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RESUMO 

O consumo do álcool causa inúmeros malefícios à saúde dos consumidores devido à 

toxicidade dos subprodutos de seu metabolismo, e é considerado um fator de risco para o 

desenvolvimento de infecções pulmonares oportunistas. O objetivo do presente estudo foi 

caracterizar os efeitos persistentes do consumo crônico e da exposição aguda ao etanol na 

resposta inflamatória gerada durante a infecção por A. fumigatus. Para avaliação dos efeitos 

persistentes do consumo crônico, camundongos C57/BL6Unib foram tratados com uma solução 

alcoólica (20% v/v) por 12 semanas, e sua medula óssea (MO) foi transplantada para 

camundongos controle, não tratados, após irradiação. Após 30 dias de recuperação, esses 

animais foram infectados por via intranasal com 1x108 conídios de A. fumigatus e após 48 horas 

foram eutanasiados. Os resultados mostram que os animais receptores de MO de animais 

tratados (quimera-EtOH) apresentaram um aumento da lesão pulmonar, hemorragia e morte 

celular. Nos pulmões, observamos uma produção aumentada de CXCL2, IL-6 e TNF-a nos 

animais quimera-EtOH, bem como uma diminuição na migração de neutrófilos para os alvéolos 

após a infecção, mesmo exibindo quantidades semelhantes de neutrófilos no sangue e nos 

pulmões. A fagocitose e depuração fúngica de neutrófilos ex vivo também estavam diminuídas 

nos animais quimera-EtOH. Apesar do efeito supressor expresso nos neutrófilos, os macrófagos 

derivados da medula óssea (BMDM) dos quimera EtOH apresentam maior capacidade 

depurativa e maior produção de TNF e CXCL2. Essas alterações persistem após transplante de 

medula óssea e vários ciclos hematopoiéticos, afetando diretamente a produção de células 

maduras e a resposta inflamatória adequada, o que nos leva a hipotetizar mecanismos 

epigenéticos que mantêm essas alterações nas células precursoras. Para avaliar o efeito da 

exposição aguda do etanol, expusemos a linhagem imortalizada de macrófagos, RAW 264.7, 

ao etanol por 48 horas. Observamos que as concentrações de 100 e 250 mM são tóxicas para as 

células, portanto, a seguir utilizamos concentrações não citotóxicas de etanol. Após 4 horas de 

estímulo, nossos dados demonstram que macrófagos expostos ao etanol apresentam capacidade 

diminuída de fagocitose dos conídios, depuração fúngica e produção de TNF-ɑ, que pode estar 

relacionada à reprogramação metabólica e aumento da glicólise, demonstrada pelo aumento 

significativo de lactato pelas células tratadas com etanol. Podemos concluir que, 

independentemente da quantidade e frequência das exposições ao etanol, a capacidade do 

sistema imunológico de lidar com a infecção causada por A. fumigatus é diminuída, o que pode 

explicar por que pessoas com histórico de consumo de etanol apresentam uma susceptibilidade 

a aspergilose pulmonar, e pode representar novos mecanismos alvo para o desenvolvimento de 

tratamentos paliativos ou terapêuticos para a população de alcoolistas.  
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ABSTRACT 

Alcohol consumption causes numerous harm to the health of consumers due to the 

toxicity of its metabolism by-products, and is considered a risk factor for the development of 

opportunistic lung infections. The aim of the present study was to characterize the persistent 

effects of chronic consumption and acute exposure to ethanol on the inflammatory response 

during A. fumigatus infection. To assess the persistent effects of chronic consumption, 

C57/BL6Unib mice were treated with an alcoholic solution (20% v/v) for 12 weeks, and their 

bone marrow (BM) was transplanted into untreated control mice after irradiation. After 30 days 

of recovery, these animals were infected intranasally with 1x108 conidia of A. fumigatus and 

after 48 hours they were euthanized. The results show that the animals that received MO from 

treated animals (EtOH-chimera) showed an increased lung injury, hemorrhage and cell death. 

In the lungs, we observed an increased production of CXCL2, IL-6 and TNF-ɑ in the EtOH-

chimera animals, besides a decrease in the of neutrophils to the alveoli after infection, even 

though they exhibited similar amounts of neutrophils in the blood and lungs. Phagocytosis and 

fungal clearance of ex vivo neutrophils were also decreased in EtOH-chimera animals. Despite 

the suppressive effect expressed on neutrophils, bone marrow-derived macrophages from the 

EtOH chimera have greater depurative capacity and greater production of TNF and CXCL2. 

These changes persist after bone marrow transplantation and several hematopoietic cycles, 

directly affecting the production of mature cells and an appropriate inflammatory response, 

which leads us to hypothesize epigenetic mechanisms that maintain these changes in precursor 

cells. To assess the effect of acute ethanol exposure, we exposed RAW 264.7 to ethanol for 48 

hours. We observed that concentrations of 100 and 250 mM are toxic to cells, therefore, we use 

non-cytotoxic concentrations of ethanol below. After 4 hours of stimulation, our data 

demonstrate that macrophages exposed to ethanol have a reduced capacity for phagocytosis of 

conidia, fungal clearance and production of TNF-ɑ, which may be related to metabolic 

reprogramming and increased glycolysis, demonstrated by the significant increase in lactate by 

ethanol treated cells. We can conclude that, regardless of the amount and frequency of ethanol 

exposures, the immune system's ability to deal with the infection caused by A. fumigatus is 

diminished, which may explain why people with a history of ethanol consumption have a 

susceptibility to aspergillosis, and may represent new target mechanisms for the development 

of therapeutic treatments for the alcoholic population. 

Keywords: Inflammation, alcohol, aspergillosis, infection. 
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INTRODUÇÃO 
 

Consumo de etanol  

 

As evidências das primeiras preparações de bebidas alcoólicas através da fermentação 

de grãos apresentavam caráter ritualístico e datam de 9.000-8.700 anos antes de Cristo, na 

China, após o estabelecimento da cultura sedentária entre os humanos (Wang et al. 2021). Desde 

então, o consumo do etanol tem sido relacionado a práticas religiosas, produção alimentícia e à 

medicina (Khaderi, 2019). Hoje, o álcool é considerado uma droga de abuso por modificar as 

funções fisiológicas e psicológicas dos consumistas, sendo disponibilizado no mercado, de 

forma lícita, para compra na maioria dos países (Gilmore et al., 2016). 

 Dados da Organização Mundial da Saúde revelam que aproximadamente 2,3 bilhões de 

pessoas no mundo consomem etanol frequentemente (WHO, 2018). Cerca de 6,4 litros de etanol 

são consumidos por pessoas acima de 15 anos na população mundial, porém, se considerarmos 

apenas as pessoas que consomem álcool frequentemente, a média de litros consumidos por ano 

sobe para 15,1 litros por pessoa (WHO, 2018). Podemos observar ainda, que algumas regiões 

do planeta apresentam uma grande variação no consumo de etanol decorrente das diferenças 

culturais, sociodemográficas e econômicas (Figura 1). 

O Brasil apresenta uma média de consumo de litros de etanol por pessoa acima de 15 

anos maior que a média global, 7.8 litros por ano (Figura 1) (WHO, 2018). A Pesquisa Nacional 

de Saúde de 2019 revelou que mais de um quarto da população adulta brasileira consome álcool 

pelo menos uma vez na semana e 17,1% apresentaram consumo abusivo da substância nos 30 

dias que antecederam a entrevista (IBGE, 2020).  
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Figura 1. Consumo total de álcool (litros) por pessoa acima de 15 anos no mundo. Adaptado 

do Relatório de status global sobre álcool e saúde da Organização Mundial da Saúde em 2018.  

 

Em 2010, membros do Comitê Científico Independente sobre Drogas classificaram o 

álcool como a droga mais prejudicial no Reino Unido (Nutt et al., 2010). Mundialmente, mais 

de 5% das mortes relatadas em 2016 estavam associadas ao consumo de etanol (WHO, 2018). 

As mortes ligadas ao consumo do etanol estão relacionadas às lesões causadas intencionalmente 

ou não, como suicídios e acidentes de carro, neoplasias malignas, doenças cardiovasculares, 

diabetes, cirroses e doenças infecciosas (Rehm et al., 2003; WHO, 2018).  

A frequência e quantidade de consumo podem ter diferentes efeitos ao organismo dos 

consumidores, estando classificados entre: dependência de álcool, quando são desenvolvidos 

um conjunto de fenômenos comportamentais, cognitivos e fisiológicos após o uso crônico de 

álcool, ou consumo agudo, quando são consumidos altos volumes de álcool em uma única 

ocasião (CISA, 2021). O abuso e/ou dependência é caracterizado pela perda de controle sobre 

o consumo de álcool e já é considerada uma doença crônica e incapacitante (Witkiewitz et al., 

2019).  

Em 2019, a pandemia provocada pelo vírus causador da síndrome respiratória aguda 

grave, o SARS-CoV-2, demandou medidas sociais paliativas para diminuir a disseminação da 

doença, como o isolamento social (Killgore et al., 2021). Durante este período, o volume e a 

frequência de consumo do álcool aumentaram significativamente dentro do grupo de pessoas 

sob isolamento, o que pode gerar impactos diretos nos casos de desordens causadas pelo uso do 

álcool em todo mundo (Killgore et al., 2021; Bailey et al., 2021). 

 

Metabolismo do etanol 

Após a ingestão, o álcool é absorvido por difusão passiva, em grande parte pelo intestino 

delgado (Cederbaum, 2012; Hernández et al., 2016). Seu metabolismo é realizado 

principalmente nas células do fígado, mas também acontece em menor escala pelas células 

estomacais, intestinais e pulmonares (Levitt et al., 1997; Lee et al., 2006). Nos pulmões, a 

depender da quantidade ingerida, podemos observar a metabolização de etanol em seus 

subprodutos (Bernstein, 1992). Essa associação aumenta o estresse oxidativo encontrado no 

órgão e se relaciona diretamente com a imunomodulação das doenças respiratórias (Kaphalia 

& Calhoun, 2013). 

