizagdo do ensaio, fragmentos do
tecido pulmonar foram homogeneizados em PBS contendo inibidores de proteases (0,1 mM
phenylmethanesulfonyl fluoride - PMSF, cloreto de benzeténio 0,1 mM, EDTA 10 mM e
Aprotinina A 0,01 mg/ml, pH 7,4 e Tween 20 0,05%). Os anticorpos de captura foram
diluidos em PBS estéril e adicionados 100 pL/pogo em microplacas de 96 pocos (C96
MicrowellTM Plates, Nunc, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), na concentragcao

indicada pelo fabricante. Apos a sensibilizacdo das placas durante 18 horas a 4°C, as
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mesmas foram lavadas trés vezes com solugdo PBS acrescida de 0,05% de Tween 20
(PBS-T) (tampdo de lavagem). Apés as sucessivas lavagens, foram adicionados 200
ML/poco de tampéo fosfato com 1% de BSA (tampé&o de bloqueio) seguido de incubacédo a
temperatura ambiente por uma hora. Apds o bloqueio, os po¢os foram novamente lavados
com tampao de lavagem e adicionados 100 yL das amostras experimentais. Foi preparada a
curva-padrédo com as citocinas recombinantes de acordo com as instrugcdes do fabricante.
As placas foram incubadas a 4°C por 18 horas. Apés incubacéo, as placas foram lavadas e
foram adicionados 100 uL/poco dos anticorpos de deteccdo biotinilados, na concentracdo
indicada pelo fabricante. As placas foram incubadas por duas horas a temperatura
ambiente. Apos a incubacéo, foi realizado novo ciclo de lavagem, seguido da adicdo de 100
pML/poco de solucdo de streptavidina conjugada com peroxidase (HRP-Streptavidin,
Pharmigen - 1:4000) e incubag&o por 20 minutos a temperatura ambiente. As placas foram
submetidas novamente ao ciclo de lavagem e realizada a revelacdo da reacdo pela adigéo
de 100 pL/poco de solucdo de o-phenylenediamine dihidrocloride (OPD, Sigma) e incubagéo
por 20 minutos a temperatura ambiente no escuro. A reacgédo foi bloqueada adicionando 50
pL/poco de H,SO,4 1M. A D.O. foi avaliada em espectrofotdbmetro de microplaca com filtro de
492 nm e a concentragdo calculada a partir da curva padrdo. Os resultados foram
apresentados como a concentracao da citocina em 100 mg de tecido.

4.14 Leucograma

Apos as 12 semanas de tratamento com EtOH, os animais foram anestesiados, via
i.p., com uma solucéo de 75 mg/kg de quetamina e 5 mg/kg de xilazina, e 500 uL do sangue
foi coletado da veia cava inferior usando seringas heparinizadas. As células totais foram
contadas em camara de Neubauer apos diluicdo de 20 vezes (1:20) em Liquido de Turck e a
contagem diferencial foi feita a partir das laminas de esfregaco sanguineo coradas com kit
Pandtico réapido, seguida de visualizagdo em microscopio Optico em objetiva de imerséo
(100 x). Para cada lamina examinada, foi contado um total de 200 leucdcitos, diferenciados
por critérios morfolégicos em dois tipos celulares: neutréfilos e leucdcitos mononucleares
(macréfagos e linfocitos). A quantidade de cada tipo celular foi calculada a partir da
porcentagem encontrada em relacdo ao numero total de células. Os valores obtidos foram

expressos em nuamero de células por mL de sangue.

4.15 Quantificacdo de proteinas

A quantificagdo das proteinas totais no BAL foi feita por kit especifico (Bio-Rad
Protein Assay), com base no método de Bradford (BRADFORD, 1976) e foi utilizado para
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avaliar o extravasamento de proteinas plasméaticas para os alvéolos. A reacao foi realizada
pela adicdo de 40 pL do reagente para 160 pL do sobrenadante do BAL em microplacas de
96 pocos. A D.O. foi avaliada em espectrofotdmetro de microplaca com filtro de 595 nm e a
concentracdo de proteinas das amostras foi avaliada a partir da curva padrdo contra a
absorbancia, com concentracbes que foram de 5 a 30 pg/mL. Os resultados séo
apresentados em mg/mL.

4.16 Microscopia intravital

A interacdo entre os leucécitos com a microvasculatura na inflamacéo foi observada
por microscopia intravital do cremaster, o musculo que envolve o saco escrotal do
camundongo (OLIVEIRA et al., 2013). Apds as 12 semanas de tratamento com alcool, a
inflamacdo no cremaster foi induzida pela injecdo subcutanea de 100 pL de
lipopolissacarideo (LPS) (250 ng/100 pL) no saco escrotal do animal. Nos animais controle,
foi feita a injecdo de 100 pL de solugdo salina estéril. Duas horas apos o estimulo, os
camundongos foram anestesiados via i.p. com uma solugédo de 75 mg/kg de quetamina e 5
mg/kg de xilazina. Apés os animais serem anestesiados, foi feita uma incisdo na pele
escrotal para expor o musculo cremaster do saco escrotal esquerdo. O testiculo e o
epididimo foram separados a partir do musculo subjacente e foram transferidos para a
cavidade abdominal. O musculo foi entdo distribuido ao longo de um pedestal opticamente
claro e foi fixado ao longo das bordas com uma sutura 4-0 para visualizacdo da
microvasculatura (llustracéo 4) (SCHILTER et al., 2015).

O padrao de vasos observados foram as vénulas pdés-capilares, e, no intuito de
minimizar a variabilidade, o didmetro das vénulas observadas eram entre 30 a 40 um
(NUNES-SILVA et al., 2014). O fluxo sanguineo foi inferido pela velocidade das plaquetas e
verificou-se ser semelhante em ambos 0s grupos de animais. Durante todo o experimento,
os camundongos foram mantidos a 37°C e o musculo exposto foi continuamente irrigado
com salina estéril aquecida. Os Leucdcitos foram marcados por fluorescéncia pela
administracdo intravenosa (i.v.) de Rodamina 6G (Sigma) (0,5 mg / kg de peso corporal), e
filmados por um minuto usando-se um microscépio (Nikon, ECLIPSE 50i, 20x lente objetiva)
equipado com uma fonte de luz fluorescente (epi-iluminagdo na 510- 560 nm, usando um

filtro de emisséo de 590 nm).
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llustracdo 4. Exposicdo do musculo cremaster para filmagem no experimento de microscopia

intravital.

Os numeros de rolamento e adesdo dos leucécitos foram determinados offline
durante analise da reproducdo dos videos gerados. Os leucdcitos foram considerados
aderentes ao endotélio venular caso eles se mantivessem estacionarios durante, pelo
menos, 30 segundos. J& os leucocitos em rolamento foram definidos como as células
brancas que se deslocaram a uma velocidade mais lenta do que a dos eritrocitos dentro de
um determinado vaso. Em cada animal, pelo menos dois campos diferentes foram

registrados e analisados para determinar a média do nimero total de leucdcitos por campo.

4.17 Citometria de fluxo

Na citometria de células do sangue, apés um e dois dias de infeccdo, os animais
foram anestesiados e o0 sangue da veia cava inferior foi coletado em EDTA 2,68 mM. Ja na
citometria das células do BAL, ap6s o periodo de infec¢do, os animais foram eutanasiados e

27



o lavado broncoalveolar foi coletado com solugédo contendo 0,5% de BSA em PBS 1X. As
hemécias foram lisadas com agua mili-Q e PBS 10x e as amostras centrifugadas a 1200
rpm por 7 minutos a 4°C. As células (10° células por poco), foram incubadas por 3 horas
com 10 pL de brefeldina A (10 pg/mL) (eBioscience) em estufa a 37°C e 5% CO,. As
amostras entdo foram incubadas com 10 pL dos respectivos anticorpos monoclonais para
marcacdo de superficie, conjugados com isotiocianato de fluoresceina (FITC), ficoeritrina
(PE), aldficocianina (APC), brilhante violeta 421 (BV421), ficoeritrina-cianina 7 (PeCy7) ou
piridina de clorofila (PerCP), assim como os anticorpos utilizados como controle de isotipo,
durante 30 minutos a 4°C no escuro. Apds incubacao, as células foram lavadas com solugao
PBS 1X contendo 0,5% de BSA e centrifugadas a 1200 rpm por 7 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi desprezado e as células fixadas com solucdo de PBS 1X contendo 2% de
formaldeido, seguido de incubagdo por 20 minutos na temperatura ambiente. Apoés
centrifugacéo, foi adicionado o tampéo de permeabilizacdo (PBS-Saponina 0,5% - PBS-S)
seguido de incubacdo a temperatura ambiente por 10 minutos. Apds nova centrifugacao,
foram adicionados os anticorpos conjugados para marcagédo intracelular, diluidos em PBS
1x, seguido de incubacdo por 30 minutos a temperatura ambiente no escuro. ApéOs
centrifugacdo, foram fixadas com solucdo de PBS-formaldeido 2%. As amostras foram
analisadas pela leitura em citdmetro de fluxo FACSCanto Il (Becton Dickinson) e analisadas
com auxilio do programa FlowJo 7.5.3 (TreeStar Inc., Ashland, OR). As células foram
analisadas pela porcentagem de células positivas e intensidade de fluorescéncia para
selecdo das populagbes celulares. Os limites para cada quadrante de marcadores foram

sempre analisados baseando-se nas populages negativas e nos isotipos controles.

4.18 Analise estatistica

A andlise estatistica e a construgdo dos gréficos foram realizadas utilizando o
software GraphPad Prism versdao 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, EUA). As
diferencas estatisticas entre os grupos experimentais foram determinadas pela Andlise de
variancia de uma via (One Way-ANOVA), seguida pelo método pés-teste de Newman-Keuls.
Resultados envolvendo dois grupos experimentais foram analisados pelo teste t Student. Os
resultados foram expressos em média = erro padrdo da média. Todos os dados foram

considerados estatisticamente significantes se p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Parametros relacionados ao consumo de etanol

5.1.1 O consumo crbnico de etanol néo altera o peso corporeo dos animais durante o

tratamento

No intuito de observar alteracdes de peso corporal decorrentes do consumo crdnico
de EtOH, foram avaliados diferentes parametros que poderiam ser afetados em relacdo a
ingestdo de alcool. Inicialmente, foi dosado a quantidade de solugcédo alcodlica que os
camundongos consumiram ao longo de todo o tratamento. Essa medida foi feita em cada
caixa de animais pertencentes aos grupos EtOH e o grupo controle, que bebeu agua (H,0),
sendo que, cada caixa abrigava cinco camundongos (n=15 animais por grupo). Conforme
apresentado na figura 1A, os camundongos gue consomem etanol ingerem uma menor
gquantidade de liquido, cerca de 110 mL por semana, enguanto 0S animais controle ingerem
H,O em torno de 130 mL por semana. Apesar da menor quantidade de liquido ingerido, a
quantidade de é&lcool consumida durante as 12 semanas de tratamento é suficiente para
gerar um consumo homogéneo de EtOH ao longo do tratamento. A quantificacdo de liquido
ingerido foi mostrado em gramas de etanol por kg de animal. Na figura 1B, apés as duas
primeiras semanas, cuja porcentagem de etanol administrada € menor, ha uma adaptacao
dos animais ao consumo forcado de etanol. A partir desse periodo, a quantidade de alcool
consumida é homogénea ao longo das semanas, sendo cerca de 150 g de alcool por kg de
animal. Além disso, pode-se observar na figura 1C que o consumo crénico de EtOH durante
as 12 semanas nao causou perda de peso corpéreo nos camundongos ao longo do

tratamento em comparacdo com o grupo H,O.
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Figura 1. Quantidade de etanol ingerida pelos camundongos, peso corpdreo e niveis de
glicose durante o tratamento. Apés duas semanas de adaptacao a ingestdo de alcool, os animais
(n = 15 animais por grupo) receberam a solucéo alcodlica a 20% v/v por 10 semanas. Durante todo
esse periodo, a quantidade de etanol ingerida e o peso corporal foram avaliados semanalmente e
comparados com o grupo controle que bebeu agua (H,0). (A) consumo em mL por caixa. (B) ingestéo
de EtOH em g por Kg de animal. (C) peso corpéreo (g) durante o tratamento. *Diferenca significativa

(p <0.05).
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5.1.2 O modelo murino de alcoolismo reproduz os mesmos niveis plasméaticos de

alcool em humanos e ndo causa lesédo hepatica nos animais

Para avaliar se houve alteracdo os niveis plasmaticos de alcool ap6s o consumo cronico de
EtOH, foi realizada a dosagem de etanol no sangue dos camundongos por cromatografia
gasosa. Os resultados mostraram que, apdés 12 semanas de consumo de alcool, os niveis
de &lcool no sangue dos camundongos chegaram a alcan¢ar, em média, 204,51 + 0,19
mg/dL (Figura 2A). A andlise de lesdo hepética se deu pela medida da enzima alanina
amino transferase (ALT) no soro dos camundongos, apds o tratamento com EtOH. Esta
enzima é liberada no sangue em grandes quantidades quando ha dano a membrana do
hepatdcito (BIANCHI et al., 2014). Conforme apresentado na figura 2B, o consumo crdnico
de EtOH nédo causou dano hepatico nos animais (grupo EtOH: 32,45 + 10,43 contra 36,74 +
3,36 no grupo H,0).
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Figura 2. Niveis de etanol e lesédo hepética apds o tratamento com etanol. (A) Dosagem de EtOH
sérico. Apos as 12 semanas de consumo de alcool, o sangue dos camundongos (n=7 animais por
grupo) foi coletado e a analise da concentracdo de etanol das amostras procedeu-se no cromatografo
gasoso. (B) Concentragcdo sérica da enzima hepética transaminase (ALT) nos camundongos apés
tratamento com etanol (n=4 animais por grupo). *Diferenga significativa (p < 0.05).
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5.2 O consumo crdnico de etanol modula a resposta imune e inflamatéria apoés

infeccao por A. fumigatus

5.2.1 O consumo crbnico de etanol resultou em uma maior susceptibilidade apo6s

desafio com A. fumigatus

Para avaliar o efeito do consumo crénico de etanol na resposta imune do hospedeiro
durante a infeccao pelo fungo, verificou-se inicialmente a taxa de sobrevida de animais
tratados com alcool (EtOH) e controles (H,O) ap6s infeccdo intranasal com 3x108 conidios
de A. fumigatus, durante um periodo de 10 dias. Conforme demonstrado na figura 3A, apés
a infeccdo, os animais tratados com etanol apresentaram uma taxa de mortalidade
significativamente maior (de 76%), em comparacdo aos animais controle que ingeriram agua
(52,4%).

