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RESUMO

O consumo do alcool causa inimeros maleficios & saide dos consumidores devido a
toxicidade dos subprodutos de seu metabolismo, e é considerado um fator de risco para o
desenvolvimento de infeccOes pulmonares oportunistas. O objetivo do presente estudo foi
caracterizar os efeitos persistentes do consumo cronico e da exposi¢do aguda ao etanol na
resposta inflamatoria gerada durante a infeccdo por A. fumigatus. Para avaliacdo dos efeitos
persistentes do consumo crénico, camundongos C57/BL6Unib foram tratados com uma solucao
alcodlica (20% v/v) por 12 semanas, e sua medula 6ssea (MO) foi transplantada para
camundongos controle, ndo tratados, apds irradiacdo. Ap6s 30 dias de recuperacdo, esses
animais foram infectados por via intranasal com 1x108 conidios de A. fumigatus e apds 48 horas
foram eutanasiados. Os resultados mostram que os animais receptores de MO de animais
tratados (quimera-EtOH) apresentaram um aumento da lesdo pulmonar, hemorragia e morte
celular. Nos pulmdes, observamos uma producdo aumentada de CXCL2, IL-6 e TNF-a nos
animais quimera-EtOH, bem como uma diminui¢do na migracéo de neutrofilos para os alvéolos
apos a infeccdo, mesmo exibindo quantidades semelhantes de neutrofilos no sangue e nos
pulmdes. A fagocitose e depuracdo fungica de neutrofilos ex vivo também estavam diminuidas
nos animais quimera-EtOH. Apesar do efeito supressor expresso nos neutréfilos, os macrofagos
derivados da medula 6ssea (BMDM) dos quimera EtOH apresentam maior capacidade
depurativa e maior producdo de TNF e CXCL2. Essas alteracdes persistem apos transplante de
medula 0ssea e varios ciclos hematopoiéticos, afetando diretamente a producdo de células
maduras e a resposta inflamatéria adequada, o que nos leva a hipotetizar mecanismos
epigenéticos que mantém essas alteraces nas células precursoras. Para avaliar o efeito da
exposi¢cdo aguda do etanol, expusemos a linhagem imortalizada de macréfagos, RAW 264.7,
ao etanol por 48 horas. Observamos que as concentracfes de 100 e 250 mM séo tdxicas para as
células, portanto, a seguir utilizamos concentracdes ndo citotoxicas de etanol. Apds 4 horas de
estimulo, nossos dados demonstram que macrofagos expostos ao etanol apresentam capacidade
diminuida de fagocitose dos conidios, depuracdo fungica e producdo de TNF-a, que pode estar
relacionada a reprogramacao metabdlica e aumento da glicélise, demonstrada pelo aumento
significativo de lactato pelas células tratadas com etanol. Podemos concluir que,
independentemente da quantidade e frequéncia das exposicdes ao etanol, a capacidade do
sistema imunoldgico de lidar com a infeccdo causada por A. fumigatus é diminuida, o que pode
explicar por que pessoas com historico de consumo de etanol apresentam uma susceptibilidade
a aspergilose pulmonar, e pode representar novos mecanismos alvo para o desenvolvimento de

tratamentos paliativos ou terapéuticos para a populagdo de alcoolistas.



Palavras chave: Inflamacdo, alcool, aspergilose, infeccéo.



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 1x10® 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-a 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-a, 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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INTRODUCAO

Consumo de etanol

As evidéncias das primeiras preparagdes de bebidas alcodlicas através da fermentacdo
de gréos apresentavam carater ritualistico e datam de 9.000-8.700 anos antes de Cristo, na
China, ap6s o estabelecimento da cultura sedentéria entre os humanos (Wang et al. 2021). Desde
entdo, o consumo do etanol tem sido relacionado a préticas religiosas, producdo alimenticia e a
medicina (Khaderi, 2019). Hoje, o alcool é considerado uma droga de abuso por modificar as
funcgdes fisioldgicas e psicoldgicas dos consumistas, sendo disponibilizado no mercado, de
forma licita, para compra na maioria dos paises (Gilmore et al., 2016).

Dados da Organizacdo Mundial da Saude revelam que aproximadamente 2,3 bilhdes de
pessoas no mundo consomem etanol frequentemente (WHO, 2018). Cerca de 6,4 litros de etanol
sdo consumidos por pessoas acima de 15 anos na populacdo mundial, porém, se considerarmos
apenas as pessoas que consomem alcool frequentemente, a média de litros consumidos por ano
sobe para 15,1 litros por pessoa (WHO, 2018). Podemos observar ainda, que algumas regides
do planeta apresentam uma grande variacdo no consumo de etanol decorrente das diferencas
culturais, sociodemogréaficas e econémicas (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 Saude de 2019 revelou que mais de um quarto da populacdo adulta brasileira consome alcool
pelo menos uma vez na semana e 17,1% apresentaram consumo abusivo da substancia nos 30

dias que antecederam a entrevista (IBGE, 2020).

-]

e ®
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Figura 1. Consumo total de &lcool (litros) por pessoa acima de 15 anos no mundo. Adaptado
do Relatdrio de status global sobre alcool e satide da Organizacdo Mundial da Satde em 2018.

Em 2010, membros do Comité Cientifico Independente sobre Drogas classificaram o
alcool 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 estdo relacionadas as les6es causadas intencionalmente
ou ndo, como suicidios e acidentes de carro, neoplasias malignas, doencas cardiovasculares,
diabetes, cirroses e doengas infecciosas (Rehm et al., 2003; WHO, 2018).

A frequéncia e quantidade de consumo podem ter diferentes efeitos ao organismo dos
consumidores, estando classificados entre: dependéncia de alcool, quando sdo desenvolvidos
um conjunto de fendmenos comportamentais, cognitivos e fisiolégicos apds o uso crénico de
alcool, ou consumo agudo, quando sdo consumidos altos volumes de alcool em uma Unica
ocasido (CISA, 2021). O abuso e/ou dependéncia é caracterizado pela perda de controle sobre
0 consumo de alcool e ja é considerada uma doenga cronica e incapacitante (Witkiewitz et al.,
2019).

Em 2019, a pandemia provocada pelo virus causador da sindrome respiratoria aguda
grave, 0 SARS-CoV-2, demandou medidas sociais paliativas para diminuir a disseminacédo da
doenca, como o isolamento social (Killgore et al., 2021). Durante este periodo, o volume e a
frequéncia de consumo do alcool aumentaram significativamente dentro do grupo de pessoas
sob isolamento, 0 que pode gerar impactos diretos nos casos de desordens causadas pelo uso do

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

Metabolismo do etanol

Apos a ingestdo, o alcool é absorvido por difusdo passiva, em grande parte pelo intestino
delgado (Cederbaum, 2012; Hernandez et al., 2016). Seu metabolismo é realizado
principalmente nas células do figado, mas também acontece em menor escala pelas células
estomacais, intestinais e pulmonares (Levitt et al., 1997; Lee et al., 2006). Nos pulmdes, a
depender da quantidade ingerida, podemos observar a metabolizacdo de etanol em seus
subprodutos (Bernstein, 1992). Essa associacdo aumenta o estresse oxidativo encontrado no
orgao e se relaciona diretamente com a imunomodulacdo das doencas respiratérias (Kaphalia
& Calhoun, 2013).

Por ser uma molécula pequena, capaz de atravessar passivamente as membranas
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celulares, é rapidamente metabolizada em acetaldeido (i) por oxidagdo pela enzima alcool
desidrogenase (ADH) no citoplasma, com NAD™ como coenzima, (ii) pelo sistema microssomal
oxidante do etanol, o citocromo P450 enzima 2E1 (CYP2E1) localizado no reticulo
endoplasmatico, e (iii) pela via das catalases (Figura 2) (Haseba et al., 2020; Norberg et al.,
2003; Lieber, 1996).
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Figura 2. Metabolismo do etanol dentro das células. O etanol entra de forma passiva nas
células, no citoplasma é oxidado a acetaldeido pela enzima ADH, pelo citocromo CYP2EL ou

por catalases. Na mitocondria, o acetaldeido é convertido a acetato pela ALDH.

O acetaldeido gerado é extremamente toxico para as células, entdo se torna essencial
sua conversdo a acetato pela enzima aldeido desidrogenase (ALDH), na mitocondria (Figura 2)
(Zhu et al., 2021; Rajendram et al. 2016; Hernandez et al., 2016). O acimulo de acetaldeido
gera reacdes adversas como nauseas, rubor facial e taquicardia, e é dependente da velocidade
de sua conversdo em acetato, sendo influenciada por polimorfismos no gene ALDH (Edenberg,
2007; Gross, 2015). Por sua vez, o acetato produzido é destinado a outros processos
metabolicos, como o ciclo de Krebs, porém, tanto o acetato quanto o acetaldeido 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 vém sendo associados ao aumento do risco
de desenvolvimento de diversos tipos de cancer, doencas cardiovasculares, hepéticas e
infecciosas (Minzer et al., 2020; Cederbaum, 2012; Kendrick, 2010; Bagnardi et al., 2001).
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Implicagbes do consumo de etanol nas infecgdes

As alteragdes na regulacdo das respostas inflamatérias em individuos alcoolistas 0s
predispdem a infeccbes causadas por patdgenos pulmonares, que nestes casos, apresentam
sintomas mais agressivos, um aumento da morbidade e da mortalidade (Happel & Nelson,
2005). Este fendtipo advém das varias alteracbes nos mecanismos de protecao das vias aéreas
que sdo afetados pelo consumo excessivo do etanol, como a disfungdo causada nos cilios do
aparelho mucociliar respiratorio (Happel & Nelson, 2005). Este sistema garante a interceptacao
e eliminacgdo de particulas que entram junto com o ar nos pulm@es, o que facilita o contato dos
microrganismos com o0 espaco alveolar e aumenta as chances do estabelecimento de uma
infeccdo (Price et al., 2018; Samuelson et al., 2017; Sisson, 2007).

