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RESUMO

A exposicdo ao etanol, durante diferentes fases da vida pode aumentar o risco
de infeccdes e promover alteracdes no sistema nervoso central. No presente
estudo, investigou-se o efeito da exposicdo ao etanol (binge) em ratos
adolescentes na resposta febril induzida por lipopolissacarideo (LPS) e
interleucina-1B(IL-1B). A exposicdo dos animais durante a adolescéncia ao
etanol ndo alterou a temperatura corporal dos animais. Observou-se uma
redugéo significativa na resposta febril induzida por LPS (5 ou 50 pg/kg, por via
intraperitoneal) no dia 51 pos-natal (13 dias depois da ultima exposicdo ao
etanol). No entanto, ndo foram observadas alteracbes na resposta febril em
animais expostos ao etanol no dia 63 poés-natal (25 dias depois da ultima
exposicdo ao etanol). A resposta febril induzida pela administragdo
intracerebroventricular de IL-1B (3 ng) foi também reduzida em animais
expostos ao etanol (binge) durante a adolescéncia (dia 51 pés-natal). O
tratamento oral agudo com etanol 24 h antes da administragdo de LPS néo
alterou a resposta febril induzida por este pirogénio. A exposi¢cdo ao etanol
durante a adolescéncia ndo alterou os parametros hematoldgicos ou o numero
e viabilidade dos macrofagos peritoneais. A administracdo de LPS aumentou
0s niveis plasméticos de IL-13 de maneira similar em animais que receberam
salina ou expostos ao etanol na adolescéncia. No entanto, os animais expostos
ao etanol apresentaram niveis significativamente menores de IL-18 no fluido
cerebroespinhal apdés a administracdo de LPS quando comparados com
animais que receberam salina. Estes resultados sugerem que a exposi¢cao ao
etanol (binge) durante a adolescéncia produz alteracdes no sistema nervoso
central que podem prejudicar a resposta febril e que podem ser observadas
mais tarde, apds a suspensdo da exposicdo, mas que sao reversiveis. Estas

alteracdes parecem envolver as mudancas na sinalizacao LPS/IL-1p.



ABSTRACT

Ethanol exposure during different phases of life may increase the risk of
infections and promote alterations in the central nervous system. In the present
study, investigated the effect of binge-like exposure to ethanol of adolescent
rats in the febrile response induced by lipopolysaccharide (LPS) and interleukin-
1B (IL-1B). The exposure of the animals during adolescence to ethanol did not
change the body temperature of the animals. A significant reduction in the
febrile response induced by LPS (5 or 50 pg/kg, intraperitoneally) was observed
on postnatal day 51 (13 days after the last exposure to ethanol). However, no
changes in the febrile response in ethanol-exposed animals were observed on
postnatal day 63 (25 days after last exposure to ethanol). The febrile response
induced by intracerebroventricular IL-1B (3 ng) was also significantly abrogated
in binge-like ethanol exposed animals during adolescence (postnatal day 51).
The acute oral treatment with ethanol 24 h prior LPS administration did not
change the febrile response induced by LPS (50 pg/kg). The binge-like
exposure to ethanol during adolescence did not change the hematological
parameters or the number and viability of peritoneal macrophages. LPS
administration increase the plasma levels of IL-1f in both animals that received
saline and exposed to ethanol during adolescence. However, the animals that
were exposed to ethanol showed significantly lower levels of IL-1B in the
cerebrospinal fluid after the administration of LPS when compared to animals
that received saline. These results suggest that binge-like exposure to ethanol
during adolescence produce changes in the central nervous system that can
impair the febrile response and that can be observed later after the suspension
of the treatment but that are reversible. These changes may involve changes in
LPS/IL-1B signaling.
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1. INTRODUCAO

Os animais endotérmicos, entre eles os seres humanos, desenvolveram
mecanismos complexos para manter a temperatura corporal dentre limites
estreitos. Estes mecanismos sdo regulados através de respostas
termorregulatorias involuntarias como, tremores e termogénese sem tremores,
vasomotricidade cutanea, sudorese, ofegacéo e piloerecao (Nakamura, 2011).
Os seres humanos normalmente mantém a temperatura corporal em torno de
37°C e a manutencdo da temperatura elevada é critica para a sobrevivéncia

humana (Tansey et al., 2015).

O hipotadlamo € o centro de integracdo ou coordenac¢do do sistema de
termorregulagéo (Tansey et al.,, 2015). Este centro termorregulador recebe
informacdes através de vias neuronais aferentes sensoriais de
termorreceptores localizados na pele, fibras viscerais localizadas na cavidade
abdominal e de neurbnios termossensiveis localizados no cérebro e medula
espinhal. Estas informacdes sdo processadas na area pré-éptica do hipotalamo
anterior (PO/HA) e sinais sdo enviados para efetores periféricos através de

neurénios eferentes e vias neuroenddcrinas (Nakamura, 2011).

O sistema termorregulador atua na defesa do hospedeiro de patégenos
invasores através da elevacdo da temperatura central do corpo, que €
chamado de febre (Nakamura, 2011). A resposta febril é definida como um
aumento controlado da temperatura corporal ocasionado por uma elevacao do
ponto de regulacdo da temperatura corporal localizado no hipotalamo,
mudanca esta induzida por mediadores produzidos durante uma inflamacéo ou

processo infeccioso (Roth & Souza, 2001).

Estes mediadores conhecidos por citocinas pré-inflamatdrias atingem o
sistema nervoso central (SNC), induzindo a producédo de mediadores centrais,
tais como prostaglandinas, que aumentam o ponto de regulacdo da
temperatura. O aumento da temperatura corporal tem varias vantagens durante
infeccbes: resulta na inibicAo do crescimento bacteriano, aumento das

atividades bactericidas de neutrofilos e macréfagos, a estimulacdo da sintese
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de proteinas de fase aguda, a fixacdo do ion ferro, anorexia e sonoléncia.
Através destas mudancas fisiologicas, a febre tem um papel adaptativo
importante para a sobrevivéncia do hospedeiro durante episédios infecciosos
(Nakamura, 2011).

Assim, duas hipGteses foram propostas para explicar o valor adaptativo
da febre: (1) a febre pode causar um ambiente hostil para organismos
patogénicos, o que dificulta o seu crescimento, proliferacdo e sobrevivéncia,
elou (2) a febre pode melhorar a eficiéncia do sistema imune do hospedeiro,

facilitando assim a recarga da infec¢do (Skoéld-Chiriac et al., 2015).

A febre é uma parte integral da resposta de fase aguda — a primeira linha
de defesa contra um agente patogénico, que consiste de uma série de
ajustamentos fisioldgicos e comportamentais. Durante uma resposta de fase
aguda, os animais exibem os comportamentos tipicos de doenca, que além de
febre incluem a reducéo da ingestdo de alimentos (e até anorexia) e atividade
(letargia). Esses ajustes agem coletivamente para aliviar os efeitos de
infeccdes e facilitar a eliminacao do patégeno (Blatteis, 2003)

