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RESUMO

O consumo de etanol (EtOH) ¢ um dos principais riscos a saide a nivel mundial,
iniciando-se geralmente na adolescéncia em um padrao de binge (consumo episodico
em altas quantidades). A adolescéncia ¢ um periodo critico, onde o cérebro passa por
diversas interagdes para atingir a maturacdo do sistema nervoso central. Existem
evidéncias que o consumo binge de EtOH pode levar a modificagdes nas respostas de
defesa inata e adaptativa, incluindo uma reducdo na resposta febril. O objetivo desse
estudo ¢ avaliar a resposta febril induzida por lipopolissacarideo (LPS) e prostaglandina
E> (PGE,), assim como avaliar os mecanismos de termorregulacdo em ratos expostos de
maneira intermitente ao EtOH durante a adolescéncia. Ratos Wistar foram tratados com
injecdo intraperitoneal (i.p) de EtOH (3 g/kg, 25% w/v em salina) ou salina, nos
seguintes dias pos-natal (PND): 25, 26, 29, 30, 33, 34, 37 e 38. No PND 51 os animais
receberam um desafio pirogénico (LPS i.p ou PGE; i.c.v) para avaliar a resposta febril
apos exposicdo ao EtOH. A exposicao intermitente ao EtOH durante a adolescéncia
aboliu a resposta febril por LPS e atenuou a resposta febril por PGE; avaliada 12 dias
apoés a ultima injecao de EtOH. Adicionalmente, a exposi¢do ao EtOH diminuiu o peso
corporal e a massa absoluta e relativa de tecido adiposo marrom (TAM). Uma andlise
mais pormenorizada deste tecido revelou uma reducdo na atividade mitocondrial
particularmente relacionada a uma menor atividade da proteina desacopladora (UCP).
Nao foram encontradas diferencas morfologicas no tecido. Foram realizados desafios
ao frio (PND 49 ou 51) para analisar a termogénese adaptativa e observou-se que o
consumo intermitente de etanol na adolescéncia prejudicou a termogénese adaptativa a
5°C. Nosso trabalho ressalta que o consumo de EtOH intermitente durante a
adolescéncia prejudica a termorregulacao pela redugdao da massa e da funcionalidade do

TAM. Essa redug¢ao pode durar por um longo periodo apos o término da exposicao e



pode afetar ndo apenas os mecanismos de defesa ao frio, mas também o

desenvolvimento da resposta febril adequada durante processos infecciosos.

Palavras chave: EtOH intermitente; Resposta febril; PGE,; Tecido adiposo marrom:;

Termogénese adaptativa.



ABSTRACT

Ethanol (EtOH) consumption is one of the main risks to the health worldwide,
which generally starts during adolescence in a binge (episodic consumption of high
amounts) pattern. This is particularly important since adolescence is a critic period of
life where the central nervous system is going through changes to achieve the
maturation. There is evidence that binge EtOH consumption can lead to modifications
in the innate and adaptive immune response including a reduction in the febrile
response. The aim of this study is to evaluate the febrile response induced by
lipopolysaccharide (LPS) and prostaglandins E, (PGE,), as well as evaluate the
mechanisms of thermoregulation in adolescent rats exposed to EtOH in a binge-like
pattern. Male Wistar rats were treated with an intraperitoneal (i.p) injection of EtOH
(3g/kg, 25% w/v in saline) or saline in the following post-natal days (PND): 25, 26, 29,
30, 33, 34, 37 and 38. On PND 51 animals received a pyrogenic challenge (LPS i.p or
PGE, i.c.v) to evaluate the febrile response after binge drinking in adolescence.
Interscapular brown adipose tissue (BAT) was also evaluated on PND 51. Cold
challenges were performed (PND 49 or 51) to analyze adaptive thermogenesis.
Intermittent EtOH exposure during adolescence abolished the febrile response induced
by LPS and attenuated the fever induced by PGE, evaluated 12 days after the end of
EtOH exposure. Additionally, EtOH consumption during adolescence decreased
intrascapular BAT mass and UCP activity in this tissue, resulting in an impaired
thermogenesis at 5°C. It was not identified morphological differences in BAT. Our work
highlights that binge-like EtOH consumption during adolescence impairs
thermoregulation by reducing BAT mass and by altering its functionality and UCP

activity. This alteration in BAT may last for a long period after cessation of EtOH



exposure and may affect not only cold-defenses mechanisms as well as the development

of febrile response during infectious processes.