O reconhecimento dos padrdes moleculares associados a patdgenos (PAMPS) por meio
dos receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs) sdo gatilhos para inflamagdo durante o
processo infeccioso, e ddo inicio a uma série de respostas essenciais para 0 combate aos
patogenos (Takeuchi et al., 2010). Além de afetar as barreiras fisicas do pulmé&o, o consumo de
etanol modula a resposta inflamatoria gerada pelos patégenos, modificando significativamente
a resposta inicial do hospedeiro, porém, a quantidade e frequéncia do consumo do etanol

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

Oak e colaboradores demonstraram que a exposi¢do aguda ao etanol esta associada a
inibicdo da ativacdo do fator nuclear kappa B (NF-xB) pelo receptor Toll-like 4 (TLR4) em
mondcitos humanos, representando uma via de supressdo inflamatdria da producéao do fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) apés estimulo com lipopolissacarideo (LPS) (Oak et al., 2006).
Zhou e colaboradores, corroboram estes dados e demonstram que o consumo agudo do etanol
inibe a ativacdo de TLR4 por LPS em células epiteliais intestinais, resposta que é essencial para
o0 reconhecimento de antigenos luminais e progressao da resposta imunoldgica intestinal (Zhou
et al, 2013).

Em contraste, macréfagos advindos de humanos consumistas crénicos de etanol
apresentaram expressao aumentada de interferon gama (IFNy) e interleucina 1 beta (IL-1p) apds
estimulo com LPS, que estdo associadas a um aumento da resposta pro-inflamatéria (Gaydos et
al.,2016). No figado, o consumo crdnico de etanol esta associado ao aumento da expressao e da
responsividade de TLR4 ao LPS, induzindo o aumento da produgéo de TNF-a e ao dano

hepatico gerado pela inflamag&o no tecido (Gustot et al., 2006). Esse efeito hiper-responsivo



20

aos estimulos, observado durante o consumo cronico, parece estar associado ao aumento da
acessibilidade de fatores de transcri¢do as regides reguladoras de genes pro-inflamatorios na
cromatina, induzindo o aumento da expressao destes genes e da resposta inflamatéria (Lewis et
al., 2022).

Ainda, a combinagdo do consumo cronico com uma dose aguda de etanol aumenta a
producdo de CXCL1, CXCL2 e CXCL15 no pulmao, resultando no aumento da migracao de
neutréfilos e dano pulmonar mesmo na auséncia de qualquer estimulo secundario (Poole et al.,
2019). Deste modo, os fatores que contribuem para a alteracdo da regulacéo da expressao dos
mediadores inflamatorios podem diferir, apresentando carater mais prolongado, quando
associado a alteracdes epigenéticas que permitem a maior acessibilidade a cromatina, ou carater
mais agudo, quando associada a alterac6es inibitorias geradas pela alteracdo no metabolismo
celular (McTernan et al., 2022; Malherbe & Messaoudi, 2022; Morris et al., 2022; Curtis et al.,
2013).

Podemos observar que a relacdo modulatoria da resposta inflamatéria causada pelo
consumo do etanol varia de acordo com o estimulo, o tempo e frequéncia de exposicao, porém,
contemplamos um consenso: o consumo do alcool é fator de risco para infecgdes pulmonares
causadas por bacteérias, virus 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 crdnico de alcool prejudica a resposta imunoldgica do hospedeiro contra a infeccéo
causada por Aspergillus fumigatus (Malacco et al., 2020). Apos doze semanas de tratamento
com etanol e subsequente infec¢do fungica, os camundongos consumistas apresentaram um
quadro inflamatério desregulado, com um aumento da producdo de CXCL2 nos alvéolos e de
CXCL1 no sangue, acompanhada por uma diminuicdo da expressdo de CXCR2 e CD11b nos
neutrofilos (Malacco et al., 2020). A migracao e ativacdo dos neutrofilos é essencial no combate
a infeccdo fangica e contencdo da germinacdo dos conidios (Tischler et al., 2019). Em nosso
modelo, os neutrofilos dos animais tratados cronicamente com etanol apresentam a atividade
depurativa, fagocitica e de producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) diminuidas. Além
disso, a diminuicdo da migracdo de neutrofilos, decorrentes da diminuicdo da producéo de
CXCR2 e CD11b, permitiu a invasao do tecido pulmonar pelas hifas fungicas e o0 aumento da

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

O patdgeno Aspergillus fumigatus
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A. fumigatus é o patdgeno mais comum em casos de aspergilose pulmonar, estando
presente em 90% dos casos humanos diagnosticados, € um fungo filamentoso, ubiquo e
saprofitico que desempenha uma fungdo importante na decomposicao de carbono e nitrogénio
na natureza (Latgé & Chamilos, 2019; Latgé, 1999). Apresenta colonia de crescimento radial,
com micélio hialino e producgdo de conidios mielinizados, com coloracdo esverdeada (Figura
3).

Figura 3. Fotografia de uma coldnia de A. fumigatus cultivada em YAG a 37 °C por 96

horas.

Uma de suas caracteristicas mais marcantes € a producéo em larga escala de pequenos

conidios (2 a 3 um), que sdo capazes de resistir a altas temperaturas e a diferentes estresses
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(Latgé, 1999). Os conidios de A. fumigatus sdo cobertos por uma camada de hidrofobinas, como
a melanina, que inicialmente mascaram o reconhecimento das células fungicas (Aimanianda et
al., 2009; Nosanchuk & Casadevall, 2006). Porém, a remocdo desta camada, processo
fundamental para germinacdo e crescimento fungico, expdem a camada central de
polissacarideos, como B-(1,3)-glucanas, galactosaminas e quitina, que séo reconhecidos pelos

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

Os conidios sdo facilmente aerotransportados para as vias aéreas dos hospedeiros, onde
entram em contato com o epitélio das vias aéreas e com a superficie alveolar. O sistema
mucociliar produz uma ampla gama de peptideos antimicrobianos no muco que impedem a
passagem do patdgeno, mas caso 0s conidios cheguem até os alvéolos, os macréfagos alveolares
(MA) irdo fagocita-los, dando inicio a uma resposta pro inflamatoria essencial ao combate de
A. fumigatus (Margalit & Kavanagh, 2015).

O reconhecimento dos PAMPs fungicos por TLR4, TLR2 e Dectina-1, induz a producao
de mediadores inflamatorios seguidos da fagocitose, o método inicial de defesa contra
patogenos fungicos (Tischler et al., 2019; Bochud et al., 2008; Balloy et al., 2006). Inicialmente,
sdo produzidas uma gama de quimiocinas e citocinas responsaveis por mediar a resposta
inflamatdria, como TNF-a, IL-6 e IL-8, e ligantes de CXCR2, como CXCL1 e CXCL2,
responsaveis pela quimiotaxia de neutréfilos (Erwig et al., 2016). Os neutrofilos, por sua vez,
apresentam uma série de mecanismos para depurativos contra os conidios e as hifas, como a
fagocitose, producdo de ROS, degranulacdo e producdo de armadilhas extracelulares de
neutrofilos (NETSs) (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 inflamatdria deficitaria no nimero e na
ativacdo de neutréfilos e macrofagos, como € o caso de individuos neutropénicos, pacientes em
programas quimioterapicos ou alcoolistas, toda a montagem da resposta inflamatéria é
prejudicada e o fungo consegue crescer no parénquima pulmonar e causar a doenca (Tischler et
al., 2019; Malacco et al., 2020). Esse aumento de susceptibilidade a infeccdes flngicas
pulmonares na populacdo de alcoolistas ainda € mal compreendido, mas sabe-se que a
diminuicdo de migracdo e ativacdo de neutrdfilos e macrofagos é fator primordial para o

desenvolvimento da doenca.

A aspergilose na populagéo alcoolista
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As infecgdes fungicas contribuem significativamente para a mortalidade humana em
todo mundo. Ainda assim, o tratamento, diagnostico e os estudos dos fatores de risco para o
desenvolvimento dessas doencas sao negligenciados (Brown et al., 2012). A correlagéo entre o
consumo de alcool e Aspergillus aparece pela primeira vez na literatura em 1978, quando um
estudo de caso demonstrou o diagndstico de aspergilose invasiva em um homem alcoolista
(Blumet al., 1978). Desde entdo, alguns artigos associam as doengas hepaticas alcodlicas, como
hepatite e cirrose, a 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, trés dos quatro pacientes com manifestagdes de aspergilose pulmonar
invasiva na tomografia computadorizada relataram consumo frequente de &lcool

(Suwatanapongched et al., 2021).

