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Figura 1. Numero de neutrdfilos na cavidade peritoneal de camundongos inoculados
com zimosan (intraperitoneal) em diferentes tempos apos a inducdo de uma
intoxicacdo etilica aguda (7mg/g de peso corporal, por gavagem; trés animais em
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Figura 2. Alguns aspectos do exsudato peritoneal na peritonite induzida pelo
zimosan. A: Células da cavidade peritoneal de animal controle, sem inocula¢do do
zimosan, mostrando macroéfagos residentes e linfocitos; B e C: aspecto do exsudato
6 e 12 h ap6s a inoculagdo do zimosan: predominam neutréfilos com nucleo menos
segmentado; D, E , F G e H: exsudato 24 h apds a inoculagdo do zimosan:
neutréfilos com nudcleo com cromatina muito condensada (picnose nuclear, D )e
neutrofilos com sinais de apoptose (E e F, seta); neutréfilos apoptoéticos endocitados
por macrofagos (G e H, setas); os macrofagos tem citoplasma com aspecto
espumoso.l: Exsudato 48 h apds inoculacdo do zimosan: neutréfilo em apoptose
(seta fina) e presenca de eosindfilos (cabecas de seta). J, K: leucécitos com nucleo
em alvo, semelhante aos dos eosindfilos, mas sem os granulos especificos

Figura 3. Intervalo de resolucdo (IR= Tmax — Tso) de peritonite induzida por
inoculacdo de suspensdo de zimosan por via intraperitoneal em camundongos
controle. Cada ponto representa a avaliacao dos neutréfilos no lavado da cavidade
peritoneal em um animal do grupo de seis animais que receberam o zimosan no

Figura 4. Intervalo de resolugdo (IR= Tmax- Tso) da peritonite induzida em
camundongos por injecdo intraperitoneal de zimosan, uma hora apés inducéo, por
gavagem, de intoxicacdo etilica aguda (grupo etanol; 7mg de etanol/g de peso
corporal) ou gavagem de agua destilada (grupo controle). O grafico representa um
experimento com avaliagdo de um animal de cada grupo nos intervalos de tempo
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Figura 5. Intervalo de resolucéo da peritonite induzida em camundongos por injecéao
intraperitoneal de zimosan, uma hora apés inducdo, por gavagem, de intoxicacdo
etilica aguda (grupo etanol; 7mg de etanol/g de peso corporal) ou gavagem de agua
destilada (grupo controle). Resultados de trés experimentos. (p<0,05; teste t de
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Figura 6. Tempo de duracédo de peritonite induzida pela inoculacéo intraperitoneal
de zimosan em camundongos que receberam por gavagem 7m/kg de peso corporal
de etanol (em solugio a 40%) ou igual volume de A&gua
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Figura 7. Curva de mortalidade apds inoculacao intraperitoneal de suspenséao fecal
(1:6, 4ul/g de peso corporal) em camundongos que receberam por gavagem 7mg/kg
de peso corporal de etanol ou volume semelhante de 4gua
(0 =251 11 F= Lo - T 25



RESUMO

CUNHA, Pothira Lacerda, M.Sc., Universidade de Vila Velha — ES, Abril de 2014.
Efeitos da intoxicacdo aguda com etanol sobre peritonite induzida por zimosan
ou por inoculacdo de fezes em camundongos. Orientador: Fausto Edmundo
Lima Pereira.

Introducédo. O etanol diminui a exsudacdo e capacidade microbicida de neutrdfilos
durante um episddio de intoxicacdo aguda. Nao se conhece o tempo de duracdo
desses efeitos, nem como uma intoxicacao etilica aguda pode interferir na evolucéo
de uma inflamacao. Objetivos. Avaliar, em camundongos submetidos & intoxicacao
etilica aguda: (a) a exsudacéo de neutrofilos na cavidade peritoneal apds injecéo de
zimosan em diferentes tempos apds a ingestdo do etanol; (b) a evolucdo de
peritonite por injecdo intraperitoneal (ip) de zimosan uma hora apés a ingestao do
etanol, medindo a sua duragédo e seu intervalo de resolugéo; e (c) a evolugcdo de
uma peritonite polimicrobiana induzida por injecdo ip de uma suspensédo de fezes
homélogas. Métodos. Camundongos suicos machos (6/8 semanas de idade)
receberam 7mg/g de peso corporal de etanol por gavagem com solucdo a 40%
(grupo etanol) ou gavagem de igual volume de agua destilada (grupo controle). Uma,
12, 24, e 48 h depois receberam injecdo ip de zimosan (1,5mg). Seis horas depois
foram eutanasiados e a cavidade peritoneal lavada para contagem global e
diferencial dos leucécitos. Camundongos alcoolizados e controles receberam injecéo
i.p de zimosan e foram eutanasiados (um controle e um etanol por intervalo de
tempo) seis, 12, 18, 24, 48, 96, 120, 144, 168, 192 e 216 h apds, para lavagem da
cavidade peritoneal e contagem dos neutréfilos, com finalidade de avaliar a duracao
e o intervalo de resolucdo da peritonite. Em outro experimento um grupo de
camundongos alcoolizados e outro grupo controle receberam uma injecdo ip de
fezes homdlogas diluidas a 1:6 para avaliacdo da mortalidade. Resultados A
intoxicacédo etilica reduziu a exsudacdo de neutréfilos na inflamacgéo induzida até 12
horas apés a ingestdo do etanol, retornando a valores normais se a inflamacao foi
induzida entre 12 e 24 h ap0s a ingestao do etanol. Houve aumento do intervalo de
resolucao e do tempo de duracdo da peritonite no grupo etanol. A mortalidade, por
choque séptico, apés inducdo da peritonite polimicrobiana foi significativamente
maior no grupo etanol. Conclusdes. Confirma-se que um episddio de etilismo
agudo: (a) reduz a exsudacao precoce de neutréfilos em uma inflamacéo estéril e
demonstra-se que esse efeito € transitério, com volta progressiva a normalidade se a
inflamacéo € induzida entre 12 e 24 horas; (b) aumenta o intervalo de resolucdo e o
tempo de duracéo de peritonite produzida por agente néo infeccioso; e (c) aumenta
a susceptibilidade dos camundongos ao choque endotoxico apés injecao
intraperitoneal de uma suspensao fecal.

Palavras-chaves: alcoolismo, alcoolismo agudo; inflamacao; peritonite; choque
séptico.



ABSTRACT

CUNHA, Pothira Lacerda, M.Sc., University of Vila Velha — ES, April of 2014. Effects
of one Episode of alcoholic intoxication on peritonitis induced by zymosan or
by fecal inoculation in mice. Advisor: Fausto Edmundo Lima Pereira.