Por ser uma molécula pequena, capaz de atravessar passivamente as membranas 



18 

celulares, é rapidamente metabolizada em acetaldeído (i) por oxidação pela enzima álcool 

desidrogenase (ADH) no citoplasma, com NAD+ como coenzima, (ii) pelo sistema microssomal 

oxidante do etanol, o citocromo P450 enzima 2E1 (CYP2E1) localizado no retículo 

endoplasmático, e (iii) pela via das catalases (Figura 2) (Haseba et al., 2020; Norberg et al., 

2003; Lieber, 1996).  

 

 

Figura 2. Metabolismo do etanol dentro das células. O etanol entra de forma passiva nas 

células, no citoplasma é oxidado a acetaldeído pela enzima ADH, pelo citocromo CYP2E1 ou 

por catalases. Na mitocôndria, o acetaldeído é convertido a acetato pela ALDH.  

 

O acetaldeído gerado é extremamente tóxico para as células, então se torna essencial 

sua conversão a acetato pela enzima aldeído desidrogenase (ALDH), na mitocôndria (Figura 2) 

(Zhu et al., 2021; Rajendram et al. 2016; Hernández et al., 2016). O acúmulo de acetaldeído 

gera reações adversas como náuseas, rubor facial e taquicardia, e é dependente da velocidade 

de sua conversão em acetato, sendo influenciada por polimorfismos no gene ALDH (Edenberg, 

2007; Gross, 2015). Por sua vez, o acetato produzido é destinado a outros processos 

metabólicos, como o ciclo de Krebs, porém, tanto o acetato quanto o acetaldeído induzem o 

aumento do dano celular (Kendrick et al., 2010, Brooks et al., 2013). Desta forma, ao longo dos 

anos, o etanol e os subprodutos de seu metabolismo vêm sendo associados ao aumento do risco 

de desenvolvimento de diversos tipos de câncer, doenças cardiovasculares, hepáticas e 

infecciosas (Minzer et al., 2020; Cederbaum, 2012; Kendrick, 2010; Bagnardi et al., 2001).   
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Implicações do consumo de etanol nas infecções  

As alterações na regulação das respostas inflamatórias em indivíduos alcoolistas os 

predispõem a infecções causadas por patógenos pulmonares, que nestes casos, apresentam 

sintomas mais agressivos, um aumento da morbidade e da mortalidade (Happel & Nelson, 

2005). Este fenótipo advém das várias alterações nos mecanismos de proteção das vias aéreas 

que são afetados pelo consumo excessivo do etanol, como a disfunção causada nos cílios do 

aparelho mucociliar respiratório (Happel & Nelson, 2005). Este sistema garante a interceptação 

e eliminação de partículas que entram junto com o ar nos pulmões, o que facilita o contato dos 

microrganismos com o espaço alveolar e aumenta as chances do estabelecimento de uma 

infecção (Price et al., 2018; Samuelson et al., 2017; Sisson, 2007).  

O reconhecimento dos padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs) por meio 

dos receptores de reconhecimento de padrões (PRRs) são gatilhos para inflamação durante o 

processo infeccioso, e dão início à uma série de respostas essenciais para o combate aos 

patógenos (Takeuchi et al., 2010). Além de afetar as barreiras físicas do pulmão, o consumo de 

etanol modula a resposta inflamatória gerada pelos patógenos, modificando significativamente 

a resposta inicial do hospedeiro, porém, a quantidade e frequência do consumo do etanol 

parecem ter efeitos opostos na modulação do sistema imune (Kany et al., 2019).  

Oak e colaboradores demonstraram que a exposição aguda ao etanol está associada à 

inibição da ativação do fator nuclear kappa B (NF-κB) pelo receptor Toll-like 4 (TLR4) em 

monócitos humanos, representando uma via de supressão inflamatória da produção do fator de 

necrose tumoral alfa (TNF-ɑ) após estímulo com lipopolissacarídeo (LPS) (Oak et al., 2006). 

Zhou e colaboradores, corroboram estes dados e demonstram que o consumo agudo do etanol 

inibe a ativação de TLR4 por LPS em células epiteliais intestinais, resposta que é essencial para 

o reconhecimento de antígenos luminais e progressão da resposta imunológica intestinal (Zhou 

et al, 2013).  

Em contraste, macrófagos advindos de humanos consumistas crônicos de etanol 

apresentaram expressão aumentada de interferon gama (IFNγ) e interleucina 1 beta (IL-1β) após 

estímulo com LPS, que estão associadas a um aumento da resposta pró-inflamatória (Gaydos et 

al.,2016). No fígado, o consumo crônico de etanol está associado ao aumento da expressão e da 

responsividade de TLR4 ao LPS, induzindo o aumento da produção de TNF-ɑ e ao dano 

hepático gerado pela inflamação no tecido (Gustot et al., 2006). Esse efeito hiper-responsivo 
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aos estímulos, observado durante o consumo crônico, parece estar associado ao aumento da 

acessibilidade de fatores de transcrição às regiões reguladoras de genes pró-inflamatórios na 

cromatina, induzindo o aumento da expressão destes genes e da resposta inflamatória (Lewis et 

al., 2022).  

Ainda, a combinação do consumo crônico com uma dose aguda de etanol aumenta a 

produção de CXCL1, CXCL2 e CXCL15 no pulmão, resultando no aumento da migração de 

neutrófilos e dano pulmonar mesmo na ausência de qualquer estímulo secundário (Poole et al., 

2019). Deste modo, os fatores que contribuem para a alteração da regulação da expressão dos 

mediadores inflamatórios podem diferir, apresentando caráter mais prolongado, quando 

associado a alterações epigenéticas que permitem a maior acessibilidade à cromatina, ou caráter 

mais agudo, quando associada à alterações inibitórias geradas pela alteração no metabolismo 

celular (McTernan et al., 2022; Malherbe & Messaoudi, 2022; Morris et al., 2022; Curtis et al., 

2013).  

Podemos observar que a relação modulatória da resposta inflamatória causada pelo 

consumo do etanol varia de acordo com o estímulo, o tempo e frequência de exposição, porém, 

contemplamos um consenso: o consumo do álcool é fator de risco para infecções pulmonares 

causadas por bactérias, vírus e fungos (Malacco et al., 2020; Gaydos et al., 2019; Yeligar et al., 

2016). Em artigo recente publicado pelo nosso grupo de pesquisa, demonstramos que o 

consumo crônico de álcool prejudica a resposta imunológica do hospedeiro contra a infecção 

causada por Aspergillus fumigatus (Malacco et al., 2020). Após doze semanas de tratamento 

com etanol e subsequente infecção fúngica, os camundongos consumistas apresentaram um 

quadro inflamatório desregulado, com um aumento da produção de CXCL2 nos alvéolos e de 

CXCL1 no sangue, acompanhada por uma diminuição da expressão de CXCR2 e CD11b nos 

neutrófilos (Malacco et al., 2020). A migração e ativação dos neutrófilos é essencial no combate 

à infecção fúngica e contenção da germinação dos conídios (Tischler et al., 2019). Em nosso 

modelo, os neutrófilos dos animais tratados cronicamente com etanol apresentam a atividade 

depurativa, fagocítica e de produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) diminuídas. Além 

disso, a diminuição da migração de neutrófilos, decorrentes da diminuição da produção de 

CXCR2 e CD11b, permitiu a invasão do tecido pulmonar pelas hifas fúngicas e o aumento da 

letalidade nos animais consumistas (Malacco et al., 2020).  

 

O patógeno Aspergillus fumigatus 
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A. fumigatus é o patógeno mais comum em casos de aspergilose pulmonar, estando 

presente em 90% dos casos humanos diagnosticados, é um fungo filamentoso, ubíquo e 

saprofítico que desempenha uma função importante na decomposição de carbono e nitrogênio 

na natureza (Latgé & Chamilos, 2019; Latgé, 1999). Apresenta colônia de crescimento radial, 

com micélio hialino e produção de conídios mielinizados, com coloração esverdeada (Figura 

3). 

 

 

Figura  3. Fotografia de uma colônia de A. fumigatus cultivada em YAG  à 37 ºC por 96 

horas.  

 Uma de suas características mais marcantes é a produção em larga escala de pequenos 

conídios (2 a 3 μm), que são capazes de resistir a altas temperaturas e a diferentes estresses 

https://journals.asm.org/doi/10.1128/CMR.00140-18?url_ver=Z39.88-2003&rfr_id=ori:rid:crossref.org&rfr_dat=cr_pub%20%200pubmed#con1
https://journals.asm.org/doi/10.1128/CMR.00140-18?url_ver=Z39.88-2003&rfr_id=ori:rid:crossref.org&rfr_dat=cr_pub%20%200pubmed#con2


22 

(Latgé, 1999). Os conídios de A. fumigatus são cobertos por uma camada de hidrofobinas, como 

a melanina, que inicialmente mascaram o reconhecimento das células fúngicas (Aimanianda et 

al., 2009; Nosanchuk & Casadevall, 2006). Porém, a remoção desta camada, processo 

fundamental para germinação e crescimento fúngico, expõem a camada central de 

polissacarídeos, como β-(1,3)-glucanas, galactosaminas e quitina, que são reconhecidos pelos 

PRRs das células imunes inatas (Latgé et ., 2017; Erwig et al., 2016) 

Os conídios são facilmente aerotransportados para as vias aéreas dos hospedeiros, onde 

entram em contato com o epitélio das vias aéreas e com a superfície alveolar. O sistema 

mucociliar produz uma ampla gama de peptídeos antimicrobianos no muco que impedem a 

passagem do patógeno, mas caso os conídios cheguem até os alvéolos, os macrófagos alveolares 

(MA) irão fagocitá-los, dando início a uma resposta pró inflamatória essencial ao combate de 

A. fumigatus (Margalit & Kavanagh, 2015). 

O reconhecimento dos PAMPs fúngicos por TLR4, TLR2 e Dectina-1, induz a produção 

de mediadores inflamatórios seguidos da fagocitose, o método inicial de defesa contra 

patógenos fúngicos (Tischler et al., 2019; Bochud et al., 2008; Balloy et al., 2006). Inicialmente, 

são produzidas uma gama de quimiocinas e citocinas responsáveis por mediar a resposta 

inflamatória, como TNF-α, IL-6 e IL-8, e ligantes de CXCR2, como CXCL1 e CXCL2, 

responsáveis pela quimiotaxia de neutrófilos (Erwig et al., 2016). Os neutrófilos, por sua vez, 

apresentam uma série de mecanismos para depurativos contra os conídios e as hifas, como a 

fagocitose, produção de ROS, degranulação e produção de armadilhas extracelulares de 

neutrófilos (NETs) (Mircescu et al., 2009). Dessa maneira, uma pessoa imunocompetente é 

capaz de eliminar o fungo de seus alvéolos antes que ele consiga invadir o tecido e causar 

aspergilose pulmonar invasiva. Porém, uma resposta inflamatória deficitária no número e na 

ativação de neutrófilos e macrófagos, como é o caso de indíviduos neutropênicos, pacientes em 

programas quimioterápicos ou alcoolistas, toda a montagem da resposta inflamatória é 

prejudicada e o fungo consegue crescer no parênquima pulmonar e causar a doença (Tischler et 

al., 2019; Malacco et al., 2020). Esse aumento de susceptibilidade a infecções fúngicas 

pulmonares na população de alcoolistas ainda é mal compreendido, mas sabe-se que a 

diminuição de migração e ativação de neutrófilos e macrófagos é fator primordial para o 

desenvolvimento da doença.   