O consumo do etanol afeta diretamente varios mecanismos inflamatorios essenciais para
0 combate ao fungo que foram citados anteriormente, como a produgdo de receptores e
mediadores inflamatorios, fagocitose e migracdo celular (Kany et al., 2019). Porém, os
mecanismos pelos quais o alcool e os subprodutos de seu metabolismo afetam a resposta imune
inflamatdria na infecgcdo por A. fumigatus ainda séo pouco explorados na literatura, e séo o foco

do nosso grupo de pesquisa.
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JUSTIFICATIVA

O alcool é uma das drogas psicotropicas mais consumidas no mundo, e além de ser
disponibilizada licitamente na maioria dos paises, estd associada a uma série de doengas,
complicacBes e mortes. Durante a pandemia, o volume e a frequéncia de consumo do &lcool
aumentaram significativamente, o que pode agravar o niamero de pessoas afetadas no mundo
todo. O abuso do consumo de etanol é um fator de risco para o desenvolvimento de infeccbes
pulmonares, pois além de alterar as barreiras fisicas de controle da entrada de patdgenos, como
o aparelho mucociliar, modula a resposta inflamatéria necessaria para o combate as infeccoes.
A frequéncia e quantidade de etanol parecem apresentar efeitos contrastantes nos individuos,
especialmente na resposta imune inflamatoria, e por este motivo, varios estudos tém buscado
entender a patofisiologia das infecgdes na populagéo alcoolista. Animais consumistas crénicos
de etanol sdo mais susceptiveis a infec¢do causada pelo fungo filamentoso A. fumigatus. Este
fendtipo de susceptibilidade é principalmente representado pela diminuicdo da capacidade dos
leucocitos de montar uma resposta adequada para combater o patdogeno. Neste sentido, ainda
ndo sdo compreendidos os efeitos permanentes do consumo crénico de etanol ou os efeitos da
exposi¢cdo aguda para a montagem de uma resposta inflamatoria causada por A. fumigatus.
Caracterizar esses efeitos pode fornecer novos conhecimentos sobre 0S mecanismos
relacionados a susceptibilidade de consumistas abusivos de alcool a infeccbes pulmonares
como a aspergilose, além de possibilitar a identificacdo de potenciais alvos farmacoldgicos para
intervencdes terapéuticas e preventivas direcionadas ao grupo de pacientes com transtornos no

uso do alcool.
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CAPITULO | - Efeitos permanentes da exposicdo cronica ao etanol na resposta

inflamatoria gerada pela infeccdo por A. fumigatus

OBJETIVO

Investigar e caracterizar nas células hematopoiéticas, as modula¢Ges inflamatérias
persistentes decorrentes do consumo cronico de etanol e as consequéncias para a resposta imune

inflamatoria frente a infeccdo por Aspergillus fumigatus.

Obijetivos especificos

) Avaliar os efeitos persistentes da exposicao ao etanol na producgéo de leucécitos
pela medula 6ssea apos a quimerizagéo.

° Avaliar o perfil inflamatorio pulmonar dos animais quimerizados e infectados
com A. fumigatus.

° Investigar as fungdes efetoras de macréfagos e neutréfilos produzidos pela
medula 6ssea dos animais quimerizados.

° Correlacionar as alteracdes encontradas nas funcbes celulares com o perfil

inflamatorio.

METODOLOGIA

Manejo animal e tratamento crénico 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 eutanasia e manejo aprovados pelo
Comisséo de Etica no Uso de Animais — CEUA UFMG, submetido e aprovado sob niimero 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 iluminag¢do por 12 horas e 12
horas de claro/escuro no Biotério do Departamento de Genética, Ecologia e Evolu¢do do
ICB/UFMG. A alimentacéo e liquidos foram disponibilizados de forma irrestrita, a temperatura

foi controlada e ndo houve enriquecimento ambiental.

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

reproduz a concentracdo sanguinea de &lcool ap6s o consumo crénico em individuos humanos
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(Yeligar et al., 2012). Os camundongos doadores, com 5-6 semanas de idade, tiveram
disponivel, exclusivamente, uma solucdo aquosa contendo etanol (EtOH) durante 12 semanas.
Na primeira semana a solu¢do continha 5% (v/v) de teor alcodlico, na segunda semana a solugéo
continha 10% (v/v) de teor alcodlico e nas dez semanas seguintes a solucao continha 20% (v/v)
de EtOH. As duas primeiras semanas serviram como um processo de adaptacéo ao consumo da

substancia. Os animais do grupo controle receberam agua durante esse periodo (Figura 4).
Transplante de medula 6ssea

Ao final das 12 semanas de tratamento, 0s animais doadores de medula 6ssea (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 0s
fémures e tibias. Dentro do fluxo laminar, as epifises foram removidas com auxilio de um bisturi
e a MO foi separada dos 0ssos atraves de lavagens utilizando agulha e seringa contendo 3 mL
de meio RPMI esteéril (CultiLab). As células foram centrifugadas a 201 RCF por 10 min a 4°C.
O sobrenadante foi descartado e o pellet de células foi ressuspenso em 10 mL de meio RPMI
estéril. Foram realizadas diluicdes seriadas (1:200) em corante de Turk para a contagem das
células em camara de Neubauer. As celulas foram novamente centrifugadas e ressuspensas em
solucéo salina estéril gelada para a concentracdo desejada.

A medula 6ssea foi inoculada via intravenosa nos animais receptores previamente
irradiados na concentracdo de 1x107 células em 100 pL (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 sessbes, com 4 Grays cada,
e com intervalo de 2 horas entre as sessdes para minimizar os danos gastrointestinais. Apos o
transplante, os receptores receberam tratamento com o antibiotico ciprofloxacina por 15 dias
para evitar infeccdes. A recolonizacdo da medula foi observada de sete em sete dias através de

contagem de células em esfregacos sanguineos (Figura 4).
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Figura 4. Esquema metodoldgico para a producdo de animais quimerizados. Apds
as 12 semanas de tratamento com etanol ou dgua, os camundongos C57BL6/J Unib doadores
foram eutanasiados e a medula foi transplantada para os animais receptores C57BL6/J Unib
irradiados. Apds 30 dias de recuperacdo os camundongos foram infectados 1x102 conidios de
A. fumigatus e 48 horas apos a infeccdo os camundongos foram eutanasiados para a coleta de

material bioldgico.

In6culo e infecgcdo

Os conidios da linhagem A1163 de A. fumigatus foram estriados em placas de 20 mL
de meio completo sélido YAG (2% p/v de glicose, 2% p/v de agar, 0.5% p/v de extrato de
levedura e elementos traco) e incubados por 48 horas a 37°C (Soriani et al, 2008; Schoch et al.,
2020). Os conidios foram ressuspensos em solucdo de Tampéao fosfato-salino (PBS) 1X estéril
e separados do micélio através de filtracdo em gazes estéreis. A solu¢do contendo os conidios
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 diluicGes
seriadas (1:10.000) para a contagem dos conidios na camara de Neubauer e o indculo foi
preparado em solucdo de PBS 1X estéril.

Apos 30 dias da recuperacdo do transplante os animais foram infectados via intranasal
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com 1x108 conidios em 40 pL com o auxilio da pipeta, para isso os animais foram anestesiados
com 5% isofluorano por, aproximadamente, 30 segundos (Malacco et al. 2019).

Letalidade

Para a andlise de susceptibilidade a infecgdo fungica, os camundongos foram infectados
com 1x10® conidios 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, 0 camundongo foi

eutanasiado por sobredose de anestésico.
Cultura celular e fagocitose

Os macrofagos da medula 6ssea, ou BMDMs (do inglés, bone marrow derived
macrophages), foram obtidos do fémur de ambos os grupos de animais quimerizados apés a
recuperacdo do transplante. Os animais foram eutanasiados por sobredose de anestésico, 0s
fémures foram retirados em fluxo laminar e tiveram suas epifises cortadas com bisturi estéril.
Em tubos de 15 mL individuais e com auxilio de seringa, agulha a MO de cada animal foi
removida dos 0ssos 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 4°C, 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 a 37°C. Ap0s 4 dias, foram adicionados
mais 25 mL de meio completo as garrafas e elas retornaram a estufa (Trouplin et al, 2013). O
sobrenadante de L929, uma linhagem celular de fibroblastos, contém componentes que
induzem a diferenciacdo das células hematopoiéticas em macrofagos, como o M-CSF, um fator
de crescimento para macrofagos (Heap et al., 2021). A diferenciacdo das células da MO em
BMDMs foi observada ap6s a aderéncia das células no fundo da garrafa e formacdo de

monocamada.

Para avaliacdo do indice fagocitico, os BMDMs foram adicionados a placas de cultura
de 24 pocos contendo laminulas de vidro estéreis. Foram plaqueadas 1x10° células por pogo no
volume de 500 uL. de DMEM completo. As células foram incubadas overnight na estufa para
garantir a adesdo das células as laminulas. No dia seguinte, o sobrenadante da placa foi retirado
e substituido por 500 uL de DMEM, sem antibiético e sem antifangico, contendo 2,5% de soro
fetal bovino e 5x10° conidios de A. fumigatus. Os pogos controle receberam o meio com
auséncia do fungo. Apo6s 4 horas de exposicao ao fungo, o sobrenadante das células foi coletado

e armazenados a -20°C, as células foram lavadas com 1 mL de PBS 1x a 37°C, as laminulas
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foram coradas com kit panotico rapido (Laborclin), seguindo protocolo descrito pelo fabricante,

e adicionada as laminas.