Introduction. An episode of ethilic intoxication reduces exsudation of neutrophil after
an acute injury. However there is not information on the effect of a binge on the
duration of an acute inflamation .Objectives. To evaluate in mice with an acute
ethylic intoxication: (a) exudation of neutrophils after intraperitoneal (ip) injection of
zymosan in different intervals after ingestion of ethanol; (b) the evolution of a
peritonitis after ip injection of zymosan one hour after the binge, measuring its
duration and its resolution interval; and (c) the evolution of a polymicrobial peritonitis
induced by ip injection of a suspension of homologous feces. Methods. Swiss male
mice (6/ 8 weeks old) received 7mg/g of ethanol body weight by gavage (ethanol
group) or gavage with the same volume of distilled water (control group). One, 12,
24, and 48 h after both groups received an ip injection of zymosan (1.5 mg) .Six
hours later mice were euthanized and the peritoneal cavity was washed for global
and differential leukocyte counts. Mice with the same treatment received ip injection
of zymosan and were euthanized (one control and one ethanol by time interval) six,
12, 18, 24, 48, 96, 120, 144, 168, 192 e 216h after ethanol ingestion, for neutrophils
counts to evaluate the duration and resolution interval of peritonitis. Another group
received an ip injection of homologous feces diluted 1:6 for evaluation of mortality.
Results An alcohol binge reduced the exudation of neutrophils in an inflammation
induced up to 12 hours after ingestion of ethanol, returning to normal values if the
inflammation was induced between 12 and 24 h after ethanol ingestion. There was
an increase in the resolution interval and the duration of peritonitis in ethanol group.
The mortality from septic shock after induction of polymicrobial peritonitis was
significantly greater in the ethanol group. Conclusions. Results confirmed that an
episode of acute alcoholism :(a) reduces premature exudation of neutrophils in a
sterile inflammation and demonstrated that this effect is transitory, with gradual return
to normal if inflammation is induced between 12 and 24 hours; (b) increases the
resolution interval and duration of peritonitis produced by a non- infectious agent; and
(c) increases the susceptibility of mice to septic shock after intra-peritoneal injection
of a fecal suspension.

Key words: alcoholism; acute alcoholism; inflammation; peritonitis; septic shock.



1 INTRODUCAO

O consumo de bebidas alcodlicas é uma pratica frequente e crescente, sendo
fator de risco para aumento de mortalidade e morbidade, resultando em
aproximadamente 2,5 milhdes de mortes a cada ano no mundo. A utilizacdo abusiva,
aguda ou crdnica, do alcool etilico estd associada ao desenvolvimento de varias
doencas, incluindo hepatopatias, cardiopatia, pancreatite, neuropatia periférica,
neoplasias malignas de cabeca e pescoco, figado e mama, além de aumentar a
susceptibilidade a infeccées (WHO, 2004).

Observagbes em pacientes alcoolistas cronicos tém demonstrado que 0 uso
abusivo do etanol aumenta a susceptibilidade a infeccBes especialmente infeccdes
bacterianas do aparelho respiratério (SZABO, 1999; ZHANG et al., 2000; HAPPEL et
al., 2005; BOE et al.,2009; SAMOKHVALOV et al., 2010; BHATTY et al. 2011;
MEHTA et al, 2012). Desde o século XIX os médicos se referem ao aumento de
incidéncia e maior gravidade de infeccdes bacterianas em alcoolistas crbnicos
(ZHANG et al., 2000), fato confirmado em estudos experimentais em roedores,
especialmente camundongos e ratos, submetidos a diferentes modelos de
intoxicagdo alcodlica cronica (JERRELS et al., 1994; BHATTY et al., 2011). Ainda
que varios fatores associados ao alcoolismo tais como, habitos de higiene e
alteracdes no estado nutricional possam aumentar a susceptibilidade a infeccdes,
muitas observacgdes, especialmente as experimentais, ttm mostrado que a ingestao
do etanol altera as respostas imunitarias inata e adaptativa. Alteracdes que vao
desde a apresentacao de antigenos e ativacéo dos linfocitos T e B e mudancas nos
mecanismos efetuadores da resposta tem sido observados em humanos e em
modelos experimentais (DIAZ et al., 2002; SZABO, MANDREKAR, 2009).

Ainda gue a maioria das observacdes sobre alcoolismo e infeccao tenha sido
feita em alcoolistas crénicos, ha suspeitas que episodios de alcoolismo agudo
possam aumentar a susceptibilidade a agentes infecciosos, tanto nos alcoolistas
cronicos como nos chamados alcoolistas ocasionais, que ingerem grandes
guantidades de bebidas alcodlicas com intervalos de dias, geralmente uma semana.
Médicos relatam que € frequente a presenca de episédio recente de alcoolismo

agudo em pacientes adultos internados com pneumonite bacteriana. Por outro lado,
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em modelos experimentais em camundongos € demonstrado que um episédio de
intoxicacdo etilica aguda ou dois ou trés episddios subsequentes, tem efeito
supressor sobre a resposta imunitaria inata, reduzindo a resisténcia a infecgfes
(PRUETT et al., 2004; PRUETT et al., 2010).

O reconhecimento do agente agressor pelo organismo € o0 primeiro
mecanismo ativado apds uma agressdo, sendo as alarminas as responsaveis por
este efeito (PEREIRA, 2013). Ao serem ativadas, as alarminas (denominadas PAMP
se originadas de patdgenos ou DAMP se originadas da leséo tecidual) iniciam a
resposta imunitaria inata, interagindo com receptores denominados genericamente
de reconhecimento de padrées moleculares (PRR de Pattern recognition receptors),
presentes em macrofagos, neutrofilos, células dendriticas, células epiteliais,
fibroblastos e células da glia (MEDZITOV et al., 1997). Estes receptores ao serem
estimulados desencadeiam uma série de eventos intracelulares que levam a sintese
e/ou liberacdo de mediadores responsaveis por induzir a resposta imunitaria inata,
ativando a microcirculacdo e promovendo saida de leucécitos e plasma para a
matriz extracelular. Esta saida de leucécitos e plasma caracteriza uma inflamacéo,
que representa a efetuacdo da resposta imunitaria. Observacdes em alcoolistas
cronicos e em modelos experimentais de alcoolismo em roedores mostram que 0
etanol pode interferir em todas as etapas da resposta imunitaria inata: no
reconhecimento pelos receptores PRR, na producdo dos mediadores, especialmente
citocinas e quimiocinas, na ativacdo endotelial e na exsudacdo de leucdcitos,

especialmente neutréfilos (BROWN et al., 2006).

Reducédo na sinalizacdo por TLR3 (Toll Like Receptor 3), culminando com a
diminuicdo de producdo de citocinas pro-inflamatérias, foi demonstrada em
camundongos submetidos a intoxicacdo etilica aguda (PRUETT et al.,, 2004). A
administracdo aguda de alcool tem um efeito supressor sobre a liberacdo de
citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias, como fator de necrose tumoral (TNF alfa),
IL-1, IL-6 e CXCL-8 (IL-8) por mondcitos ou macréfagos, tanto in vitro (CHEN et al.,
1993; VERMA et al., 1993; SZABO et al., 1995) quanto in vivo (STOLTZ et al., 2000;
BOE et al., 2001; MANDREKAR et al., 2002; GORAL et al., 2004; PRUETT et al.,
2004). Também interfere na ativacdo endotelial, reduzindo a captura e adesividade

de leucdcitos (BOE et al., 2001; GORAL et al., 2004; SAEED et al., 2004).
10



A reducéo de sintese e liberacé@o de citocinas e quimiocinas esta relacionada
com a diminuicdo do acumulo de leucdcitos em sitios de infeccdo ou inflamacao
apos intoxicacdo com etanol (DIAZ et al., 2002; BROWN et al., 2006; SZABO et al.,
2009). Reducdo da exsudacdo de neutréfilos no sitio de inflamacdo tem sido
demonstrada em humanos (BRAYTON et al., 1970; ) e em modelos experimentais
em roedores submetidos a intoxicagéo etilica aguda (ZHANG et al., 1997; SAEED et
al., 2004). Alem dos efeitos nos processos de exsudacdo dos leucécitos, tem sido
demonstrado que uma intoxicacdo alcoodlica aguda reduz a atividade fagocitaria e
microbicida de macréfagos e reduz a migracdo e capacidade microbicida de
neutréfilos (PRUETT et al., 2010; BHATTY et al., 2011).