1.1. Resposta febril

A febre é uma importante caracteristica no processo de defesa do
organismo. Ela pode ser induzida por uma variedade de agentes exdgenos e
enddgenos conhecidos como padrdes moleculares associados a patdgenos
(PAMP) ou padrdes moleculares associados ao dano tecidual (DAMP),
respectivamente. O mais conhecido e estudado PAMP é o lipopolissacarideo
(LPS) da parede de bactérias Gram—negativas (Romanovsky et al., 2006), um
potente pirogénio e forte indutor de citocinas pro-inflamatorias (Blatteis et al.,
1998). Um certo numero de substancias exdgenas sdo capazes de induzir a
febre, tais agentes, sdo chamados de pirogénios exdégenos (Roth & De Souza,
2001).
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A administracdo de LPS em animais de laboratério representa um dos
modelos classicos de inducdo de febre, mimetizando 0 que ocorre
naturalmente em processos infecciosos. O LPS estimula receptores do tipo Toll
(receptores tirosina-quinases, TLR), especificamente TLR4, em células
fagociticas (particularmente em macréfagos) (Gay et al., 2006) ativando duas
vias de transducdo de sinal dependente e independente de uma proteina
chamada Myd88. A via dependente de Myd88 ativa o fator nuclear kB (NF-kB)
gue resulta na producao de citocinas tais como interleucina (IL)-18, IL-6 e fator
de necrose tumoral-a (TNF a) entre outras. A via independente de MyD88 ativa
o fator regulador de interferon 3 (IRF3) resultando na expressao de interferon y
(IFN-y)(Yamawaki et al, 2010). A administracdo de LPS pode induzir a
liberacdo de diversas citocinas, denominadas de pirogénios endoégenos. Essas
citocinas séo liberadas a partir de células incluindo macrofagos, células de
Kupfer, adip6citos e microglia, no local da infecgdo. Algumas hipoteses
descrevem a maneira como elas alcancam o SNC e particularmente o
hipotalamo. A hipotese mais aceita é de que as citocinas sdo distribuidas
através da corrente sanguinea e podem adentrar o SNC através de
transportadores especificos ou interagir com as células do érgdo vascular da
lamina terminal (OVLT) e induzem a sintese e liberacdo de mediadores centrais

na area pré-optica do hipotalamo anterior (PO/HA) (Cannon, 2013).

Dentre estes mediadores centrais estd a inducdo de prostaglandinas E:2
(PGE2) (Wilhelms et al.,, 2014) e PGD2 (Gao et al., 2009) que resulta da
inducdo de sintese de COX-2 nas células endoteliais da microvasculatura
cerebral (Eskilsson et al.,, 2014).}Outros mediadores centrais também sé&o
liberados tais como: fator liberador de corticotrofina (CRF) (Soares et al., 2009),
opidides enddgenos (Fraga et al., 2008), substancia P (SP)(Brito et al., 2016),
endotelina-1 (ET-1) (Fabricio et al., 2006) e endocanabindides (Fraga et al.,
2015). Estes mediadores seriam 0s responsaveis pelo reajuste do termostato
hipotalamico que passaria a controlar a temperatura corporal a niveis acima de
36,5-37°C. Portanto, séo estes mediadores que em ultima analise, promovem a

mudanca dos disparos nos neurdnios hipotalamicos.
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As prostaglandinas sdo, sem duavida alguma, os mediadores mais
estudados e importantes da resposta febril. Derivam do &cido araquiddnico e
sdo formadas pela acdo da ciclooxigenase (COX). Existem duas formas de
COX: a COX-1 é constitutivamente ativa em muitos tecidos, e a COX-2 é
induzida principalmente durante a resposta inflamatoria (Seibert et al., 1994).
Entretanto, a administracéo periférica de LPS induz a expressao de COX- 2 no
cérebro em células perivasculares e endoteliais ao longo de pequenas vénulas
enquanto que a administragdo de IL-1B induz a expressédo de COX-2
principalmente em células perivasculares (Schiltz & Sawchenko, 2002).

Estas vénulas sdo encontradas em todo o sistema nervoso central, mas
a PO/HA, a medula ventrolateral e o nucleo do trato solitario possuem uma
grande quantidade delas. Varias outras enzimas participam da formacdo de
prostaglandinas entre elas a PGE sintase 1 (mMPGES1) que forma PGE:2 e a
lipocalina sintase PGD (L-PGDS) que forma PGD2. A PGE:2 pode atuar em
quatro receptores diferentes, todos os quais sao tipicos receptores acoplados a
proteina G, a saber, EP1, EP2, EP3 e EP4, que sdo expressos em diferentes
partes do sistema nervoso central (Woodward et al., 2011). A PGD: esta
envolvida em diversos processos fisiopatolégicos como a atracdo de células
inflamatorias, modulacdo da resposta febril e atua no receptor DP1 0 qual é

expresso no ileo e pulméo (Gao et al., 2009).

Embora existam evidéncias da participacao de outras prostaglandinas na
febre, as participacbes de PGE:2 e do receptor EP3 parecem ser essenciais
(Lazarus et al., 2007). Este receptor é expresso em grande quantidade no
nacleo pré-éptico mediano (MnNPO) que é a area do hip6talamo mais sensivel
as acles pirogénicas da PGE:2 (Nakamura, 2011). Ao receber informactes
centrais e periféricas sobre a temperatura corporal, algumas respostas sao
ativadas como: termogénese através de tremores da musculatura esquelética,
termogénese através do tecido adiposo marrom e vasoconstricdo periférica
(Nakamura, 2011).
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1.2. Inflamacgéo, febre e etanol

A importancia adaptativa da febre ja foi discutida anteriormente.
Situacbes onde a resposta febril ndo se apresenta adequada podem, portanto,
representar uma deficiéncia na defesa do individuo contra infecgbes. Dentre
estas situacdes esta o0 uso do etanol. O uso nocivo do etanol € um dos
principais riscos a saude mundial que provoca cerca de 3,3 milhdes de mortes
a cada ano (ou 5,9% de todas as mortes), e 5,1% da carga global de doencas é
atribuida ao consumo de etanol. H4 o conhecimento da relacdo causal entre o
consumo de etanol e mais de 200 condi¢cdes de saude, incluindo doencas

infecciosas como a tuberculose, HIV/AIDS e pneumonia (WHO, 2014).

A figura 1 mostra a distribuicdo das 5,9% de mortes atribuidas ao etanol

distribuidas por categoria de doencas.

Net total = 3.3 million deaths
0.1%

8.7% M Cancers

M Cardiovascular diseases and diabetes®

B Neuropsychiatric disorders
Gastrointestinal diseases
Infectious diseases

® Unintentional injuries

M Intentional injuries

M Neonatal conditions

17.1%

34%

80% @&

40%

Figura 1 - Distribuicdo das mortes atribuidas ao etanol divididas por categorias (WHO, 2014).

Acredita-se que estes dados estejam muito abaixo dos reais indices
devido aos danos indiretos que o uso de etanol causa e que nao séo
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notificados/comunicados as autoridades e também as subnotificacdes quando
o médico ndo faz uma relacdo causal da doenca do paciente com o uso de
etanol. O uso de etanol diminui a imunidade inata e por consequéncia aumenta
a susceptibilidade a infecgbes. A administracdo aguda de etanol através de
sonda esofagica em ratos, suprimiu a inducao de citocinas e quimiocinas pela
administracdo de LPS nas amostras de soro e lavado peritoneal (Pruett et al.,
2004). Ainda, tem sido demonstrado que ratos submetidos tanto a intoxicacao
cronica como aguda ao etanol sofreram significativamente um impacto na
diminuicdo de citocinas centrais (Doremus-Fitzwater et al., 2014). Com relag&o
a resposta febril, estudos em ratos adultos demonstraram o efeito

imunomodulatério no uso crénico e agudo de etanol.

Embora existam estudos sobre o etanol e a resposta febril em ratos na
fase adulta, ainda se conhece pouco de como o etanol, e particularmente como
a ingestao de etanol na adolescéncia pode afetar a resposta febril induzida por
microorganismos. Alguns estudos, tais como os estudos de Allen (2011),
Forbes (2013), Pascual (2014) sugerem a possibilidade de alteracbes no
sistema nervoso central. E possivel que estas alteracbes envolvam a
sinalizacdo dos principais mediadores envolvidos como as citocinas e as

prostaglandinas.