Além da taxa de mortalidade, avaliou-se também a perda de peso dos animais como
sinal de morbidade associada a infeccdo pelo fungo. Na figura 3B, pode-se observar que o
tratamento com alcool ndo causou perda de massa corporal entre os grupos de animais nao
infectados (NI-EtOH e NI-H,0). Os animais do grupo H,O apresentaram perda significativa
de massa corporal ap6s a infeccdo, com um pico no 2° dia apdés a infeccdo -
aproximadamente 15% - em comparagdo com os animais NI. No entanto, apds o 6° dia de
infeccdo, esses animais retornaram progressivamente ao indice observado nos animais NI.
Por outro lado, a infec¢cdo nos animais do grupo EtOH resultou em uma perda significativa
de massa corporal, cerca de 15%, a partir do 2° dia apés a exposi¢do ao fungo com um pico
no 3° dia apoés infecgdo - cerca de 20% -, em comparacdo com 0 mesmo periodo nos
animais NI EtOH e NI H,O. Essa perda foi significativamente mais acentuada também na
comparagéo entre os grupos EtOH e H,O do 3° ao 7° dia ap0s infec¢do por A. fumigatus.

Apés este experimento, foram estabelecidos os dias um e dois apods infec¢do para

serem avaliados os parametros inflamatérios.
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Figura 3. Animais alcoolistas sdo mais susceptiveis a infeccdo pulmonar por A. fumigatus. (A)
Apés o tratamento, os animais consumistas de etanol (EtOH) e controle (H,O) foram inoculados por
via intranasal com 3x10° conidios de A. fumigatus e monitorados durante um periodo de 10 dias para
avaliacdo de sobrevida. Os resultados estdo apresentados como a porcentagem de letalidade apds
infeccdo (n = 15 animais por grupo). (B) Avaliagdo do peso corporal apos infeccdo em animais EtOH
e H,0. Os animais foram infectados e a variacdo da massa corporal em relacdo ao peso inicial dos
animais (dia 0) foi mensurada por um periodo de 10 dias. Os animais nado infectados (NI) receberam
PBS pela mesma via. *Diferenca significativa (P < 0.05) entre o grupo H,O e os grupos NI H,O e NI
EtOH e #Diferenca significativa entre os grupos EtOH e H,O (p < 0.05).
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5.2.2 A susceptibilidade dos camundongos consumistas de etanol foi associada a

presenca de carga fungica elevada no pulméo apés infeccéo

Para determinar o efeito do tratamento crénico de etanol no controle da infeccdo
fungica pelo hospedeiro, foi avaliada a carga fangica no pulmdo dos camundongos que
consumiram &lcool ou &gua, apoés a infeccdo pelo fungo A. fumigatus. O pulméo dos animais
dos grupos EtOH e H,0, apéds infeccdo pelo fungo A. fumigatus, também foi avaliado pela
coloracdo de Grocott, que permitiu observar a presenca de conidios do fungo no tecido
pulmonar.

Tanto os animais H,O quanto os animais EtOH apresentaram areas de infiltrado
inflamatério no parénquima pulmonar associadas a presenca de um numero elevado de
conidios fungicos no seu interior apés um dia de infecgdo, caracterizados por estruturas
arredondadas coradas em castanho escuro, (Figura 4 — cabeca de seta). No entanto, no 2°
dia apoés infeccdo com A. fumigatus, os animais H,O mostraram grande diminuicdo na
gquantidade de conidios no tecido pulmonar, enquanto o0s animais do grupo EtOH
continuaram apresentando um numero elevado de conidios no pulmé&o. Estes resultados
foram corroborados pela quantificagdo da carga fangica pulmonar apos o cultivo em meio de
cultura do homogenato do pulméo dos animais H,O e EtOH .

Conforme demonstrado na figura 5A, apés um dia de infeccdo os animais do grupo
H20 apresentaram conidios viaveis no espaco alveolar (2,28x10° + 0,22), seguido de
diminuic&o significativa no namero de coldnias fungicas ap6s dois dias de infeccdo (1,4x10°
+ 0,53), demonstrando um alto clearance do patégeno neste grupo. Da mesma forma, foi
observada recuperacao de conidios viaveis apds um dia de infeccdo no pulmao de animais
do grupo EtOH (2,9x10° + 0,76), no entanto, ndo foi observada diminuicdo no ndmero de
colbnias fangicas nesses animais ap6s dois dias de exposicdo ao A. fumigatus (3,15x10° +
1,63).

Além disso, apos a infeccdo por A. fumigatus, nos camundongos consumistas de
alcool, observou-se a presenca de conidios que sofreram germinacdo e iniciaram o
crescimento vegetativo, producdo de hifas, no tecido pulmonar do hospedeiro (indicado
pelas setas longas), o que nao foi observado nos animais do grupo H,O no periodo de um

dia apos a infecgéo (Figura 5B).
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Figura 4. Animais consumistas de alcool possuem uma deficiéncia no clearance de A.
fumigatus nos pulmdes. Os pulmdes dos animais EtOH e H,O foram coletados um e trés dias apés
a infeccdo por A. fumigatus. Os pulmdes esquerdos foram fixados em formol 4% e embebidos em
parafina. Em seguida foram corados pela técnica de Grocott para evidenciar as estruturas fangicas
(seta curta) (n = 3 a 5 camundongos por grupo). As barras representam 50 um.
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Figura 5. Animais consumistas de alcool apresentaram carga fangica elevada no pulmao. (A)
Animais EtOH e H,O foram inoculados com 3x10° conidios de A. fumigatus e, apds um e dois dias de
infeccdo, foi realizada a avaliagdo da carga fangica no pulmdo dos animais. Os resultados estdo
expressos como o numero de unidades formadoras de coldnia (UFC) por pulméo direito (média +
SEM, n = 3 a 5 animais por grupo). *Diferenca estatistica (p < 0,05). (B) Os pulmdes dos animais
EtOH e H,O foram coletados um e trés dias apés a infec¢do por A. fumigatus. Os pulmdes esquerdos
foram fixados em formol 4% e embebidos em parafina. Em seguida foram corados pela técnica de
Grocott para evidenciar as estruturas fungicas (estruturas de coloracdo escura) (n = 3 a 5
camundongos por grupo). As barras representam 25 pm. As setas longas apontam conidios e as
cabecgas de seta apontam tubos germinativos.
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5.2.3 O consumo crénico de etanol prejudica o influxo de neutréfilos e de linfocitos

nos pulmdes e nos alvéolos apds infeccao por A. fumigatus

Uma vez que os resultados anteriores revelaram a presenca de carga fungica
elevada no pulmé&o dos animais EtOH, verificou-se em seguida a relagéo deste perfil com o
recrutamento de leucdcitos para o sitio de infeccdo. Os dados mostraram, na figura 6A, que
a infeccdo com A. fumigatus induziu um aumento significativo no recrutamento de células
inflamatérias para o espaco alveolar dos camundongos H,O (2,66x10° + 0,76), apds um dia
de infec¢cdo, em comparacdo com 0s animais nao infectados. Ja no 2° dia apos infeccao,
houve uma diminuicdo no infiltrado inflamatério alveolar desses animais (0,87x10° + 0,53).
Nos animais EtOH, verificou-se aumento significativo no recrutamento de leucécitos para o
espaco alveolar apos trés dias de infeccdo (1,53x10° + 0,50), em comparacdo com 0sS
animais nao infectados. No entanto, a quantidade de células recrutadas pelos animais EtOH
€ quase duas vezes menor em relagéo as células recrutadas pelo grupo H,O.

Dentre as células totais, o principal tipo celular presente no foco infeccioso foram os
neutrofilos, como observado na figura 6B. Os resultados mostraram novamente que 0S
animais do grupo EtOH recrutaram um numero significativamente menor de neutrdéfilos
(1,11x10° + 0,35) em comparacdo aos animais H,O, apés um dia de infeccdo por A.
fumigatus (2,01x10° + 0,47).

A avaliacdo do recrutamento de eosindfilos (Figura 6C) e macréfagos (Figura 6D) em
resposta ao fungo nos camundongos indicou que, apos infec¢do, houve um aumento no
recrutamento dessas células de maneira equivalente tanto no grupo H,O quanto nos animais
do grupo EtOH, ndo sendo observadas diferencas significativas entre os grupos em relacdo
a essas células ap6s a infecgéo por A. fumigatus.

O recrutamento de linfocitos para os espagos alveolares nos camundongos
aconteceu de maneira semelhante ao recrutamento de neutréfilos. Apds a infecgdo, os
animais H,O recrutaram um ndmero significativamente maior dessas células (1,83x10° +
6,42) em comparaGdo aos animais do grupo EtOH (0,40x10° + 0,19), como mostrado na

figura 6E.

37



A 63\ 4- B ~ 25 * ] HO
; , * \% 9.0- l Bl EiOH
o 7] T < 1
o T 1.54
[ ~

24 .
¢ 2 1.0-
S S
3 ol lmm “ ool—ML
U L] L] L]
NI 1d 2d NI 1d 2d
C)’-\ 1.5+ D 0 Sk
S 2 4
< 104 I 1
g Q 3 l
) . N .
° S 2-
o 0.51 8
= ° 4
2 ﬁi g 1
L >
OO T T T 1 0 T 1 ]
NI 1d 2d

= NN
2. 9.9,

Linfécitos/BAL (107)
(6]

f—

NI 1d 2d

T

o

NI

il =
d 2d

1

Figura 6. Camundongos alcoolistas apresentaram alteracdo no infiltrado inflamatério para o

espaco alveolar ap6s infeccdo com A. fumigatus. Animais H,O e EtOH foram inoculados com

3x10° conidios de A. fumigatus. ApGs um e dois dias de infeccdo, o BAL foi coletado e realizou-se a

quantificacdo dos leucécitos totais (A), neutréfilos polimorfonucleares (B), eosinéfilos (C) macréfagos

(D) e linfocitos (E). Animais nao infectados (NI) receberam 40 yL de PBS estéril pela mesma via de

inoculacdo. Os resultados estdo expressos como média + SEM (n = 7 a 10 animais por grupo).

*Diferenca significativa (p < 0,05).
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Apés avaliar o perfil de células inflamatérias presentes nos alvéolos, também foi
analisado o perfil do infiltrado celular no parénquima pulmonar dos animais tratados ou n&o
com etanol durante o processo infeccioso. O acumulo de leucécitos nos pulmdes foi
guantificado utilizando ensaios que avaliam a atividade de enzimas presentes em certas
populagbes celulares, como a mieloperoxidase (MPO), enzima com elevada expressdo em
neutrofilos e, usada como marcador da presenca dessas células nos tecidos (HUANG et al.,
2016); a N-acetil-glicosaminidase (NAG), presente em macréfagos e, da mesma maneira,
usada como marcador desse tipo celular (REINER et al., 1981); e a peroxidase eosinofilica
(EPO), cuja atividade permite avaliar de maneira indireta o acimulo de eosindfilos nos
tecidos de interesse (STRATH; et al., 1985).

Inicialmente, observou-se que a infeccdo por A. fumigatus induziu um aumento
significativo de neutréfilos no parénquima pulmonar dos animais H,O apds um dia de
infecgdo (2362 +1023), enquanto no mesmo periodo, os camundongos do grupo EtOH
recrutaram um numero significativamente reduzido dessas células (1408 * 546,5). Ja ap06s
dois dias de infec¢do, a quantidade de neutréfilos presentes em ambos os grupos foi a
mesma (figura 7A).