Os dados da literatura sugerem que a ingestdo do etanol tem efeito
imunossupressor e anti-inflamatério, sendo esse talvez o mecanismo responsavel
pelo aumento da susceptibilidade a infec¢cdes observadas em alcoolistas cronicos e
apos um episodio de alcoolismo agudo em modelos experimentais em roedores
(PRUETT et al.,, 2010). Curiosamente, embora se demonstre os efeitos anti-
inflamatorios de etanol in vitro e in vivo reduzindo a producdo de citocinas, o
consumo cronico de etanol em humanos resulta, com frequéncia em niveis
aumentados de TNF e IL-6 na circulacdo (KHORUTS et al.,, 1991; COOK et al.,
2004; ZHU et al., 2004).

Ao discutir os resultados dos efeitos da intoxicacdo alcodlica aguda na
resposta imunitaria em modelos experimentais, os autores pouco discutem se 0s
efeitos sdo devidos a acdo direta do etanol nas células do sistema imunitario ou se
devido a efeitos indiretos do alcool como, por exemplo, ativando o eixo hipotdlamo
hipofise induzindo liberacdo de hormdénios da adrenal (corticoides) os quais
influenciam profundamente a resposta imunitaria. De fato, nos modelos de
intoxicacdo etilica em camundongos, foram observados reducéo significativa dos
linfocitos do timo e bacgo, apds um episddio de etilismos agudo (entre 5 e 7mg/g) ou
dois episddios subsequentes com intervalo de 24 horas, onde o etanol foi
administrado por gavagem em solu¢cées onde a concentragdo variou de 32 a 40%
(HAN et al., 1993; CARSON, PRUETT, 1996). Também se observou redu¢cédo das

células do timo quando o etanol foi administrado em dietas liquidas durante quatro
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dias consecutivos (HAN et al., 1993). Nesses modelos de intoxicacao etilica aguda
por gavagem em dose Unica a involucdo do timo se relaciona com a liberagdo de
esterdides da suprarrenal, ja que a inibicdo dos efeitos da corticosterona impede a
involucéo do 6rgdo apos a intoxicacdo etilica aguda. (HAN et al., 1993). E possivel
que parte dos efeitos imunitarios da intoxicacdo etilica aguda em camundongos
possa ser mediada pelo efeito imunossupressor do estresse, de modo semelhante
ao que ocorre em outras formas de estresse induzidos por toxicantes quimicos
(PRUETT et al., 1993; HAN, PRUETT 1995; PRUETT et al., 1994). A resposta
imunitaria do camundongo € mais susceptivel a acdo dos corticoides endégenos do
que a dos humanos, sendo possivel que 0 aumento da producao de corticéides apos
episédios de alcoolismo agudo humano seja menor, acarretando efeitos imunitérios

mais brandos.

E possivel que outros mecanismos imunitarios possam estar alterados por
acdo direta do etanol. Entre eles se discute a possivel acdo do etanol sobre a
membrana celular, mais especificamente sobre as jangadas da membrana ou
dominios resistentes a acdo de detergentes (lipid rafts) importantes na localizacéo
de receptores e manutencdo dos mesmos em associacao ou proximos a moléculas
importantes na recepcao e transduc¢édo do sinal. Nesses dominios o etanol alteraria a
relacdo proteina lipideo, interferindo nas associa¢cdes moleculares (DOLGANIUC et
al., 2006; SZABO et al., 2007).

Um modelo de inflamacéo aguda experimental ndo infecciosa, muito utilizado,
€ a peritonite induzida pela injecéo intraperitoneal de zimosan (células mortas de
Sacharomyces cerevisiae). Nesse modelo, dependendo da dose de zimosan
injetado, ha um rapido influxo de neutréfilos para a cavidade peritoneal, seguido de
exsudacdo de mononucleares que persiste por um tempo variavel: entre 7 e 9 dias
apos injecao de 1 a 3 mg de zimosan e 15 ou mais dias com doses mais elevadas
(10mg de zimosan). Nesse modelo se demonstra que a cura do processo se instala
com a progressiva redugdo do exsudato de neutrofilos, diferenciagdo dos
macrofagos em células espumosas e aumento do exsudato de eosinéfilos (CASH et
al., 2009; YAMADA et al., 2011). A avaliagdo sequencial do exsudato inflamatorio,
com contagem diferencial das células em diferentes intervalos, permite acompanhar

a evolucao da peritonite.
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Peritonite infecciosa pode ser produzida pela injecao intraperitoneal de varios
agentes bacterianos isoladamente (Escherichia coli, Staphylococcus aureus entre
outros) ou pode-se obter uma peritonite polimicrobiana pela inoculagcdo de uma
suspensao de fezes, por ligadura e perfuracdo do ceco ou por producao de estenose
parcial do intestino grosso (SHADOMY, PULASKI, 1966). O modelo de peritonite
polimicrobiana por injecdo de suspensao de fezes é simples e permite acompanhar
0 choque séptico que se estabelece precocemente apds a inoculacdo das fezes.
Além disso, nos animais sobreviventes podemos avaliar quantitativamente os
abscessos peritoneais, indicativos da resisténcia maior ou menor a infeccdo. A
injecdo intraperitoneal de doses sub letais da suspensao fecal permite acompanhar
bem a evolucdo da peritonite (BERMUDES et al., 2011). Esse modelo de peritonite
fecal se aproxima do que ocorre no homem apds perfuracéo intestinal espontanea

ou acidental.

A cura de uma inflamacdo aguda € um processo ativo que envolve a sintese
de mediadores especificos denominados genericamente de mediadores pré-
resolucdo da inflamacdo. Até o momento sdo conhecidos véarios derivados lipidicos
que atuam como mediadores pro-resolucdo: lipoxinas (derivados do &cido
araquidoénico), resolvinas E (derivados do acido eicosapentaendico), resolvinas D,
protectinas e maresinas (derivados do acido docosahexaenoico) (LEVY et al., 2001;
BANNENBERG et al., 2005; SEHAN et al., 2008; BANNENBERG et al., 2010). Além
desses derivados lipidicos, citocinas como TGF p(Fator de crescimento
transformador beta) e IL-10, fracBes solluveis de receptores de citocinas pro-
inflamatdrias também atuam nos processo de resolucdo da inflamacdo aguda. E
interessante a observacdo de que o processo natural de resolucdo que reduz a
migracdo de neutrofilos e desativa macrofagos pré-inflamatérios, aumenta o poder
microbicida do exsudato inflamatoério, apesar de reduzir drasticamente sua
capacidade lesiva para os tecidos (CHIANG et al., 2012).