A adolescéncia € o periodo do neurodesenvolvimento em humanos e em
outras espécies de mamiferos abrangendo a transicdo da fase infantil para a
fase adulta. Alguns estudos sugerem que mais de 40% dos estudantes
universitarios nos Estados Unidos ja passaram por um episodio de binge
(Vetreno et al.,, 2014). O padrdo binge corresponde a pratica de consumir
grandes quantidades de etanol em uma Unica sessao, geralmente definida
como cinco ou mais doses (350 ml cerveja, 150 ml taca de vinho, 50 mi
destilado) de uma s6 vez para um homem, ou quatro ou mais doses de uma s6
vez para uma mulher (WHO,2014).

No Brasil de acordo com o “VI Levantamento Nacional sobre o consumo
de drogas psicotropicas entre estudantes do ensino fundamental e médio das

redes publica e privada de ensino nas 27 capitais brasileiras em 2010”, 41,1%
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dos estudantes fizeram uso de etanol no ano de 2010 (CEBRID, 2010). Por ser
uma fase de desenvolvimento neural, 0 SNC esta passando por mudancas em
varias regibes como: coértex pré-frontal, hipocampo e hipotalamo. Estudos
demonstram que a exposicdo ao etanol na adolescéncia tem uma maior
influéncia a longo prazo no desenvolvimento e na fungdo cerebral. Allen e
colaboradores (2011) apontam que apos 15 dias de exposicdo intermitente ao
vapor de etanol em ratos adolescentes, houve uma mudanca na morfologia dos
astrocitos e neurénios localizados no nucleo paraventricular (PVN). Em outro
estudo, realizado por Risher e colaboradores (2015) com ratos jovens e 0 Uso
de etanol, foi observado um aumento no niumero de espinhas dendriticas nos

neurdnios que € um sinal de imaturidade neuronal.

A exposicdo cronica ao etanol pode por si s6 induzir uma resposta
inflamatoria através da ativacdo de diversas cascatas de sinalizacdo que
resultam na ativagdo do NFkB (Crews & Vetreno, 2011). Outros estudos
sugerem que uma grande variedade de sinais inflamatérios estdo associados a
um aumento na preferéncia e no consumo de etanol (Blednov et al., 2012) e
que a inflamacéo periférica promove um aumento no consumo voluntario de
etanol enquanto que a administracdo de anti-inflamatoérios reduz seu consumo
(Agrawal et al., 2011).

Adicionalmente, pouco se sabe sobre o efeito do etanol na micrdoglia, as
células relacionadas a inflamacdo presentes no sistema nervoso central.
Collins e Neafsey (2012) sugeriram gque em um modelo de exposicado cronica
ao alcool ocorre um aumento na expressdao de aquaporina 4 e consequente
edemaciacao glial. Esta edemaciacéo levaria a ativacado de fosfolipase A2 e
aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio que por fim
contribuiriam para a lesdo tecidual e consequente neuroinflamacdo. No
entanto, em um estudo recente Marshal e colaboradores (2013) sugerem
inclusive que ndo ha uma relacéo direta entre consumo de etanol, ativacédo de
microglia e neuroinflamacéo. Na verdade, estes autores sugerem que uma
ativacdo parcial da microglia ocasionada pelo consumo em grandes
quantidades (binge) de alcool (4 dias) tem um papel benéfico e homeostatico

mais do que um papel na neurodegeneracdo. Fernandez-Lizarbe e
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colaboradores (2013) demonstraram que o &lcool induz ativagdo do TLR4
presente nas células da glia causando neuroinflamacédo e dano cerebral.

Portanto, as evidéncias sdo contraditorias.

Por outro lado, a ocorréncia frequente de infeccbes em feridas bem
como a cicatrizacdo dificultada destas feridas tem sido demonstrada apds o
consumo agudo de etanol. Curtis e colaboradores (2014) demonstraram que a
exposicao aguda ao etanol em um modelo de binge episédico promoveu um
retardo na cicatrizacao de feridas, uma menor producao de MIP-1a e um menor
acumulo de macréfagos na regido sugerindo que mesmo o consumo episodico

de etanol pode afetar diversos componentes da resposta inflamatoria.

No modelo cronico de exposicdo ao etanol, Wood e colaboradores
(2013) demonstraram que o uso diario de etanol no periodo de 2 meses
enfragueceram as juncdes celulares do intestino reduzindo a habilidade da
integridade da barreira intestinal ocasionando um aumento do nuamero de

bactérias na corrente sanguinea.

Taylor e colaboradores (2002) estudaram a influéncia do etanol na febre
induzida por LPS ou IL-1B. Nesse estudo ratos que receberam uma dieta
liguida contendo etanol por 14 dias tiveram uma reducdo na resposta febril
induzida por LPS ou IL-1B quando administrados por via intraperitoneal. No
entanto, essa resposta foi normal em ratos que receberam etanol quando a IL-
1B foi administrada diretamente no sistema nervoso central (i.c.v.). Estes dados
sugerem que o consumo cronico de etanol de alguma forma interfere na
resposta inflamatéria ao LPS, e uma das consequéncias disso é uma menor
producdo de IL-1pB, inclusive no sistema nervoso central, o que levaria a uma

resposta febril reduzida.

Outros estudos relatando os efeitos da exposicdo ao etanol durante a
gestacdo em ratas mostram que os filhotes que foram expostos ao etanol tem
menor resposta febril ao LPS (Yirmiya et al.,, 1993) e a IL-18 (Yirmiya et.
al.,1996) porém resposta a PGE:2 foi normal (Taylor et. al., 1999). No entanto,

estes dados sdo unicos e nunca foram reproduzidos.
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Apds a observacdo de todos estes estudos verificou-se que a maioria
dos dados obtidos na literatura referem-se ao periodo de exposicdo ao etanol
na fase fetal e na fase adulta, ocorrendo uma lacuna entre estes dois intervalos
que seria o periodo da adolescéncia o qual é o periodo de inicio e muitas vezes
de grande consumo de bebidas alcodlicas. A adolescéncia além de iniciar o
uso do etanol e consumir mais comparado a outras fases da vida ainda se tem
0 agravante que € o periodo de amadurecimento de varias estruturas do SNC o
qual poderd gerar varias consequéncias futuramente. Dentro deste contexto
levantou-se a hipétese que a exposi¢ao intermitente ao etanol na adolescéncia

poderia alterar a resposta febril na fase adulta.
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2. OBJETIVOS

Considerando os pontos discutidos anteriormente, o presente estudo

objetiva avaliar se a administracdo intermitente de etanol na fase jovem, mais

especificamente entre os dias pds-natal (PN) 25 e PN38 no modelo de binge

poderia afetar a resposta febril induzida por LPS e por IL-1p.

2.1

Objetivos especificos

Avaliar a temperatura basal dos ratos controle e expostos ao etanol de
modo intermitente na fase jovem (PN25 — 38).

Avaliar a resposta febril induzida pela administracédo intraperitoneal de
diferentes doses de LPS em ratos controle e expostos ao etanol quando
jovens ( PN25 — 38).

Avaliar se a exposi¢cao ao etanol no protocolo utilizado ndo alterou as
respostas periféricas de viabilidade dos macréfagos peritoneais bem
como os parametros hematoldgicos.

Avaliar a resposta febril induzida pela administracéo central da IL-13 em
animais normais e expostos ao etanol.

Avaliar se ha diferencas nos niveis de IL-1B no plasma e no fluido
cérebro-espinhal de animais normais e expostos ao etanol apos a

administracao intraperitoneal de LPS.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais utilizados

Foram utilizados 230 ratos Wistar machos pesando entre 150 e 200 g.
Os animais foram mantidos em salas com ciclo claro/escuro de 12 h (luzes
acesas as 7h da manha) e temperatura controlada (21+1°C) com livre acesso a
agua e racao comercial. Todos os protocolos foram aprovados pelo Comité de
Etica para o Uso de Animais do Setor de Ciéncias Biologicas da Universidade
Federal do Parand, CEUA n° 813. Os animais eram provenientes do Biotério

Central da Universidade Federal do Parana.