Para a avaliacdo de fagocitose dos neutréfilos ex vivo, os camundongos quimerizados
ndo infectados foram eutanasiados e o fémur 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. Apds a separac¢do, foram
semeados 1x10° neutréfilos por pogo em placas de 96 pogos e subsequentemente foram
adicionados 5x10° conidios de A. fumigatus por pogo. Apds 4 horas de exposicdo, as células
foram centrifugadas, em citocentrifuga, por 5 minutos a 18 RCF, para a montagem das laminas.
As laminas foram coradas com o kit Pandtico rapido (Laborclin) seguindo protocolo descrito

pelo fabricante e em seguida observadas em microscépio optico.

O indice fagocitico de neutrofilos e BMDMs foi calculado a partir da quantidade de
células contendo pelo menos um conidio em seu citoplasma em relacdo ao total de celulas
contadas apos as 4 horas de exposicao ao fungo. A quantificacdo da porcentagem de fagocitose
in vivo foi realizada nas laminas das células do lavado bronco alveolar (BALF), através da

contagem das células contendo pelo menos um conidio em seu citoplasma.
Lavado broncoalveolar e contagem celular

Dois dias apés a infeccdo, 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 realizacdo do lavado broncoalveolar (BAL) e coleta do
fluido (BALF). O sobrenadante foi armazenado em freezer -20°C para futuras analises de
citocinas, quimiocinas, dano celular e proteinas totais, enquanto o pellet de células foi
ressuspenso em 100 uL de PBS 1X. As células foram diluidas em corante de Turk (1:10) para
a contagem das células totais na camara de Neubauer. O restante das células foi centrifugado
na citocentrifuga por 5 minutos a 18 RCF, para a montagem de laminas contendo 7x10°células.
As laminas foram coradas com o kit Pandtico rapido (Laborclin) seguindo protocolo descrito
pelo fabricante e em seguida observadas em microscopio Optico. Para a quantificacdo
diferencial das células no BALF, foram contadas 300 células, diferenciadas por critérios
morfologicos e de coloracdo. A quantidade de cada tipo celular foi calculada a partir da

porcentagem encontrada em relagdo ao nimero total de células.

Ambos o0s pulmdes foram retirados e macerados. O acumulo tecidual de células foi

avaliado indiretamente pela atividade de enzimas especificas de cada tipo celular. A saber: n-
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acetilglicosaminidase (NAG) relativa a macrofagos, mieloperoxidase (MPO) relativa a
neutréfilos e peroxidase eosinofilica (EPO) relativa a eosindfilos (Huang et al. 2016; Barcelos
et al. 2005; Strath et al. 1985)

Lesdo pulmonar

Apds 48h de infecgdo, os grupos de animais infectados e controles foram eutanasiados
por sobredose de anestésico. O pulméo esquerdo foi retirado e armazenado em formalina 4%
(v/v) para as andlises histoldgicas. Antes do emblocamento, o tecido passou por etapas de
desidratacdo em alcool, diafanizacdo em xilol e inclusdo na parafina. Os blocos foram cortados
em microtomo, os tecidos nas laminas foram coroados pela coloragdo Hematoxilina/Eosina
(HE) e observados em microscopio optico. O escore histopatologico foi realizado com base em

critérios de edema, infiltrado inflamatdrio e hemorragia.

Para a determinacdo do dano tecidual gerado nos camundongos quimerizados apos a
infeccdo, foi dosada as quantidades da enzima Lactato Desidrogenase no BALF utilizando o kit
de método enzimatico cinético de Desidrogenase Latica (LDH) (Bioclin), com avaliacdo da e a

densidade oOptica (D.O.) em espectrofotdmetro a 340 nm.
Hemograma

O sangue foi retirado da veia cava inferior com auxilio de pipeta Pasteur embebida em
EDTA e armazenado em tubos estéreis contendo EDTA. Para avaliacdo de celulas totais e
diferenciais, foram realizadas leituras do sangue em contador hematoldgico veterinario MEK-
6550 (Celltac Alpha). Apos 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 inflamatorios

A avaliacdo dos niveis das citocinas TNF-a, IL-6, IL-1p e IL-10 e das quimiocinas
CXCL1 e CXCL2 foi realizado do sobrenadante do BALF e do macerado de pulmao, coletados
dois dias ap6s a infec¢do, pelo método imunoenzimatico de ELISA sanduiche utilizando
anticorpos murinos especificos. O ensaio foi realizado de acordo com as especificacbes do
fabricante (R&D Systems). O produto das marcacdes foi avaliado em espectrofotbmetro a 492

nm e a concentracao calculada a partir da D.O. da curva padrao e das amostras.
Carga fungica

Para analise da quantidade de unidades formadoras de colénia (UFC) in vivo, o pulmao
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direito foi retirado de forma estéril, macerado com auxilio de almofariz e pistilo em 1 mL de
PBS 1X estéril. O macerado foi diluido (1:1000) e 100 pL da solucdo 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 analises da quantidade de UFC ex vivo, neutrofilos (1x10%) e BMDMs (1x10°)
foram incubadas por 6 horas com A. fumigatus na propor¢do de 1 célula para cada 5 conidios.
Apos a incubacdo as células foram lisadas com 1 mL de &gua de injecdo gelada, diluidas em
salina (1:1000) e 100 pL da solugéo foram semeados em meio completo YAG. As placas foram
incubadas por 18 horas a 37°C e as UFC foram mensuradas.

Analises estatisticas

A construcdo de graficos e analises estatisticas dos dados obtidos foram realizadas
através do software GraphPad Prism versdo 8.0. As analises entre as diferencas de mais de dois
grupos experimentais foram determinadas pela analise de variancia de uma via (One Way —
ANOVA) seguidas pelo pds teste de Tukey. As analises de diferencas entre dois grupos foram
analisadas por teste t student. O teste de Long Rank foi utilizado para a analise da curva de

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

RESULTADOS E DISCUSSAO

Animais quimera EtOH apresentam maior leséo pulmonar durante infeccdo por A.

fumigatus

O etanol, e seu metabolismo nas células, é capaz de modular a resposta inflamatéria do
hospedeiro durante o processo infeccioso a depender da quantidade e frequéncia da exposicdo
(Kany et al., 2019). O consumo crdnico de etanol é fator de risco para o desenvolvimento de
pneumonias justamente por alterar os mecanismos responsaveis pelo controle do patégeno e
retorno a homeostase tecidual. Para investigar os efeitos persistentes do consumo de etanol na
medula 0ssea e as consequéncias para a resposta inflamatoria frente ao patégeno fungico,
transplantamos animais ndo tratados com a MO de animais controle ou cronicamente expostos
ao etanol. Apos a quimerizacao, os animais foram infectados e os parametros fisiopatoldgicos,

apos dois dias de infeccdo, foram observados.

Na coloracdo de HE dos pulmdes, podemos observar que os animais ndo infectados de

ambos 0s grupos quimerizados apresentam morfologia pulmonar intacta, com espacos
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alveolares livres e pouco ou nenhum, infiltrado inflamatério (Figura 5.A). Em contraste,
observamos que ambos 0s grupos infectados apresentam acumulos de células inflamatorias,
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 histopatoldgico dos pulmdes demonstra que a lesdo pulmonar causada pela infec¢cdo
fungica é agravada nos animais quimera EtOH (Figura 5.B). O perfil histopatoldgico
encontrado também foi corroborado pelas analises de morte celular e presenga 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 est&o associados a um aumento
da lesdo e hemorragia pulmonar durante infecgdo por A. fumigatus (Figura 5.C e D) (Tischler
et al., 2020).

As lesdes pulmonares observadas na aspergilose pulmonar invasiva sdo caracterizadas
pelo proeminente infiltrado pulmonar de granuldcitos e pequenos focos de necrose coagulativa,
fendtipo que é observado nos animais quimera H2O apos a infec¢do (Shibuya et al., 1997).
Porém, este fenotipo encontra-se agravado nos animais quimera EtOH infectados, que
apresentam areas de necrose liquefativa, onde a estrutura do tecido € perdida, niveis aumentados
de LDH e hemorragia no lavado, demonstrando que a resposta inflamatdria gerada pelas células
produzidas na medula dssea exposta ao etanol agrava as lesdes pulmonares durante a infecgcéo

por A. fumigatus.