Em modelos experimentais de inflamacdo aguda a avaliacdo da cinética da
exsudacao de neutrofilos pode dar idéia do inicio do processo de resolugcédo. Foi
demonstrado que os neutréfilos entram em apoptose e durante esse processo
induzem a exsudacdo de mondcitos que se diferenciam em macroéfagos pro-

resolucdo (denominados macrofagos M2), produtores de citocinas que induzem o
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término da inflamacao e o reparo dos tecidos lesados durante o processo flogistico.
Um grupo de pesquisadores utilizando o modelo da peritonite induzida por zimosan
mostrou que o intervalo entre o tempo no qual o numero de neutrofilos exsudados é
maximo e o tempo no qual esse numero se reduz a metade, denominado de
intervalo de resolucéo, corresponde ao tempo no qual os fenbmenos pré-resolucao
estdo em franca atividade (BANNENBERG et al., 2005; SEHAN et al., 2008).

As pesquisas experimentais mostrando reducdo da imunidade inata apds
intoxicacao etilica aguda, de modo geral, relatam resultados de observacfes nas
quais as agressfes foram produzidas logo ap6s a administracdo do etanol (por
gavagem ou injecao intraperitoneal). Nao ha informagfes sobre o tempo de duracao
do efeito inibidor dos mecanismos imunitarios do etanol introduzido em grandes
doses. Também ndo ha observacdes sobre o comportamento da evolucao de uma

de uma inflamac¢édo aguda induzida apos um episédio de intoxicagao etilica.

Por hipbtese, uma intoxicacdo etilica retarda o inicio de uma inflamacéao
aguda, podendo também retardar o processo de cura. Como ja referido
anteriormente, os processos de cura de uma inflamacdo aguda representam
fenbmenos ativos, dependentes da geracdo de mediadores anti-inflamatérios que
fazem parar o processo iniciado por acdo dos mediadores proé-inflamatoérios. Se o
etanol reduz a resposta imunitaria inata, retardando o inicio da inflamacéo, podera
também influenciar na sintese e liberacdo dos mediadores pré-resolucdo, muitos dos
quais tem a sua sintese induzida por mediadores pré-inflamatérios (LEVY et al.,
2001; BANNENBERG et al., 2005). Para testar essa hipétese planejamos a presente
investigacdo com finalidade de estabelecer, em camundongos: (a) o tempo de
duracdo dos processos de reducdo da exsudacao de neutrofilos em uma inflamacgéo
aguda asséptica induzida em diferentes tempos apds a exposicdo aguda ao etanol;
e (b) o modo de evolucdo de uma peritonite aguda asséptica e de uma peritonite

polimicrobiana, induzidas precocemente apds um episddio de alcoolismo agudo.
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2 OBJETIVOS

Os objetivos da presente investigacao foram:

(a) Avaliar o tempo de duracédo do retardo da exsudacdo de neutrofilos em uma
inflamacéo aguda asséptica induzida em diferentes tempos ap06s a exposi¢do

aguda ao etanol.

(b) Avaliar a evolucdo de uma peritonite aguda, estabelecendo o intervalo de
resolucdo dessa inflamagdo em camundongos que receberam inoculacao

intraperitoneal de zimosan imediatamente apds exposi¢cdo aguda ao etanol.
(c) Avaliar a evolucdo de uma peritonite polimicrobiana, em camundongos,

induzida por injecdo intraperitoneal de uma suspensao de fezes homélogas

imediatamente apOs exposi¢do aguda ao etanol.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados camundongos suicos, fémeas, com 6 a 8 semanas de idade,
adquiridos no Biotério de Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do
Espirito Santo (CCS UFES). Os animais foram mantidos em gaiolas climatizadas,
em ciclo de claro e escuro de 12 horas e receberam ragdo comercial e agua filtrada,

ad libitum.

3.2 INDUCAO DA INTOXICACAO ALCOOLICA AGUDA

A intoxicagdo alcodlica aguda foi induzida pela administracdo de etanol a
40% (etanol PA em agua destilada) por gavagem feita com agulha metalica
apropriada. A dose utilizada para cada animal do grupo experimental foi de 7mg de
etanol /g por peso corporal. Os animais do grupo controle receberam igual volume
de 4gua destilada (volume médio de 0,4 mL nos dois grupos).

3.3 OBTENCAO DO ZIMOSAN

Como agente indutor da inflamacao foi utilizado zimosan (células mortas de
Sacharomyces cerevisiae) como agente flogégeno. O zimosan foi obtido a partir de
Sacharomyces cerevisiae adquirido no comércio (Fermento Fleihmann liofilizado; AB
Brasil Ind e Com de Alimentos Ltda, S&o Paulo, Brasil). Dois gramas do fermento
foram diluidos em 100 mL de salina 0,15M e fervidos em banho-maria durante 30
minutos. Em seguida a suspenséao foi centrifugada a 500rpm por dois minutos e 0
sedimento lavado duas vezes com solucdo de NaCl 0,15M. A concentracdo foi

ajustada para 5mg/ml em solugéo salina.
3.4 INDUQAO DA PERITONITE POLIMICROBIANA

Foi utilizado um modelo de peritonite induzida por inoculacédo intraperitoneal
de uma suspensédo de fezes homologas frescas. Fezes colhidas do ceco e colon
ascendente de camundongo eram pesadas e diluidas em salina a 1:6 (peso/volume)
e homogeneizadas com auxilio de seringa armada com agulha. Para inducdo da
peritonite cada animal recebeu 4 pL da suspenséo fecal por grama de peso corporal,
depois da ingestdo de etanol (grupo etanol) ou depois da ingestdo de agua por

gavagem (grupo controle). Com essa dose de suspensao fecal os animais
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desenvolvem um quadro de choque séptico que permite a sobrevivéncia acima de
80% (BERMUDES et al., 2011). Apds inoculagéo, os animais eram observados para
verificar a evolugcdo do choque séptico através da avaliagcdo do comportamento dos
animais (tendéncia a ficarem agrupados), ericamento dos pelos iniciando na cabeca
e se estendendo ao dorso, queda da temperatura corporal, sentida pela palpacédo da
cauda e presenca de diarréia. A mortalidade foi anotada com intervalo de seis horas
nas primeiras 24 horas e posteriormente com intervalo de 24 horas até 7 dias apos a
inducdo da peritonite. Apds esse periodo de observacdo os animais foram
eutanasiados com dose letal de tiopental por via intramuscular. Os animais eram

necropsiados para identificacao e quantificacdo dos abscessos intraperitoneais.
3.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
3.5.1 Avaliacdo da exsudacao precoce de neutréfilos

Para avaliar a exsudacdo de neutréfilos apds inducdo de uma inflamacéo
estéril, foi feita injecdo intraperitoneal de 300 puL da suspenséo de Zimosan (1,5 mg)
nos tempos 1, 12, 24 e 48 horas ap0s a alcoolizacdo (7mg/g de peso corporal) ou
apos a introducdo intragastrica de igual volume de agua destilada, utilizando a
mesma agulha de gavagem usada para ingestdo do etanol. Os animais foram
eutanasiados seis horas apés a inoculacdo do zimosan, para avaliagdo quantitativa

do exsudato inflamatério, especialmente dos neutrdfilos.