3.2.  Solucbes e tampdes

Todas as solugdes e tampdes utilizados estédo descritos detalhadamente
no anexo apresentado ao final da dissertagéo.

3.3.  Modelo de exposicao intermitente ao etanol

Inicialmente, foram administradas doses de 3 g/kg de etanol (25% p/v
em solucdo salina, intraperitoneal) aos ratos no dia PN25 (grupo pré-tratado
com etanol) ou solucdo salina em volume equivalente (grupo controle). Nos
dias PN26, 29, 30, 33, 34, 37 e 38 0s animais receberam o mesmo tratamento.
Esse padrao foi escolhido com base em Lerma-Cabrera e colaboradores (2013)
e Forbes e colaboradores (2013) por simular um padréo de intoxicacdo aguda
(binge) comum durante a adolescéncia. Para avaliar a resposta febril, os
animais foram divididos em dois grupos: 1) apdés o modelo de exposicédo

intermitente ao etanol os ratos receberam uma dose adicional de etanol por via
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oral no dia PN50 (3 g/kg) e no dia seguinte foram executados 0s experimentos;
2) ap6s o0 modelo de exposicao intermitente ao etanol os ratos receberam uma
dose adicional de etanol (3 g/kg) por via oral no dia PN62 e no dia seguinte
foram executados o0s experimentos. Portanto, 0s experimentos foram

realizados nos dias PN51 ou PN63. A Figura 2 mostra esquematicamente este

protocolo.
A
Modelo exposicdo ao etanol [ EtOH
i A
Idade 21 25 26 29 30 3334 3738 45 5051
{diaS} } — —t — et eranes .|. ........ H
implante de registradores ] [
de temperatura ou canulas LPS ip ou
IL-1PB icv
B
Modelo exposicdo ao etanol [ EtOH
i A
Idade 21 25 26 29 30 3334 3738 57 6263
{diaS} } — — — et eranes .|. ........ H
implante de registradores ] [
de temperatura ou canulas LPS ip ou
IL-1PB icv

Figura 2 - Representacao esquematica da exposicdo ao etanol. Os animais receberam 3 g/kg,
i.p. etanol ou 0 mesmo volume de solucdo salina nos dias pds-natal mostrado na figura. Nos
dias PN50 (A) ou PN62 (B), os animais receberam uma dose adicional de etanol (3 g/kg) ou de

soro fisiol6gico por via oral. Os experimentos foram executados no dia seguinte.

3.4. Modelo de exposicdo aguda ao etanol em ratos adultos

Em um grupo separado de animais, sem tratamento prévio, animais
adultos receberam uma unica dose de 3 g/kg de etanol (25% p/v em solucéo

salina, via oral) ou solugéo salina em volume equivalente (grupo controle) 24 h



24

antes da injecao de LPS. No dia seguinte foi avaliada a resposta febril induzida
por LPS (50 pg/kg, i.p.).

3.5. Registro da temperatura corporal

Este procedimento ocorreu 1 semana antes do procedimento
experimental. Os transmissores remotos de temperatura foram programados
para iniciar a medida da temperatura corporal dos animais as 7 h da manha e
estas foram feitas a cada 15 min em um periodo de 5 h apds a administracéo
do estimulo pirogénico. Animais de ambos os grupos (controle e etanol) foram
anestesiados com cetamina/xilasina (90/10 mg/kg, ip) e receberam
transmissores remotos para medida de temperatura central abdominal (Tc)
(Subcue Dataloggers, Calgary, Canada). Os transmissores foram imersos por
30 min em etanol para assepsia. Ap0s realizou-se a tricotomia e antissepsia da
pele, executou-se laparotomia de aproximadamente 2 cm na linha mediana. Os
transmissores remotos de temperatura foram previamente programados foram
implantados na cavidade peritoneal e a cavidade foi suturada. Durante o
experimento, a temperatura ambiente foi mantida a 28°C, que é a zona
termoneutra para ratos (Gordon, 2010). Ao final da cirurgia os animais

receberam 400 mg/kg de terramicina.

3.6. Implante de canula no ventriculo lateral

Durante a mesma anestesia descrita para o implante de transmissores
remotos de temperatura e, quando se fez necessario (em experimentos da
avaliacdo da resposta febril apés administracdo central de IL-1), implantou-se
canulas no ventriculo lateral para administragcdo do pirogénio.Para tanto, as
cabecas dos ratos foram imobilizadas em um aparelho estereotaxico. Foi
administrada por via s.c., 0,2 mL de lidocaina contendo 2% de noradrenalina,

na parte superior da cabeca, seguida de uma incisdo de aproximadamente 1
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cm de didmetro na pele, para exposicao da calota craniana. Apés a localizacéo
do bregma, tomado como ponto de referéncia, os parametros estereotaxicos
utilizados para a perfuracdo do cranio e implantacdo da canula no ventriculo
lateral foram de -0,8 mm anteroposterior e -1,5 mm lateralmente, sendo a
inclinacéo da barra incisal de -3,3 mm. As canulas esterilizadas, constituidas de
um segmento de agulhas hipodérmicas, com 16 mm de comprimento e 0,7 mm
de diametro, foram fixadas ao estereotaxico e introduzidas no tecido cerebral
com coordenada ventral a 2,5 mm abaixo da superficie craniana. As
coordenadas foram determinadas com base no atlas de Paxinos & Watson
(Paxinos & Watson, 2006). ApGs sua introducdo no tecido cerebral, as canulas
foram fixadas utilizando-se uma protese de acrilico auto-polimerizavel, com o
auxilio de dois parafusos rosqueados a calota craniana. Apos o experimento de
avaliacao da resposta febril, os animais foram anestesiados e receberam uma
microinjecdo no ventriculo do mesmo volume de solucéo de azul de Evans. Os
cérebros foram entdo removidos e a verificacdo da injecdo do corante no local
correto (ventriculo lateral) foi avaliada macroscopicamente. Animais que
apresentaram inje¢Oes fora do ventriculo lateral, deslocamento ou obstrugéo da
canula no momento da injecdo, ou mesmo alguma alteragcdo no padrédo de

ganho de peso apos a cirurgia, foram excluidos do estudo.

3.7. Avaliacédo do ritmo circadiano da temperatura

Ratos que receberam os transmissores remotos de temperatura do
grupo controle e do grupo etanol foram aclimatados a temperatura de 28°C no
dia anterior ao experimento e foram mantidos nesta temperatura até o final do
experimento. A temperatura basal dos animais foi registrada no PN49 (Fig. 2A)
por um periodo de 24 h a cada 15 min.

3.8. Avaliacdo daresposta febril
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Ratos que receberam os transmissores remotos de temperatura do
grupo controle e do grupo etanol foram aclimatados a temperatura de 28°C no
dia anterior ao inicio do experimento e foram mantidos nesta temperatura até o
final do experimento. Entre 9 e 10 h da manha do dia do experimento, 0s
animais receberam entdo LPS (E. coli, 0111:B4, 5 ou 50 ug/kg, i.p) nos dias
PN51 ou PN63 (Fig. 2). A utilizacdo inicial de 2 doses de LPS nos permitiu
avaliar tanto o0 aumento quanto as reducdes nas respostas (febre). No caso da
IL-18 os animais foram avaliados somente no PN 51 (Fig. 2B). Em um outro
grupo de animais, para a administragéo de IL-1 icv foi utilizada uma agulha de
microinjecao (30G curta) que excedeu a canula em 2 mm, conectada a uma
seringa de Hamilton (25 ul) por um tubo de polipropileno P10 durante 1 min.
Animais controle de ambos os grupos (salina e etanol) receberam somente
salina. A temperatura corporal dos animais continuou sendo registrada pelos

aparatos implantados no peritdnio, a cada 15 min por 5 h.