Apesar disso, a carga fangica pulmonar e a sobrevivéncia dos animais infectados ndo
diferiu entre os grupos de animais quimerizados (Figura 5.E e F). Isto pode ressaltar a
importancia de outros mecanismos de defesa no combate ao A. fumigatus, como o aparelho
mucociliar e a producao de peptideos antimicrobianos pelas células epiteliais, que ndo foram
expostos ao etanol nos animais receptores (Margalit & Kavanagh, 2015; Walsh et al., 2005). A
estrutura da interacdo entre microrganismo e hospedeiro € alterada em tecidos lesados, que
podem ter origem tanto da resposta imunologica quanto da resposta patologica (Pirofski &
Casadevall, 2008). Ademais, os dados explicitam a necessidade da investigacdo dos
mecanismos celulares alterados pelo consumo do etanol que permitem o combate ao fungo em

condicdes teciduais adversas.
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Figura 5. Andlises histopatoldgicas pulmonares de animais quimeras ap6s 48 horas

de infeccdo. Camundongos quimera receptores de medula 6ssea de animais controle e tratados

com etanol foram inoculados com 108 conidios de A. fumigatus. Apds 48h de infeccéo, o BALF

e pulmdes foram coletados. (A) Micrografias de pulméo corados em HE, (B) Quantificacéo do
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escore histopatolégico das laminas de pulmao, (C) LDH do BALF, (D) Densidade optica BALF
no comprimento de onda de hemoglobina, (E) UFC do pulmé&o e (F) Curvas de sobrevivéncia

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

A inflamacéo tecidual dos animais quimera EtOH infectados € maior quando

comparada aos animais quimera H>O infectados

O processo de inflamacdo pulmonar gerado pela exposicdo aos patdgenos é essencial
para o recrutamento e ativacdo das células do sistema imunolégico, que serdo responsaveis por
garantir a depuracdo fungica e o retorno a homeostase tecidual (Dagenais & Keller, 2009). O
aumento da lesdo pulmonar nos levou a investigar o status inflamatorio nos alveolos e no
parénquima pulmonar dos animais quimerizados. Os niveis das citocinas pré-inflamatorias IL-
1B, TNF-a e IL-6, das quimiocinas ligantes de CXCR2, CXCL1 e CXCL2 e da citocina anti-
inflamatdria IL-10, foram avaliados no sobrenadante do lavado e no macerado do pulmao.

Podemos observar um aumento da producéo de IL-1p, TNF-a, IL-6 e CXCL1, e uma
diminuicdo na producdo de IL-10, nos alvéolos dos animais infectados apos dois dias de
infeccdo, mas que ndo diferiu entre os grupos quimerizados (Figura 6. A, C, E, G e K). No
parénquima pulmonar, também observamos um aumento dessas citocinas nos grupos
infectados, porém, podemos destacar um aumento dos niveis de IL-6, TNF-a e CXCL2 dos
animais quimera etanol (Figura 6. D, F e J). Essa producdo diferencial ndo foi observada nos
animais ndo infectados, demonstrando que a resposta alterada € acionada e expressa ap0os o0

estimulo infeccioso.
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Figura 6. Producdo de mediadores inflamatdrios apds 48 horas de infeccdo nos
animais quimera. Camundongos quimera receptores de medula dssea de animais controle e
tratados com etanol foram inoculados com 108 conidios de A. fumigatus. Apds 48h de infecco,
0 BALF e pulmdes foram coletados. (A) IL-1B no BALF, (B) IL-1p no pulméo, (C) TNF-a no
BALF, (D) TNF-a no pulmio, (E) IL-6 no BALF, (F) IL-6 no pulmio, (G) CXCL-1 no BALF,
(H) CXCL-1 no pulmaéo, (I) CXCL2 no BALF, (J) CXCL2 no pulmao, (K) IL-10 no BALF e
(L) 1L-10 no pulmao. *Diferenga significativa (p < 0,05), ** (p < 0,05), *** (p <0,001).

A alteragé@o na producéo de citocinas e quimiocinas apds a exposicao ao etanol parece
ter efeitos opostos, e dependem em grande parte da quantidade e da constancia do consumo,
estando o0 aumento relacionado ao consumo crénico e a inibi¢do relacionada ao consumo agudo
(Kany et al., 2019). Kendrick e colaboradores demonstraram que o consumo cronico do alcool
aumenta o padréo de acetilacdo no promotor do gene de IL-6 nas células de Kupffer, macrofagos
residentes do figado, o que leva a um aumento da expressao do gene e dos niveis proteicos neste
orgao (Kendrick, 2010).

Apesar da discussdo do efeito da exposicdo ao etanol na producdo de citocinas e
quimiocinas girar em torno do efeito transitério entre o consumo agudo e 0 consumo cronico,
nossos dados demonstram que as modificacdes podem se manter nas células imunes apos a
interrupcao do consumo do etanol e apds varios ciclos hematopoiéticos na medula 6ssea. De
maneira semelhante, em 2019, Johnstone e colaboradores comprovaram que 0 aumento na
producdo de IL-6 era mantido também na microglia, macréfagos residentes cerebrais, apds 21
dias de interrupcédo da exposi¢éo cronica ao etanol (Johnstone et al., 2019). Esses dados sugerem
gue o consumo crénico de etanol altera a regulacdo da expressdo de citocinas e quimiocinas
inflamatdrias mesmo ap0s a interrupcdo da exposicdo, 0 que pode indicar a alteracdo nos

mecanismos de regulacdo epigenéticos destes genes.

A exposicdo ao etanol ndo altera a producao celular pela medula 6ssea nos animais

quimerizados

Para avaliar se o consumo de alcool pelos animais doadores afetava a producédo de

leucOcitos nos animais receptores apOs a recuperacdo do transplante, foi realizado um
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leucograma dos animais quimerizados. Nao foram observadas diferencas na producgdo de
células totais, mononucleares e polimorfonucleares no sangue dos animais quimera EtOH e
quimera H>O (Figura 7. A-C). Os efeitos do consumo do etanol na hematopoiese tambem
diferenciam o consumo crénico e agudo de etanol. RAASCH e colaboradores, em 2010,
mostraram que o0 consumo agudo de etanol induz a diminuigdo da quantidade circulante de
granulécitos em camundongos apdés infeccdo por S. pneumoniae. Eles demonstram que essa
diminuicdo ocorre devido a diminuicdo da proliferacdo da linhagem granulocitica pela medula
6ssea apds o estimulo. Porém, animais que consomem alcool cronicamente ndo demonstram
diferenca na quantidade de leucdcitos totais no sangue e nem na producao de granulocitos pela
MO antes e durante a infec¢do por A. fumigatus (Malacco et al., 2020). Diante disto, pode-se
sugerir que a diminuicdo de polimorfonucleares no sangue durante o estimulo por S.
pneumoniae deve estar relacionada com os efeitos do consumo agudo de etanol, e que a
producéo de leucdcitos pela MO é normalizada durante a adaptacdo do organismo ao consumo
crénico da substancia.
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Figura 7. Leucograma dos animais quimera. Camundongos quimera receptores de
medula dssea de animais controle e tratados com etanol foram inoculados com 108 conidios de
A. fumigatus. Apds 48h de infeccdo, o sangue foi coletado e a quantidade de leucocitos foi
avaliada no hemocitdmetro. (A) Células totais no sangue, (B) Células polimorfonucleares no
sangue e (C) Células mononucleares no sangue. *Diferenca significativa (p < 0,05), ** (p <
0,05), *** (p < 0,001).

Na auséncia de diferenga nas quantidades de células circulantes nos animais
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quimerizados e devido ao aumento da producdo de quimiocinas e citocinas no pulméo dos
animais quimera EtOH, investigamos se haveria diferencas na migracgdo celular para o tecido
pulmonar. O reconhecimento dos PAMPs de A. fumigatus pelos PRRs das células epiteliais e
residentes do pulmao gera uma resposta pro-inflamatoria que leva a quimioatracdo das células
circulantes para o tecido (Margalit & Kavanagh, 2015; Hold et al., 2005; Phadke & Mehrad,
2005). O recrutamento neutrofilico é essencial, visto que a neutropenia € 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 apds a infec¢do, ambos os grupos de
animais quimerizados apresentam um influxo neutrofilico para o pulméo, porém, que nao difere
entre os grupos quimera EtOH e quimera H2O (Figura 8.A). N&o foram observadas diferencas
nas quantidades de eosindfilos e macrofagos no pulméo de nenhum dos grupos experimentais
(Figura 8.B e C). O aumento da producdo de quimiocinas observado no pulmdo dos
camundongos quimera etanol ndo refletiu um aumento da migracdo celular apos o estimulo, o
que pode estar associado com a mesma capacidade de depuracédo fungica observada em ambos
0s grupos de animais quimerizados. Ademais, podemos observar que mesmo com quantidades
similares de células, o grupo quimera etanol apresenta um aumento da producéo dos mediadores
pro-inflamatorios que pode estar relacionado com as alteragdes causadas pelo consumo crénico

do alcool no controle da expressao génica relacionados a sinalizagéo celular apés o estimulo.
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Figura 8. Infiltrado celular pulmonar dos animais quimerizados. Camundongos
quimera receptores de medula 6ssea de animais controle e tratados com etanol foram inoculados
com 108 conidios de A. fumigatus. Apos 48h de infeccdo, os pulmdes foram coletados para
mensuracdo de (A) NAG, neutrofilos (B) MPO e Eosinéfilos (C) EPO dos pulmdes.
**Diferenca significativa (p < 0,01), ***(p < 0,001).
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Os neutréfilos dos animais quimera EtOH apresentam prejuizo na migracao,
depuracao fangica e fagocitose de conidios de A. fumigatus