A contagem global e diferencial de leucdcitos foi realizada no lavado
peritoneal. Logo apds a eutanasia, a cavidade peritoneal foi lavada com 3 mL de
PBS (tampéao fosfatosalina) adicionado com EDTA 3 mM, e o lavado foi aspirado
para contagem do numero total e diferencial das células exsudadas. A contagem
global foi realizada com a utilizacdo de camara de Neubauer ap6s diluicdo adequada
do lavado peritoneal em solugéo de Turk (solugéo de violeta de genciana a 0,01%
em acido acético a 2%). Para contagem diferencial foram confeccionados
esfregacos em laminas de vidro, obtidos com citocentrifuga (Cytospin, Shandon,
USA) e corados com corante hematologico INSTANT PROV (NEW PROV- Produtos
para laboratério Ltda- Parana) conforme instru¢des do fabricante. Foram utilizados

trés animais alcoolizados e trés controles para cada tempo apoés a alcoolizacgéo.
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3.5.2 Avaliacéo da evolucédo da peritonite induzida por zimosan

Para avaliar o impacto da intoxicacdo etilica aguda na evolucdo de uma
inflamacé&o aguda, nédo infecciosa, foi induzida peritonite pela inje¢do de zimosan. O
zimosan utilizado foi 0 mesmo para o estudo da exsudacgéo de neutrdfilos, inoculado
na dose de 1 mg/ animal, uma hora apds a intoxicacdo etilica aguda (7mg de
etanol/g de peso corporal) ou apos a gavagem de volume semelhante de agua
destilada (grupo controle). Para acompanhar a evolucédo da inflamacdo os animais
foram eutanasiados 6, 12, 18, 24, 48, 96, 120, 144, 168, 192 e 216 horas apés a
inducdo da peritonite. Os animais eram sacrificados aos pares (um controle e um
alcoolizado) e a lavagem, da cavidade peritoneal, a contagem global e a diferencial
das células eram feitas como descrito no tépico anterior. Foram realizados trés
experimentos, com avaliagcdo de trés animais alcoolizados e trés controles para cada

tempo de avaliacao.

O numero absoluto de neutréfilos obtido em cada um dos tempos era lancado
em um grafico para se obter a curva temporal de variacdo do numero dessas
células. Essa curva foi realizada com os valores obtidos até 48 horas ja que na
peritonite induzida pelo zimosan os processos de cura séo iniciados dentro desse
periodo (BANNENBERG et al., 2005; SEHAN et al., 2008). Foram obtidas trés

curvas, com um par para cada tempo, em trés experimentos diferentes.

O célculo do indice de resolucao foi feito utilizando a curva de distribuicdo do
namero de neutrdfilos nos intervalos de tempo em que foram avaliados. Segundo
Bannenberg et al (2005) e Sehan et al (2008) o indice de resolucédo (o tempo da
instalacdo dos fendbmenos de resolucdo) ocorre no intervalo entre o tempo em que 0
namero de neutréfilos € maximo e o tempo no qual o niumero dessas células se
reduz a metade. Quanto mais rapida € a queda do numero de neutréfilos, mais
inclinada € a curva e menor € o intervalo de resolucédo. Nesse periodo, os neutroéfilos
estdo entrando em apoptose e produzindo sinais para os macrofagos se
diferenciarem em macrofagos pro-resolugdo (SOEHNLEIN, LINDBOM, 2010; SILVA,
2011).
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3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os valores das variaveis quantitativas foram expressos como a média mais ou
menos o erro padrdo da média (E.P.M). Os dados foram submetidos a analise de
variancia de uma via (ANOVA) ou ao teste t de Student pareado. A significancia da
diferenga entre as médias observadas na analise de variancia foi determinada pelo
teste post-hoc de Bonferroni. O nivel de significancia foi aceito quando o valor de p

era menor do que 0,05.
3.7APROVACAO PELO COMITE DE ETICA

Este projeto foi aprovado pelo Comité de ética, bioética e bem estar animal
(CEUA-UVV-ES) da Universidade Vila Velha (processo 220-2012).
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4 RESULTADOS

O efeito da intoxicacdo etilica aguda sobre a exsudacdo de neutrofilos na
cavidade peritoneal apds injecdo de zimosan esta apresentado na Figura 1. H& uma
reducdo significativa na exsudacdo de neutrdfilos até 12 horas apds a intoxicagao
etilica, que se recupera em 24 horas.
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Figura 1. Numero de neutréfilos na cavidade peritoneal de camundongos inoculados com
zimosan (intraperitoneal) em diferentes tempos apos a indugdo de uma intoxicagéo etilica
aguda (7mg/g de peso corporal, por gavagem; trés animais em cada grupo para cada tempo

da observacao). * p<0,05. (ANOVA one way, com teste de Bonferroni).

A avaliacdo morfologica do exsudato inflamatério no lavado peritoneal feita
em diferentes tempos apos a inducdo da peritonite nos camundongos controle,
mostrou que entre 6 e 18 horas as células predominantes no exsudato eram 0s
neutroéfilos (entre 60 a 75% das células). Os neutréfilos apresentavam nucleos com
menor numero de segmentos (Figura 2 B e C), especialmente até 12 horas,
tornando-se mais segmentados dai para frente. Com 24 horas o numero de
neutroéfilos ainda era grande, representando em torno de 40 a 50% do exsudato e 0s
macrofagos observados eram maiores, com citoplasma ligeiramente vacuolizado;
muitos neutrofilos apresentavam nucleo picnético (Figura 2D) e alguns
apresentavam cariorexe, dados morfolégicos indicadores que estavam entrando em

apoptose (Figura 2E e F); os macrofagos eram maiores com citoplasma
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Figura 2. Alguns aspectos do exsudato peritoneal na peritonite induzida pelo zimosan. A:
Células da cavidade peritoneal de animal controle, sem inoculagdo do zimosan, mostrando
macréfagos residentes e linfocitos; B e C: aspecto do exsudato 6 e 12 h, respectivamente,
apos a inoculacdo do zimosan: predominam neutréfilos com nucleo menos segmentado; D,
E , F G e H: exsudato 24 h ap6s a inoculagdo do zimosan: neutrofilos com nacleo com
cromatina muito condensada (picnose nuclear, D )e neutréfilos com sinais de apoptose (E e
F, setas); neutréfilos apoptéticos endocitados por macrofagos (G e H, setas); os
macréfagos tem citoplasma com aspecto espumoso. I: Exsudato 48 h apos inoculagdo do
zimosan: neutréfilo em apoptose (seta) e presenca de eosinofilos (cabegas de seta). J, K:
leucocitos com nucleo em alvo, semelhante aos dos eosindfilos, mas sem os granulos

especificos (setas).

amplo de aspecto espumoso; eram observados macréfagos endocitando neutrofilos
em apoptose (Figura 2G e H); alguns eosindfilos eram observados no exsudato apos
24 horas , com aumento de seu numero até 96 horas (Figura 2 I). Entre 24 e 72
horas o aspecto geral do exsudato era semelhante, com reducdo do numero de
neutroéfilos, muitos dos quais eram apoptéticos e aumento progressivo de eosinofilos,

frequentemente observados no exsudato. O numero de linfocitos aumentou
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progressivamente e 0s macréfagos mantinham o aspecto de macrofagos
espumosos, observados a partir de 24 horas. Nesse periodo era crescente 0
namero de leucocitos com nucleo em alvo semelhante aos dos eosindéfilos, mas sem
os granulos, que caracterizam essas células (Figura 2J e K). No fim de sete dias o
exsudato tinha aparéncia do observado antes da inoculacdo do zimosan com
macréfagos menores, com citoplasma homogéneo e numerosos linfocitos, de
diferentes tamanhos.