Foi analisado também o acumulo de macréfagos (figura 7B) e de eosindfilos (figura
7C) nos pulmdes dos animais H,O e EtOH. De maneira semelhante ao observado no
recrutamento de células para as vias aéreas, apés inoculacdo de A. fumigatus, houve um
acumulo de macréfagos e eosinéfilos no parénquima pulmonar em ambos os grupos de
animais. No entanto, ndo houve diferenca significativa para essas células entre 0os grupos

H,O e EtOH em um mesmo periodo apds infeccao.
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Figura 7. Animais que consumiram alcool cronicamente apresentaram reduc¢ado da migracédo de
neutrofilos para o parénquima pulmonar ap6s um dia de infeccdo com A. fumigatus.
Camundongos dos grupos H,O e EtOH foram inoculados com 3x10° conidios de A. fumigatus. Apés
um e dois dias de infeccdo, os animais foram eutanasiados para coleta do pulmé&o e avaliacdo da
atividade de MPO (A), NAG (B) e EPO (C). Animais nao infectados (NI) receberam 40 pyL de PBS
estéril pela mesma via de inoculacdo. Os resultados estdo expressos como média £+ SEM (n =7 a 10

animais por grupo). *Diferenca significativa (*p < 0,05).
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5.2.4 Animais alcoolistas tiveram uma maior lesdo pulmonar nas andlises histoldgicas

A fim de avaliar o potencial de lesdo induzido pela infeccdo pulmonar por A.
fumigatus, foi realizada a andlise histopatolégica dos pulmbes corados com HE. Essa
analise demostrou que o tecido pulmonar dos animais H,O e EtOH néo infectados,
permaneceram integros e com suas caracteristicas morfologicas preservadas. Por outro
lado, a inoculacdo de A. fumigatus provocou alteracdes no parénquima pulmonar tanto dos
animais H,O quanto animais EtOH ap6s um dia de infeccdo, com a presenca de areas de
infiltrado inflamatério concentradas na regido préxima aos brénquios, bronquiolos e periferia
dos vasos sanguineos, acometendo grande parte da estrutura pulmonar (Figura 8). Apés
dois dias de infeccdo, nos camundongos H,O apresentaram reducéo do infiltrado pulmonar,
enguanto nos animais EtOH esse infiltrado permaneceu acentuado e menos disperso.

A analise do escore histopatol6gico pontuou, em uma escala de 0 a 5, a gravidade e
a distribuicdo da leséo inflamatéria do tecido pulmonar (0 representou nenhuma patologia; 1
para minima destruigdo e/ou inflamacéao de tecido; 2 para destruicdo e/ou inflamacgéo suave
de tecido; 3 para a destruicdo moderada e/ou inflamagéo de tecidos; 4 para destruicdo e/ou
inflamacdo acentuada de tecido e 5 para a destruicdo e/ou inflamagé&o intensa de tecido).
(HUBBS et al.,, 1997). De acordo com os resultados obtidos, a distribuicdo da leséo
inflamatéria do tecido dos animais do grupo EtOH é significativamente maior em
comparagdo aos camundongos H,O (6,83 + 2,08 no grupo EtOH versus 3,10 + 1,34 no
grupo H,0), apoés dois dias de infeccao com A. fumigatus (Figura 8).

41



NI

1d

2d

EtOH
Y LIl
§ w‘éﬂx%,}%}"m; o:' y
AN o

SR
Ny \*}4‘?: B2

Q

o

S |
7 Pj?i? 5
it

o
e

TAR:Y Frd s
£

% o
ANl

[\ ¢' ..
AT, i ;’?

I

Escore histopatolégico
. " .
-

1 H

42



Figura 8. A infeccdo pelo fungo A. fumigatus resultou em lesdo inflamatéria pulmonar
exacerbada nos animais EtOH. Animais H,O e EtOH foram inoculados com 3x10° conidios de A.
fumigatus. Apés um e dois dias de infec¢do, os animais foram eutanasiados para coleta do pulméao e
preparacdo dos tecidos para obtencdo de cortes histoldgicos. As imagens mostram seccdes
representativas de tecido pulmonar coradas com hematoxilina-eosina (n = 4 a 6 animais por grupo).
Animais nao infectados receberam PBS estéril pela mesma via. As barras representam 100 um. A
partir da avaliagdo das laminas de hematoxilina-eosina, foram atribuidos valores que pontuaram de O
a 5 a severidade e a distribuicdo da lesé&o causada pela inflamacé&o, sendo que O representa auséncia

de lesdo e 5 lesdo grave.*Diferenga significativa (p < 0.05).
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5.2.5 O consumo de etanol ndo altera a permeabilidade vascular e nem a quantidade
de leucécitos no sangue circulante

No intuito de entender o mecanismo subjacente a falha de migracao de neutrdfilos e
linfécitos para o sitio infeccioso, foi avaliada a permeabilidade vascular e a distribuicdo de
leucdcitos circulantes no sangue nos animais H,O e EtOH.

A permeabilidade vascular foi obtida pela analise do extravasamento de proteinas
para os alvéolos. Conforme demonstrado na figura 9, pode-se observar que apés a infeccéo
por A. fumigatus houve um extravasamento elevado de proteinas que para os alvéolos em
comparacdo com os animais ndo infectados. Contudo, tanto no 1° quanto no 2° dia apés
infeccdo, os grupos H,O e EtOH nao apresentaram diferencas na quantidade de proteinas
extravasadas, demonstrando que o consumo cronico de alcool ndo afetou a permeabilidade
vascular nesses individuos.
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Figura 9. O tratamento com etanol ndo afetou a permeabilidade vascular nos animais. Animais
H,O e EtOH foram inoculados com 3x10° conidios de A. fumigatus. Apds um e dois dias de infeccéo,
foi obtido o BAL, que foi entdo centrifugado. A quantificacdo das proteinas totais do sobrenadante do
BAL foi realizada pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976). Animais ndo infectados (NI)
receberam 40 uL de PBS estéril pela mesma via de inoculagédo. Os resultados estdo expressos como
média £ SEM (n = 7 a 10 animais por grupo). *Diferenca significativa (p < 0,05).

A avaliacéo das quantidades de diferentes leucécitos presentes no sangue circulante
dos animais dos grupos H,O e EtOH foi realizada pelo leucograma dos camundongos.

Conforme demonstrado na figura 10A, o tratamento com etanol por 12 semanas néo afetou
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a quantidade de leucécitos totais circulantes no sangue dos animais, comparada ao grupo
controle (H,O). De maneira semelhante, os neutrofilos (Figura 10B) e as células
mononucleares (Figura 10C) também revelaram niveis equivalentes da quantidade dessas

células nos animais H,O e EtOH.
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Figura 10. O consumo crénico de EtOH néo afeta a quantidade de leucdcitos circulantes no
sangue de camundongos. Apés 12 semanas de tratamento com EtOH, os animais foram inoculados
com 3x10° conidios de A. fumigatus e o sangue foi coletado para contagem total (A) e diferencial de
neutrofilos (B) e leucécitos mononucleares (C). A quantidade de cada tipo celular foi calculada a partir
da porcentagem encontrada em relagdo ao numero total de células. Os valores obtidos foram
expressos em nuamero de células por mL de sangue. Animais ndo infectados (NI) receberam 40 L de
PBS estéril pela mesma via de inoculagdo. Os resultados estdo expressos como média + SEM (n=5

a 7 animais por grupo). *Diferenca significativa (p < 0,05).
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5.2.6 O consumo crbnico de etanol altera a concentracdo de mediadores inflamatérios

apés desafio com A. fumigatus

Uma vez que os resultados anteriores demonstraram que a infecgéo pelo fungo A.
fumigatus em camundongos alcoolistas impediu o influxo principalmente de neutréfilos para
as vias aéreas, e que isso culminou em uma carga fungica elevada nos pulmdes e
consequentemente maior letalidade, o proximo passo foi verificar o perfil de producdo de
mediadores inflamatdrios nas vias aéreas, que estao relacionados com o recrutamento de
neutrdéfilos. O processo de migracdo de neutréfilos para um sitio infeccioso € induzido por
uma série de mediadores inflamatoérios, que podem ser classificados em citocinas néo
quimiotaticas e quimioatraentes (WAGNER; ROTH, 2000). Dentre os mediadores néo
gquimiotaticos, se encontram, por exemplo, as citocinas TNF-a e IL-1. Ja as quimiocinas
CXCL1l, CXCL2 e a proteina do complemento cb5a sdo exemplos de moléculas
gquimioatraentes.

Conforme demonstrado na figura 11, pode-se observar um perfil de concentragéo da
proteina do complemento c5a semelhante entre os grupos H,O e EtOH em todos os tempos
observados (Figura 11A). Em relagéo a citocina pro-inflamatéria TNF-a, houve um aumento
significativo ap6s um dia de infec¢do, seguido de uma reducao robusta desses apds dois
dias de infeccao, tanto no grupo H,O quanto no grupo EtOH (Figura 11B). Além disso, na
comparacgdo estatistica entre os camundongos H,O e EtOH, os dois grupos de animais
mantiveram niveis parecidos dessa citocina um dia apds infeccéo (1410 pg/mL + 639 versus
1777 pg/mL + 728 no grupo controle); e de maneira semelhante apds dois dias de infecgdo
(271,8 + 13,22 versus 406,4 pg/mL £ 176 no grupo controle).

Com relacdo as citocinas quimiotraentes, CXCL1 e CXCL2, observou-se um
aumento significativo na concentragdo de CXCL1 apds um dia de infec¢do para os animais
EtOH e H,O (1797 pg/mL = 650 versus 1634 pg/mL + 261 no grupo H,0), seguido de
reducdo para niveis basais apos dois dias de infeccdo (Figura 11C). Com relacdo a
gquimiocina CXCL2, os animais H,O apresentaram niveis significativamente maiores apés
um dia de infeccdo e essa concentracdo permaneceu elevada apés dois dias de infeccao,
enquanto os animais EtOH tiveram niveis significativamente mais elevados dessa
guimiocina apos o 1° dia de infeccdo em comparagdo com 0s animais controle (1132 pg/mL
+ 143,5 versus 632,6 pg/mL + 197,1 no grupo H,0), seguido de diminui¢&o significativa apos
dois dias de infeccéo (Figura 11D).

Com relacdo a concentragdo das citocinas IL-1(3, IL-17 e IL-10, verificou-se que a
citocina IL-1 aumentou significativamente apés um dia de infeccdo, em ambos os grupos,

embora os animais EtOH tenham apresentado niveis menores comparados ao grupo H,O.
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(359 pg/mL + 111 versus 460 pg/mL £ 69,3 no grupo H,0). Ja no 2° dia de infec¢éo, ambos
0S grupos retornaram a niveis basais de IL-1B (Figura 11E).

Para a citocina IL-17, foi observado niveis elevados ap6s um dia de infeccdo nos
animais H,O, que se mantiveram até dois dias de infec¢cdo. Os animais EtOH néo
apresentaram alteracao na concentragdo dessa citocina apds um e dois dias de infec¢cdo em
relacdo aos animais ndo infectados. Em comparacdo com os animais H,O, verificou-se que,
apos um dia de infec¢do, houve uma concentracdo menor dessa citocina nos alvéolos dos
animais EtOH (12,88 pg/mL + 14,27 versus 31,38 pg/mL %= 20,49 no grupo H,O; p=0,058
(Figura 11F).

Além disso, foi avaliada a concentracdo da citocina anti-inflamatéria IL-10. Observou-
se, conforme esperado, que 0s niveis dessa citocina apés um dia de infeccdo permaneceu
semelhante aos niveis dos animais néo infectados. No 2° dia apos infecgcéo pelo fungo, os
animais H,O apresentaram niveis significativamente elevados de IL-10, o que nao foi
observado nos animais EtOH (Figura 11G) (35,5 pg/mL + 25,7 versus 96,3 pg/mL + 28,2 no
grupo H,0).

Por fim, foi avaliada a concentracao da quimiocina CXCL1 no soro dos animais apés
infecgdo por A. fumigatus. Os resultados mostraram, na figura 11H, que os animais H,O
que, tanto apds um ou dois dias de infeccdo, a quantidade dessa quimiocina permaneceu
semelhante aos niveis dos animais ndo infectados. Ja para os animais EtOH, apés um dia
de infeccdo, houve aumento significativo da concentracdo de CXCL1 no soro em
comparagdo com o grupo H,O (1984 pg/mL + 925,0 versus 541,4 pg/mL 288,0 no grupo
H,0).
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Figura 11. O consumo crdnico de etanol altera a concentracdo de mediadores inflamatdrios
ap6s desafio com A. fumigatus. Animais dos grupos EtOH e H,O foram inoculados com 3x10°
conidios de A. fumigatus. Apés um e dois dias de infec¢do, os animais foram eutanasiados para
coleta do BAL e do soro para avaliacdo da concentracdo dos mediadores C5a (A), TNF-a (B), CXCL1
(C), CXCL2 (D), IL-1B (E), IL-17 (F), IL-10 (G) e CXCL1 no soro (H) por ELISA. Animais nao
infectados (NI) receberam PBS pela mesma via de inoculagdo. Os resultados estdo expressos como

média £ SEM (n = 6 animais por grupo). * Diferenga significativa (p < 0,05).
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5.2.7 O consumo de etanol afeta o numero de diferentes subtipos de linfécitos T no

sitio da infecc¢éo

Os linfécitos T helper (Th) e a resposta pré-inflamatoéria Th17 tem grande importancia
na manutencdo da resposta inflamatéria neutrofilica e, consequentemente, no combate a
infecgcbes extracelulares (KOYASU; MORO, 2012). Considerando que 0 consumo cronico de
etanol afeta ndo sé o recrutamento de linfocitos, mas provavelmente afeta também a
concentracdo de IL-17 no BAL apés infeccdo por A. fumigatus, o proximo passo foi avaliar
diferentes subtipos de linfocitos T e a producéo de IL-17 nos linfécitos T CD4" no BAL por
citometria de fluxo apés a inoculagéo do fungo.