3.9. Avaliacdo dos parametros hematolégicos

No dia PN38, amostras de sangue foram coletadas da veia cava
abdominal (3 ml), utilizando seringas heparinizadas. As amostras foram
refrigeradas em gelo e analisadas no Laboratorio Municipal de Curitiba. O
material foi processado em um analisador de hematologia (hemograma)
Sysmex XE-2100 TM por citometria de fluxo utilizando um laser semicondutor,
foco hidrodindmico e método de impedancia. Os parametros hematoldgicos
foram avaliados a fim de se ter uma ideia do estado de saude dos animais

guando da realizacdo dos experimentos.

3.10. Avaliacédo dos leucécitos na cavidade peritoneal

Uma vez que a administracdo de etanol foi feita, alguns dias antes do

experimento por via intraperitoneal, avaliamos o nimero e a viabilidade dos
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macrofagos nesta cavidade nos dias PN51 e PN63. Os animais foram
anestesiados com halotano e o fluido peritoneal foi recolhido através da
introducéo de 10 ml de solucéo salina tamponada com fosfatos (PBS) contendo
0,03% de albumina de soro bovino e 5 U/ml de heparina. As amostras foram
diluidas em solucdo de Turk e as contagens de leucdcitos totais foram
realizadas sob microscopia de luz. Os resultados sdo expressos como 0O

namero de células por mililitro de fluido peritoneal.

O fluido peritoneal foi entdo centrifugado a 1000 g por 10 min, 4° C. As
células foram lavadas duas vezes sendo ressuspensas ha primeira lavagem
em PBS e na segunda em meio de cultura RPMI 1640 e centrifugadas
conforme descrito acima. Ao final da Ultima centrifugagdo, as células foram
ressuspensas em meio de cultura RPMI 1640 contadas em camara de
Neubauer, diluidas apropriadamente e foram colocadas para aderirem em uma
placa de cultivo de 96 pocos (1x10° células/pocgo). Depois de 1 h a 37 °C em
atmosfera de 5 % de CO2, as monocamadas foram lavadas para remover as
células ndo aderidas. Este procedimento resulta em uma monocamada

contendo em torno de 95% de macroéfagos.

3.11. Avaliacéo da viabilidade celular

A viabilidade dos macrofagos foi avaliada através da reducéo do sal de
tetrazélio, o 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difenil bromidrato de tetrazélio (MTT)
(modificado de Mosmann, 1983; Tada et al., 1986). O MTT é um corante que é
reduzido pelas desidrogenases mitocondriais. Neste método as células viaveis
e metabolicamente ativas reduzem o sal de tetrazdlio, formando cristais de

formazan resultando na cor roxa caracteristica.

A placa foi novamente incubada a 37 °C em 5% de CO:2 por 24 h. Apés
24 h, a reagdo de reducdo desencadeada pelo MTT, foi bloqueada com

uma solucéo acida a 10% de SDS. A solucdo de SDS também é responsavel
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pela diluicdo do precipitado de formazan cuja absorbéancia pode ser medida a
550 nm.

3.12. Avaliacédo dos niveis de II-18 no sangue e fluido cerebrospinal

O sangue foi coletado conforme descrito acima 2 h apds a administracédo
de LPS ip no dia PN51 em seringas heparinizadas. Estas amostras foram
refrigeradas em gelo imediatamente apos a coleta e, em seguida, centrifugadas
a 1200 g durante 15 min a 4°C. O plasma foi separado e as amostras
armazenadas a -80°C até a analise. ApGs a coleta de sangue, os animais foram
colocados no aparelho estereotéxico para permitir a visdo da cisterna magna.
Usando um escalpe, 100 ul de fluido cerebrospinal (CSF) foi aspirado
diretamente da cisterna magna (Consiglio & Lucion, 2000). As amostras foram
imediatamente transferidas para um tubo, centrifugou-se a 1000g, 4°C durante
10 min e em seguida as amostras foram armazenadas a -80°C para posterior

analise da concentracao de IL-1(.

3.13. Dosagem dos niveis de IL-18

A dosagem dos niveis plasmaticos e no CSF de IL-1( foi realizado por
imunoensaio. Foi usada uma placa de 96 pocos, a qual foi coberta com 100
pl/pogo com anticorpo de captura para IL-18 (1 ug/ml) e deixada a temperatura
ambiente por 24 h. No dia seguinte a placa foi lavada com tampéao de lavagem
(300 pl) por trés vezes, e apds, adicionado o volume de 300 pl de tampao de
bloqueio em cada poco, para bloqueio dos sitios inespecificos. Apos 1 h de
incubacdo a temperatura ambiente, a placa foi lavada por trés vezes
novamente com tampao de lavagem e entdo foram adicionados 100 pl/pogo
das amostras diluidas (1:2) e o padrédo IL-13 diluido em 7 concentracdes (2000,
1000, 500, 250, 125, 62.5 e 31.2 pg/ml). Apbés 24 h, a placa foi novamente

lavada utilizando-se tampéao de lavagem e entao foram adicionados 100 pl/poco
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de anticorpo anti-IL-13 de deteccao biotinilado (50 ng/ml). A placa foi incubada
por 2 h e apOs este periodo, a placa foi novamente lavada, e foi acrescentada a
solugdo de estreptoavidina 100 pl/pogo (concentragcdo definida no lote) e a
placa foi incubada por 20 min a temperatura ambiente. Apos este periodo, foi
adicionada a placa 150 uyl/pogo de solucdo de diidrocloreto de o-
fenilenodiamina (OPD), juntamente com 5 pl de perdxido de hidrogénio 30%
em sala escura. A placa foi entdo coberta com papel aluminio e mantida por 30
min. A reacgéo foi interrompida com &cido sulfdrico 1M. A leitura da absorbancia
foi feita em espectofometro a 550 nm.
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3.14 Anédlise estatistica

Os resultados obtidos para resposta febril foram avaliados por anélise de
variancia (ANOVA) Two-Way de medidas repetidas seguida por teste de
Bonferroni para comparac6es multiplas.

Os dados de niveis de citocinas foram analisados por ANOVA One-Way
seguida de teste de Bonferroni.

O numero de macréfagos, nimero de células sanguineas e a viabilidade
celular foi analisado por teste t de Student ndo pareado.

Em todos os casos o nivel de significancia adotado foi de p<0,05. Todos
0os dados foram analisados usando o software Prisma 6 (Graph Pad, San
Diego, CA, EUA).
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4. Resultados

4.1. Efeito da exposicdo ao etanol na adolescéncia sobre a temperatura

corporal e sobre aresposta febril induzida por LPS

As variacdes circadianas da temperatura corporal dos animais no
periodo de 24 h expostos ao etanol no modelo de binge durante a adolescéncia
e que receberam salina foi similar (Figura 3). Esta temperatura foi avaliada no
dia anterior ao inicio dos experimentos utilizando LPS. Os dois grupos
apresentaram uma temperatura corporal menor no periodo claro e maior no
periodo escuro (Figura 3).

A administracdo intraperitoneal de veiculo (salina estéril) no dia PN51
nao induziu qualguer mudanca significativa na temperatura abdominal dos
animais (Figura 4). A administracdo de LPS induziu uma resposta febril que foi
dependente da dose, ou seja, 0 LPS 5 ug/kg (Figura 4A) induziu uma resposta
febril significativamente menor do que aquela induzida por LPS 50,0 nug/kg
(Figura 4B). A exposicdo dos animais no modelo de binge durante a
adolescéncia ao etanol reduziu significativamente a resposta febril induzida por
LPS em ambas as doses (Figura 4A e B).