A avaliacdo quantitativa dos neutrofilos nas primeiras 48 horas possibilitou
avaliar o intervalo de resolugédo da inflamagdo considerado como o intervalo de
tempo entre ao pico do nimero de neutréfilos e o tempo no qual esse numero se

reduz a metade (Figura 3).
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Figura 3. Intervalo de resolucdo (IR= Tnax — Ts0) de peritonite induzida por inoculacdo de
suspensdo de zimosan por via intraperitoneal em camundongos controle. Cada ponto
representa a avaliagdo dos neutréfilos no lavado da cavidade peritoneal em um animal do

grupo de seis animais que receberam o zimosan no tempo 0.

O lavado peritoneal de camundongo controle sem inoculagcdo do zimosan
mostrava predominio absoluto de mononucleares, com macréfagos e muitos
linfécitos, sendo rarissimos os neutréfilos (Figura 2A). Os macréfagos eram

menores, com citoplasma mais homogéneo.
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Nos animais que tiveram a peritonite induzida apos a intoxicacéo etilica aguda
o aspecto do exsudato era semelhante, com a diferenca relacionada ao maior
namero de neutrofilos até 24 horas; nesse periodo e até o final do processo que
durou até 9 dias, o aspecto era semelhante: reducdo progressiva de neutrofilos,
neutréfilos em apoptose, endocitose de neutréfilos por macréfagos e aparecimento

progressivo de eosinofilos, mais evidente a partir de 48 horas.

Quando acompanhamos a curva da evolucdo da peritonite avaliada pela
contagem de neutrofilos na cavidade peritoneal, ha uma diferenca evidente nos dois

grupos: o exsudato de neutrdéfilos € menor nas primeiras horas no grupo
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Figura 4. Intervalo de resolucdo (IR= Ty Tso) da peritonite induzida em camundongos por
injecao intraperitoneal de zimosan, uma hora apds indugéo, por gavagem, de intoxicacdo
etilica aguda (grupo etanol; 7mg de etanol/g de peso corporal) ou gavagem de agua
destilada (grupo controle). O grafico representa um experimento com avaliacdo de um

animal de cada grupo em cada intervalo de tempo indicado.

etanol, tendo como consequéncia um retardo no processo de resolucdo da
inflamacédo. De fato, o intervalo de resolucdo da peritonite, (tempo entre o valor
méaximo de neutrofilos exsudados e a sua reducdo em 50%), demonstrado na Figura
4, foi significativamente maior nos animais que receberam o etanol do que no grupo

controle, observado em trés experimentos realizados (Figura 5). Também a duracéo
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total do processo inflamatorio foi diferente: no grupo controle a resolucéo total foi
completada no 7° dia apos a inoculagcdo do zimosan e no grupo etanol a resolugéo

s6 se completou em torno do 9° dia (Figura 6).
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Figura 5. Intervalo de resolugdo da peritonite induzida em camundongos por injecdo
intraperitoneal de zimosan, uma hora apo6s inducdo, por gavagem, de intoxicacdo etilica
aguda (grupo etanol; 7mg de etanol/g de peso corporal) ou gavagem de agua destilada
(grupo controle). Resultados de trés experimentos pareados com um controle e um
alcoolizado. (as barras representam as médias + o E.P.M; p<0,05; teste t de Student
pareado).
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Figura 6. Tempo de duracdo de peritonite induzida pela inoculacdo intraperitoneal de
zimosan em camundongos que receberam por gavagem 7m/g de peso corporal de etanol
(em solucéo a 40%) ou igual volume de agua destilada. Cada ponto representa um animal

em cada grupo.
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A peritonite induzida pela inoculacao intraperitoneal de zimosan produz uma
reacao sistémica que pode ser evidenciada pela presenca de esplenomegalia a
partir de 24 horas, atingindo um pico apos 48 horas e se reduzindo até o final do
processo. No grupo etanol a esplenomegalia era evidente apdés 24 horas de modo
semelhante a observada no grupo controle, mas os bagcos permaneceram maiores
por mais tempo.

1501
—— CONTROLE -+- ETANOL
S
§ 100 .
c 1
[ 1
> 1
2 :
8 50- 1
o 1
8 dmm e m—m————————— -
teste Logrank,p<0,05
o+-——r-—r—rr—rrrrrro—

0 24 48 72 9% 120 144 168
tempo (horas)

Figura 7. Curva de mortalidade (Kaplan-Meyer) apés inoculacdo intraperitoneal de
suspensao fecal (1:6, 4ul/g de peso corporal) em camundongos que receberam por
gavagem 7mg de etanol/g de peso corporal (grupo etanol; N= 6) ou volume semelhante de
agua destilada (grupo controle; N= 6).

A intoxicagéo etilica aguda induziu um aumento significativo da mortalidade
nas primeiras 24 horas apés a inoculacao intraperitoneal de uma suspensédo de
fezes homodlogas. Houve mortalidade de 83% dos animais do grupo etanol nas
primeiras 24 horas, decorrente do choque endotéxico (Figura 7). Quando
observados nas primeiras doze horas ap0s a inducdo da peritonite fecal os animais
do grupo etanol apresentaram sinais evidentes de choque endotoxico: reducédo de
movimento, tendéncia a se agrupar, reducdo da temperatura corporal, demonstrada
pela observacgao direta da temperatura da cauda e arrepiamento dos pelos, iniciando
na cabeca e progredindo para todo o dorso; no grupo controle os animais se
agrupavam e apresentaram um ligeiro arrepiamento dos pelos na cabeca, no mesmo
periodo. Apds 18 horas, 4 de seis animais do grupo etanol foram a 6bito, com sinais

de diarréia. Apenas um animal sobreviveu apds 24 horas, estando recuperado das
25



manifestacdes do choque endotdxico 48 horas depois da inoculacéo intraperitoneal
de fezes. Todos os seis animais do grupo controle sobreviveram apos 24 horas.
Eutanasiados sete dias ap06s a inoculacao intraperitoneal de fezes, os animais do
grupo controle apresentavam varios abscessos intraperitoneais e alguns hepaticos,
apresentando esplenomegalia importante. O Unico sobrevivente do grupo etanol
também apresentava abscessos intraperitoneais e no figado, de modo semelhante
aos do grupo controle e esplenomegalia acentuada.
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5 DISCUSSAO

Os resultados mostraram que nas primeiras 12 horas ap6s uma intoxicagdo
etilica aguda ha uma reducao significativa da exsudacdo de neutrofilos no sitio de
uma inflamacé&o induzida na cavidade peritoneal de camundongos suicos adultos.
Esse resultado confirma observacado recente de nosso laboratério, que demonstrou
ser menor o exsudato de neutréfilos em camundongos C57BL inoculados por via
intraperitoneal com Staphylococcus aureus até 24 horas ap0s uma intoxicagdo
etilica aguda induzida com dose de etanol igual a por nés utilizada (HOCAYEN,
2013). Mesmo que nossos resultados tenham mostrado que foi menor a duragéo da
reducdo do que a observada por Hocayen (2013), os resultados confirmam os dados
da literatura que demonstram efeito redutor da intoxicacdo etilica aguda na
exsudacao de neutréfilos tanto em humanos (BRAYTON et al., 1970) como em
animais de experimentacdo ( ZHANG et al., 1997; SAEED et al., 2004), demostrando

que essa inibicdo é um fenébmeno de curta duragéo.