Conforme demonstrado na figura 12A, apds um dia de infeccdo os animais H,O
apresentam quantidade significativamente maior de células, evidenciada pela marcacéo de
CD3" CD4" em comparacdo com animais ndo infectados, resultados que corroboram as
contagens diferenciais observadas no BAL (Figura 6E). Ja os animais do grupo EtOH
apresentaram reducéo de células CD4" em comparagdo com o grupo H,O (5,43x10* + 0,80
versus 9,07x10” + 3,702 no grupo H,0). O mesmo foi observado para as células CD3* CD4"
IL-17* (0,20x10* + 0,49 no grupo EtOH versus 1,36x10* + 1,29 no grupo H,0), evidenciando
que linfécitos produtores de IL-17 apresentam-se em menor nUmero nas vias aéreas de
animais alcoolistas, 0 que pode comprometer a sinalizagdo mediada pela citocina IL-17
nestes animais (Figura 12B).

Com relacéo a quantidade de células com marcacdo CD3* CD8a" no BAL, ndo houve
diferenca na quantidade de células entre os grupos infectados H,O e EtOH (Figura 12C).
Por outro lado, as células natural killer (NK), marcadas com NK1.1 (CD3" NKT"),
apresentaram-se em maior nUmero nas amostras dos animais tratados com &lcool por 12
semanas em comparacdo aos animais NI. Apos infeccédo, a quantidade de células CD3"

NKT" retornam aos niveis basais (Figura 12D).
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Figura 12. O consumo de etanol afeta o numero de diferentes subtipos de linfécitos T no sitio
da infeccdo. Animais H,O e EtOH foram inoculados com 3x10° conidios de A. fumigatus. Apés um
dia de infeccdo, foi obtido o BAL e realizada a marcacdo de superficie e intracelular com os
respectivos anticorpos monoclonais. A leitura das amostras foi feita em citdmetro de fluxo e as
analises no programa FlowJo 7.5.3. (A) Células CD3" CD4"; (B) Células CD3" CD4" IL-17"; (C) CD3"
CD8a"; (D) CD3" NKT". Animais nao infectados (NI) receberam 40 L de PBS estéril pela mesma via
de inoculagdo. Os resultados estdo expressos como média + SEM (n = 5 a 6 animais por grupo).
*Diferenca significativa (p < 0,05).
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5.2.8 A deficiéncia no recrutamento de neutréfilos nos camundongos alcoolistas é

associada ao menor rolamento e adeséo dessas células as vénulas pds-capilares

No intuito de avaliar se a inibicdo parcial do influxo de neutréfilos para os espacgos
alveolares nos animais alcoolistas esté relacionada a deficiéncias no processo de migragéo
celular, foi utilizado um modelo murino de inflamac¢éo no musculo cremaster, conhecido por
ser usado para Vvisualizacdo das etapas iniciais da migracdo de leucécitos
polimorfonucleares (PMNs) através das vénulas pdés-capilares (SCHILTER et al.,, 2015).
Apbs estimulo com LPS, os animais foram anestesiados, o musculo cremaster foi exposto e
a sua visualizacdo se deu por microscopia intravital. Na figura 13A podem-se observar
imagens ilustrativas da adesdo de leucécitos a microvasculatura do cremaster. Nos
camundongos que ndo sofreram estimulagéo (salina), tanto tratados com EtOH quanto os
controles H,O, apresentam uma pequena quantidade de leucocitos aderidos ao endotélio.
No entanto, apds estimulo com LPS, os animais H,O apresentaram intensa atividade de
rolamento e adesao celular ao endotélio, o que nao foi observado para os animais EtOH.
Corroborando esses dados, na figura 13B € apresentada a quantificacdo da adesédo e
também do rolamento dos leucdcitos, sendo que a linha tracejada representa os animais
ndo estimulados (rolamento: 31,88 + 15,86 versus 53,63 + 10,13 no grupo H,O e adesdo:
7,32 £ 1,95 versus 4,31 + 1,03 no grupo H,0).
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Figura 13. Camundongos consumistas de etanol apresentam menor rolamento e
adeséo de leucécitos ao endotélio vascular. Animais H,O e EtOH, ap6s estimulo com LPS, foram
anestesiados e musculo cremaster foi exposto e a sua visualizacdo se deu por microscopia intravital.
Os numeros de rolamento e adesao dos leucécitos foram determinados offline durante andlise da
reproducdo dos videos gerados. Em cada animal, pelo menos dois campos diferentes foram
registrados e analisados para determinar a média do numero total de leucdcitos por campo. (A)
imagens ilustrativas da adesao de leucocitos ao endotélio. (B) quantificagdo do rolamento e adeséo
de leucécitos. Animais controle (linha tracejada) receberam o veiculo (salina) no lugar do estimulo. *

Diferenca significativa (p < 0,05) (n = 3 a 6 animais por grupo).
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5.2.9 A deficiéncia na migracdo de neutréfilos em animais consumistas crénicos de
etanol apo6s infeccdo por A. fumigatus parece estar relacionada com a menor

expressao de CXCR2 na membrana dos neutréfilos circulantes do sangue

Evidéncias bem sedimentadas na literatura descrevem, principalmente em quadros
de sepse severa, que a deficiéncia na migragcédo de neutrdéfilos para as vias aéreas € devido,
também, a auséncia de expressdo do receptor de membrana CXCR2 (receptor para as
quimiocinas CXCL1 e CXCL2) (ALVES-FILHO et al., 2009). O primeiro indicio da falta desse
receptor na superficie celular é a presenca dos seus ligantes no sangue. Considerando a
grande quantidade dessa quimiocina no soro dos animais EtOH apos infeccdo por A.
fumigatus (mostrado na figura 12H) foi avaliado, por citometria de fluxo, se o consumo
cronico de etanol afetou a expressao desse receptor nos neutrofilos dos animais que
consumiram &lcool apos inoculagéo do fungo A. fumigatus.

Conforme demonstrado na figura 14A, um dia apos infeccdo, os animais EtOH
apresentaram uma menor quantidade de células do sangue positivas para Ly6G (marcador
de neutrdfilos) com marcagdo CXCR2" (células Ly6G* CXCR2") em comparacdo aos
animais H,O, mas que n&o foi estatisticamente diferente (p=0,06) (1,18x10* + 0,66 versus
3,45x10* + 1,79 no grupo H,0). Também foi avaliada a expressédo de CD11b e CD62L nas
células positivas para Ly6G e ndo houve diferenca entre os grupos infectados H,O e EtOH
em relacdo a quantidade de células com marcagdo Ly6G" Cd11b" (Figura 14B) e com a
marcacdo Ly6G* CD62L" (Figura 14C) nas células do sangue apos infeccdo por A.

fumigatus.
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Figura 14. A deficiéncia na migracdo de neutr6filos em animais consumistas crénicos de
etanol apés infeccdo por A. fumigatus parece estar relacionada com a menor expressao de
CXCR2 na membrana dos neutrdéfilos circulantes do sangue. Animais H,O e EtOH foram
inoculados com 3x10° conidios de A. fumigatus. Apés um dia de infeccdo, foi obtido o sangue e
realizada a marcacdo de superficie com os respectivos anticorpos monoclonais. A leitura das
amostras foi feita em citdbmetro de fluxo e as analises no programa FlowJo 7.5.3. (A) Células Ly6G"
CXCR2"; (B) células Ly6G" CD11b"; (C) células Ly6G" CD62L’. Animais ndo infectados (NI)
receberam 40 uL de PBS estéril pela mesma via de inoculagédo. Os resultados estdo expressos como
média + SEM (n = 5 a 6 animais por grupo). As linhas tracejadas representam as quantidades de

células identificadas nos animais controle ndo infectados (NI). *Diferenca significativa (p < 0,05).
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6 DISCUSSAO

O consumo de etanol estd presente na histéria da civilizagdo desde os seus
primordios (LIEBER, 2005). Além disso, os relatos sobre a relagdo entre uma maior
susceptibilidade a infecgbes pulmonares em individuos que consumiram etanol datam do
século Xl (MOLINA et al., 2010). Desta forma, diversos trabalhos recentes tém mostrado
que a exposicado ao etanol, seja ela aguda ou crdnica, é prejudicial no controle de uma
resposta inflamatoria infecciosa (LUONG et al., 2015; OHAMA et al., 2014; PARLET et al.,
2015; YELIGAR et al., 2012). No presente estudo, caracterizamos os efeitos do consumo
cronico de etanol na resposta imune e inflamatéria frente a infeccdo causada por A.
fumigatus, em um hospedeiro imunocompetente. Os principais achados foram: (i) ap6s o
consumo cronico de etanol, a carga fangica pos-infeccao por A. fumigatus foi mais elevada e
consequentemente resultou em uma maior susceptibilidade do hospedeiro alcoolista a
infeccdo; (i) houve uma falha de rolamento, adesé@o e, consequentemente, migragdo de
neutréfilos e de linfécitos para o foco infeccioso nos animais que consumiram etanol,
embora a reducgdo do influxo desses leucdcitos ndo foi relacionada a diminuigdo delas no
sangue circulante; (iii) o consumo crénico de etanol causa um desbalanco na producdo de
citocinas e quimiocinas importantes para coordenar todo a resposta inflamatéria mediada
por neutrofilos; (iv) os neutréfilos circulantes de animais que consumiram cronicamente
etanol apresentaram expressdo reduzida do receptor de quimiocinas CXCR2, sendo
prejudicial a quimiotaxia dessas células e prejudicando desta forma a montagem de uma
resposta adequada em combater a infeccdo. Corroborando assim com dados relatados na
literatura.

Durante todo o tratamento, 0os animais consumiram uma quantidade homogénea de
etanol, que foi quantificado pela analise do consumo em g de etanol por Kg de animal.
Apesar da menor de ingestdo de liquido pelos camundongos que foram forcados a ingerir
etanol, o modelo murino de consumo crdnico utilizado neste trabalho foi capaz de reproduzir
altos niveis plasmaticos de alcool (YELIGAR et al., 2012). Utilizando o mesmo modelo de
tratamento com etanol descrito neste estudo, Gonzaga e colaboradores mostraram que 0s
niveis de etanol no sangue permanecem no intervalo de 30 a 40 mM (GONZAGA et al.,
2015). No presente estudo, os niveis plasmaticos de etanol chegaram a aproximadamente
45 mM, sem causar perda de peso pelos camundongos. Assim, os efeitos nos parametros
inflamatorios observados neste estudo ocorrem em animais com niveis de etanol no sangue
gue estdao dentro daqueles encontrados nos seres humanos apds o consumo de etanol.

Além disso, ndo foi observada lesdo hepatica nos animais apés o tratamento com o etanol,
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avaliado pela liberagéo da enzima ALT (MARQUES et al., 2012), sugerindo que o modelo
utilizado nesse estudo ndo causou faléncia ou danos agudos aos hepatocitos.

O in6culo do modelo de infeccdo pulmonar por A. fumigatus utilizado, representa a
dose letal capaz de causar letalidade em 50% dos animais, chamada DLs, (TAO et al.,
2015). J& foi demonstrado por Dixon e colaboradores (1989) que camundongos
imunossuprimidos, infectados com A. fumigatus, tiveram uma relacdo direta entre a
letalidade e a carga fangica presente no inéculo. No entanto, neste trabalho, resultados
apontaram que a letalidade nos camundongos alcoolistas foi mais acentuada, evidenciando
o impacto do consumo de etanol na maior susceptibilidade a aspergilose. A letalidade foi
correlacionada também com uma maior carga fungica apresentada pelos animais que
consumiram &lcool cronicamente. J4 na analise da histopatologia pulmonar utilizando a
coloracdo de Grocott (coloragéo especifica para fungos), pdde-se observar que no tecido
dos animais alcoolistas houve germinagdo de conidios, indicando que estes animais
sofreram invasdao tecidual pelo fungo. Além disso, a perda de massa corporal foi associada
como um sinal de morbidade vinculado a aspergilose pulmonar. Sendo que a perda de peso
corporal foi mais intensa no intervalo de trés a seis dias ap0s infeccdo nos animais tratados
com etanol.

De maneira semelhante, um estudo utilizando um modelo de infeccdo pulmonar por
Pseudomonas aeruginosa mostrou que a perda de massa corporal que ocorreu nos animais
foi devido ao processo inflamatorio infeccioso, ja que ndo ha diferengcas entre 0s grupos
infectados e néo infectados em relacdo a ingestdo de alimentos e alteracdes na mecanica
pulmonar. No entanto, a perda de peso foi acentuada na medida em que houve maior
producdo de citocinas e quimiocinas inflamatérias, tais como TNF-a, IL-13, IL-6,
CXCL2/MIP-2, CXCL1/KC no BAL. Todos estes mediadores inflamatérios também
desempenham um papel importante na infeccdo por A. fumigatus (DAGENAIS; KELLER,
2009; MARGALIT; KAVANAGH, 2015).