Apds a inalagdo, os conidios inicialmente encontram a mucosa das vias aéreas e 0
epitélio alveolar, dando inicio a resposta pro-inflamatéria no sitio infeccioso e o recrutamento
celular necessario para o combate ao fungo (Dagenais & Keller, 2009). Para avaliar a migracéo
celular para os alvéolos, realizamos a coleta das células presentes nos alvéolos através do lavado
broncoalveolar (BAL). Em camundongos imunocompetentes, a migracéo celular se evidencia
24 horas apo0s a infeccdo por A. fumigatus e tem seu pico alcangado 72 horas ap6s a infeccao
(Malacco et al., 2019). Podemos observar, apos 48 horas de infec¢do, um aumento da migracéo
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). Apoés a
contagem diferencial das células, ndo observamos diferenga entre 0s grupos de animais
quimerizados infectados na migracdo de macrdfagos, eosindfilos e linfocitos para os alvéolos
(Figura 9.C-E). Entretanto, observa-se um perfil de migracéo neutrofilica diminuido nos grupos

quimera etanol infectados (Figura 9.B).
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Figura 9. Infiltrado celular nos alvéolos dos animais quimerizados. Camundongos
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quimera receptores de medula 6ssea de animais controle e tratados com etanol foram inoculados
com 108 conidios de A. fumigatus. Apds 48h de infeccdo, o BALF foi coletado. (A) Células
totais no BALF, (B) Neutréfilos, (C) Macréfagos, (D) Eosindfilos e (E) Linfocitos.**Diferenca
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 producdo de CXCL2 e
niveis similares de CXCL1 no BALF, apés infeccdo por A. fumigatus, apresentam uma menor
migracdo de neutréfilos para os alvéolos e para o parénquima pulmonar (Malacco et al., 2020).
Demonstramos ainda, que essas células apresentavam uma diminuicdo do receptor CXCR2 e
CD11b, essenciais para garantir a transmigracdo de neutrofilos do sangue para os Orgaos
durante o processo de inflamacéo aguda (Kolaczkowska & Kubes, 2013; Malacco et al., 2020).
Com esses resultados podemos observar que os efeitos inibitorios na migracdo neutrofilica
persistem nas células produzidas pela MO exposta ao etanol e podem indicar um futuro
mecanismo de manejo de pacientes que apresentam historico de abuso de alcool durante

infeccdes fangicas.

Para avaliar a fungéo dos neutréfilos dos animais quimerizados, incubamos neutrofilos
ex vivo com os conidios de A. fumigatus. O indice fagocitico de ambos 0s grupos experimentais
foi similar nas primeiras duas horas de exposicdo ao fungo, porém, apds 4 horas de infeccéo,
observamos que os neutrofilos dos animais quimera EtOH apresentavam uma menor
capacidade fagocitica, e apos 6 horas, também apresentavam uma menor capacidade depurativa
(Figura 10. A e B). Esses dados corroboram os efeitos persistentes do consumo cronico do
etanol da funcéo celular e explicitam a importancia da investigacdo dos mecanismos celulares
de manutencao das alteracdes observadas nestas células. O prejuizo na atividade dos neutréfilos
ndo se restringe ao processo de migracdo. Neutrdfilos de animais expostos ao etanol também
apresentam menor capacidade fagocitica, de depuracdo fungica e producdo de ROS ap0s

estimulo com A. fumigatus (Malacco et al., 2020).
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Figura 10. Fagocitose e killing de neutroéfilos ex vivo estimulados com A. fumigatus.
Neutréfilos provenientes da MO dos camundongos quimera receptores de medula éssea de
animais controle e tratados com etanol foram incubados com conidios de A. fumigatus. (A)
Fagocitose apds 2h e 4h de exposi¢édo aos conidios e (B) Unidades formadoras de col6nia
remanescentes apos 6 horas de infeccdo. *Diferenca significativa (p < 0,05), ** (p < 0,05).

Macrofagos dos animais quimera EtOH apresentam aumento da depuracéo fungica

e da producéo de mediadores inflamatorios

Curiosamente, a diminuicdo da funcdo efetora dos neutrdfilos ndo reflete a carga fungica
encontrada no pulmdo dos camundongos quimera etanol, o que nos levou a investigar a
importancia da acdo efetora de outro fagocito profissional, o0 macréfago. Apos a irradiacdo que
antecede o transplante, a populacdo de macrofagos alveolares que coloniza o pulméo e tem
origem no saco vitelino durante o desenvolvimento embrionario, é depletada e substituida, em
parte, por macréfagos originados da medula 6ssea (Martin et al., 2021). Ao diferenciar BMDMSs
de animais quimera e estimula-los com conidios de A. fumigatus, observamos que as células do
grupo quimera etanol, apesar de ndo apresentar diferencas estatisticas quanto a fagocitose,
apresentavam uma maior capacidade depurativa quando comparadas as células dos animais
quimera H>O (Figura 11. A e B). Essa maior atividade dos BMDMs dos animais quimera EtOH
também refletiu no aumento na producdo de TNF-a e CXCL2 apds 4 horas de exposi¢ao ao
fungo (Figura 11. C e E). As citocinas IL-6 e IL-10 ndo foram detectadas no sobrenadante da

cultura celular de nenhum dos grupos analisados.
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Figura 11. Fagocitose, killing e producéo de citocinas de BMDMs estimulados
com A. fumigatus. BMDMs provenientes da MO dos camundongos quimera receptores de
medula ¢ssea de animais controle e tratados com etanol foram incubados com conidios de
A. fumigatus. (A) Indice fagocitico ap6s 4 horas de exposicdo aos conidios. (B) Unidades
formadoras de colénia remanescentes apds 6 horas de infecgdo. Dosagem dos mediadores
inflamatérios (C) TNF-a, (C) CXCL1 e (D) CXCL2 por Elisa. *Diferencga significativa (p <
0,05), ** (p <0,05), *** (p < 0,001).

A hiperresponsividade de macréfagos alveolares ao estimulo com LPS, e a inducdo da
producdo aumentada de mediadores inflamatorios, foi observada por Lewis e colaboradores em
células provenientes de macacos Rhesus que consumiram alcool cronicamente (Lewis et al.,
2022). Eles associaram este fendtipo ao aumento da acessibilidade da cromatina nas regides
reguladoras dos genes inflamatorios aos seus correspondentes fatores de transcricdo. Este e
outros trabalhos discutem o efeito da exposicéo prolongada ao etanol com a regulacao do estado
da cromatina através de modificacdes epigenéticas, que, apesar de ndo alterarem a sequéncia

nucleotidica no DNA, s@o herdaveis e tém papel fundamental na regulacdo da expresséo génica
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(Malherbe & Messaoudi, 2022). Nossos dados demonstram que 0 aumento da producgédo de
mediadores inflamatdrios apds estimulo com A. fumigatus é persistente nas células produzidas
pela MO exposta ao etanol, o que pode indicar alteracfes no controle epigenético destes genes.

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

O aumento da producdo destes mediadores pro-inflamatorios pelos macrofagos
infectados dos animais quimera etanol esta associado ao aumento do status inflamatério que
observamos nos pulmdes dos animais quimera etanol infectados, e refletem o aumento da leséo
pulmonar e da morte celular encontrada no tecido destes animais (Figura 5). Além disso, o
aumento da atividade depurativa dos macr6fagos pode contrabalancear o efeito supressor
encontrado nos neutrdfilos e permitir o combate ao fungo durante a infecgdo. Assim como na
atividade efetora dos neutrdfilos, os efeitos do consumo cronico do &lcool parecem persistir nos
macrofagos mesmo na auséncia do etanol e apds varios ciclos hematopoiéticos na medula dssea,

e refletem uma resposta imune desregulada durante a infecgéo fungica.

Nesta etapa do trabalho, pudemos demonstrar que as alteracdes causadas pelo consumo
crénico do etanol nas celulas hematopoiéticas persistem apds o transplante de medula e a
maturacao de novas células imunes. Essas alteracdes refletem um prejuizo nas fungdes celulares
efetoras, como fagocitose, depuracdo fungica e producdo de mediadores inflamatorios, de
neutrofilos e macrofagos, durante a infeccdo por A. fumigatus (Figura 12). Esses dados nos
fornecem evidéncias de efeitos duradouros do consumo cronico de etanol na medula d0ssea, e
podem nos ajudar no estudo da patofisiologia das doencas infecciosas dentro da populagéo de
alcoolistas, 0 que € essencial para a busca de terapias que possam minimizar a morbidade e

mortalidade destas pessoas.
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Figura 12. Caracterizacdo dos efeitos persistentes do consumo cronico de etanol na
medula 6ssea. Nos animais quimerizados controle, apds infeccdo por A. fumigatus, os
macrofagos alveolares reconstituidos pela MO irdo fagocitam os conidios e iniciar a resposta
pré-inflamatoria, recrutando neutroéfilos que apresentam alta capacidade depurativa (esquema a
esquerda). Por outro lado, os animais quimerizados etanol, apds infeccdo por A. fumigatus,
apresentam um aumento da producdo de mediadores inflamatérios pelos macréfagos, o que
reflete em um aumento de lesdo e inflamacdo pulmonar, um menor infiltrado alveolar

neutrofilico, que apresenta menor capacidade fagocitica e depurativa (esquema a direita).
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CAPITULO Il - Efeitos da exposicdo aguda ao etanol na resposta inflamatoria

gerada pela infeccdo por A. fumigatus

OBJETIVO

Investigar, in vitro, os efeitos da exposicdo ao etanol na resposta inflamatéria de
macrofagos frente infeccdo por Aspergillus fumigatus.