 

A aspergilose na população alcoolista 
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As infecções fúngicas contribuem significativamente para a mortalidade humana em 

todo mundo. Ainda assim, o tratamento, diagnóstico e os estudos dos fatores de risco para o 

desenvolvimento dessas doenças são negligenciados (Brown et al., 2012). A correlação entre o 

consumo de álcool e Aspergillus aparece pela primeira vez na literatura em 1978, quando um 

estudo de caso demonstrou o diagnóstico de aspergilose invasiva em um homem alcoolista 

(Blum et al., 1978). Desde então, alguns artigos associam as doenças hepáticas alcoólicas, como 

hepatite e cirrose, à maior susceptibilidade de desenvolvimento da aspergilose pulmonar 

invasiva (Gustot et al., 2014; Jurissen et al., 2013). Em estudo publicado por Suwatanapongch 

e colaboradores, em 2021, três dos quatro pacientes com manifestações de aspergilose pulmonar 

invasiva na tomografia computadorizada relataram consumo frequente de álcool 

(Suwatanapongched et al., 2021).  

O consumo do etanol afeta diretamente vários mecanismos inflamatórios essenciais para 

o combate ao fungo que foram citados anteriormente, como a produção de receptores e 

mediadores inflamatórios, fagocitose e migração celular (Kany et al., 2019). Porém, os 

mecanismos pelos quais o álcool e os subprodutos de seu metabolismo afetam a resposta imune 

inflamatória na infecção por A. fumigatus ainda são pouco explorados na literatura, e são o foco 

do nosso grupo de pesquisa. 
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JUSTIFICATIVA  

O álcool é uma das drogas psicotrópicas mais consumidas no mundo, e além de ser 

disponibilizada licitamente na maioria dos países, está associada a uma série de doenças, 

complicações e mortes. Durante a pandemia, o volume e a frequência de consumo do álcool 

aumentaram significativamente, o que pode agravar o número de pessoas afetadas no mundo 

todo. O abuso do consumo de etanol é um fator de risco para o desenvolvimento de infecções 

pulmonares, pois além de alterar as barreiras físicas de controle da entrada de patógenos, como 

o aparelho mucociliar, modula a resposta inflamatória necessária para o combate às infecções. 

A frequência e quantidade de etanol parecem apresentar efeitos contrastantes nos indivíduos, 

especialmente na resposta imune inflamatória, e por este motivo, vários estudos têm buscado 

entender a patofisiologia das infecções na população alcoolista. Animais consumistas crônicos 

de etanol são mais susceptíveis a infecção causada pelo fungo filamentoso A. fumigatus. Este 

fenótipo de susceptibilidade é principalmente representado pela diminuição da capacidade dos 

leucócitos de montar uma resposta adequada para combater o patógeno. Neste sentido, ainda 

não são compreendidos os efeitos permanentes do consumo crônico de etanol ou os efeitos da 

exposição aguda para a montagem de uma resposta inflamatória causada por A. fumigatus. 

Caracterizar esses efeitos pode fornecer novos conhecimentos sobre os mecanismos 

relacionados à susceptibilidade de consumistas abusivos de álcool a infecções pulmonares 

como a aspergilose, além de possibilitar a identificação de potenciais alvos farmacológicos para 

intervenções terapêuticas e preventivas direcionadas ao grupo de pacientes com transtornos no 

uso do álcool. 
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CAPÍTULO I - Efeitos permanentes da exposição crônica ao etanol na resposta 

inflamatória gerada pela infecção por A. fumigatus 

 

OBJETIVO  

Investigar e caracterizar nas células hematopoiéticas, as modulações inflamatórias 

persistentes decorrentes do consumo crônico de etanol e as consequências para a resposta imune 

inflamatória frente a infecção por Aspergillus fumigatus.  

Objetivos específicos  

● Avaliar os efeitos persistentes da exposição ao etanol na produção de leucócitos 

pela medula óssea após a quimerização. 

● Avaliar o perfil inflamatório pulmonar dos animais quimerizados e infectados 

com A. fumigatus. 

● Investigar as funções efetoras de macrófagos e neutrófilos produzidos pela 

medula óssea dos animais quimerizados. 

● Correlacionar as alterações encontradas nas funções celulares com o perfil 

inflamatório.   

 

 

METODOLOGIA 

Manejo animal e tratamento crônico de consumo de etanol 

Camundongos machos da linhagem C57BL/6JUnib, de 5-8 semanas de idade, advindos 

do Biotério Central da UFMG, passaram por protocolos de eutanásia e manejo aprovados pelo 

Comissão de Ética no Uso de Animais – CEUA UFMG, submetido e aprovado sob número de 

protocolo 271/2019 (ANEXO I). Os animais foram agrupados em 5 animais por microisolador, 

com volume médio de maravalha e mantidos sob protocolo de iluminação por 12 horas e 12 

horas de claro/escuro no Biotério do Departamento de Genética, Ecologia e Evolução do 

ICB/UFMG. A alimentação e líquidos foram disponibilizados de forma irrestrita, a temperatura 

foi controlada e não houve enriquecimento ambiental.  

O modelo de consumo de etanol foi descrito por Yeligar e colaboradores em 2012 e 

reproduz a concentração sanguínea de álcool após o consumo crônico em indivíduos humanos 
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(Yeligar et al., 2012). Os camundongos doadores, com 5-6 semanas de idade, tiveram 

disponível, exclusivamente, uma solução aquosa contendo etanol (EtOH) durante 12 semanas. 

Na primeira semana a solução continha 5% (v/v) de teor alcoólico, na segunda semana a solução 

continha 10% (v/v) de teor alcoólico e nas dez semanas seguintes a solução continha 20% (v/v) 

de EtOH. As duas primeiras semanas serviram como um processo de adaptação ao consumo da 

substância. Os animais do grupo controle receberam água durante esse período (Figura 4).  

Transplante de medula óssea 

Ao final das 12 semanas de tratamento, os animais doadores de medula óssea (MO) 

foram eutanasiados por sobredose de anestésico (300 mg/kg de quetamina e 24 mg/kg de 

xilazina) via intraperitoneal (i.p.). Das patas traseiras dos camundongos foram retirados os 

fêmures e tíbias. Dentro do fluxo laminar, as epífises foram removidas com auxílio de um bisturi 

e a MO foi separada dos ossos através de lavagens utilizando agulha e seringa contendo 3 mL 

de meio RPMI estéril (CultiLab). As células foram centrifugadas a 201 RCF por 10 min a 4ºC. 

O sobrenadante foi descartado e o pellet de células foi ressuspenso em 10 mL de meio RPMI 

estéril. Foram realizadas diluições seriadas (1:200) em corante de Turk para a contagem das 

células em câmara de Neubauer. As células foram novamente centrifugadas e ressuspensas em 

solução salina estéril gelada para a concentração desejada.  

A medula óssea foi inoculada via intravenosa nos animais receptores previamente 

irradiados na concentração de 1x107 células em 100 µL (Rezende et al. 2017). No Centro de 

Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear (CDTN) da UFMG, os animais receptores 

C57BL/6JUnib com 8 semanas de idade foram irradiados em duas sessões, com 4 Grays cada, 

e com intervalo de 2 horas entre as sessões para minimizar os danos gastrointestinais. Após o 

transplante, os receptores receberam tratamento com o antibiótico ciprofloxacina por 15 dias 

para evitar infecções. A recolonização da medula foi observada de sete em sete dias através de 

contagem de células em esfregaços sanguíneos (Figura 4).  
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Figura 4. Esquema metodológico para a produção de animais quimerizados. Após 

as 12 semanas de tratamento com etanol ou água, os camundongos C57BL6/J Unib doadores 

foram eutanasiados e a medula foi transplantada para os animais receptores C57BL6/J Unib 

irradiados. Após 30 dias de recuperação os camundongos foram infectados 1x108 conidios de 

A. fumigatus e 48 horas após a infecção os camundongos foram eutanasiados para a coleta de 

material biológico.  

 

Inóculo e infecção  

Os conídios da linhagem A1163 de A. fumigatus foram estriados em placas de 20 mL 

de meio completo sólido YAG (2% p/v de glicose, 2% p/v de ágar, 0.5% p/v de extrato de 

levedura e elementos traço) e incubados por 48 horas a 37°C (Soriani et al, 2008; Schoch et al., 

2020). Os conídios foram ressuspensos em solução de Tampão fosfato-salino (PBS) 1X estéril 

e separados do micélio através de filtração em gazes estéreis. A solução contendo os conídios 

foi centrifugada a 652 RCF, por 10 minutos, em temperatura ambiente. O sobrenadante foi 

descartado e o pellet ressuspenso em 1 mL de PBS 1X estéril. Foram realizadas diluições 

seriadas (1:10.000) para a contagem dos conídios na câmara de Neubauer e o inóculo foi 

preparado em solução de PBS 1X estéril. 

Após 30 dias da recuperação do transplante os animais foram infectados via intranasal 
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com 1x108 conídios em 40 μL com o auxílio da pipeta, para isso os animais foram anestesiados 

com 5% isofluorano por, aproximadamente, 30 segundos (Malacco et al. 2019).  