As caracteristicas histologicas observadas na coloragdo de HE indicaram que houve
uma reacdo inflamatoéria intensa, com grande severidade e distribuicdo da lesdo no
paréngquima pulmonar, tanto no grupo tratado com etanol quanto no grupo controle, apés um
dia de infecg&o por A. fumigatus. Para os animais controle, a lesé@o inflamatdria foi bastante
reduzida no 2° dia de infec¢do, o que ndo foi observado nos animais alcoolistas. Na
associacao entre a andlise histologica, permeabilidade vascular e carga fungica, os animais
controle, que beberam agua, apresentaram permeabilidade vascular elevada apds um dia
de infeccdo, assim como o infiltrado de células no parénquima pulmonar e também o escore
histopatol6gico. Ja no segundo dia de infeccdo, a permeabilidade vascular diminuiu da

mesma forma como o infiltrado de células e a carga fangica. Por outro lado, os animais que
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consumiram etanol cronicamente, ndo tiveram essa correlacdo, ja que apos dois dias de
infeccdo, a permeabilidade vascular é diminuida, mas ainda se observa uma lesdo
inflamatoria grave e carga fungica elevada no pulméao.

O padrao de resposta celular no sitio da infeccdo também foi avaliado, sendo que
essa analise é essencial para compreender as interacdes patdgeno-hospedeiro no desfecho
de uma pneumonia (MEHRAD; STANDIFORD, 1999). Os macréfagos séo células
fundamentais para o desenvolvimento, progresséao e resolucéo da inflamacado (ZHOU et al.,
2014), desempenhando um papel crucial na fagocitose de conidios inalados e sendo
também responsaveis pela ativacdo da resposta pré-inflamatéria no combate ao A.
fumigatus (LATGE, 2001). Um estudo recente demonstrou que o consumo cronico de etanol
causa disfuncdo dos macréfagos alveolares devido ao estresse oxidativo gerado apos seu
metabolismo. Como consequéncia, apds desafio com Klebsiella pneumoniae, essas células
nao conseguem combater o patégeno (YELIGAR et al.,, 2014). Neste trabalho nado foi
observado diferencgas significativas no recrutamento de macrofagos dos animais alcoolistas
ou do grupo controle, tanto nos alvéolos quanto no tecido pulmonar. Ja os eosindfilos,
granuldcitos com perfil de resposta Th2, desempenham um importante papel na patogénese
de doencas parasitarias e alérgicas, como a asma e a aspergilose broncopulmonar alérgica
(ABPA) (ENG; DEFELICE, 2016). Experimentos com camundongos deficientes para GATA1
(GATA-binding factor 1), um importante fator de transcricdo para diferenciagdo de
eosindfilos, tiveram a resposta imune prejudicada, com menor clearance flngico e
diminuicdo da producao de citocinas pré-inflamatérias como IL-18, IL-6, IL-17A, G-SF, GM-
CSF e CXCL1/KC em um modelo de ABPA, com um inéculo de 7x10" conidios, considerado
de severidade branda (LILLY et al., 2014). Em contrapartida, em um modelo de aspergilose
invasiva (Al), Cenci e colaboradores (1999) mostraram que camundongos deficientes em IL-
4, uma citocina caracteristica de resposta Th2, foram mais resistentes a Al em comparacéo
aos animais selvagens. A resisténcia foi associada ao impedimento da resposta Th2,
incluindo a eosinofilia pulmonar, que culminou na diminuicdo das lesfes histopatologicas do
pulm&o (CENCI et al., 1999). Nesse contexto, neste trabalho néo foi verificado altera¢cdes no
recrutamento de eosindfilos, e nem em seu acimulo nos pulmdes, indicando que este tipo
celular ndo é afetado pela exposicéo cronica ao etanol.

Em relacdo aos linfocitos, no presente estudo, observou-se que os animais tratados
com etanol ndo apresentaram aumento na quantidade de linfécitos recrutados para o0s
espacos alveolares, enquanto os animais controle que beberam &agua tiveram niveis
elevados dessas células. Alguns estudos tém mostrado a importancia da participacdo de
linfécitos em infecgdes fangicas (CURBELO; GALVAN; ASPA, 2014). Na infec¢&o pulmonar

por Cryptococcus neoformans, foi demonstrado que a inflamagao € gradualmente resolvida
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por mecanismos dependentes das células T. Assim, a deplecdo de células T provocou um
menor recrutamento de macrofagos e granulécitos e consequente falha para combater o
patogeno (PIEHLER et al., 2011). Um outro tipo de estudo demonstrou que a producéo da
citocina IL-17 pelas células T CD4", ap6s a infeccdo pelo fungo A. fumigatus, é prejudicada
nos animais alcoolistas, enquanto os animais controle aumentaram significativamente os
niveis dessa citocina apos um dia de infeccdo. As células produtoras de IL-17 s&o
consideradas essenciais para a defesa antifingica, e fungos sao particularmente potentes
indutores de resposta Th1l7 (KOYASU; MORO, 2012). Além disso, um modelo de consumo
cronico de etanol seguido de infeccdo cutanea por Staphylococcus aureus, demonstrou que
os camundongos tratados com etanol apresentaram maiores quantidades de lesdes
cutdneas, maior perda de peso e elevada bacteremia em comparacdo com 0s animais
controle. O mecanismo subjacente a falha na migragcdo de neutrdfilos para o local da lesé&o
e, consequentemente, o controle da infecgéo, foi devido a reducédo da producéo de IL-1B3 e
IL-17, sugerindo que a resposta neutrofilica mediada por linfécitos Th1l7 esta prejudicada
nos camundongos que consumiram etanol (PARLET et al., 2015).

Um outro tipo celular avaliado foram as células T natural killer (NKT). De maneira
interessante, 0s animais alcoolistas revelaram quantidades elevadas de células NKT apés o
tratamento, seguido de retorno aos niveis basais ap6s infeccdo. As células NKT sdo uma
populacdo Unica de células T que expressam NK1.1, o receptor de células NK, sendo,
portanto, chamadas de células NKT. Essas células desempenham papéis
imunorreguladores importantes em diferentes tipos de respostas imunes. Em um trabalho
recente, Zhang e colaboradores demonstraram que o consumo crdnico de alcool aumenta a
maturacdo e ativacdo das células NKT no figado e no timo. Essas células ainda
apresentaram uma grande producdo de IFN-y, citocina dominante no perfil de resposta
imune Thl. No entanto, 0 mecanismo exato e a significAncia biolégica do efeito do consumo
de alcool sobre as células NKT ainda precisam ser elucidados (ZHANG et al., 2015). Na
comparagéao das células positivas para CD8, o grupo tratado com etanol apresentou reducéo
na quantidade de células TCD8". Embora a reducéo ndo seja significativa. Em um modelo
de criptococose pulmonar, Huffnagle e colaboradores (1994) mostraram, usando
camundongos deficientes em células T CD4" ou células T CD8", que apesar das células T
CD4 apresentarem um papel dominante no recrutamento de macr6fagos e granulécitos para
o pulmdo, as células T CD8 também medeiam o recrutamento celular e contribuem para a
secrecao local de INF-y.

Além do perfil de células presentes no foco infeccioso, lesé@o inflamatéria e carga
fungica, foi avaliado se as diferencas na resposta inflamatéria envolvendo o recrutamento de

neutrofilos, observada nos animais que consumiram etanol, poderia estar associada com
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alteracdes na producdo de mediadores quimiotaticos para essa célula apds a infeccao. O
consumo crénico de etanol ndo alterou a concentragdo do fragmento do complemento C5a e
nem da citocina pro-inflamatéria TNF-a. O sistema do complemento é um importante
mecanismo de defesa da resposta imune inata. A ativagdo do sistema do complemento
resulta na liberacdo de varias proteinas sollveis, dentre as quais se encontra o produto da
clivagem do quinto componente, C5a. O fragmento C5a do complemento é um potente
quimiotatico para o recrutamento de neutrofilos e outros leucécitos (IVEY et al., 1995). O A.
fumigatus ativa as trés vias do complemento — classica, alternativa e via da lectina
(MARGALIT; KAVANAGH, 2015). Em um modelo de infec¢do pelo fungo Candida albicans,
Zipfel e Skerka (2012) mostraram que o fragmento Cba, que é formado em resposta a
infeccdo, induz a liberacdo celular das citocinas inflamatérias IL-6 e IL-18 (ZIPFEL;
SKERKA, 2012). O TNF-a é também um dos principais mediadores da resposta inflamatéria
aguda. E produzido por fagdcitos mononucleares ativados, NK e mastocitos em resposta a
antigenos microbianos e estimulam neutréfilos e monécitos a migrarem para o sitio de
infeccdo (ROACH et al., 2002). Além disso, a sinalizag&o pelo receptor de TNF-a (TNFR1) é
essencial no controle da infeccdo por Legionella pneumophila. Os macréfagos alveolares
dependem do TNF-a derivado de neutréfilos e mondcitos para a sinalizacdo através de
TNFR1 para restringir a replicacdo bacteriana, e esse mecanismo € dependente da
fagocitose de L. pneumophila (ZILTENER; REINHECKEL; OXENIUS, 2016).

Por outro lado, apesar da producdo de C5a e TNF-a ndo estarem alteradas, a
expressao da citocina IL-1B, foi reduzida nos animais que consumiram etanol. Entre os
varios mediadores inflamatorios, a citocina IL-18 tem demonstrado grande importancia na
inducdo de processos inflamatérios causados por infeccdes (BALS; HIEMSTRA, 2004).
Durante a invasao tecidual por C. albicans, o epitélio reconhece as PAMPs presentes nas
hifas e se ativa, induzindo uma resposta pré-inflamatéria contra o dano, caracterizado pela
liberacdo, dentre outras citocinas, de IL-1B e, consequente ativacdo do inflamassoma
(MAYER; WILSON; HUBE, 2013; MOYES et al., 2012). Os inflamassomas sdo um grupo de
complexos proteicos intracelulares que reconhecem diversos estimulos indutores de
inflamacdo (como sinais microbianos, de estresse e de dano celular) e que controlam a
producdo de importantes citocinas pro-inflamatérias, como IL-18 e IL-18. Um dos
inflamassomas mais bem estudados é o NLRP3, que possui capacidade de reconhecer
diversos estimulos derivados de patdgenos (SCHRODER; TSCHOPP, 2010). Por outro lado,
outros estudos mostram que o consumo excessivo de alcool induz a maior secrecéo de IL-
18 e IL-18 e, consequentemente, ativacdo do inflamassoma. Essas observagfes foram
feitas tanto em casos de lesdes hepaticas (DESANTIS et al., 2013) e estudos de
neuroinflamacédo (DE FILIPPIS et al., 2016; LIPPAI et al., 2013). Sendo assim, os resultados
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encontrados neste trabalho, indicam que a deficiéncia na producgdo da citocina IL-13 pelos
animais tratados com etanol poderia estar associada com uma resposta imune menos
eficiente no inicio da infeccdo, em comparacdo aos animais controle, acarretando na
presenca de carga flungica elevada e maior susceptibilidade do hospedeiro.

Além disso, apoés dois dias de infec¢éo, a concentracéo da citocina IL-10 no BAL dos
animais controle é aumentada, enquanto nos animais que consumiram etanol cronicamente
0s hiveis sdo basais. A IL-10 faz parte de um grande programa de resolu¢do da resposta
inflamatéria, e suas principais funcbes incluem o bloqueio do recrutamento de células
adicionais para o sitio de infec¢do e colaboram para a apoptose de leucécitos inflamatérios
(BASIL; LEVY, 2016). A citocina IL-10 tem sido descrita com uma das mais importantes na
supressdo de producdo de citocinas pro-inflamatérias induzidas por TLR4. Sua atividade
repressora ocorre ndo somente pela inibi¢cdo direta de transcricdo génica, mas também pela
desestabilizagdo de mRNA ou pelo bloqueio do processo de traducdo (SABAT et al., 2010).
Tomados em conjunto, esses resultados sugerem que a presenca de lesdo grave no tecido
pulmonar dos animais alcoolistas, apds dois dias de infec¢édo, pode ter sido causada pela
falha em combater o fungo ou pela expresséo reduzida de IL-10, que culminou na falha da
remocdao das células inflamatorias nos pulmdes.