Obijetivos especificos

° Avaliar a toxicidade da exposicdo ao etanol em macréfagos in vitro.
° Avaliar a fagocitose, depuracdo fungica e producdo de mediadores
inflamatdrios de macrofagos expostos ao etanol e infectados com A. fumigatus.

° Investigar as alteragdes na glicdlise gerada pela exposicéo ao etanol.

METODOLOGIA

Cultura celular

Foi utilizada a linhagem imortalizada de macréfago 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 suplementagdo de 10% de soro fetal bovino (SFB). Para 0s
experimentos, as células foram semeadas na concentracdo de 5x10* células por pogo em 500
ML nas placas de 24 pocos e incubadas na estufa, pelo menos 12 horas antes dos experimentos,
para garantir a aderéncia das células nas laminulas presentes no fundo de cada um dos pocos.
Para o tratamento com etanol, o meio foi retirado e substituido por meios contendo 7 diferentes
concentragdes de etanol: 5 mM, 10 mM, 25 mM, 50 mM, 75 mM, 100 mM e 250 mM. Os meios

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

Toxicidade e viabilidade celular

Para determinar a viabilidade celular apds a exposicdo ao alcool, as células foram
incubadas com brometo de 3- [4,5-dimetiltiazol-2-il] -2,5-difeniltetrazolio (MTT) por 2 horas.
A absorbancia do corante foi medida em um comprimento de onda de 570 nm. Para a
determinacdo da toxicidade da exposi¢cdo ao alcool, foi utilizado o kit de método enzimatico

cinético de Desidrogenase Latica (LDH) (Bioclin), com avaliacdo da e a densidade Optica
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(D.0O.) em espectrofotémetro a 340 nm.

Para determinar a viabilidade celular apos a exposi¢do ao 2-Deoxi-D-glicose (2-DG),
5x10* células foram plaqueadas por poco em placas de 24 pogos, pelo menos, 12 horas antes
do experimento. As células foram expostas por 1, 2 e 3 horas com concentra¢des de 3, 10 e 30
mM de 2DG. Apos as respectivas incubacdes foi realizado o teste de MTT.

Em ambos os experimentos, dgua de injecdo foi utilizada como controle positivo de
dano as células por, através de choque osmotico, levar ao rompimento da membrana plasmatica.

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

Fagocitose e depuracao flngica

Os conidios da linhagem A1163 de A. fumigatus foram estriados em placas de 20 mL
de meio completo solido YAG (2% p/v de glicose, 2% p/v de agar, 0.5% p/v de extrato de
levedura e elementos traco) e incubados por 48 horas a 37°C (Soriani et al, 2008). Os conidios
foram ressuspensos em solugdo de PBS 1X esteéril e separados do micélio através de filtracdo
em gazes estéreis. A solucdo contendo os conidios 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 dilui¢cdes seriadas (1:10.000) para a contagem dos conidios

na camara de Neubauer e o inoculo foi preparado em solucéo de PBS 1X estéril.

Ao final do tratamento com etanol, o sobrenadante das células foi removido e
substituido por meio DMEM 2,5% de SFB contendo 2,5x10° conidios de A. fumigatus. Os pogos
controle foram incubados apenas com meio DMEM 2,5% de SFB. Para a analise da fagocitose,
as células foram incubadas em estufa a 37°C e 5% CO> durante 4 horas. O sobrenadante da
cultura foi coletado e armazenado em -20°C para futuras analises. As células foram lavadas
comPBS 1X a37°C e as laminulas foram coradas com Kit pandtico rapido (Laborclin) seguindo
protocolo descrito pelo fabricante. O indice fagocitico foi avaliado em microscépio 6ptico, pela
determinacdo das células que continham pelo menos um conidio em seu citoplasma em relacéo
ao total de células. A quantidade de conidios fagocitados por célula foi realizada através da
contagem diferencial exclusivamente das células contendo pelo menos um conidio em seu

citoplasma.

Para a analise da carga fungica, as células foram incubadas em estufa a 37°C e 5% CO-
durante 6 horas. O sobrenadante foi removido, as células foram lavadas com PBS 1X estéril a
37°C e lisadas com agua de injecdo gelada. O lisado foi coletado, diluido (1:100) e 100 pL da

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

partir do crescimento individual das col6nias.
Captacao de glicose e producéo de lactato

Para a dosagem de glicose e lactato, foi coletado o sobrenadante das células apds o
tratamento com etanol e incubacdo com o fungo. A determinacdo de ambas moléculas foi
realizada através de kits colorimétricos da marca especificos (Bioclin), seguindo os protocolos

estabelecidos pelo fabricante.
ELISA

A avaliacdo dos niveis de citocinas e quimiocinas foi realizado do sobrenadante da
cultura celular pelo método imunoenziméatico de ELISA sanduiche utilizando anticorpos
murinos especificos para as citocinas TNF-a, IL-6 e IL-10, e para as quimiocinas CXCLL1 e
CXCL2. O ensaio foi realizado de acordo com as especificagdes do fabricante (R&D Systems).
O produto das marcacbes foi avaliado em espectrofotbmetro a 492 nm e a concentragdo

calculada a partir da densidade 6ptica (D.O.) da curva padrdo e das amostras.
Analises estatisticas

A construcdo de graficos e analises estatisticas dos dados obtidos foram realizadas
atraves do software GraphPad Prism versao 8.0. As analises entre as diferencas de mais de dois
grupos foram determinadas pela analise de variancia de uma via (One Way — ANOVA) seguidas
pelo pos- teste de Tukey. As analises de diferencas entre dois grupos foram analisadas por teste

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

RESULTADOS E DISCUSSAO

A exposicao ao etanol inibe a fagocitose e a depuracéo de conidios de A. fumigatus

Para avaliar o efeito do etanol na funcdo celular dos macrofagos, se fez necessaria a
padronizacdo da concentracdo celular e alcodlica para o cultivo. Inicialmente foram realizados
testes da exposicdo de 5x10° células a 5, 10, 25, 50, 75, 100 e 250 mM de etanol, porém,
nenhuma das concentrac@es afetou a viabilidade celular (Dados ndo mostrados). Os proximos
experimentos foram realizados utilizando 5x10* células e as mesmas concentragdes de etanol.
Os dados demonstraram que, apds as 48 horas de exposicdo, a viabilidade celular diminui nas
concentracdes de 100 mM e 250 mM de etanol, em conjunto com o aumento no dano celular

observado pelo aumento da presenca de LDH no sobrenadante (Figura 13).
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Figura 13. Avaliacdo da toxicidade celular causada pela exposi¢éo ao etanol. Macrofagos
da linhagem RAW 264.7 (5x10* células) foram incubadas com 5, 10, 25, 50, 75, 100 e 250 mM
de etanol por 48 horas para a mensuracao da (A) viabilidade celular (MTT) e a (B) quantidade

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

Para os proximos experimentos foram utilizadas as concentragdes de etanol nao
citotoxicas para 5x10* células. Apds as 48 horas de tratamento com etanol as células foram
incubadas com 2,5x10° conidios de A. fumigatus, para avaliagdo da capacidade fagocitica das
células. Podemos observar que 0os macrdfagos expostos a 75 mM de etanol apresentam uma
diminuicédo do indice fagocitico quando comparados as células do grupo controle (Figura 14.A).
Além de apresentarem menor indice de células contendo pelo menos um conidio em seu
citoplasma, apresentam também uma reducéo de aproximadamente 50% nas células capazes de
fagocitar mais que trés conidios (Figura 14.B). O consumo do etanol parece afetar diversos
mecanismos que inibem a fagocitose dos macrdéfagos, como alteracbes no metabolismo
energético e a reducdo da polimerizacdo da actina, processos criticos para a plasticidade
estrutural e metabdlica dos macréfagos (Karavitis & Kovacs, 2011; Morris et al., 2022). Em
2020, Malacco e colaboradores demonstraram que a capacidade fagocitica de conidios de A.
fumigatus por neutréfilos ex vivo € diminuida apds o consumo crdénico de etanol (Malacco et
al., 2020). Nossos dados demonstram que a pré-exposicao ao etanol também é capaz de reduzir
a fagocitose dos conidios de A. fumigatus por macréfagos imortalizados, mesmo em

concentragdes que nao afetam a viabilidade das células.
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Apobs a fagocitose, os macréfagos dao inicio a depuracdo dos conidios através da
producao de espécies reativas de oxigénio e acidificacdo 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 conidios de dentro dos fagdcitos
(Dagenais & Keller, 2009). As células expostas a 75 mM de etanol, além de apresentarem
diminuicdo da capacidade fagocitica, também apresentaram diminui¢do da depuracdo dos
conidios de A. fumigatus, observada com o aumento das unidades formadoras de coldnia ap6s
6 horas de incubacdo com as células (UFC) (Figura 14.C). Este perfil de supressao das funcdes
efetoras dos macr6fagos expostos ao etanol pode estar relacionado a susceptibilidade de
consumistas a infecgbes pulmonares fungicas, e pode representar um mecanismo importante
para 0 manejo da aspergilose dentro da populacdo de alcoolistas (Nelson et al. 2008; Malacco
et al., 2020).
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Figura 14. Avaliacdo funcional dos macrofagos incubados com etanol. Macrofagos da
linhagem RAW 264.7 (5x10* células) foram incubadas com 25, 50 e 75 mM de etanol por 48
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horas. Apds o tratamento as células foram infectadas com 2,5x10° conidios de A. fumigatus por
4 horas para a quantificacdo do (A) indice fagocitio e (B) avaliacdo da quantidade de conidios
fagocitados por célula. Para avaliacdo da (C) carga fungica, as células foram incubadas com o
fungo por 6 horas. *Diferenca significativa (p < 0,05), ** (p < 0,05), *** (p < 0,001), **** (p
< 0,0001).