Letalidade 

Para a análise de susceptibilidade à infecção fúngica, os camundongos foram infectados 

com 1x108 conídios de A. fumigatus. O peso dos animais foi acompanhado a cada 24 horas 

durante 9 dias. Quando houve perda de peso maior que 20% do peso inicial, o camundongo foi 

eutanasiado por sobredose de anestésico.  

Cultura celular e fagocitose 

Os macrófagos da medula óssea, ou BMDMs (do inglês, bone marrow derived 

macrophages), foram obtidos do fêmur de ambos os grupos de animais quimerizados após a 

recuperação do transplante. Os animais foram eutanasiados por sobredose de anestésico, os 

fêmures foram retirados em fluxo laminar e tiveram suas epífises cortadas com bisturi estéril. 

Em tubos de 15 mL individuais e com auxílio de seringa, agulha a MO de cada animal foi 

removida dos ossos e ressuspendida em 5 mL de Dulbecco 's Modified Eagle (DMEM) 

(CultiLab) Completo (30% sobrenadante de L929 filtrado, 20% de Soro Fetal Bovino e 50% de 

DMEM). As células foram centrifugadas por 10 min, a 258 RCF, a 4ºC, o sobrenadante foi 

descartado e o pellet ressuspendido em 5 mL de DMEM completo. As células foram colocadas 

em garrafas de cultivo grandes e foram adicionados mais 25 mL de meio completo por garrafa. 

As células foram cultivadas em estufa com 5% de CO2 à 37ºC. Após 4 dias, foram adicionados 

mais 25 mL de meio completo às garrafas e elas retornaram à estufa (Trouplin et al, 2013). O 

sobrenadante de L929, uma linhagem celular de fibroblastos, contém componentes que 

induzem a diferenciação das células hematopoiéticas em macrófagos, como o M-CSF, um fator 

de crescimento para macrófagos (Heap et al., 2021). A diferenciação das células da MO em 

BMDMs foi observada após a aderência das células no fundo da garrafa e formação de 

monocamada.  

Para avaliação do índice fagocítico, os BMDMs foram adicionados a placas de cultura 

de 24 poços contendo lamínulas de vidro estéreis. Foram plaqueadas 1x105 células por poço no 

volume de 500 µL de DMEM completo. As células foram incubadas overnight na estufa para 

garantir a adesão das células às lamínulas. No dia seguinte, o sobrenadante da placa foi retirado 

e substituído por 500 µL de DMEM, sem antibiótico e sem antifúngico, contendo 2,5% de soro 

fetal bovino e 5x105 conídios de A. fumigatus. Os poços controle receberam o meio com 

ausência do fungo. Após 4 horas de exposição ao fungo, o sobrenadante das células foi coletado 

e armazenados à -20ºC, as células foram lavadas com 1 mL de PBS 1x a 37ºC, as lamínulas 
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foram coradas com kit panótico rápido (Laborclin), seguindo protocolo descrito pelo fabricante, 

e adicionada as lâminas.  

Para a avaliação de fagocitose dos neutrófilos ex vivo, os camundongos quimerizados 

não infectados foram eutanasiados e o fêmur foi retirado. A MO foi removida através de 

lavagens com meio RPMI e as células polimorfonucleares foram separadas do restante da 

medula por gradiente de densidade utilizando Histopaque 1077 e 1119. Após a separação, foram 

semeados 1x106 neutrófilos por poço em placas de 96 poços e subsequentemente foram 

adicionados 5x106 conídios de A. fumigatus por poço. Após 4 horas de exposição, as células 

foram centrifugadas, em citocentrífuga, por 5 minutos a 18 RCF, para a montagem das lâminas. 

As lâminas foram coradas com o kit Panótico rápido (Laborclin) seguindo protocolo descrito 

pelo fabricante e em seguida observadas em microscópio óptico.  

O índice fagocítico de neutrófilos e BMDMs foi calculado a partir da quantidade de 

células contendo pelo menos um conídio em seu citoplasma em relação ao total de células 

contadas após as 4 horas de exposição ao fungo. A quantificação da porcentagem de fagocitose 

in vivo foi realizada nas lâminas das células do lavado bronco alveolar (BALF), através da 

contagem das células contendo pelo menos um conídio em seu citoplasma.  

Lavado broncoalveolar e contagem celular 

Dois dias após a infecção, os grupos de animais infectados e controles foram 

eutanasiados por sobredose de anestésico (300 mg/kg de quetamina e 24 mg/kg de xilazina). A 

traqueia foi exposta e canulada para a realização do lavado broncoalveolar (BAL) e coleta do 

fluido (BALF). O sobrenadante foi armazenado em freezer -20°C para futuras análises de 

citocinas, quimiocinas, dano celular e proteínas totais, enquanto o pellet de células foi 

ressuspenso em 100 μL de PBS 1X. As células foram diluídas em corante de Turk (1:10) para 

a contagem das células totais na câmara de Neubauer. O restante das células foi centrifugado 

na citocentrífuga por 5 minutos a 18 RCF, para a montagem de lâminas contendo 7x105
 células. 

As lâminas foram coradas com o kit Panótico rápido (Laborclin) seguindo protocolo descrito 

pelo fabricante e em seguida observadas em microscópio óptico. Para a quantificação 

diferencial das células no BALF, foram contadas 300 células, diferenciadas por critérios 

morfológicos e de coloração. A quantidade de cada tipo celular foi calculada a partir da 

porcentagem encontrada em relação ao número total de células.  

Ambos os pulmões foram retirados e macerados. O acúmulo tecidual de células foi 

avaliado indiretamente pela atividade de enzimas específicas de cada tipo celular. A saber: n-
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acetilglicosaminidase (NAG) relativa a macrófagos, mieloperoxidase (MPO) relativa a 

neutrófilos e peroxidase eosinofílica (EPO) relativa a eosinófilos (Huang et al. 2016; Barcelos 

et al. 2005; Strath et al. 1985) 

Lesão pulmonar  

Após 48h de infecção, os grupos de animais infectados e controles foram eutanasiados 

por sobredose de anestésico. O pulmão esquerdo foi retirado e armazenado em formalina 4% 

(v/v) para as análises histológicas. Antes do emblocamento, o tecido passou por etapas de 

desidratação em álcool, diafanização em xilol e inclusão na parafina. Os blocos foram cortados 

em micrótomo, os tecidos nas lâminas foram coroados pela coloração Hematoxilina/Eosina 

(HE) e observados em microscópio óptico. O escore histopatológico foi realizado com base em 

critérios de edema, infiltrado inflamatório e hemorragia.  

Para a determinação do dano tecidual gerado nos camundongos quimerizados após a 

infecção, foi dosada as quantidades da enzima Lactato Desidrogenase no BALF utilizando o kit 

de método enzimático cinético de Desidrogenase Lática (LDH) (Bioclin), com avaliação da e a 

densidade óptica (D.O.) em espectrofotômetro a 340 nm.  

Hemograma 

O sangue foi retirado da veia cava inferior com auxílio de pipeta Pasteur embebida em 

EDTA e armazenado em tubos estéreis contendo EDTA. Para avaliação de células totais e 

diferenciais, foram realizadas leituras do sangue em contador hematológico veterinário MEK-

6550 (Celltac Alpha). Após as leituras, o sangue foi centrifugado a 805 RCF, por 10 minutos, 

a 4°C, o plasma foi coletado e armazenado a -20°C.  

Dosagem de mediadores inflamatórios 

A avaliação dos níveis das citocinas TNF-α, IL-6, IL-1β e IL-10 e das quimiocinas 

CXCL1 e CXCL2 foi realizado do sobrenadante do BALF e do macerado de pulmão, coletados 

dois dias após a infecção, pelo método imunoenzimático de ELISA sanduíche utilizando 

anticorpos murinos específicos. O ensaio foi realizado de acordo com as especificações do 

fabricante (R&D Systems). O produto das marcações foi avaliado em espectrofotômetro a 492 

nm e a concentração calculada a partir da D.O. da curva padrão e das amostras.  

Carga fúngica  

Para análise da quantidade de unidades formadoras de colônia (UFC) in vivo, o pulmão 
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direito foi retirado de forma estéril, macerado com auxílio de almofariz e pistilo em 1 mL de 

PBS 1X estéril. O macerado foi diluído (1:1000) e 100 µL da solução foram semeados em meio 

completo YAG. As placas foram incubadas por 18 horas a 37°C e as UFC foram mensuradas 

(Malacco, 2019).  

Para as análises da quantidade de UFC ex vivo, neutrófilos (1x106) e BMDMs (1x105) 

foram incubadas por 6 horas com A. fumigatus na proporção de 1 célula para cada 5 conídios. 

Após a incubação as células foram lisadas com 1 mL de água de injeção gelada, diluídas em 

salina (1:1000) e 100 µL da solução foram semeados em meio completo YAG. As placas foram 

incubadas por 18 horas a 37°C e as UFC foram mensuradas. 

Análises estatísticas  

A construção de gráficos e análises estatísticas dos dados obtidos foram realizadas 

através do software GraphPad Prism versão 8.0. As análises entre as diferenças de mais de dois 

grupos experimentais foram determinadas pela análise de variância de uma via (One Way – 

ANOVA) seguidas pelo pós teste de Tukey. As análises de diferenças entre dois grupos foram 

analisadas por teste t student. O teste de Long Rank foi utilizado para a análise da curva de 

sobrevivência. Os dados foram considerados estatisticamente diferentes se p<0,05.  

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Animais quimera EtOH apresentam maior lesão pulmonar durante infecção por    A. 

fumigatus 

O etanol, e seu metabolismo nas células, é capaz de modular a resposta inflamatória do 

hospedeiro durante o processo infeccioso a depender da quantidade e frequência da exposição 

(Kany et al., 2019). O consumo crônico de etanol é fator de risco para o desenvolvimento de 

pneumonias justamente por alterar os mecanismos responsáveis pelo controle do patógeno e 

retorno à homeostase tecidual. Para investigar os efeitos persistentes do consumo de etanol na 

medula óssea e as consequências para a resposta inflamatória frente ao patógeno fúngico, 

transplantamos animais não tratados com a MO de animais controle ou cronicamente expostos 

ao etanol. Após a quimerização, os animais foram infectados e os parâmetros fisiopatológicos, 

após dois dias de infecção, foram observados.  