Outros mediadores quimiotéticos avaliados foram as quimiocinas. As quimiocinas
CXCL1 e CXCL2 (CXCL8 em humanos) sao moléculas positivamente carregadas, que estdo
imobilizadas no endotélio por ligacbes a componentes negativamente carregados, que
servem de ancoras para evitar que a forga de cisalhamento as arrastem. Dessa forma, ha a
formacdo de um gradiente quimiotatico. O sinal dessas quimiocinas via o0 seu receptor
CXCR2 tem um papel crucial, porém ndo exclusivo, na ativacdo de neutréfilos e
subsequente promoc¢do da adesdo ao endotélio no processo de migracdo celular
(KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013). Na resposta inflamatéria, apds o rolamento das células
do sistema imune, que é mediado pela interagdo das P- e E -selectinas (no endotélio) e L-
selectina (nos leucdcitos) com seus respectivos receptores, ha a adesao firme das células
ao endotélio, que é mediada pela ligacdo de alta afinidade de integrinas nos leucdcitos com
as moléculas de adesdo nos vasos. Neste trabalho, o que foi observado é que tanto na
analise de rolamento quanto de adesdo de leucdcitos, os camundongos tratados
cronicamente com etanol apresentaram deficiéncia em controlar o curso normal de migragéo
celular, mostrando que a falha no influxo de neutrofilos esté relacionada com menor adeséo
e rolamento das células. Na andlise de expressdo de moléculas de superficie em células
circulantes, nao foi observado diferenca na expressao de L-selectina pelos neutréfilos dos
grupos de animais infectados (células Ly6G+CD62L+). Por outro lado, verificou-se que os

animais alcoolistas tiveram reducéo na expresséo de CD11b (células Ly6G*CD11b"). CD11b
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€ um membro da familia de integrinas que se pareia com CD18 para formar o heterodimero
CR3 sendo expresso em monacitos, neutrdfilos, células NK e macrofagos (KAWAI et al.,
2005). Na dosagem das quimiocinas no sitio da infec¢do, ndo foi observado diferenca na
producdo de CXCL1 nos dois grupos experimentais. No entanto, os niveis da quimiocina
CXCL2 eram maiores nos animais que consumiram etanol apos um dia de infec¢do. Nesse
contexto, esse aumento na expressao de CXCL2 pode estar relacionado a uma tentativa
frustrada do organismo do individuo alcoolista para tentar reverter a falha na migracao de
neutrdéfilos, que aconteceu tanto nos espacos alveolares quanto no parénquima pulmonar.
Na literatura, é bem estabelecido que a diminuicdo da expressao ou a inibicao do receptor
de quimiocinas CXCR2 causa falha na migracdo de neutréfilos para as vias aéreas
(CACALANO et al., 1994), principalmente em casos de sepse severa (LEY et al., 2007,
RIOS-SANTOS et al.,, 2007). Além disso, a resposta a sepse severa é caracterizada por
uma cadeia de eventos complexos, que envolvem inflamacéo sistémica inapropriada -
grande liberacdo de véarios mediadores pro- e anti-inflamatérios na corrente sanguinea -,
imunidade humoral e celular (PIERRAKOS; VINCENT, 2010). Considerando a liberagéo de
mediadores no sangue, nos animais tratados com etanol, foi verificada uma grande
quantidade de CXCL1 no soro, indicando que o impedimento na migracao de neutrdfilos
pode ser semelhante ao que acontece nos casos de sepse severa. Alves-Filho e
colaboradores (2009) observaram que durante a sepse severa a expressao reduzida de
CXCR2 em neutrdfilos circulantes € correlacionada com a falha da migragcéo para o local da
infeccdo, o desenvolvimento de inflamacao sistémica e alta mortalidade dos hospedeiros
(ALVES-FILHO et al., 2009). O mecanismo proposto pelo qual acontece a regulacéo
negativa do receptor é pelos mecanismos regulatérios de dessensibilizacdo e internalizacédo
desses receptores quando se tem altas concentracbes de quimiocinas no soro. Os
receptores CXC sao membros da familia de receptores acoplados a proteina G (GPCR), e
GRKs séo proteinas quinase com residuos de serina/treonina que regulam a internalizacao
do receptor de quase todas as familias de GPCR, incluindo os receptores de quimiocinas
CXCRs e CCRs (METAYE et al.,, 2005). Nesse sentido, também foi observado nesse
trabalho, que os animais que consumiram etanol tiveram grande reducdo da expresséo
desse receptor nos neutréfilos circulantes do sague.

De um modo geral, o que foi observado neste estudo é que a exposi¢do cronica ao
etanol foi relacionada com a diminuicdo da quantidade de células presentes no infiltrado
inflamatorio e o desbalanco na producgéo de citocinas pro- e anti-inflamatérias, que culminou
em uma carga fungica elevada e maior susceptibilidade dos animais a infecc¢ao.

Neste sentido, na ilustracéo 5, observa-se um modelo que descreve 0s mecanismos

relacionados aos principais achados deste trabalho.
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Durante infec¢fes fungicas pulmonares (A. fumigatus), a presenca de conidios induz
a ativac@o da resposta imune proé-inflamatoria pelos macrofagos alveolares e recrutamento
de neutrdfilos que realizam eficientemente o clearance fungico. No entanto, em individuos
alcoolistas, é observado um grande aumento das concentragfes circulantes de CXCL1/KC
gue culminam em uma maior internalizacdo de receptores CXCR2. Os neutrofilos
circulantes, apresentando menor densidade de receptores CXCR2 sofrem um efeito
gquimiotatico menos acentuado, resultando em menores taxa de rolamento e adesdo. Estes
efeitos resultam em falha na migracdo neutrofilica para o sitio da infeccdo. Associado a
estes eventos, ha também uma deficiéncia ha manutencédo de uma resposta Thl7 efetiva.
Em conjunto, estas alteracdes permitem a colonizacdo fangica do pulmao, exacerbacado das

lesBes e aumento da suscetibilidade de alcoolistas a infeccao.

* cXcL1

1l cxcr2

~ Integrina

l L-selectina

'. Conidios

, Tubo
germinativo

llustracdo 5. Mecanismo relacionados a falha de migracdo de neutrofilos para os
alvéolos nos animais alcoolistas. Durante infec¢do por A. fumigatus em individuos alcoolistas, ha
uma falha na migragédo neutrofilica para os alvéolos que é relacionada ao aumento dos niveis de
CXCL1/KC circulantes e ativagdo destas células pela diminuicdo da expressdo de CXCR2. Fonte:

adaptado de Vinh, DC, 2011.
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho nos permitem concluir que o consumo crénico
de etanol afeta de maneira importante a suscetibilidade de animais consumistas a infec¢céo
pelo fungo Aspergillus fumigatus. A exposicdo crénica ao alcool altera os processos de
transmigracéo celular e quimiotaxia de neutrofilos associados a deficiéncia no rolamento e
adesdo, aumento dos niveis circulantes de CXCL1/KC e a menor expressdo de CXCR2
nestas células. Estas alteracGes associadas a uma menor ativacao de resposta Th1l7 geram

um ambiente propicio a proliferacdo fungica e aumento da letalidade apés infeccao.
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Abstract

Pneumonia is a well-marked, acute or chronic infection, involving pathogen lung colonization
and several grades of inflammatory response. Among the most common opportunistic
pathogen, included as pneumonia etiological agent, Aspergillus fumigatus, after inhalation of
airborne conidia, activate resident macrophages and induce a robust proinflammatory
response. In this paper, we characterized an animal model of pulmonary aspergillosis and
describe several biochemical, immunological and pathological parameters in the time-course
of the infection. After infection of A. fumigatus wild type strain, mice show a inoculum
dependent disease. Following up the course of the disease, lethality is accompanied by loss
of body weight and intense inflammatory cell infiltrate to the airways and lung tissue. This cell
infiltrate is mainly composed by neutrophils, responsible for fungal clearance. This huge

inflammatory initial response remains while pathogen is still present. After 3-5 days post
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infection, the resolution phase takes place with a shift in the cell profile infiltrate with the
maintenance of higher levels of macrophages, responsible for healing. After 7 days post
infection, histology and inflammation are restored and curiously, there is no fibrosis in lung
tissue. Our model of pulmonary aspergillosis open an array of possibilities for the study of (i)
fungal pulmonary infections with emphasis in the virulence determination of different fungal
strains and isolates, (ii) inflammatory host response, (iii) drug target characterization, (iv)
studies of co-infection, (v) studies of comorbidities and (vi) elucidation of inflammatory events

like resolution process in infectious diseases.

Keywords: pneumonia, fungal infection, animal model of aspergillosis, lung inflammatory

response.

Introduction

According to U.S. National Institute of Healthy, pneumonia caused almost 60,000 deaths in
2008, the seventh leading cause of death in USA and all over the world. Furthermore,
approximately 20 billion dollars was spent in 2008 to afford pneumonia’s costs of healthcare
($ 14 billion) and lost productivity ($ 6 billion)1. Considering children, young and elderly
populations (aged 1-24 and 65 or older), pneumonia and influenza together accounted nearly
25% of all lung disease deaths in the same year. From 1990 to 2008, respiratory disease
was ranked as the third age-adjusted cause of deathl. In future, millions of people will still
suffer and dying with lung disease, including asthma, chronic obstructive pulmonary disease
(COPD), lung cancer, pulmonary fibrosis, sepsis and pneumonia2.

Pneumonia is well marked as an acute or chronic illness induced by infection of the lower
respiratory tract, involving the lung parenchyma with evident tissue inflammation.
Inflammatory response triggered by viruses, bacterial and fungi, the most common etiological
agents3,4, generate several changes in microcirculation such as angiogenic phenomena,
release of soluble molecules and accumulation of polymorphonuclear leukocytes (PMN), that
are quickly recruited from the lung capillaries to alveoli and by adaptive elements, followed
by monocytes/macrophages5. This process is critical to preserve tissue homeostasis and if
not controlled becomes deleterious to the host, progressing to chronic inflammation, scarring
and fibrosis3. Pneumonia development demands that pathogen grows in the lung
parenchyma, achieves the alveoli, and host defenses are overwhelmed by the virulence or
load of the microorganism, causing intra-alveolar exudate6. In bacterial Streptococcus
pneumoniae bronchopneumonia, there is usually the occupation of alveolar spaces by

inflammatory cells, exudate and fibrin. Inflammation initiates as a peribronchiolar
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inflammation involving many lobes and diffuses to the contiguous parenchyma resulting in
unequal nodules and consolidation4. Common complications after pulmonary infections
includes necrosis, abscess and emphysema?.

Among several respiratory pathogens, fungi are responsible for nosocomial and community
acquired pneumonias8,9. One of the most important opportunistic fungal pulmonary
infections includes the pathogen Aspergillus sp10. Among all species, Aspergillus fumigatus,
a ubiquitous saprophytic fungus, is etiological agent responsible for approximately 90% of
invasive aspergilosis diagnosed. A. fumigatus liberates airborne conidia which are inhaled by
humans frequentlyll,12. Following conidia inhalation, resting conidia begin to swell and
become metabolically active, which leads fungal cell wall remodeling and trigger a
proinflammatory immune responsel3. For immunocompetent individuals, inhaled conidia are
swiftly cleared by cells of the pulmonary immune system10,13. If innate immune system are
not capable in to eliminate conidia, they can germinate and form invasive hyphae which
might penetrate in lung tissuel3. When the immune system is immunossupressed, A.
fumigatus exploits fragility in host defenses which can result in the development of
aspergillosis13,14. The recognition of conidia by alveolar macrophages and epithelial cells in
immunocompetent hosts is essential to clearance of the pathogen. Moreover, the lines of
defense are anatomical barriers on respiratory tract, such as mucociliary elevator, phagocytic
cells, basically macrophages and neutrophils — and their related antimicrobial activity - and
humoral factors, for example, complementl11. The innate immune response plays a main role
against A. fumigatus. It accounts with specific phases and host components that are
recruited to confront the different cellular forms of the fungus13. Alveolar macrophages act
quickly in conidia phagocytosis and concomitantly secrete proinflammatory mediators that
recruit neutrophils to the alveoli. Neutrophils have an essential role in fungal clearance and,
unlike macrophages, are also able to eliminate germinating conidia, preventing hyphae
growing10. In later stages of respiratory fungal infection, dendritic cells activate a protective
A. fumigatus-specific adaptive immune response which is driven by T helper 1 (Thl) CD4+ T
cells13.

Because of the possibility to examine complex biological processes, animal models are
useful to help understand the physiopathology of pulmonary infections. Moreover, elucidate
mechanisms of host and fungal pathogen interactions provide an exciting knowledge for
discovering novel therapeutic targets, early diagnostic and drugs against these airborne
human diseases.

Here, we characterize histological and immunological events in a model of non-neutropenic
pulmonary aspergillosis. We show that after infection there is a huge inflammatory process,

characterized by an elevated number of neutrophils, in acute phase and a resolution phase
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of the infection, characterized by a clearance of neutrophils infiltration and an enhanced
macrophage migration to the airways of infected mice, in a late phase, with restoration of
immunological and histological parameters. These characteristics in this model of pulmonary
infection allow the development of studies focused even in the set up though in the resolution
of inflammatory processes. Moreover, every kind of host-pathogen interactions, including
identification of virulence factors, could be assessed using this approach. We also
demonstrate that this model can be used to analyze and characterize biological targets for

drug development, aiming the pathogen or host immune system.

Materials and methods
Ethics statement
All animal experiments were approved by CETEA/UFMG animal ethics committee (Protocol

number 62/2011), according to Brazilian national guidelines on animal work.

Fungus

Aspergillus fumigatus wild-type strain (CEA17-80) was used in this studyl5. Media
used were: complete medium composed of 2% wi/v glucose, 2% w/v agar, 0.5% w/v yeast
extract and trace elements (YAG)16. Strains were grown at 37°C for 48 hours. Conidia were
harvested by washing the media with 30 mL of sterile phosphate-buffered saline (PBS) and
passed through a sterile 40 pum nylon membrane to remove hypha fragments. Then, conidia

were diluted and counted in Neubauer chamber.

Animal infections

Male 10-12 weeks old C57BL/6J mice were maintained in pathogen free conditions at
Laboratério de Imunofarmacologia (UFMG/Brasil). Prior to infection, mice were anesthetized
by steaming up to 3% isoflurane (Biochimico, Brasil) with oxygen and then, were infected
intranasally with 108 or 3x108 conidia of A. fumigatus in a total volume of 40 pL of sterile
PBS. Infected mice (at least 5 mice per group) were euthanized 1, 3, 7, 14 and 21 days after

infection and bronchoalveolar lavage fluid (BALF) and lungs were harvest.