No protocolo seguinte, utilizamos o mesmo esquema descrito
anteriormente, mas a resposta febril foi avaliada no dia PN63. De maneira
similar ao observado anteriormente, a administracdo intraperitoneal de veiculo
(salina estéril) ndo induziu qualquer mudanca significativa na temperatura
abdominal dos animais no dia PN63 (Figura 5). Da mesma forma, a
administracdo de LPS induziu uma resposta febril que foi dependente da dose,
mas diferentemente do que foi observado no dia PN51, ndo houveram
diferencas significativas na resposta febril entre os animais expostos ao etanol
ou gue receberam somente salina na adolescéncia e ambas as doses de LPS
no dia PN63 (Figura 5).
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Figura 3 - Influéncia do consumo de etanol na temperatura circadiana em ratos machos. Os
animais receberam etanol (EtOH) ou salina (Sal) no modelo de binge na adolescéncia e a
temperatura corporal dos animais foi analisada no dia PN49. A barra em preto representa o
periodo escuro (19 h — 07 h). Os pontos representam a média +/- EPM da temperatura corporal
(°C) dos animais durante 24 horas (n= 14).
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Figura 4 - Resposta febril induzida por LPS intraperitoneal no dia PN51l ap6s a administracdo

oral prévia de etanol. LPS 5 (painel A) ou 50 (painel B) pg/Kg foi administrado por via

intraperitoneal no dia PN51 em animais expostos a etanol (EtOH) ou salina (Sal). Animais

controle receberam 1 ml/kg de salina estéril. As setas representam o momento da inje¢éo do

LPS ou salina. Os pontos representam a média + EPM da temperatura corporal (°C) dos

animais durante 5 h (n=9). * p<0.05 quando comparado ao grupo Sal/Sal. # p<0.05 quando

comparado ao grupo Sal/LPS.
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Figura 5 - Resposta febril induzida por LPS intraperitoneal no dia PN63l ap6s a administragao
prévia de etanol. LPS 5 (painel A) ou 50 (painel B)ug/Kg foi administrado por via intraperitoneal
no dia PN63 em animais expostos a etanol (EtOH) ou salina (Sal). Animais controle receberam
1 ml/kg de salina estéril. As setas representam o momento da injecdo do LPS ou salina. Os
pontos representam a média + EPM da temperatura corporal (°C) dos animais durante 5 h (n=

9). * p<0.05 quando comparado ao grupo tratado com Sal/Sal.
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4.2. Efeito da exposicdo ao etanol na adolescéncia sobre a resposta febril
induzida por IL-18.

A administracdo i.c.v. de IL-1 em animais expostos somente a salina na
adolescéncia induziu resposta febril com inicio 1.5 h depois da administracgéo,
com pico na segunda hora e que permaneceu significativamente maior que o
grupo que recebeu somente salina até a quinta hora (Figura 6). Observou-se
gue a exposicao de animais ao etanol no modelo de binge na adolescéncia

reduziu de forma significativa a resposta febril induzida por IL-13 (Figura 6).
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Figura 6 - Resposta febril induzida pela administracdo icv de IL-13 apds a exposi¢ao ao etanol.
IL-1B (3.12 ng) ou veiculo (salina) foram administrados por icv ho dia PN51 em animais
expostos ao etanol (EtOH) ou salina (Sal) no modelo de binge na adolescéncia.. A seta indica o
momento da injecdo do IL-1p ou salina. Os pontos representam a média + EPM da

temperatura corporal (°C) dos animais por 5 h (n=5). * p<0.05 quando comparado com o grupo

tratado com Sal/Sal. # P < 0.05 quando comparado com o grupo tratado com Sal/IL-13
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4.3. Efeito da administracdo oral aguda de etanol sobre a resposta febril

induzida por LPS em animais adultos.

Com o intuito de verificar se a exposicdo aguda ao etanol 24 h antes da
administragao i.p. de LPS estaria influenciando a resposta febril foi realizado o
experimento que esta demonstrado na figura 7. Neste experimento utilizamos
somente a dose de LPS 50 ug/kg. A administracdo intraperitoneal de veiculo
(salina estéril) ndo induziu qualguer mudanca significativa na temperatura
corporal dos animais. Os animais que receberam LPS, tanto do grupo etanol
guanto salina ndo apresentaram diferencas significativas na resposta febril
(Figura 7).



O 39.
e
‘_E 39.
(@)
2 33.
(@]
o
< 38.
2 37.
©
()
o 37.
=
v 36.
|_

38

1 salsal
—O— sallLPS 50 pg/kg

—@— EtOH/LPS 50 pg/kg *
*

Tempo (h)

Figura 7 - Resposta febril induzida por LPS intraperitoneal apds a administragdo aguda por via

oral de etanol. LPS 50 pg/Kg foi administrado por via intraperitoneal 24 h apds receberem

etanol (EtOH) ou veiculo (Sal) por via oral e a temperatura corporal foi avaliada. Animais

controle receberam 1 ml/Kg de salina estéril. A seta indica 0 momento da administracdo de

LPS ou salina. Os pontos representam a média + EPM da temperatura corporal (°C) dos

animais durante 5 h (n= 8). * p<0.05 quando comparado ao grupo tratado com Sal/Sal.
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4.4. Efeito da exposicdo ao etanol na adolescéncia sobre parametros
hematoldgicos

Selecionado o protocolo de inducéo de febre no dia PN51, parametros
hematoldgicos foram avaliados neste periodo para avaliar possiveis alteracdes

no sistema imune-hematolégico no momento da administracao de LPS.

Os animais apresentaram parametros hematologicos, especificamente
contagem de mondcitos (Figura 8A), linfocitos (Figura 8B), eritrocitos (Figura
8C) e hemoglobina (Figura 8D) dentro dos parametros de normalidade e sem
diferenca significativa com o grupo exposto apenas ao veiculo (salina) na

adolescéncia.
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Figura 8 - Numero de mondécitos (A), linfécitos (B), eritrécitos (C) e niveis de hemoglobina (D)
presentes no sangue apos exposicéo ao etanol na adolescéncia, avaliados no dia PN51. Apos
obtencdo do sangue, a amostra foi processada no equipamento Sysmex XE-2100. As barras
representam a média +/- EPM do namero de células ou dos niveis de hemoglobina (n=14).
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4.5. Avaliacdo do perfil de macréfagos peritoneais ap0s a exposic¢ao ao

etanol.

Como a administragdo de etanol na fase jovem ocorreu por via
intraperitoneal foi avaliado o nimero e a viabilidade de macréfagos para
determinar possiveis danos decorrente ao modo de administracdo do etanol.

O resultado pode ser observado na figura 9 que demonstra que nao
houveram diferencas significativas entre o numero de macréfagos (Figura 9A) e
a viabilidade celular (Figura 9B) do grupo que recebeu etanol e do grupo que

recebeu salina.
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Figura 9 - Avaliagdo dos macrofagos peritoniais em animais expostos ao etanol na
adolescéncia. Células peritoneais de animais expostos ao etanol (EtOH) ou solucgéo salina (Sal)
foram coletadas no dia PN51. As barras representam a média + EPM do numero de

macrofagos (A) e da % de células viaveis (B) (n=14).
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4.6. Niveis de IL-18 no plasma e no fluido cerebroespinhal de animais

expostos ao etanol na adolescéncia apés a administracdo de LPS.

Apbés a exposicdo ao etanol ou salina os animais no dia PN51,
receberam LPS ou salina e ap6s um periodo de 2 h amostras de sangue e de

CSF foram retiradas para avaliacao dos niveis de IL-1p.