Na coloração de HE dos pulmões, podemos observar que os animais não infectados de 

ambos os grupos quimerizados apresentam morfologia pulmonar intacta, com espaços 
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alveolares livres e pouco ou nenhum, infiltrado inflamatório (Figura 5.A). Em contraste, 

observamos que ambos os grupos infectados apresentam acúmulos de células inflamatórias, 

edema e focos de necrose (Figura 5.A). Este perfil se encontra ressaltado nos grupos de animais 

quimera EtOH, que apresentam grau aumentado de necrose e focos de hemorragia (Figura 5.A). 

O escore histopatológico dos pulmões demonstra que a lesão pulmonar causada pela infecção 

fúngica é agravada nos animais quimera EtOH (Figura 5.B). O perfil histopatológico 

encontrado também foi corroborado pelas análises de morte celular e presença de hemoglobina 

no BALF. Os dados demonstram que os animais quimera etanol infectados apresentam um 

aumento da quantidade de LDH e hemoglobina no lavado, que estão associados a um aumento 

da lesão e hemorragia pulmonar durante infecção por A. fumigatus (Figura 5.C e D) (Tischler 

et al., 2020).  

As lesões pulmonares observadas na aspergilose pulmonar invasiva são caracterizadas 

pelo proeminente infiltrado pulmonar de granulócitos e pequenos focos de necrose coagulativa, 

fenótipo que é observado nos animais quimera H2O após a infecção (Shibuya et al., 1997). 

Porém, este fenótipo encontra-se agravado nos animais quimera EtOH infectados, que 

apresentam áreas de necrose liquefativa, onde a estrutura do tecido é perdida, níveis aumentados 

de LDH e hemorragia no lavado, demonstrando que a resposta inflamatória gerada pelas células 

produzidas na medula óssea exposta ao etanol agrava as lesões pulmonares durante a infecção 

por A. fumigatus.    

Apesar disso, a carga fúngica pulmonar e a sobrevivência dos animais infectados não 

diferiu entre os grupos de animais quimerizados (Figura 5.E e F). Isto pode ressaltar a 

importância de outros mecanismos de defesa no combate ao A. fumigatus, como o aparelho 

mucociliar e a produção de peptídeos antimicrobianos pelas células epiteliais, que não foram 

expostos ao etanol nos animais receptores (Margalit & Kavanagh, 2015; Walsh et al., 2005). A 

estrutura da interação entre microrganismo e hospedeiro é alterada em tecidos lesados, que 

podem ter origem tanto da resposta imunológica quanto da resposta patológica (Pirofski & 

Casadevall, 2008). Ademais, os dados explicitam a necessidade da investigação dos 

mecanismos celulares alterados pelo consumo do etanol que permitem o combate ao fungo em 

condições teciduais adversas.  
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Figura 5. Análises histopatológicas pulmonares de animais quimeras após 48 horas 

de infecção. Camundongos quimera receptores de medula óssea de animais controle e tratados 

com etanol foram inoculados com 108 conídios de A. fumigatus. Após 48h de infecção, o BALF 

e pulmões foram coletados. (A) Micrografias de pulmão corados em HE, (B) Quantificação do 
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escore histopatológico das lâminas de pulmão, (C) LDH do BALF, (D) Densidade óptica BALF 

no comprimento de onda de hemoglobina, (E) UFC do pulmão e (F) Curvas de sobrevivência 

dos animais infectados. *Diferença significativa (p < 0,05), ** (p < 0,05). 

 

A inflamação tecidual dos animais quimera EtOH infectados é maior quando 

comparada aos animais quimera H2O infectados 

O processo de inflamação pulmonar gerado pela exposição aos patógenos é essencial 

para o recrutamento e ativação das células do sistema imunológico, que serão responsáveis por 

garantir a depuração fúngica e o retorno à homeostase tecidual (Dagenais & Keller, 2009).  O 

aumento da lesão pulmonar nos levou a investigar o status inflamatório nos alvéolos e no 

parênquima pulmonar dos animais quimerizados. Os níveis das citocinas pró-inflamatórias IL-

1β, TNF-ɑ e IL-6, das quimiocinas ligantes de CXCR2, CXCL1 e CXCL2 e da citocina anti-

inflamatória IL-10, foram avaliados no sobrenadante do lavado e no macerado do pulmão. 

Podemos observar um aumento da produção de IL-1β, TNF-ɑ, IL-6 e CXCL1, e uma 

diminuição na produção de IL-10, nos alvéolos dos animais infectados após dois dias de 

infecção, mas que não diferiu entre os grupos quimerizados (Figura 6. A, C, E, G e K). No 

parênquima pulmonar, também observamos um aumento dessas citocinas nos grupos 

infectados, porém, podemos destacar um aumento dos níveis de IL-6, TNF-ɑ e CXCL2 dos 

animais quimera etanol (Figura 6. D, F e J). Essa produção diferencial não foi observada nos 

animais não infectados, demonstrando que a resposta alterada é acionada e expressa após o 

estímulo infeccioso. 
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Figura 6. Produção de mediadores inflamatórios após 48 horas de infecção nos 

animais quimera. Camundongos quimera receptores de medula óssea de animais controle e 

tratados com etanol foram inoculados com 108 conídios de A. fumigatus. Após 48h de infecção, 

o BALF e pulmões foram coletados. (A) IL-1β no BALF, (B)  IL-1β no pulmão, (C) TNF-ɑ no 

BALF, (D) TNF-ɑ no pulmão, (E) IL-6 no BALF, (F) IL-6 no pulmão, (G) CXCL-1 no BALF, 

(H) CXCL-1 no pulmão, (I) CXCL2 no BALF, (J) CXCL2 no pulmão, (K) IL-10 no BALF e 

(L) IL-10 no pulmão. *Diferença significativa (p < 0,05), ** (p < 0,05), *** (p < 0,001).   

 

A alteração na produção de citocinas e quimiocinas após a exposição ao etanol parece 

ter efeitos opostos, e dependem em grande parte da quantidade e da constância do consumo, 

estando o aumento relacionado ao consumo crônico e a inibição relacionada ao consumo agudo 

(Kany et al., 2019). Kendrick e colaboradores demonstraram que o consumo crônico do álcool 

aumenta o padrão de acetilação no promotor do gene de IL-6 nas células de Kupffer, macrófagos 

residentes do fígado, o que leva a um aumento da expressão do gene e dos níveis proteicos neste 

órgão (Kendrick, 2010).  

Apesar da discussão do efeito da exposição ao etanol na produção de citocinas e 

quimiocinas girar em torno do efeito transitório entre o consumo agudo e o consumo crônico, 

nossos dados demonstram que as modificações podem se manter nas células imunes após a 

interrupção do consumo do etanol e após vários ciclos hematopoiéticos na medula óssea. De 

maneira semelhante, em 2019, Johnstone e colaboradores comprovaram que o aumento na 

produção de IL-6 era mantido também na micróglia, macrófagos residentes cerebrais, após 21 

dias de interrupção da exposição crônica ao etanol (Johnstone et al., 2019). Esses dados sugerem 

que o consumo crônico de etanol altera a regulação da expressão de citocinas e quimiocinas 

inflamatórias mesmo após a interrupção da exposição, o que pode indicar a alteração nos 

mecanismos de regulação epigenéticos destes genes.  

 

A exposição ao etanol não altera a produção celular pela medula óssea nos animais 

quimerizados  

Para avaliar se o consumo de álcool pelos animais doadores afetava a produção de 

leucócitos nos animais receptores após a recuperação do transplante, foi realizado um 
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leucograma dos animais quimerizados. Não foram observadas diferenças na produção de 

células totais, mononucleares e polimorfonucleares no sangue dos animais quimera EtOH e 

quimera H2O (Figura 7. A-C). Os efeitos do consumo do etanol na hematopoiese também 

diferenciam o consumo crônico e agudo de etanol. RAASCH e colaboradores, em 2010, 

mostraram que o consumo agudo de etanol induz a diminuição da quantidade circulante de 

granulócitos em camundongos após infecção por S. pneumoniae. Eles demonstram que essa 

diminuição ocorre devido a diminuição da proliferação da linhagem granulocítica pela medula 

óssea após o estímulo. Porém, animais que consomem álcool cronicamente não demonstram 

diferença na quantidade de leucócitos totais no sangue e nem na produção de granulócitos pela 

MO antes e durante a infecção por A. fumigatus (Malacco et al., 2020).  Diante disto, pode-se 

sugerir que a diminuição de polimorfonucleares no sangue durante o estímulo por S. 

pneumoniae deve estar relacionada com os efeitos do consumo agudo de etanol, e que a 

produção de leucócitos pela MO é normalizada durante a adaptação do organismo ao consumo 

crônico da substância.  

 

 

Figura 7. Leucograma dos animais quimera. Camundongos quimera receptores de 

medula óssea de animais controle e tratados com etanol foram inoculados com 108 conídios de 

A. fumigatus. Após 48h de infecção, o sangue foi coletado e a quantidade de leucócitos foi 

avaliada no hemocitômetro. (A) Células totais no sangue, (B) Células polimorfonucleares no 

sangue e (C) Células mononucleares no sangue. *Diferença significativa (p < 0,05), ** (p < 

0,05), *** (p < 0,001).   