Bronchoalveolar lavage fluid (BALF) and tissue extraction

At indicated time points, infected mice were euthanized with a solution of 150 mg/kg
of ketamine and 10 mg/kg of xylazine. Once death was confirmed, a 1.7 mm catheter was
inserted into the trachea and lungs were washed twice with 1 mL of cold sterile PBS and

BALF was performed. Recovery of BALF was approximately 90% per mouse. The samples
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were centrifuged at 2,000 rpm for 10 minutes at 4°C and supernatants were frozen at -20°C.
The cell pellets were resuspended in PBS, and total cell counts was determined by counting
leukocytes in Neubauer chamber after staining with Turk’s solution to evaluate the number of
infiltrating leukocytes in alveolar space. Differential cell counts were obtained from cytospin
preparations (Shandon Ill) by evaluating the percentage of each leukocyte on a slide stained
with May-Grunwald-Giemsal7. Cells (200 per animal) were counted at a magnification of
100 x. After BALF and perfusion of lungs with 5 mL of cold sterile PBS in order to remove
circulating blood, the right lobes were removed and frozen for subsequent analysis of
myeloperoxidase (MPO), n-acetylglucosaminidase (NAG) and measurement of fungal

burden. The left lobe was fixed in formalin 4% to histological analysis.

Quantification of neutrophil and macrophage accumulation in lung tissue by MPO and NAG
activity measurement

The extent of neutrophil and macrophage accumulation in lung tissue was measured by
assaying MPO and NAG activity, as previously described18. Briefly, tissue (0.1 g of tissue
per 1.9 ml of buffer) was homogenized in a pH 4.7 buffer (0.1 M NaCl, 0.02 M Na2PO4,
0.015 M Na2EDTA), centrifuged at 10,000 rpm for 10 minutes, and the pellet subjected to
hypotonic lyses (1.5 ml of 0.2% NaCl solution followed byan addition 30 seconds later of an
equal volume of a solution containing NaCl 1.5% and glucose 5%). After a further
centrifugation, pellets were divided into two portions and suspended with different buffers
specific for measurement MPO or NAG. In MPO the pellet was resuspended in 0.05 M
Na2PO4 buffer (pH 5.4) containing 0.5% hexadecyl-trimethylammonium bromide (HTAB)
and re-homogenized. One-milliliter aliquots of the suspension were transferred into 1.5 mL
micro-tubes followed by three freeze-thaw cycles using liquid nitrogen. The aliquots were
then centrifuged for 15 minutes at 10,000 rpm to perform the assay. In NAG, the pellet was
resuspended in 2.0 mL cooled (4°C) 0.9% saline containing 0.1% v/v Triton X-100, vortex-
homogenized, and centrifuged at 4°C for 10 min at 3,000 rpm. The supernatants were saved
and used for NAG assay. If the NAG assay was not carried out immediately, the

supernatants were kept frozen until used.

MPO and NAG assay reaction

The MPO assay reaction employed 25 pL of 3,3-5,5-tetramethylbenzidine (TMB; Sigma),
dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO; Merck, Darmstadt,Germany) at a final concentration
of 1.6 mM, 100 mL of H202, dissolved in phosphate buffer (pH 5.4) containing HTAB in a
final concentration of 0.002% v/v and 25 pL of supernatant from tissue sample processed.

The reaction was started at 37° C for 5 minutes in a 96-well microplate by adding the
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supernatant and the TMB solution. After that, H202 was added and followed by a new
incubation at 37° C for 5 minutes. The reaction was stopped by adding 100 mL of 1M H2S04
and quantified at 450 nm in a spectrophotometer (Emax; Molecular Devices, Sunnyvale, CA).
Neutrophil number in each sample was calculated from a standard curve of neutrophils
obtained from the peritoneal cavity of 5% casein-treated animals and processed in the same
way. The results were expressed as relative number of neutrophils per 100 mg of wet
tissuel8.

The NAG assay reaction was started at 37° C for 10 min in a 96-well microplate by the
addition of 100 pL of p-nitrophenyl-N-acetyl-D-glucosaminide (Sigma Chemical Co.),
dissolved in citrate/phosphate buffer (0.1 M citric acid, 0.1 M Na2HPO4, pH 4.5) in a final
concentration of 2.24 mM-100 L supernatant from tissue sample processing, dissolved in
citrate/phosphate buffer at appropriate dilutions. The reaction was terminated by the addition
of 100 pyL 0.2 M glycine buffer (pH 10.6) and was quantified at 405 nm in a

spectrophotometer (Emax, Molecular Devices)

Measurement of total proteins and nitrite

Total protein quantification based on Bradford’s method (Bio-Rad Protein Assay) was
performed on BALF to measure protein leakage to airways. The reaction was started in a
well-96 plate adding 40 pL of reagent to 160 uL of BALF sample and quantified at 595 nm in
a spectrophotometer (Emax; Molecular Devices, Sunnyvale, CA). A standard curve of
proteins concentrations against absorbance, with concentrations ranging from 5 to 30 pg/mL
was used to quantify the concentrations of proteins in the samples. The results were
expressed in mg/mL. The measurement of nitrite (NO2-) in BALF was performed by Griess
reaction. Nitrite reacts under acidic conditions with sulfanilic acid (HO3 SC6H4NH2) to form a
diazonium cation (HO3SC6H4—-N=N+) which subsequently couples to the aromatic amine 1-
naphthylamine (C10H7NH2) to produce a red-violet coloured (A ~ 540 nm)19. Briefly, 60 uL
of Griess reagent (1% sulfanilamide and 0.1% napthylethylenediamine in 2.5% phosphoric
acid) was added to 60 yL of BALF samples. After 10 min, the absorbance of the samples
was measured at 540 nm. A standard curve of nitrite concentrations against absorbance,
with concentrations ranging from 5 to 240 uM was used to quantify the concentrations of

nitrite in the samples. The results were expressed in M.

Measurement of HO-proline
Fragments (100 mg) of lungs were removed for hydroxyproline determination, as an indirect
measurement of collagen content20. Briefly, tissues were homogenized in 0.2% saline,

frozen, and lyophilized. The assay was performed with 20 mg of the lyophilized material
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subjected to alkaline hydrolysis in 300 pL of H20 plus 75 pL of 10M NaOH at 120° C for 20
minutes. An aliquot of 50 pL of the hydrolyzed tissue was added to 450 pL of Chloramine T
oxidizing reagent (0.056 M Chloramine T and n-propanol 10% in acetate-citrate buffer [pH
6.5]) and allowed to react for 20 minutes. A hydroxyproline standard curve was prepared
likewise. Color was developed by the addition of 500 puL of 1 M p-
dimethylaminebenzaldehyde diluted in n-propanol-perchloric acid (2:1 [v/v]). The absorbance

was quantified at 550 nm in a spectrophotometer (Emax; Molecular Devices)18.

Histological analysis

Formalin-fixed left lobes of lungs were dehydrated gradually in ethanol, embedded in
paraffin, cut into 4mm sections (3 sections per lung), stained with Hematoxylin and Eosin
(H&E) or Grocott's methenamine silver (GMS). Samples stained with HE were examined
under light microscopy by a pathologist blind to the experimental procedure. Lung was
graded on a 0 to 5-point scale: 0 = no pathology; 1 = minimal tissue destruction and/or
inflammation; 2 = mild tissue destruction and/or inflammation; 3 = moderate tissue
destruction and/or inflammation; 4 = marked tissue destruction and/or inflammation and 5 =

intense tissue destruction and/or inflammation.

Fungal burden
For lung fungal burden analysis, the right lungs were collected at specific times post
exposure and homogenized in 1 mL of PBS, diluted and plated in YAG media. After

incubation for 20 hours at 37° C, colonies forming units (CFU) were counted.

Statistical analysis

All data are presented as the mean £ SD and were analyzed using One-way analysis of
variance (ANOVA) followed by Newman-Keuls post-test to compare different groups.
Unpaired t test was used to compare two groups. Statistical significance was set as P<0.05

and all graphs and analysis were performed using Graph Pad Prism 5 software.

Results
Susceptibility and body weight change after A. fumigatus infection

To investigate the impact of A. fumigatus infection in C57BI/6 mice lethality and body
weight change were analyzed. Animals were intranasally infected with 108 or 3x108 conidia
per mouse and survival and weight loss were monitored for 21 days after infection. In Figure

1A we show that the outcome of A. fumigatus infection is inoculum dependent. The group
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infected with 108 conidia has lower lethality (25%) in comparison to 3x108 conidia infected
group (52.4%), at day 21 after infection. Following lethality, we also determined body weight
change for these animals after A. fumigatus infection. Animal’s weight is significantly lower
from 1 to 6 days post infection compared to the control NI group (figure 1B) when infected
with 108 conidia. In addition, mice that intranasally received 3x108 A. fumigatus conidia
undergo even more marked weight loss that was significantly higher from 4 to 10 days post
infection (compared with 108 inoculum group). The greatest amount of weight loss was
observed 1 day post infection in the 108 inoculum group (14.6%), whereas mice challenged
with the 3x108 inoculum lost only 4.7% of its weight on this day. The peak of its body weight
loss is on the second day after infection (14.9%). Thereafter, mice gradually regained their
body weight. These results suggest that the infectious process accessed by lethality and

body wiegth is inoculum dependent.

Fungal clearance

In order to further understand the influence of the higher inoculum in susceptibility
and loss of body weight, we determined A. fumigatus lung clearance. In this sense, we
assessed, by culture of lung homogenates, the number of colony forming units (CFU) at 1
and 3 days post infection, period which the inflammatory response is more acute, regardless
to the inoculum. We show in figure 2H that pulmonary fungal counts in both 108 or 3x108
conidia infected mice, fungal load is raised at 1 day post A. fumigatus inoculation (4.36 +
0.43 for 108 group and 22.83 £ 2.16 for 3x108 group), and there is a statistically reduction of
this burden at 3 days post infection (1.53 + 0.36 for 108 group and 12.4 + 5.38 for 3x108
group). Moreover, we analyzed Grocott's methenamine silver (GMS) staining of lung tissues.
GMS staining revealed wide presence of conidia by 1 day post infection (figure 2C and D) in
comparison to the NI control group (figure 2A and B), followed by a reduction at 3 days after
A. fumigatus inoculation (figure 3 E and F). In addition, figure 2G show conidial abundance in
the 3x108 inoculum goup. Taken together these results indicate that the course of the host
response in fungal removal is similar in both inocula and the host immune system is able to

deal with infection in a proper manner at the initial phases of infection.

Histopathogical analysis

Because previous results have shown a decrease in fungal load in animal’s lungs from both
inocula we next looked at the relationship between these profiles with the recruitment of
leukocytes to the site of infection. During the coming analysis, we chose the less lethal
inoculum to evaluate histological and cellular inflammatory parameters. The course of 108 A.

fumigatus infection was analyzed by histological lung preparations to assess tissue damage
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at 1, 3, 7, 14 and 21 days post infection. Our data show that the mice response to A.
fumigatus infection is characterized by mild and focal leukocyte recruitment in lungs at 1 day
post infection (figure 3C and D), compared to the NI group (figure 3A and B). This cellular
infiltrate become pronounced after 3 days of infection, occupying more than 50% of the
pulmonary structure, including the alveoli and perivascular regions (figure 3E and F). After 7
days of A. fumigatus infection, the amount of cellular infiltrate is sparser, demonstrating that
infection has started the resolution phase (figure 3G and H). After 14 days of infection,
histopathological findings are almost imperceptible (figure 3l and J). In 21 days post
infection, histological images are similar to mock group (data not shown).

In addition, in figure 4A we quantified the infiltrate parameters observed in histological slides.
The lesions severity and distribution caused by inflammation was quantified in an
inflammatory score. Mice lungs of A. fumigatus infection displayed variable degrees of
inflammatory lesions characterized by a higher vascular permeability accompanied with
cellular infiltrates, mainly located around blood vessels and bronchia/bronchiole in the early
time points analyzed. Lungs from groups with higher pathology score (3 days post infection)
exhibited multifocal to coalescing necro-inflammatory areas. Several alveoli and
bronchia/bronchioli were filled with neutrophils, macrophages and lymphocytes
(broncopneumonia). Furthermore, we evaluate vascular permeability by assessing plasmatic
proteins extravasation at the indicated time points. We found that mice with 3 days of A.
fumigatus infection had increase of vascular permeability (figure 4B). Curiously, in figure 4C
we demonstrate that all this infectious and inflammatory processes caused by A. fumigatus
did not cause fibrosis in the lung tissue, measured by hydroxyproline levels. Moreover, nitric
oxide, found to play essential role in host defense against intracellular pathogens21, was
measured by nitrite production and our results show, in figure 4D, that is not affected by A.

fumigatus infection.