A observacdo da evolugcdo da peritonite induzida pelo zimosan nos
camundongos sui¢cos do grupo controle confirmou que nesse modelo de inflamacao
0 processo € limitado, com grande exsudato de neutrofilos nas primeiras doze horas
o qual se reduz rapidamente até 24 horas, quando passa a predominar o niumero de
macrofagos e outros mononucleares no exsudato (CASH et al.,, 2009). Também
confirma que na evolucdo da peritonite, apds a exsudacdo maxima de neutréfilos
estes apresentam sinais morfolégicos de apoptose, sendo os neutréfilos apoptéticos
endocitados pelos macrofagos exsudados. A constatacdo de neutréfilos em
apoptose indica que o processo de resolucdo estd em andamento. De fato, tem sido
demonstrado que os neutrofilos sinalizam para a resolucédo da inflamacéo, liberando
quimiocinas e outras moléculas que reduzem a exsudacdo de mondcitos que se
diferenciam em macrofagos inflamatérios (macrofagos M1) e aumentando a
exsudacdo de mondcitos que se diferenciam em macréfagos M2 (macrofagos
desarmados, macrofagos pro-resolucdo). Sdo esses macrofagos que produzirdo os
mediadores pro-resolugdo: citocinas anti-inflamatérias e mediadores lipidicos
especialmente lipoxinas, resolvinas, protectinas e maresinas a partir de acidos
graxos Omega 3 (SOEHNLEIN et al., 2010; SILVA, 2011). Progressivamente 0s

macrofagos tomam aspecto espumoso, caracteristica essa considerada marcadora
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de macrofagos pro-resolucdo (macrofagos desarmados ou macrofagos M2). Outro
dado importante de nossos resultados no modelo da peritonite por zimosan foi
confirmar o aumento do nimero de eosinéfilos no exsudato a partir de 48 horas;
além de eosindfilos tipicos eram também observados leucocitos com tamanho de
macrofagos, com nucleo lobulado, em forma de alvo, semelhante ao dos eosindfilos,
porém sem os granulos especificos. Yamada e colaboradores (2011) ao
demonstrarem a participacdo dos eosinofilos na resolucdo de uma inflamacao
aguda, mostraram que essas celulas com ndcleo em alvo, sem granulos especificos,

apresentavam marcadores tipicos de eosindfilos.

Em relacdo ao efeito da intoxicacdo etilica na evolugdo da peritonite pelo
zimosan, os resultados mostraram que além da reducéo da exsudacéo de neutrofilos
nas primeiras horas, houve um aumento do tempo de duracdo da peritonite, bem
evidenciado pelo aumento significativo no intervalo de resolu¢do do processo. Esses
resultados mostram, em parte, um efeito anti-inflamatorio do etanol, presente nas
primeiras horas apdés a intoxicacdo aguda, mas que permite a evolucdo da
inflamacé&o para o processo de resolucdo, aumentando o intervalo de tempo no qual

os fendmenos de resolucdo acontecem.

Os mecanismos pelos quais uma intoxicacdo aguda com etanol pode interferir
na resposta imunitaria inata e, em especial, nos seus mecanismos efetuadores (a
resposta inflamatéria) sdo muito discutidos, mas ainda n&o esclarecidos. E bem
demonstrado que a intoxicacao etilica aguda em camundongos induz um estresse
gue se manifesta por reducdo acentuada de linfécitos do timo e do bacgo, por
mecanismo relacionado a ativacdo do eixo hipotalamo hipofise (HAN et al., 1993),
fato também por nés observado (dados ndo mostrados). Portanto é inquestionavel
que os altos niveis de corticdides que se estabelecem nas primeiras horas ap6s a
intoxicacdo etilica aguda com doses acima 5mg de etanol /g de peso, esteja
interferindo na exsudacgdo celular nas primeiras horas apés a inducdo de uma
inflamagéo aguda. De fato, nossos resultados demonstraram que essa exsudagéo
de neutréfilos é reduzida até doze horas apos a intoxicacao etilica, retornando ao
normal até 24 horas. Estudos experimentais tém mostrado que o etanol reduz a
transducéo de sinais de receptores TLR, a liberacdo de citocinas pré-inflamatoérias e

a ativacao de células endoteliais, in vivo e in vitro (CHEN et al., 1993; VERMA et al.,
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1993; SZABO et al., 1995; MANDREKAR et al., 2002; STOLTZ et al., 2000; BOE et
al.,, 2001; GORAL et al., 2004; PRUETT et al.,, 2004; SAEED et al., 2004). Nos
experimentos in vivo é possivel que esses efeitos possam estar relacionados a
liberac@o dos corticoides enddgenos e nos experimentos in vitro os resultados sdo
observados com concentracdes de etanol bastante elevadas, as vezes maiores do
gue as observadas em humanos com intoxicacado aguda. De qualquer modo, esses
experimentos in vitro indicam um efeito direto do etanol sobre células do sistema
imunitario. De fato, admite-se que na fase aguda da intoxicacédo etilica possa haver
efeito direto do etanol (ou metabdlitos como o acetaldeido) sobre as células do
sistema imunitario, mais especificamente sobre as membranas dessas células.
Esses autores propdem que o etanol possa se associar a proteinas da membrana,
especialmente nas chamadas jangadas ou rafts, que ancoram receptores e
moléculas a eles associados (SZABO et al., 2007). E possivel que essas alteracfes
possam ser responsaveis por mudancas transitérias na transducdo de sinal e na
mobilizagdo de receptores e de moléculas da adesdo em células endoteliais e em
leucdcitos, dificultando a adeséo celular e a diapedese nas primeiras horas apos a
intoxicacdo etilica. Essas modificacbes seriam transitérias com recuperacao
funcional das células e normalizacao rapida do processo exsudativo, o que parece
estar demonstrado em nossos experimentos: a exsudacdo € menor nas primeiras
doze horas, mas a partir de 24 horas era até maior no grupo etanol do que no grupo

controle.

As alterac6es induzidas pelo estresse (elevagcéo dos corticbides enddgenos) e
um possivel efeito direto sobre membranas poderiam explicar, pelo menos em parte,
a reducdo da exsudacdo nas fases inicias da inflamacdo aguda induzida em

camundongos com intoxicacao etilica aguda.

O aumento do intervalo de resolucdo estaria relacionado ao retardo na
exsudacdo, ja que a resolucdo depende do exsudato inicial de neutréfilos. E possivel
gue a menor exsudacao de neutrofilos nas primeiras horas seja acompanhada de
menor producédo de mediadores lipidicos como prostaglandinas E2 que atuam como
pré-inflamatérias nas fases iniciais do processo, mas que sao também responsaveis
por induzir a sintese de lipooxigenases utilizadas na produgdo de mediadores

lipidicos anti-inflamatoérios (LEVY et al., 2001). Por outro lado, Boé e colaboradores
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(2010), demonstraram que uma intoxicacéo etilica aguda em camundongos induz
inibicdo da endocitose de leucocitos apoptoticos por macréfagos em uma inflamacgéo
aguda; como a apoptose de neutrofilos e sua endocitose por macrofagos € parte
importante no processo de resolucdo da inflamacdo aguda (SOEHNLEIN et al.,
2010; SILVA, 2011 ), é possivel que essa inibicdo possa ser também uma fator
envolvido no alongamento do intervalo de resolugédo da peritonite observado no

grupo intoxicado com etanol.