 

Na ausência de diferença nas quantidades de células circulantes nos animais 
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quimerizados e devido ao aumento da produção de quimiocinas e citocinas no pulmão dos 

animais quimera EtOH, investigamos se haveria diferenças na migração celular para o tecido 

pulmonar. O reconhecimento dos PAMPs de A. fumigatus pelos PRRs das células epiteliais e 

residentes do pulmão gera uma resposta pró-inflamatória que leva à quimioatração das células 

circulantes para o tecido (Margalit & Kavanagh, 2015; Hold et al., 2005; Phadke & Mehrad, 

2005). O recrutamento neutrofílico é essencial, visto que a neutropenia é um dos maiores fatores 

de risco para o desenvolvimento de aspergilose pulmonar invasiva (Latgé & Chamilos, 2019; 

Bonnett et al., 2006). Podemos observar que 48 horas após a infecção, ambos os grupos de 

animais quimerizados apresentam um influxo neutrofílico para o pulmão, porém, que não difere 

entre os grupos quimera EtOH e quimera H2O (Figura 8.A). Não foram observadas diferenças 

nas quantidades de eosinófilos e macrófagos no pulmão de nenhum dos grupos experimentais 

(Figura 8.B e C). O aumento da produção de quimiocinas observado no pulmão dos 

camundongos quimera etanol não refletiu um aumento da migração celular após o estímulo, o 

que pode estar associado com a mesma capacidade de depuração fúngica observada em ambos 

os grupos de animais quimerizados. Ademais, podemos observar que mesmo com quantidades 

similares de células, o grupo quimera etanol apresenta um aumento da produção dos mediadores 

pró-inflamatórios que pode estar relacionado com as alterações causadas pelo consumo crônico 

do álcool no controle da expressão gênica relacionados a sinalização celular após o estímulo. 

 

 

Figura 8. Infiltrado celular pulmonar dos animais quimerizados. Camundongos 

quimera receptores de medula óssea de animais controle e tratados com etanol foram inoculados 

com 108 conídios de A. fumigatus. Após 48h de infecção, os pulmões foram coletados para 

mensuração de (A) NAG, neutrófilos (B) MPO e Eosinófilos (C) EPO dos pulmões. 

**Diferença significativa (p < 0,01), ***(p < 0,001). 
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Os neutrófilos dos animais quimera EtOH apresentam prejuízo na migração, 

depuração fúngica e fagocitose de conídios de A. fumigatus 

Após a inalação, os conídios inicialmente encontram a mucosa das vias aéreas e o 

epitélio alveolar, dando início à resposta pró-inflamatória no sítio infeccioso e o recrutamento 

celular necessário para o combate ao fungo (Dagenais & Keller, 2009). Para avaliar a migração 

celular para os alvéolos, realizamos a coleta das células presentes nos alvéolos através do lavado 

broncoalveolar (BAL). Em camundongos imunocompetentes, a migração celular se evidencia 

24 horas após a infecção por A. fumigatus e tem seu pico alcançado 72 horas após a infecção 

(Malacco et al., 2019). Podemos observar, após 48 horas de infecção, um aumento da migração 

de células para os alvéolos de ambos os grupos de animais quimerizados, porém, que é 

significativamente menor nos alvéolos dos animais quimera EtOH (Figura 9.A). Após a 

contagem diferencial das células, não observamos diferença entre os grupos de animais 

quimerizados infectados na migração de macrófagos, eosinófilos e linfócitos para os alvéolos 

(Figura 9.C-E). Entretanto, observa-se um perfil de migração neutrofílica diminuído nos grupos 

quimera etanol infectados (Figura 9.B).  

 

 

Figura 9. Infiltrado celular nos alvéolos dos animais quimerizados. Camundongos 
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quimera receptores de medula óssea de animais controle e tratados com etanol foram inoculados 

com 108 conídios de A. fumigatus. Após 48h de infecção, o BALF foi coletado. (A) Células 

totais no BALF, (B) Neutrófilos, (C) Macrófagos, (D) Eosinófilos e (E) Linfocitos.**Diferença 

significativa (p < 0,01). 

Nosso grupo de pesquisa, em artigo publicado em 2020, demonstrou que animais 

expostos cronicamente ao etanol, apesar de apresentarem aumento na produção de CXCL2 e 

níveis similares de CXCL1 no BALF, após infecção por A. fumigatus, apresentam uma menor 

migração de neutrófilos para os alvéolos e para o parênquima pulmonar (Malacco et al., 2020). 

Demonstramos ainda, que essas células apresentavam uma diminuição do receptor CXCR2 e 

CD11b, essenciais para garantir a transmigração de neutrófilos do sangue para os órgãos 

durante o processo de inflamação aguda (Kolaczkowska & Kubes, 2013; Malacco et al., 2020). 

Com esses resultados podemos observar que os efeitos inibitórios na migração neutrofílica 

persistem nas células produzidas pela MO exposta ao etanol e podem indicar um futuro 

mecanismo de manejo de pacientes que apresentam histórico de abuso de álcool durante 

infecções fúngicas. 

Para avaliar a função dos neutrófilos dos animais quimerizados, incubamos neutrófilos 

ex vivo com os conídios de A. fumigatus. O índice fagocítico de ambos os grupos experimentais 

foi similar nas primeiras duas horas de exposição ao fungo, porém, após 4 horas de infecção, 

observamos que os neutrófilos dos animais quimera EtOH apresentavam uma menor 

capacidade fagocítica, e após 6 horas, também apresentavam uma menor capacidade depurativa 

(Figura 10. A e B). Esses dados corroboram os efeitos persistentes do consumo crônico do 

etanol da função celular e explicitam a importância da investigação dos mecanismos celulares 

de manutenção das alterações observadas nestas células. O prejuízo na atividade dos neutrófilos 

não se restringe ao processo de migração. Neutrófilos de animais expostos ao etanol também 

apresentam menor capacidade fagocítica, de depuração fúngica e produção de ROS após 

estímulo com A. fumigatus (Malacco et al., 2020).  
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Figura 10. Fagocitose e killing de neutrófilos ex vivo estimulados com A. fumigatus. 

Neutrófilos provenientes da MO dos camundongos quimera receptores de medula óssea de 

animais controle e tratados com etanol foram incubados com conídios de A. fumigatus. (A) 

Fagocitose após 2h e 4h de exposição aos conídios e (B) Unidades formadoras de colônia 

remanescentes após 6 horas de infecção. *Diferença significativa (p < 0,05), ** (p < 0,05). 

 

Macrófagos dos animais quimera EtOH apresentam aumento da depuração fúngica 

e da produção de mediadores inflamatórios 

Curiosamente, a diminuição da função efetora dos neutrófilos não reflete a carga fúngica 

encontrada no pulmão dos camundongos quimera etanol, o que nos levou a investigar a 

importância da ação efetora de outro fagócito profissional, o macrófago. Após a irradiação que 

antecede o transplante, a população de macrófagos alveolares que coloniza o pulmão e tem 

origem no saco vitelino durante o desenvolvimento embrionário, é depletada e substituída, em 

parte, por macrófagos originados da medula óssea (Martin et al., 2021). Ao diferenciar BMDMs 

de animais quimera e estimulá-los com conídios de A. fumigatus, observamos que as células do 

grupo quimera etanol, apesar de não apresentar diferenças estatísticas quanto à fagocitose, 

apresentavam uma maior capacidade depurativa quando comparadas às células dos animais 

quimera H2O (Figura 11. A e B). Essa maior atividade dos BMDMs dos animais quimera EtOH 

também refletiu no aumento na produção de TNF-ɑ e CXCL2 após 4 horas de exposição ao 

fungo (Figura 11. C e E). As citocinas IL-6 e IL-10 não foram detectadas no sobrenadante da 

cultura celular de nenhum dos grupos analisados.  
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Figura 11. Fagocitose, killing e produção de citocinas de BMDMs estimulados 

com A. fumigatus.  BMDMs provenientes da MO dos camundongos quimera receptores de 

medula óssea de animais controle e tratados com etanol foram incubados com conídios de    

A. fumigatus. (A) Índice fagocítico após 4 horas de exposição aos conídios. (B) Unidades 

formadoras de colônia remanescentes após 6 horas de infecção. Dosagem dos mediadores 

inflamatórios (C) TNF-ɑ, (C) CXCL1 e (D) CXCL2 por Elisa. *Diferença significativa (p < 

0,05), ** (p < 0,05), *** (p < 0,001).   

 

A hiperresponsividade de macrófagos alveolares ao estímulo com LPS, e a indução da 

produção aumentada de mediadores inflamatórios, foi observada por Lewis e colaboradores em 

células provenientes de macacos Rhesus que consumiram álcool cronicamente (Lewis et al., 

2022). Eles associaram este fenótipo ao aumento da acessibilidade da cromatina nas regiões 

reguladoras dos genes inflamatórios aos seus correspondentes fatores de transcrição. Este e 

outros trabalhos discutem o efeito da exposição prolongada ao etanol com a regulação do estado 

da cromatina através de modificações epigenéticas, que, apesar de não alterarem a sequência 

nucleotídica no DNA, são herdáveis e têm papel fundamental na regulação da expressão gênica 
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(Malherbe & Messaoudi, 2022). Nossos dados demonstram que o aumento da produção de 

mediadores inflamatórios após estímulo com A. fumigatus é persistente nas células produzidas 

pela MO exposta ao etanol, o que pode indicar alterações no controle epigenético destes genes. 

Ademais, outros experimentos precisam ser realizados para comprovar nossas hipóteses. 

O aumento da produção destes mediadores pró-inflamatórios pelos macrófagos 

infectados dos animais quimera etanol está associado ao aumento do status inflamatório que 

observamos nos pulmões dos animais quimera etanol infectados, e refletem o aumento da lesão 

pulmonar e da morte celular encontrada no tecido destes animais (Figura 5). Além disso, o 

aumento da atividade depurativa dos macrófagos pode contrabalancear o efeito supressor 

encontrado nos neutrófilos e permitir o combate ao fungo durante a infecção. Assim como na 

atividade efetora dos neutrófilos, os efeitos do consumo crônico do álcool parecem persistir nos 

macrófagos mesmo na ausência do etanol e após vários ciclos hematopoiéticos na medula óssea, 

e refletem uma resposta imune desregulada durante a infecção fúngica.  