Pattern of inflammatory cells in alveoli and lung tissue

In order to investigate cellular infiltration to airways after A. fumigatus infection, we
analyzed BALFs and lungs. Inflammatory cell transmigration is a complex process that
requires inflammatory signals as chemotaxis22. In the course of circulating cell
transmigration process, inflammatory cells go from vessels to the infection site, passing
through tissue matrix23. In this way, we assessed cell infiltration analyzing inflammatory and
immune cells in the airways (BALFs) and indirectly, cell accumulation in lung tissue, by
biochemical markers. To examine the course of cell infiltrate into airways, we analyzed
animals after 1, 3, 7, 14 and 21 days after inhalation of A. fumigatus. After 1 day of infection,

data show (figure 5A) higher levels of neutrophils in airways (1.05 x 106 + 0.24) reaching a
81



peak in the third day (1.94 + 0.28). In the same way, eosinophils, that represent important
cells during filamentous fungi infection, especially during allergic reactions triggered by mold,
have their levels augmented after 1 and 3 days post infection (1.15 x104 £ 0,5 for 1dpi and
2.5 + 0.14 for 3 dpi), prolonging these levels until day 7 (1.35+ 0.37), as we show in figure
5B. After these time points, resolution of infection takes place and neutrophil and eosinophil
cell infiltrate return to basal levels (neutrophils: 0.03 + 0.025 for 7 dpi; 0.03 + 0.016 for 14 dpi;
and 0.01 + 0.02 for 21 dpi; eosinophils: 0.17 + 0.35 for 14 dpi and 0.03 + 0,06 for 21 dpi). All
these results corroborate our findings in the lung tissue with indirectly determination of the
inflammatory cell load. Analyzing MPO, a neutrophil enzyme found in azurophilic granule that
is released by degranulation process and assists in clearance of microbes by generation of
peroxidase-mediated oxidants that destroy leukocyte-engulfed pathogens24, data show, in
figure 5C, that after 1 and 3 days of infection, we have an accumulation of neutrophils in
lungs (2,832 + 1,257 for 1 dpi and 1,830 = 601for 3 dpi), compared to non-infected mice.
After these time points, MPO levels returned to basal levels.

On the other hand, macrophages, important inflammatory cells involved in clearance of the
pathogen, apoptotic neutrophils and cellular debris25, start to accumulate in the airways in
the third day post A. fumigatus infection (5.95 x 105 + 2.11) and its levels remain high until
day 21, as we show at figure 5D. Indirect analysis of macrophage infiltrate to lung tissue was
done by measuring NAG levels, lysosomal enzyme related to monocyte and macrophage
activity26. As a result, figure 5E shows that after 3 days of infection there is an augmentation
of NAG levels (0.9734 + 0.09), reaching in a peak 7 days after infection (1.883 = 0.4).
Moreover, there is an accumulation of lymphocytes in the airways of infected animals after 3
days of infection (1.98 x105 = 1.19), observed in figure 5F. Lymphocytes are important
immune cells to establish and control the profile of immune response that will take place after
an infection27. In our model of pulmonary aspergillosis, we should consider that host

immune response is almost exclusively based in innate immune system.

Discussion

Fungal infection, especially pneumonia, is related to host immunesupression. In this way,
there are innumerous models of fungal infection in immunocompromised
animals10,28,29,30. They represent important models to the study of pathogenicity of
different fungal isolates and the relationship in host-pathogen during depression of immune
system. Besides this, there is a lack of characterized animal models in immunocompetent
hosts. In the present study, we characterize a model of acute pulmonary aspergillosis in an

immunocompetent host. In addition, analysis of fungal burden did not reveal any signal of
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growth conidia, indicating that this model is not a model of invasive aspergillosis. Our results
show that A. fumigatus infection can be used as an animal model of fungal infection with
lower mortality to investigate infectious and inflammatory processes and as an animal model
with higher lethality (DL50 in a 3x108 conidia/mice), for studies of drug target
characterization and/or drug development. Moreover, this animal model is also suitable for
studies of co-infection with viruses, fungi or bacteria, studies of comorbidities such as
alcoholism and chronic diseases, and inflammatory processes like resolution in infectious
self-limited conditions. In agreement with our results, Dixon and colleagues (1989)
demonstrated that there is a direct relationship between lethality and fungal load inoculum in
an model of aspergillosis in immunocompromised host 31.

We observed intense body weight loss in both inocula from 1 to 6 days post infection and this
morbidity signal is associated with fungal infection in the lungs. A study with a model of
Pseudomonas aeruginosa pulmonary infection showed that loss of body mass occurs due
the infectious inflammatory process, because body weight change is not related to changes
in lung mechanics or differences in food intake, but with high levels of inflammatory cytokines
and chemokines, such as TNFa, IL-183, IL-6, CXCL2/MIP-2, CXCL1/KC in BALF32. All these
inflammatory mediators also play an important role in A. fumigatus infection13.

Studies related to lung diseases have depended, among various other approaches, on the
verification of damaged organs histology on attempting to model human disease in non-
human animals2. In this sense, we also characterized histologic features in C57BL/6 mice
response to A. fumigatus. An intense inflammatory reaction in lung parenchyma was seen in
histological slides, which our data show a rapidly pulmonary inflammation, with a peak at 3
days post infection that progressively decreases until 21 days. It's extremely important to
fully understand inflammatory parameters in pneumonia in immunocompetent hosts and the
intervention forms to modulate that response to apply this intervention in
immunocompromised hosts. These observations are confirmed by animal studies that
demonstrated the practicability of changing the outcome of pneumonia by increasing or
depleting specific inflammatory mediators33. Furthermore, we found no significant
differences in the amount of nitrite production at the site of infection, suggesting that nitric
oxide plays no role in the killing of A. fumigatus. In this sense, Phillipe and colleagues (2003)
demonstrated the contribution of NADPH oxidase and inducible nitric oxide synthase in
phagocytosis and killing of conidia of A. fumigatus by alveolar macrophages. While the
NADPH oxidase is essential for the killing of conidia, the nitric oxide synthase does not seem
to play this pivotal role in the control of A. fumigatus34. Likewise, another study also
demonstrated that inhibition of nitric oxide does not affect the fungicidal activity of alveolar

macrophages both murine and human cells35.
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Moreover, we found a good association between histologic analysis, vascular permeability
and fungal burden in the 108 inoculum. We demonstrate that vascular permeability is
elevated at 1 day post infection with highest levels at third day, while in HE staining and
inflammatory score have the same pattern. Related to fungal load, CFUs after 3 days of
infection is statistically reduced and undetectable after this time point.

In addition to the microbial invasion and the insight by the slides of lungs, we assessed the
pattern of cellular response in infectious site, which is essential to understand the host-
pathogen interactions in the outcome of pneumonia33. Among PMN cells, we found that the
A. fumigatus infection recruited neutrophils and eosinophils to the alveoli in early phases of
infection, whereas neutrophils were the most prevalent cell type in BALF. These cells are
widely documented to be the most effector cell that play an important role in acute pulmonary
infections, including A. fumigatus. Furthermore, neutrophils recruited to an inflammatory site
have a critical role against growing conidia and hyphae by several mechanisms, both intra-
and extracellular. These mechanisms are phagocytosis, neutrophils extracellular traps
(NETs) and degranulation13,36. Eosinophils are also polymorphonuclear cells and play an
important role in type 2 immunity and allergic inflammation37, including allergic
bronchopulmonary aspergillosis (ABPA)13,37. A study with immunocompetent mice with
depletion of eosinophils showed that these mice have impaired fungal clearance and
decrease of proinflammatory cytokines IL-1B, IL-6, IL-17a, G-SF, GM-CSF e CXCL1/KC,
which compromises lung defenses in a model of ABPA with low inoculum (7x107 conidia)38.
Interestingly, MPO assay showed that lungs recruit a large number of neutrophils in the first
day after infection and progressively decrease these cells without deposition of collagen and
development of fibrosis. This finding was not seen in others models of pulmonary
inflammation. Russo and colleagues demonstrate that antagonizing CXCR2, a neutrophils
receptor to chemokines CXCL1 and CXCL2, decrease neutrophil migration and pulmonary
fibrosis in a model of bleomycin-induced inflammation, suggesting the role of neutrophils in
inducing pulmonary fibrosis18. Taken together, these results indicate a protective role of
neutrophils and eosinophils in A. fumigatus-mediated lung inflammation.

Alveolar macrophages play a crucial role in phagocytosis of inhaled conidia of A. fumigatus
in healthy individuals10. These macrophages are responsible for activating the pro-
inflammatory response by secreting cytokines and chemokines, including TNF-a, CXCL1/KC
and CXCL2/MIP-2, which will recruit neutrophils to the alveolill. In addition to the release of
inflammatory mediators, macrophages dynamically change their phenotype and exhibit an
anti-inflammatory profile, producing pro-resolutive mediators and high phagocytic ability,

assisting in the removal of apoptotic cells39. In our study, we demonstrated that
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accumulation of these cells occurred after 3 days after challenge and remains high until 21
days, suggesting an important role of macrophage in tissue homeostasis in aspergillosis.

Even though innate immune cells are involved in controlling A. fumigatus infection, we found
in our aspergillosis model that lymphocytes take place in inflammation at 3 days post
infection. Adaptive response, more specifically T cell-mediated response against the main
Aspergillus species is not well understood40. However, some studies have shown the
importance of participation of lymphocytes in fungal infections. In Cryptococcus neoformans
pulmonary infection, inflammation is gradually solved by T cell-dependent mechanisms.
Thus, depletion of T cells caused a lower recruitment of macrophages and granulocytes and
consequent failure to combat the pathogen38. In a model of oral candidiasis using Candida
albicans T-cell-deficient BALB/c mice displayed increased levels of oral colonization, with
extensive hyphae penetrating the epithelium compared to control mice and developed a
chronic oropharyngeal infection39. In aspergillosis, further studies to identify the role of T
helper lymphocytes and other elements of adaptive immune response for Aspergillus species

are required.

Conclusions

Taken together, our results characterize a murine model of fungal pneumonia in
immunocompetent mammal host, moreover we demonstrate histologically and biochemically
the inflammatory response during the course of infection. Our model open an array of
possibilities for the study of (i) fungal pulmonary infections with emphasis in the virulence
determination of different fungal strains and isolates, (ii) inflammatory host response, (iii)
drug target characterization, (iv) studies of co-infection, (v) studies of comorbidities and (vi)

elucidation of inflammatory events like resolution process.
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FIGURE LEGENDS

,Figure 1. A. fumigatus infection cause pulmonary aspergillosis in an inoculum dependent
manner. Lethality and body weight change in our murine model of fungal pulmonary
infection: C57 mice were intranasally infected with 40 pL of suspension containing 108 or
3x108 conidia of A. fumigatus and monitored for 21 days. Comparative lethality (A) and body
weight change (B) curves of control non-infected group (NI) and infected groups. Data are
presented as Mean * SD. * represents statistical significant difference (p<0.05) between 108
infected group and control (NI). # represents statistical significant difference between 3x108
infected group and NI. Experiments were made with at least 7 mice per group.

Figure 2. Clearance of A. fumigatus from the airways. Lungs were collected 1 and 3 days
after the infection. Homogenate from right lungs were plated on YG-agar. Left lungs were
fixed with formaldehyde 4% and embedded in paraffin. Sections were stained with Grocott’s
methenamine silver. A) and B) Control NI group, C) and D) 1 day post infection (dpi), E) and
F) 3 dpi. G) 3x108 inocula. H) Fungal load (CFU) after 1 and 3 dpi. Data are presented as
Mean £ SD (n= 3 to 5 mice per group). *p<0.05. Bars in A, C and E represent 100 um, while
bars in B, D, F and G represent 25 um.

Figure 3. Histopathological changes during pulmonary Aspergillosis. Left lungs were
collected 1, 3, 7, and 14 days after the A. fumigatus infection, fixed in formaldehyde 4% and
embedded in paraffin. Sample sections (n= 5 to 7 mice per group) were stained with

hematoxilin and eosin. A) and B) Control NI group, C) and D) 1 day post infection (dpi), E)
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and F) 3 dpi, G) and H) 7 dpi, I) and J) 14 dpi. Bars in A, C, E, G and | represent 100 pm,
while bars in B, D, F, H and J represent 25 pm.

Figure 4. Inflammatory and biochemical parameters during pulmonary Aspergillosis. BALF
and lungs were collected 1, 3, 7, 14 and 21 days after A. fumigatus infection. A) Inflammatory
score. Histological changes were graded on a 0 to 5-point scale. 0. no pathological change;
1. minimal tissue destruction and/or inflammation; 2. mild tissue destruction and/or
inflammation; 3. moderate tissue destruction and/or inflammation; 4. marked tissue
destruction and/or inflammation; 5. intense tissue destruction and/or inflammation. B) Lung
collagen deposition was measure by determination of hydroxyproline concentration C) Total
protein in BALFs were quantified as an indirect measure of vascular permeability and D)
nitrite concentrations were biochemically measured in BALFs as an indirect determination of
nitric oxide production (Greiss method). Data are presented as Mean = SD (n= 4 to 8 mice

per group) *p<0.05.

Figure 5. Inflammatory infiltrate into lungs and airways during pulmonary Aspergillosis. BALF
and lungs were harvested at 1, 3, 7, 14 and 21 days after infection for inflammatory cell
infiltrates determination. A) neutrophils, B) eosinophils, D) macrophages, F) lymphocytes. C)
MPO and E) NAG assays were assessed to measure neutrophil and macrophage
accumulation in lung tissue. Data are presented as Mean + SD (n= 4 to 7 mice per group).
*p<0.05.
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