Os resultados obtidos podem ser observados na figura 10. Nao
houveram diferencgas significativas entre a dosagem de IL-13 do grupo que
recebeu etanol e o grupo salina no plasma (Figura 10A). Entretanto, os niveis
de IL-1B no CSF foram significativamente menores nos animais expostos ao
etanol quando comparados aos animais expostos somente a salina (Figura
10B).
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Figura 10 - Niveis de IL-1B no plasma e no CSF apds administragao intraperitoneal de LPS em
animais que foram expostos etanol (EtOH) no dia PN51. LPS (50 ug/kg) ou veiculo (salina,
Sal)) foram administrados por via intraperitoneal e o sangue (A) e CSF (B) foram coletados
apos 2 h apds . As barras representam a média + EPM dos niveis de IL-1p no plasma (A) e no
CSF (B) em pg/ml) (n= 7). *p<0.01 e ***p<0.001 quando comparado ao grupo Sal/Sal. ###
p<0.001 quando comparado ao grupo Sal/LPS.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo deu suporte a nossa hipotese de que a exposicdo ao
etanol seguindo um modelo de binge na adolescéncia pode influenciar, de
modo negativo, a resposta febril. De acordo com a literatura, se tem muitos
modelos de exposicdo ao etanol cronica, porém, o modelo de binge € uma fase
anterior ao uso crénico e que pode levar a varias mudangas neurofisioldgicas
gue ocorrem nesta fase do desenvolvimento.

Os efeitos da exposicado ao etanol na temperatura corporal normal e na
resposta febril em diferentes idades e padrdes de exposicdo (aguda e crbnica)
ja foram descritos anteriormente. Estudos anteriores relataram os efeitos da
exposicao ao etanol durante o periodo fetal. Yirmiya e colaboradores (1993)
observaram gue uma dieta liquida contendo 5% de etanol oferecido desde o 8°
dia de gestacdo até o dia do parto as ratas diminuiu a resposta febril induzida
por LPS na prole, avaliada 60 dias ap6s 0 nascimento. O mesmo grupo relatou
resultados semelhantes apos a administracdo de IL-1B por via intraperitoneal. A
exposicao ao etanol na fase fetal mostrou-se associada a profundas alteracdes
no desenvolvimento e na fungcdo do sistema imune. O estudo utilizou trés tipos
grupos: grupo com dieta liquida contendo 5% etanol, grupo com dieta liquida
isocaldrica e o terceiro grupo recebeu agua e racao para roedores. A atividade
motora e a temperatura basal dos animais foram registradas bem como os
efeitos da IL-1B na temperatura e a atividade circadiana dos animais no periodo
claro e no periodo escuro. Houve uma reducédo na resposta febril no grupo de
animais expostos ao etanol na fase fetal no periodo claro mas esta diferenca
nao foi observada no periodo escuro o que levou estes pesquisadores a
concluir que a exposicado fetal ao etanol regula a resposta febril de forma
diferente nas diferentes fases do ciclo circadiano (Yirmiya et al., 1996).
Posteriormente, Taylor e colaboradores (1999) demonstraram que 0S ratos
expostos ao etanol no periodo fetal apresentavam niveis de IL-18 no
hipotalamo inferiores, 2 h apds um desafio imunoldgico com LPS, e também
apresentaram menor resposta febril induzida pela adminsitracéo i.c.v. de IL-1p.

No entanto, a resposta febril apos inje¢éo i.c.v. de PGE:2 apresentou-se normal.



a7

Estes resultados sugerem uma deficiéncia na sinalizacdo da IL-1B no centro
termorregulador no hipotalamo, mas também sugerem que esta deficiéncia nédo
danifica os mecanismos efetores para a resposta febril apés a exposicao fetal
ao alcool uma vez que a resposta a PGE: apresentou-se normal. A resposta
febril mais baixa induzida pela administragcdo intraperitoneal de IL-1B foi
revertida pela adrenalectomia materna no dia gestacional 7 para os ratos
expostos ao alcool durante a fase fetal em ambos os sexos, masculino e
feminino, sugerindo que as mudancas observadas foram relacionadas a
corticosterona liberada pela mae apds a exposicdo ao etanol (Taylor et al.,
2002).

Da maneira similar, ratos adultos alimentados com uma dieta liquida
contendo 5% de etanol durante 14 dias mostraram um aumento da atividade do
ritmo circadiano da temperatura prejudicado durante o periodo escuro. A
resposta febril induzida por injecéo i.p. de LPS ou IL-18 (mas nao de IL-1(3
i.c.v.) em animais expostos ao etanol foi reduzido quando comparado com
animais controle. Os niveis de IL-1B no hipotalamo apds o consumo de etanol
cronico mostrou-se reduzida quando comparados com animais controle. Esta
reducdo hipotalamica de IL-18 poderia ser um fator que contribuiu na
atenuacdo da resposta febril em animais expostos ao etanol. Porém, a
administracdo central de IL-1B8 criaria um mecanismo de compensacao na
concentracéo desta citocina promovendo uma resposta febril normal (Taylor et
al., 2002).

Em nosso estudo, diferentemente do que foi observado por Taylor e
colaboradores (2002), ndo houve diferenca na temperatura basal dos animais
expostos ao etanol ou salina. Esta diferenca poderia estar relacionada ao fato
de que no presente estudo, os animais apdés a fase de binge ndo foram
expostos ao etanol por 12 dias enquanto que no estudo de Taylor e
colaboradores, os efeitos no aumento da temperatura no periodo escuro
comecgam a surgir apos 11 dias e durante a exposi¢cao ao etanol.

No nosso estudo, verificou-se que a exposicdo ao etanol durante a
adolescéncia gera alteragbes semelhantes na resposta febril induzida por LPS
e IL-1B, isto é, uma redugédo da resposta febril que podem ser observadas

mesmo apos 13 dias (dia pos-natal 51). Para o LPS, essas mudancas nao sao
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permanentes e ndo foram observadas na resposta febril no dia 63 pds-natal.
Portanto, as alteracbes observadas apdés a exposicdo ao etanol na
adolescéncias sdo semelhantes aquelas observadas por Yirmiya e
colaboradores quando da exposicdo na fase fetal, mas provavelmente
permanecem por um periodo mais curto (Yirmiya et al., 1996).

Além disso, foi demonstrado que ndo ha mudancas significativas
detectaveis nos parametros hematolégicos ou alteracbes no numero ou
viabilidade de macrofagos peritoneais o que poderia ser responsavel pela
resposta febril reduzida observada nos animais. Com relagcdo aos parametros
hematoldgicos, estes sdo um indicativo de um bom estado de saude dos
animais. Os animais expostos ao etanol, embora apresentassem estes
parametros normais, apresentaram uma menor massa corporal. Portanto, é
possivel que outros parametros estejam alterados.

Adicionalmente, ndo observamos altera¢fes significativas no nimero ou na
viabilidade dos macrofagos peritoneais. Os macréfagos peritoneais sdo uma
das principais fontes de IL-18, um dos mais importantes pirogénios endégenos
(West et al., 1997) . Os niveis plasmaticos normais de IL-13 observados nos
animais expostos ao etanol na adolescéncia e que receberam LPS corroboram
a ideia que a exposicdo ao etanol na adolescéncia ndo afetou a producéo
periférica desta citocina. Deste modo, estes dados sugerem que uma reducao
da sintese de IL-1B pelos macrofagos nao esta relacionado com a redugao da
resposta febril observado ap6s a exposi¢cdo ao etanol durante a adolescéncia.
No entanto, mais estudos sao nhecessarios para afirmar que apenas
mecanismos centrais estdo envolvidos na resposta febril reduzida observada
apos a exposicao ao etanol.

Estas mudancas na resposta febril também nédo podem ser atribuidas a
exposicao aguda ao etanol uma vez que nao foram observadas alteracfes na
resposta febril de ratos que receberam etanol 24 h antes da inje¢cdo de LPS em
comparacao com aqueles que receberam solugéo salina.

A exposicdo ao etanol, por si s6, induz uma neuroinflamacgédo e pode
alterar as citocinas no cérebro e periferia na auséncia de um desafio
imunoldgico. O etanol na dieta liquida durante 5 semanas aumentou 0s niveis

cerebrais de citocinas, tais como IL-13, TNF-a, e proteina quimioatrativa de
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mondécitos-1 (MCP-1) (Lippai et al., 2013). Em pacientes dependentes de alcool
foram encontrados a ter aumentos na regido especifica do cérebro em
marcadores microgliais e niveis de MCP-1 de proteina (He & Crews, 2008).