Nesta etapa do trabalho, pudemos demonstrar que as alterações causadas pelo consumo 

crônico do etanol nas células hematopoiéticas persistem após o transplante de medula e a 

maturação de novas células imunes. Essas alterações refletem um prejuízo nas funções celulares 

efetoras, como fagocitose, depuração fúngica e produção de mediadores inflamatórios, de 

neutrófilos e macrófagos, durante a infecção por A. fumigatus (Figura 12). Esses dados nos 

fornecem evidências de efeitos duradouros do consumo crônico de etanol na medula óssea, e 

podem nos ajudar no estudo da patofisiologia das doenças infecciosas dentro da população de 

alcoolistas, o que é essencial para a busca de terapias que possam minimizar a morbidade e 

mortalidade destas pessoas. 
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Figura 12. Caracterização dos efeitos persistentes do consumo crônico de etanol na 

medula óssea. Nos animais quimerizados controle, após infecção por A. fumigatus, os 

macrófagos alveolares reconstituídos pela MO irão fagocitam os conídios e iniciar a resposta 

pró-inflamatória, recrutando neutrófilos que apresentam alta capacidade depurativa (esquema à 

esquerda). Por outro lado, os animais quimerizados etanol, após infecção por A. fumigatus, 

apresentam um aumento da produção de mediadores inflamatórios pelos macrófagos, o que 

reflete em um aumento de lesão e inflamação pulmonar, um menor infiltrado alveolar 

neutrofílico, que apresenta menor capacidade fagocítica e depurativa (esquema à direita). 
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CAPÍTULO II - Efeitos da exposição aguda ao etanol na resposta inflamatória 

gerada pela infecção por A. fumigatus 

 

OBJETIVO  

Investigar, in vitro, os efeitos da exposição ao etanol na resposta inflamatória de 

macrófagos frente infecção por Aspergillus fumigatus.  

Objetivos específicos  

● Avaliar a toxicidade da exposição ao etanol em macrófagos in vitro. 

● Avaliar a fagocitose, depuração fúngica e produção de mediadores 

inflamatórios de macrófagos expostos ao etanol e infectados com A. fumigatus. 

● Investigar as alterações na glicólise gerada pela exposição ao etanol.  

 

METODOLOGIA 

Cultura celular  

Foi utilizada a linhagem imortalizada de macrófago RAW 264.7 (ATCC). As células 

foram cultivadas em meio Dulbecco 's Modified Eagle (DMEM) (CultiLab) e mantidas em 

estufa a 37°C e 5% CO2, com suplementação de 10% de soro fetal bovino (SFB). Para os 

experimentos, as células foram semeadas na concentração de 5x104 células por poço em 500 

µL nas placas de 24 poços e incubadas na estufa, pelo menos 12 horas antes dos experimentos, 

para garantir a aderência das células nas lamínulas presentes no fundo de cada um dos poços. 

Para o tratamento com etanol, o meio foi retirado e substituído por meios contendo 7 diferentes 

concentrações de etanol: 5 mM, 10 mM, 25 mM, 50 mM, 75 mM, 100 mM e 250 mM. Os meios 

contendo etanol foram substituídos a cada 24 horas, por 2 dias. 

  

Toxicidade e viabilidade celular  

Para determinar a viabilidade celular após a exposição ao álcool, as células foram 

incubadas com brometo de 3- [4,5-dimetiltiazol-2-il] -2,5-difeniltetrazólio (MTT) por 2 horas. 

A absorbância do corante foi medida em um comprimento de onda de 570 nm. Para a 

determinação da toxicidade da exposição ao álcool, foi utilizado o kit de método enzimático 

cinético de Desidrogenase Lática (LDH) (Bioclin), com avaliação da e a densidade óptica 
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(D.O.) em espectrofotômetro a 340 nm.  

Para determinar a viabilidade celular após a exposição ao 2-Deoxi-D-glicose (2-DG), 

5x104  células foram plaqueadas por poço em placas de 24 poços, pelo menos, 12 horas antes 

do experimento. As células foram expostas por 1, 2 e 3 horas com concentrações de 3, 10 e 30 

mM de 2DG. Após as respectivas incubações foi realizado o teste de MTT. 

Em ambos os experimentos, água de injeção foi utilizada como controle positivo de 

dano às células por, através de choque osmótico, levar ao rompimento da membrana plasmática. 

Para o controle negativo foi utilizado DMEM suplementado com 2,5% de SFB. 

 

Fagocitose e depuração fúngica 

Os conídios da linhagem A1163 de A. fumigatus foram estriados em placas de 20 mL 

de meio completo sólido YAG (2% p/v de glicose, 2% p/v de ágar, 0.5% p/v de extrato de 

levedura e elementos traço) e incubados por 48 horas a 37°C (Soriani et al, 2008). Os conídios 

foram ressuspensos em solução de PBS 1X estéril e separados do micélio através de filtração 

em gazes estéreis. A solução contendo os conídios foi centrifugada a 652 RCF, por 10 minutos, 

em temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso em 1 mL de 

PBS 1X estéril. Foram realizadas diluições seriadas (1:10.000) para a contagem dos conídios 

na câmara de Neubauer e o inóculo foi preparado em solução de PBS 1X estéril. 

Ao final do tratamento com etanol, o sobrenadante das células foi removido e 

substituído por meio DMEM 2,5% de SFB contendo 2,5x105 conídios de A. fumigatus. Os poços 

controle foram incubados apenas com meio DMEM 2,5% de SFB. Para a análise da fagocitose, 

as células foram incubadas em estufa a 37°C e 5% CO2 durante 4 horas. O sobrenadante da 

cultura foi coletado e armazenado em -20°C para futuras análises. As células foram lavadas 

com PBS 1X a 37°C e as lamínulas foram coradas com Kit panótico rápido (Laborclin) seguindo 

protocolo descrito pelo fabricante. O índice fagocítico foi avaliado em microscópio óptico, pela 

determinação das células que continham pelo menos um conídio em seu citoplasma em relação 

ao total de células. A quantidade de conídios fagocitados por célula foi realizada através da 

contagem diferencial exclusivamente das células contendo pelo menos um conídio em seu 

citoplasma.  

Para a análise da carga fúngica, as células foram incubadas em estufa a 37°C e 5% CO2 

durante 6 horas. O sobrenadante foi removido, as células foram lavadas com PBS 1X estéril a 

37°C e lisadas com água de injeção gelada. O lisado foi coletado, diluído (1:100) e 100 µL da 

solução foi semeada em placas contendo 15 mL meio completo sólido YAG. As placas foram 
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incubadas por 18 horas a 37°C e as unidades formadoras de colônia (UFC) foram contadas a 

partir do crescimento individual das colônias. 

Captação de glicose e produção de lactato 

Para a dosagem de glicose e lactato, foi coletado o sobrenadante das células após o 

tratamento com etanol e incubação com o fungo. A determinação de ambas moléculas foi 

realizada através de kits colorimétricos da marca específicos (Bioclin), seguindo os protocolos 

estabelecidos pelo fabricante.   

ELISA 

A avaliação dos níveis de citocinas e quimiocinas foi realizado do sobrenadante da 

cultura celular pelo método imunoenzimático de ELISA sanduíche utilizando anticorpos 

murinos específicos para as citocinas TNF-α, IL-6 e IL-10, e para as quimiocinas CXCL1 e 

CXCL2. O ensaio foi realizado de acordo com as especificações do fabricante (R&D Systems). 

O produto das marcações foi avaliado em espectrofotômetro a 492 nm e a concentração 

calculada a partir da densidade óptica (D.O.) da curva padrão e das amostras.  

Análises estatísticas  

A construção de gráficos e análises estatísticas dos dados obtidos foram realizadas 

através do software GraphPad Prism versão 8.0. As análises entre as diferenças de mais de dois 

grupos foram determinadas pela análise de variância de uma via (One Way – ANOVA) seguidas 

pelo pós- teste de Tukey. As análises de diferenças entre dois grupos foram analisadas por teste 

t student. Os dados foram considerados estatisticamente diferentes se p<0,05.  

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A exposição ao etanol inibe a fagocitose e a depuração de conídios de A. fumigatus 

Para avaliar o efeito do etanol na função celular dos macrófagos, se fez necessária a 

padronização da concentração celular e alcoólica para o cultivo. Inicialmente foram realizados 

testes da exposição de 5x105 células a 5, 10, 25, 50, 75, 100 e 250 mM de etanol, porém, 

nenhuma das concentrações afetou a viabilidade celular (Dados não mostrados). Os próximos 

experimentos foram realizados utilizando 5x104 células e as mesmas concentrações de etanol. 

Os dados demonstraram que, após as 48 horas de exposição, a viabilidade celular diminui nas 

concentrações de 100 mM e 250 mM de etanol, em conjunto com o aumento no dano celular 

observado pelo aumento da presença de LDH no sobrenadante (Figura 13).  
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Figura 13. Avaliação da toxicidade celular causada pela exposição ao etanol. Macrófagos 

da linhagem RAW 264.7 (5x104 células) foram incubadas com 5, 10, 25, 50, 75, 100 e 250 mM 

de etanol por 48 horas para a mensuração da (A) viabilidade celular (MTT) e a (B) quantidade 

de LDH presente no sobrenadante das células.  *Diferença significativa (p < 0,05).  

 

 

Para os próximos experimentos foram utilizadas as concentrações de etanol não 

citotóxicas para 5x104 células. Após as 48 horas de tratamento com etanol as células foram 

incubadas com 2,5x105 conídios de A. fumigatus, para avaliação da capacidade fagocítica das 

células. Podemos observar que os macrófagos expostos a 75 mM de etanol apresentam uma 

diminuição do índice fagocítico quando comparados às células do grupo controle (Figura 14.A). 

Além de apresentarem menor índice de células contendo pelo menos um conídio em seu 

citoplasma, apresentam também uma redução de aproximadamente 50% nas células capazes de 

fagocitar mais que três conídios (Figura 14.B). O consumo do etanol parece afetar diversos 

mecanismos que inibem a fagocitose dos macrófagos, como alterações no metabolismo 

energético e a redução da polimerização da actina, processos críticos para a plasticidade 

estrutural e metabólica dos macrófagos (Karavitis & Kovacs, 2011; Morris et al., 2022). Em 

2020, Malacco e colaboradores demonstraram que a capacidade fagocítica de conídios de A. 

fumigatus por neutrófilos ex vivo é diminuída após o consumo crônico de etanol (Malacco et 

al., 2020). Nossos dados demonstram que a pré-exposição ao etanol também é capaz de reduzir 

a fagocitose dos conídios de A. fumigatus por macrófagos imortalizados, mesmo em 

concentrações que não afetam a viabilidade das células. 