A intoxicacdo aguda com o etanol induziu aumento significativo da
mortalidade apos a inducdo da peritonite fecal. A mortalidade ocorreu nas primeiras
24 horas, como consequéncia do choque endotoxico. Esse resultado confirma, em
parte, a observacdo de Pruett e colaboradores (2010) que mostraram aumento de
mortalidade em camundongos inoculados com Escherichia coli ap6s intoxicacéo
etilica aguda. Esses autores admitiram que nas fases iniciais da infec¢éo (primeiras
horas), ainda sob o efeito da alcoolemia, houve inibicdo da capacidade microbicida
da cavidade peritoneal que permitiu maior proliferacdo bacteriana, o que induziu
maior mortalidade. No entanto, ndo esclarecem se 0s animais morreram com ou sem
manifestacbes de choque endotdxico, induzido pelas endotoxinas produzidas pela
bactéria.

Nao é facil explicar esse aumento de mortalidade no grupo tratado com o
etanol, jA que no etilismo agudo se demonstra que ha reducdo da atividade de
receptores tipo TLR e da sintese de citocinas e quimiocinas pré-inflamatérias, o que
poderia ter efeito redutor do choque séptico. E possivel, como ja citado acima, que
essas alteracdes sejam muito transitérias (durante o periodo da alcoolemia que
persiste nas primeiras seis horas) e a persisténcia, nesse periodo, de maior
quantidade de bactérias viaveis e de endotoxinas absorvidas ndo retiradas da
circulacao, pode favorecer uma acdo mais intensa quando a alcoolemia se reduz e
desaparece; haveria entdo um aumento de producéo de citocinas pro-inflamatérias

gue acelerariam o quadro do choque.

Outra hipétese seria relacionada ao fato de o etanol inibir apenas uma via de
transducdo do sinal de receptores TLR, mantendo outras vias intactas, permitindo

aos produtos bacterianos ativar esses receptores e produzir citocinas que induzem o
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choque. Tem sido demonstrado, que animais nocauteados para MyD88, a proteina
de adaptacdo de TLR que transduz o sinal para ativar a via do receptor que ¢é
inibida pelo etanol , quando intoxicados com este alcool e infectados com E. coli, se
comportam como 0S animais com 0 gene integro, mantendo altos indices de
mortalidade. Este dado mostra que 0 aumento da suscetibilidade de camundongos
com intoxicacdo etilica aguda a peritonite bacteriana ndo esta relacionada a
interferéncia do etanol nessa via de transdugcao de sinal do TLR (PRUETT et al.,
2010).

Outra possivel explicacdo estaria relacionada ao estresse induzido pela
intoxicacao etilica aguda, tendo em vista que outro estresse como o0 produzido pelo
jejum agudo, também aumenta a susceptibilidade de camundongos ao choque
séptico (FAGGIONI et al., 2000). No entanto o estresse induzido pela intoxicacao
etilica aguda pode ser diferente do induzido pelo jejum. Neste estresse existe
elevacdo dos niveis de corticoides plasmaticos, com reducéo drastica de linfécitos
do timo e do bacgo, associada a depressao da resposta imunitaria adaptativa. Nessas
condicdes € possivel que a imunidade inata figue exaltada, devido a perda da
regulacdo exercida pela imunidade adaptativa (BERMUDES et al., 2011 ). Essa
exacerbacdo da imunidade inata, na auséncia da imunidade adaptativa, foi bem
demonstrada pela observacdo de aumento da susceptibilidade ao choque séptico
em camundongos atriquicos e atimicos (“nude mice”, nu/nu) quando inoculados com
LPS. A reconstituicdo desses animais com linfocitos timicos restaura a resisténcia ao
choque endotoxico (KIM et al., 2007 ; ZHAO et al., 2009). No alcoolismo agudo ndo
temos informacdo sobre o comportamento da resposta imunitaria adaptativa, mas €
possivel que ela esteja deprimida devido a grande lise de linfécitos por acdo dos
corticéides enddgenos; essa imunodepressdo da resposta adaptativa reduziria 0s
efeitos inibidores sobre a imunidade inata, que exacerbada, aumenta a producéo de
citocinas proé-inflamatoérias, apés as primeiras horas de acao inibidora direta do

etanol, agravando o choque séptico.

No entanto, a tentativa de explicar o aumento da susceptibilidade ao choque
séptico no alcoolismo agudo como devida ao estresse, precisa ser melhor
investigada, pois o estresse de contencdo em camundongos aumenta a resisténcia
ao choque séptico induzido pela injecdo de endotoxina (LPS) ou de Escherichia coli

na cavidade peritonenal, embora interfira pouco na capacidade de eliminar as
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bactérias gram negativas (WANG et al., 2008 ). No estresse de contencao admite-se
gue corticoides enddgenos estejam aumentando a expressdao de um fator de
transcricéo (Glucocorticoid-Induced Leucine Zipper, GILZ), que inibe a expressao de
TLRs, receptores ativados pelo LPS, e importantes na inducdo de citocinas pro-
inflamatorias (WANG et al., 2008). No alcoolismo agudo existe a elevacdo dos
corticéides endbgenos e reducdo da producdo de citocinas pro-inflamatorias, por
acdo sobre receptores TLR, mas isso é acompanhado de aumento da
susceptibilidade ao choque séptico e ndo ao aumento de resisténcia (PRUETT et al.,
2010). Devem existir outros mecanismos desregulados no alcoolismo agudo e no
jejum de curta duragcdo que, associados ao estresse, aumentam a susceptibilidade
ao choque séptico. No jejum de curta duracdo existe reducao drastica dos niveis de
leptina, associada a reducédo da resposta imunitaria adaptativa (FAGGIONI et al.,
2000). Portanto, seria interessante investigar se no etilismo agudo essa adipocina
possa também estar alterada e se também existe reducao da efetuacéo da resposta
adaptativa. Outra investigacdo importante seria verificar o impacto da intoxicagao
etilica aguda na producdo de eicosandides anti-inflamatoérios (lipoxinas,

prostaglandina J2) e de resolvinas E e D, originadas de acidos graxos 6mega 3.
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6 CONCLUSAO

Os resultados apresentados permitem concluir que uma intoxicagcao etilica
aguda induzida por gavagem em camundongos, reduziu parcialmente a
exsudacao de neutréfilos em peritonite induzida por inoculacdo de zimosan até
12 horas apds a ingestado do etanol; aumentou o intervalo de resolucéo e o tempo
de duracéo de peritonite induzida por inoculacdo de zimosan, uma hora apés a
ingestdo do etanol; e aumentou a mortalidade por choque séptico secundario a
peritonite induzida por inoculacdo de suspensdao de fezes uma hora apls a

ingestao do etanol.
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