O aumento da expressdo de citocinas no cérebro &, pelo menos em
parte, mediada pelo receptor do tipo Toll 4 (TLR4) (Alfonso-Loeches et al.,
2010) e pelo multicomplexo protéico NLRP3 (do inglés NOD-like receptor
Family, pyrin domain containing 3, ou familia do receptor do tipo NOD,
contendo dominio pirina 3) do inflamossoma (Lippai et al., 2013). Estes autores
demonstraram que a diminuicdo da expressao (knockdown) de TLR4, NLRP3 e
de outros componentes das vias de sinalizacdo de LPS e IL-1/receptor de IL-1
reverteu a neuroinflamacédo. Ainda, ratos adolescentes tratados com etanol
num protocolo semelhante ao utilizado no presente estudo mostraram
alteracOes na sinalizacdo do TLR4 associada a disfungdes cognitivas de longa
duracéo, tais como o reconhecimento de objeto e de comportamento passivo
(Montesinos et al., 2015). Portanto, sugere-se que a diminuicdo da expressao
da via de sinalizacdo do receptor de IL-1/IL-1 no cérebro pode também ser
responsavel pela reducédo da febre observada apds a administracdo de LPS e
IL-18 durante a adolescéncia.

O Aalcool também altera a funcdo de barreira do intestino e o0s
componentes bacterianos podem entrar na circulacdo. Os niveis de LPS estao
aumentados no soro de dependentes de alcool e isto poderia induzir a ativagédo
do TLR4 (Szabo & Lippai, 2014). H& evidéncias de que o etanol produz efeitos
bioldgicos, principalmente por interacdo com lipidios de membrana e este
reflete um equilibrio entre os efeitos anti-inflamatérios de etanol e efeitos pré-
inflamatdrios de bactérias que entram na circulacédo devido a funcdo de barreira
diminuida no trato gastrointestinal (Szabo et al., 2007).

O cérebro adolescente estd em desenvolvimento constante com a
producdo de axbnios e sinapses que conferem plasticidade para o
desenvolvimento de circuitos neuronais. Estes circuitos sdo moldados para
atender as necessidades ambientais que levam a maturidade adulta. Tal
periodo de remodelacdo pode tornar-se fragil para insultos externos (por

exemplo a maior exposi¢cédo a toxinas bacterianas como o LPS advindas e um
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aumento na permeabilidade barreira intestinal) redefinindo, assim, ndo soé
funcdes cognitivas, mas também a resposta febril (Crews et al., 2011).

Estudos realizados em adolescentes humanos forneceram evidéncias de
gue o consumo de alcool do tipo binge reduziu a qualidade da matéria branca e
afetou a integridade do trato de fibras ligadas a conexdes frontais (Pascual et
al., 2014). Ha também evidéncias citadas por McCambridge e colaboradores
(2011) que os efeitos aparentes sobre o consumo de alcool persistem além da
idade de 30 anos, que é um periodo de tempo mais longo do que tinha sido
previamente sugerido. Nosso trabalho demonstrou mudangas na resposta
febril ap6s a exposicdo ao etanol no periodo da adolescéncia mas esta néo
foram permanentes embora possam durar por um longo periodo. Vinte e cinco
dias apos a ultima exposicédo ao etanol ndo foi possivel detectar mais nenhuma
alteracdo na resposta febril.

O consumo de etanol durante a puberdade, no entanto, resultou em uma
desregulacdo permanente do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA).
Przybycien-Szymanska e colaboradores (2011) mostraram que animais adultos
gue foram previamente expostos ao etanol durante a puberdade apresentaram
niveis circulantes de corticosterona basal significativamente mais baixos e que
a desregulacdo do eixo HPA tem demonstrado ser preditivo para o
desenvolvimento de transtornos d humor porém mais experimentos sao
necessarios pra determinar se existe uma relacdo direta entre a exposicao ao
etanol e o desenvolvimento de transtorno de humor.

Em conclusdo, este estudo demonstra que a exposicdo ao etanol
durante a adolescéncia pode produzir, porém de forma reversivel, alteracdes
no sistema nervoso central as quais podem prejudicar a resposta febril. Estas
alteracdes podem durar por um longo mas nao sao permanentes e parecem
envolver, pelo menos em parte a sinalizacdo envolvendo LPS/IL-1B3. Este
comprometimento pode ter consequéncias importantes na susceptibilidade
destes individuos as doencas infecciosas pois, além da febre pode matar
alguns microorganismos patagénicos, este ndo parece ser 0 seu papel
principal. Em vez disso, a febre possui uma funcdo importante adjuvante,

aumentando a eficacia de certas respostas seletivas, ativadas por estimulos
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adaptativos do sistema imunoldgico e, assim, ajudando a resposta de fase

aguda.
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6. APENDICE

6.1. Esterilizacéo

Os materiais utilizados nos experimentos foram adquiridos estéreis.
Quando a esterilizacdo se fazia necessaria, os materiais foram autoclavados a
121°C por 1 h (material plastico, solu¢bes, tampdes e material cirlrgico) ou por

calor seco (vidraria).

6.2. Solucdes, Tampdes, Meios de Cultura e Reagentes

6.2.1. Solucéo Salina Tamponada com Fosfatos (PBS)

NaCl: 80 g

KCl: 2 g
Na2HPO4.2H20: 14,4 g
KH2PO4: 2 g

Agua MiliQ gsp 1 L

Quando necessario o pH foi elevado a 7.4 com NaOH 0,1 N. Para uso a
solucéo foi diluida 10 vezes com agua deionizada e autoclavada durante 20

minutos em 120°C.

6.2.2. Solugéo do 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)2,5-difeniltetrazolium (MTT) 5 mg/mL

MTT: 250 mg
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PBS: 50 mL

A solucéo foi exposta ao sonicador até completa dissolucéo do MTT.

6.2.3. Meio de cultura RPMI 1640

Meio RPMI 1640 com glutamina sem bicarbonato: 10.40 g
Bicarbonato de Sddio: 0,67 g
HEPES: 2,38 g

Agua Deionizada autoclavada: g.s.p. 1L

A solucéo foi incubada a 37°C por 30 min em atmosfera de 5% de CO2. O pH
foi ajustado para 7.4 com HCI ou NaOH 1N estéril, guando necessario. O meio

foi esterilizado em filtros Millipore com poros de 0,2 um de didmetro.

6.2.4. Solucgédo de Lauril Sulfato de Sddio (SDS)

SDS: 50,0 g
Agua Destilada g.s.p. 500 mL

6.2.5. Solucédo de &cido nitrico 5%

Agua mili-g: 950 ml

Acido nitrico: 50 ml
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6.2.6. Tampao de lavagem para ELISA

PBS: 1L
Tween 20: 50 pl

6.2.7. Tampéao de bloqueio para ELISA

Albumina bovina: 0,5 g

Sacarose: 2,5 ¢

Apds pesagem dos pos diluir em 50 ml de PBS. Se for armazenar,
adicionar 0,025 g de azida (NaNs).

6.2.8. Solucdo para estreptovidina

Estreptovidina (1:250)
Albumina bovina: 0,11 g

A estreptoavidina deve ser diluida conforme a bula do fabricante. Apés a

pesagem dos pos diluirem 11 ml de PBS.

6.2.9. Tampao fosfato — citrato 0,05 M para OPD

Na2POa: 2,839 g
CeHs07:1,921 g
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Acrescentar 40 ml de agua Mili-Q. O pH foi ajustado para 5.0. completar o
volume para 100 ml com agua Mili-Q.

6.2.10. Acido sulfarico 3 M

H2SO4 : 15,99 ml
Agua g.s.p 100 ml
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