49 

Após a fagocitose, os macrófagos dão início a depuração dos conídios através da 

produção de espécies reativas de oxigênio e acidificação do fagolisossoma (Dagenais & Keller, 

2009; Ibrahim-Granet et al., 2003). No geral, pacientes imunossuprimidos apresentam células 

imunes com baixa atividade efetora, o que permite o escape dos conídios de dentro dos fagócitos 

(Dagenais & Keller, 2009). As células expostas a 75 mM de etanol, além de apresentarem 

diminuição da capacidade fagocítica, também apresentaram diminuição da depuração dos 

conídios de A. fumigatus, observada com o aumento das unidades formadoras de colônia após 

6 horas de incubação com as células (UFC) (Figura 14.C). Este perfil de supressão das funções 

efetoras dos macrófagos expostos ao etanol pode estar relacionado à susceptibilidade de 

consumistas a infecções pulmonares fúngicas, e pode representar um mecanismo importante 

para o manejo da aspergilose dentro da população de alcoolistas (Nelson et al. 2008; Malacco 

et al., 2020).  

 

 
Figura 14. Avaliação funcional dos macrófagos incubados com etanol. Macrófagos da 

linhagem RAW 264.7 (5x104 células) foram incubadas com 25, 50 e 75 mM de etanol por 48 
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horas. Após o tratamento as células foram infectadas com 2,5x105 conídios de A. fumigatus por 

4 horas para a quantificação do (A) indice fagocitio e (B) avaliação da quantidade de conídios 

fagocitados por célula. Para avaliação da (C) carga fúngica, as células foram incubadas com o 

fungo por 6 horas.  *Diferença significativa (p < 0,05), ** (p < 0,05), *** (p < 0,001), **** (p 

< 0,0001).   

 

A exposição ao etanol altera o metabolismo glicolítico nas células  

Para avaliar a importância da glicólise no metabolismo energético dos macrófagos após 

a exposição ao etanol e subsequente fagocitose de conídios de A. fumigatus, escolhemos 

padronizar a utilização do inibidor de glicólise 2-Deoxi-D-glicose (2-DG). Desde os anos 50, o 

2-DG é conhecido por atuar na inibição da glicólise, competindo com a glicose durante sua 

captura e fosforilação, e ao ser fosforilado, acumula no citoplasma das células, diminuindo 

consideravelmente os passos subsequentes da glicólise (Cramer&Woodward, 1952; Kurtoglu 

et al., 2007). Em 2014, Venter e colaboradores utilizaram o 2-DG como estratégia para 

avaliação da importância do metabolismo de carboidratos em macrófagos estimulados com 

Lipopolissacarídeo (LPS). Eles utilizaram a concentração de 10 mM de 2-DG, e apenas após 

15 horas de exposição foi observada diminuição na viabilidade das células (Venter et al., 2014). 

Essa mesma concentração de 2-DG, após 3 horas de tratamento, foi capaz de inibir a fagocitose 

de partículas opsonizadas de zimosan (Venter et al., 2014). Porém, observamos que 3, 10 e 30 

mM de 2-DG por 1, 2 ou 3 horas reduzem significativamente a viabilidade celular dos 

macrófagos, o que poderia gerar um viés experimental nas análises de capacidade fagocítica 

dos macrófagos (Figura 15).  
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Figura 15. Avaliação da toxicidade celular causada pela exposição ao 2-DG. Macrófagos 

da linhagem RAW 264.7 (5x104 células) foram incubadas com 3, 10 e 30 mM de 2-DG por 1, 

2 e 3 horas para a mensuração da viabilidade celular (MTT).  *Diferença significativa em 

relação ao controle negativo (p < 0,05).  

 

A quantidade de células por poço pode ser um determinante na toxicidade do 2-DG em 

cultura celular. Em virtude da ausência da quantidade de células utilizada nos experimentos de 

Venter e colaboradores, não conseguimos comparar os efeitos observados em nossos dados. 

Ademais, a utilização de 2-DG vem sendo estudada como potencial agente antitumoral, vista a 

importância da via glicolítica nas células cancerosas (Zhang et al., 2019). A cultura de 

imortalizada de RAW 264.7 foi estabelecida em meio com adição de glicose e pode ser mais 

sensível a alterações causadas no metabolismo da glicolítico, portanto, optamos por outra 

abordagem de análise da glicólise durante a exposição ao etanol, buscamos avaliar a captura de 

glicólise e subsequente liberação de lactato (Ganeshan & Chawla, 2014; Raschke et al. 1978).  

Para tal, mensuramos a quantidade de glicose contida no meio antes e após a exposição 

aos conídios. Observamos que, durante as 4 horas de incubação das células, houve uma 

diminuição da glicose encontrada no sobrenadante quando comparada a quantidade inicial 

presente no meio, porém, não foram observadas diferenças nas quantidades de glicose no 

sobrenadante de nenhum dos grupos experimentais (Figura 16. A).  Já os níveis de lactato 

encontrados no sobrenadante das células infectadas pré-expostas a 75 mM de etanol estavam 

elevados em relação às células infectadas do grupo controle (Figura 16. B). Este resultado pode 

indicar um aumento da glicólise induzida pela exposição ao etanol, como demonstrado por 

Morris e colaboradores, porém, novos experimentos precisam ser realizados para demonstrar 

se a exposição induz o aumento da quebra da glicose (Morris et al., 2022).  
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Figura 16. Avaliação do efeito da exposição ao etanol na captura de glicose e produção de 

lactato. Foram mensuradas as quantidades de (A) Glicose e (B) lactato no sobrenadante de 

macrófagos da linhagem RAW 264.7 (5x104 células) incubados com 75 mM de EtOH por 48 

horas e 4 horas de exposição com 2,5x105 conídios de A. fumigatus.  *Diferença significativa 

(p < 0,05), ** (p < 0,01). 

 

Morris e colaboradores, em 2022, demonstraram que o aumento da expressão do Fator 

Induzível por Hipóxia 1 alfa (HIF1-ɑ), observado após a exposição de macrófagos alveolares 

ao etanol (0,08%), aumenta a expressão de genes relacionados a glicólise e está associado à 

diminuição da fagocitose de biopartículas de Staphylococcus aureus (Morris et al., 2022).  

 

A exposição ao etanol inibe a produção de TNF-a pelos macrófagos durante infecção 

por  A. fumigatus  

A importância do metabolismo celular na resposta imunológica durante a inflamação e 

homeostase tem sido amplamente estudada (Ganeshan & Chawla, 2014). O lactato, além de 

produto final da glicólise, tem uma função imunomoduladora importante durante o processo 

inflamatório (Selleri et al., 2016). O efeito de sua sinalização é associado com inibição da 

produção de citocinas pró-inflamatórias, como IL-6, TNF-ɑ e IL-1β, por macrófagos após 

estímulo com LPS (Ratter et al., 2018). Em 2020, Yang e colaboradores demonstraram que a 

interação do Lactato com o receptor 81 associado à proteína G (GPR81) inibe a translocação 

de NF-κB para o núcleo, diminuindo a transcrição de genes como o de TNF-α and IL-6 (Yang 

et al., 2020). 
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Nossos dados demonstram que as células expostas a 50 mM e 75 mM de etanol 

apresentam uma inibição na produção de TNF-ɑ após estímulo com A. fumigatus (Figura 17). 

Os níveis de IL-6 e IL-10 não foram detectados em nenhum dos grupos experimentais. A 

inibição da produção de TNF-ɑ pode estar associada ao aumento da liberação de lactato pelas 

células tratadas com etanol, porém, mais experimentos são necessários para correlacionar a 

produção aumentada de lactato causada pelo consumo do álcool e a atividade inibitória dos 

macrófagos durante infecção por A. fumigatus.  

 

 
Figura 17. Dosagem da quantidade de TNF-ɑ após exposição ao etanol. A dosagem de TNF-

ɑ foi dosada do sobrenadante da cultura de macrófagos da linhagem RAW 264.7 (5x104 

células), incubados com 50 e 75 mM de etanol por 48 horas e estimulados com 2,5x105 conídios 

de A. fumigatus por 4 horas.  ****Diferença significativa (p < 0,0001).  

 

No presente estudo, padronizamos a exposição in vitro ao etanol em macrófagos 

imortalizados com o propósito de estudar a função celular. Nossos dados demonstram 

que macrófagos expostos à 75 mM de etanol por 48 horas apresentam capacidade 

fagocítica diminuída, assim como diminuição da depuração fúngica e produção de TNF-

ɑ, que podem estar relacionadas à reprogramação metabólica e aumento da glicólise, 

demonstrada pelo aumento significativo de lactato pelas células tratadas com etanol 

(Figura 18).  
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Figura 18. Efeito da exposição aguda de macrófagos RAW 264.7 ao etanol. Em condições 

normais, o reconhecimento de PAMPs de A. fumigatus pelos PRRs dos macrófagos induzem a 

produção de TNF-ɑ, a fagocitose e depuração dos conídios (esquema à esquerda). Após a 

exposição ao etanol, os macrófagos secretam uma maior quantidade lactato, que inibe a 

produção de TNF-ɑ, a fagocitose e depuração fúngica (esquema à direita).  
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CONCLUSÃO 

O consumo crônico do etanol prejudica a migração, a fagocitose e a depuração fúngica 

de neutrófilos produzidos pela MO de animais quimera EtOH, aumenta a inflamação e o dano 

pulmonar encontrado nestes camundongos após infecção por A. fumigatus, e altera de forma 

persistente a produção de mediadores inflamatórios por macrófagos no pulmão. Esse fenótipo 

pode estar relacionado às alterações do controle da expressão gênica através de modificações 

epigenéticas, porém, mais experimentos são necessários para corroborar esta hipótese. Já a 

exposição aguda, in vitro, de macrófagos ao etanol apresentou caráter inibitório na fagocitose, 

depuração fúngica e produção de TNF-ɑ, que pode estar relacionada ao aumento da glicólise 

nas células tratadas e infectadas. Ademais, independentemente da quantidade e frequência das 

exposições ao etanol, podemos observar uma diminuição da capacidade do sistema 

imunológico de lidar com a infecção causada por A. fumigatus, que pode explicar por que 

pessoas com histórico de consumo de etanol apresentam uma susceptibilidade a aspergilose 

pulmonar, e pode representar novos mecanismos alvo para o desenvolvimento de tratamentos 

paliativos ou terapêuticos para a população de alcoolistas.  
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