A exposi¢do ao etanol altera o metabolismo glicolitico nas células

Para avaliar a importancia da glicélise no metabolismo energético dos macré6fagos apds
a exposicdo ao etanol e subsequente fagocitose de conidios de A. fumigatus, escolhemos
padronizar a utilizacdo do inibidor de glicélise 2-Deoxi-D-glicose (2-DG). Desde 0s anos 50, 0
2-DG é conhecido por atuar na inibicdo da glicélise, competindo com a glicose durante sua
captura e fosforilacdo, e ao ser fosforilado, acumula no citoplasma das células, diminuindo
consideravelmente os passos subsequentes da glicolise (Cramer&Woodward, 1952; Kurtoglu
et al., 2007). Em 2014, Venter e colaboradores utilizaram o 2-DG como estrateégia para
avaliagdo da importancia do metabolismo de carboidratos em macrofagos estimulados com
Lipopolissacarideo (LPS). Eles utilizaram a concentracdo de 10 mM de 2-DG, e apenas ap0s
15 horas de exposicéo foi observada diminuicao na viabilidade das células (Venter et al., 2014).
Essa mesma concentracéo de 2-DG, ap0ds 3 horas de tratamento, foi capaz de inibir a fagocitose
de particulas 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
macrofagos, 0 que poderia gerar um viés experimental nas analises de capacidade fagocitica

dos macrofagos (Figura 15).
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Figura 15. Avaliacdo da toxicidade celular causada pela exposi¢do ao 2-DG. Macrofagos
da linhagem RAW 264.7 (5x10* células) foram incubadas com 3, 10 e 30 mM de 2-DG por 1,
2 e 3 horas para a mensuragdo da viabilidade celular (MTT). *Diferenca significativa em

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

A quantidade de células por poco pode ser um determinante na toxicidade do 2-DG em
cultura celular. Em virtude da auséncia da quantidade de células utilizada nos experimentos de
Venter e colaboradores, ndo conseguimos comparar os efeitos observados em nossos dados.
Ademais, a utilizacdo de 2-DG vem sendo estudada como potencial agente antitumoral, vista a
importancia da via glicolitica nas células cancerosas (Zhang et al., 2019). A cultura de
imortalizada de RAW 264.7 foi estabelecida em meio com adicdo de glicose e pode ser mais
sensivel a alteracbes causadas no metabolismo da glicolitico, portanto, optamos por outra
abordagem de analise da glicolise durante a exposicao ao etanol, buscamos avaliar a captura de
glicolise e subsequente liberacao de lactato (Ganeshan & Chawla, 2014; Raschke et al. 1978).

Para tal, mensuramos a quantidade de glicose contida no meio antes e apds a exposicao
aos conidios. Observamos que, durante as 4 horas de incubagdo das células, houve uma
diminuicdo da glicose encontrada no sobrenadante quando comparada a quantidade inicial
presente no meio, porém, ndo foram observadas diferencas nas quantidades de glicose no
sobrenadante de nenhum dos grupos experimentais (Figura 16. A). Ja os niveis de lactato
encontrados no sobrenadante das células infectadas pre-expostas a 75 mM de etanol estavam
elevados em relacéo as células infectadas do grupo controle (Figura 16. B). Este resultado pode
indicar um aumento da glicolise induzida pela exposicdo ao etanol, como demonstrado por
Morris e colaboradores, porém, novos experimentos precisam ser realizados para demonstrar

se a exposicao induz o aumento da quebra da glicose (Morris et al., 2022).
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Figura 16. Avaliacéo do efeito da exposi¢cao ao etanol na captura de glicose e producéo de
lactato. Foram mensuradas as quantidades de (A) Glicose e (B) lactato no sobrenadante de
macrofagos da linhagem RAW 264.7 (5x10* células) incubados com 75 mM de EtOH por 48
horas e 4 horas de exposicdo com 2,5x10° conidios de A. fumigatus. *Diferenca significativa
(p < 0,05), ** (p < 0,01).

Morris e colaboradores, em 2022, demonstraram que o0 aumento da expressdo do Fator
Induzivel por Hipoxia 1 alfa (HIF1-a), observado apds a exposigdo de macrofagos alveolares
ao etanol (0,08%), aumenta a expressao de genes relacionados a glicolise e esté associado a

diminuicdo da fagocitose de bioparticulas de Staphylococcus aureus (Morris et al., 2022).

A exposicao ao etanol inibe a producéo de TNF-a pelos macrofagos durante infecgao
por A. fumigatus

A importancia do metabolismo celular na resposta imunoldgica durante a inflamacéo e
homeostase tem sido amplamente estudada (Ganeshan & Chawla, 2014). O lactato, além de
produto final da glicdlise, tem uma funcdo imunomoduladora importante durante o processo
inflamatério (Selleri et al., 2016). O efeito de sua sinalizacdo é associado com inibicdo da
producéo de citocinas pro-inflamatérias, como IL-6, TNF-a e IL-1B, por macrofagos apos
estimulo com LPS (Ratter et al., 2018). Em 2020, Yang e colaboradores demonstraram que a
interacdo do Lactato com o receptor 81 associado a proteina G (GPR8L1) inibe a translocagédo
de NF-«B para o niicleo, diminuindo a transcri¢do de genes como o de TNF-« and IL-6 (Yang
et al., 2020).



53

Nossos dados demonstram que as células expostas a 50 mM e 75 mM de etanol
apresentam uma inibicdo na producgédo de TNF-a apos estimulo com A. fumigatus (Figura 17).
Os niveis de IL-6 e IL-10 ndo foram detectados em nenhum dos grupos experimentais. A
inibicdo da produgdo de TNF-a pode estar associada ao aumento da liberacdo de lactato pelas
celulas tratadas com etanol, porém, mais experimentos sdo necessarios para correlacionar a
producdo aumentada de lactato causada pelo consumo do alcool e a atividade inibitéria dos

macréfagos durante infecgdo por A. fumigatus.
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Figura 17. Dosagem da quantidade de TNF-a apés exposi¢ao ao etanol. A dosagem de TNF-
a foi dosada do sobrenadante da cultura de macrofagos da linhagem RAW 264.7 (5x10%
células), incubados com 50 e 75 mM de etanol por 48 horas e estimulados com 2,5x10° conidios

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

No presente estudo, padronizamos a exposicao in vitro ao etanol em macrofagos
imortalizados com o proposito de estudar a funcdo celular. Nossos dados demonstram
que macrofagos expostos a 75 mM de etanol por 48 horas apresentam capacidade
fagocitica diminuida, assim como diminuicdo da depuracdo fungica e producao de TNF-
a, que podem estar relacionadas a reprogramacdao metabolica e aumento da glicolise,
demonstrada pelo aumento significativo de lactato pelas células tratadas com etanol
(Figura 18).
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Figura 18. Efeito da exposi¢do aguda de macréfagos RAW 264.7 ao etanol. Em condicbes
normais, o reconhecimento de PAMPs de A. fumigatus pelos PRRs dos macréfagos induzem a
producdo de TNF-qa, a fagocitose e depuracao dos conidios (esquema a esquerda). Apds a
exposicdo ao etanol, os macr6fagos secretam uma maior quantidade lactato, que inibe a

producéo de TNF-q, a fagocitose e depuragdo fungica (esquema a direita).



55

CONCLUSAO

O consumo crdnico do etanol prejudica a migracao, a fagocitose e a depuracédo flngica
de neutréfilos produzidos pela MO de animais quimera EtOH, aumenta a inflamacéo e o dano
pulmonar encontrado nestes camundongos ap6s infeccdo por A. fumigatus, e altera de forma
persistente a producdo de mediadores inflamatorios por macréfagos no pulméo. Esse fen6tipo
pode estar relacionado as alteracdes do controle da expressao génica através de modificacdes
epigenéticas, porém, mais experimentos sdo necessarios para corroborar esta hipdtese. J& a
exposi¢do aguda, in vitro, de macrofagos ao etanol apresentou carater inibitorio na fagocitose,
depuracdo fungica e producdo de TNF-a, que pode estar relacionada ao aumento da glicolise
nas células tratadas e infectadas. Ademais, independentemente da quantidade e frequéncia das
exposicdes ao etanol, podemos observar uma diminuicdo da capacidade do sistema
imunologico de lidar com a infeccdo causada por A. fumigatus, que pode explicar por que
pessoas com historico de consumo de etanol apresentam uma susceptibilidade a aspergilose
pulmonar, e pode representar novos mecanismos alvo para o desenvolvimento de tratamentos

paliativos ou terapéuticos para a populacéo de alcoolistas.
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