Key-words: Binge-like EtOH; Febrile response; PGE,, Brown adipose tissue; Adaptive

thermogenesis.
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1. Introducio

1.1 A termorregulacdo

Dentre as fungdes cerebrais para a manutencdo da homeostase, os mecanismos
de termorregulacdo tem importdncia fundamental para que as atividades celulares
ocorram de maneira adequada (Morrison e Nakamura, 2018).

Através de termorreceptores cutdneos, que sdo sensiveis ao frio ou ao calor, o
sistema central da termorregulagdo ¢ capaz de perceber alteragdes na temperatura
ambiente. Esses termorreceptores sdo receptores de potencial transitorio (TRP) e fazem
parte de uma familia de canais i6nicosserdo ativados de acordo com a temperatura. Em
temperaturas muito quentes, acima de 40°C, temperatura considerada nociva ocorre
ativacdo de TRPV1, TRPV2 e TRPM3. Quando a temperatura estiver entre 20°C e
40°C, sao ativados receptores TRPV3, TRPV4, TRPM4 ¢ TRPMS. Em temperatura
mais fria, abaixo de 20°C, os receptores TRPMS8 e TRPAI sao ativados (Tominaga,
2007; Vriens et al., 2011)

No momento em que esses termorreceptores percebem o aumento da
temperatura ambiente, neurdnios sensiveis ao calor aumentam as taxas de disparo. O
inverso acontece quando os termorreceptores detectam a diminui¢do da temperatura
ambiente, e os neurdnios sensiveis ao calor tem a taxa de disparo diminuida. No
entanto, os neurdnios sensiveis ao frio, aumentam as taxas de disparo nessa condi¢do
(Boulant e Dean, 1986).

As informagdes captadas pelos termorreceptores sdo transmitidas para o ganglio
da raiz dorsal (DRG), que ird repassar essas informagdes aos neurdnios de segunda
ordem no corno dorsal (DH) da medula espinhal. No DH, os neurdnios da lamina I
recebem os sinais termais cutineos, esses neurdnios fazem sinapse diretamente com os

neurdnios do tdlamo que projetam para o cortex somatossensorial, levando a percepgao
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e discriminagdo da sensacdo de temperatura. Além disso, os neurdnios glutamatérgicos
sensiveis ao frio no DH irdo ativar neuronios sensiveis de terceira ordem no subnucleo
lateral do nucleo lateral parabraquial (LPB). Os neuronios sensiveis ao calor do DH
projetam para neurdnios de terceira ordem no subnucleo dorsal do LPB. Esses sinais
termorregulatérios sao repassados a area pré-optica do hipotdlamo anterior (POA/HA),
onde esta a circuitaria em que os sinais cutdneos serdo integrados para regular o
equilibrio homeostatico (Morrison, 2016).

Na POA/HA existem interneurdnios gabaérgicos no subnucleo pré-optico
mediano (MnPO) e esses interneurdnios recebem inputs glutamatérgicos provenientes
de neurdnios sensiveis ao frio. Dessa maneira, ocorre a inibigdo dos neurdnios sensiveis
ao calor na area pré-optica medial (MPA). Essa regido ¢ responsavel por controlar os
mecanismos de produ¢do e conservagao de calor, como a vasoconstri¢do periférica, o
tremor muscular e a termogénese do tecido adiposo marrom (TAM). Por outro lado, os
interneuronios glutamatérgicos no MnPO quando recebem os inputs glutamatérgicos,
sdo excitados. Dessa maneira, os neurOnios sensiveis ao calor sdo ativados e
consequentemente os mecanismos de producdo e conservagdo de calor sdo iniciados
(Morrison, 2016).

Nos animais endotérmicos existem mecanismos periféricos que auxiliam no
aumento da temperatura corporal, especificamente apods a liberacdo de noradrenalina e
acetilcolina durante a resposta febril ou situacdes de estresse (frio intenso, por exemplo)
(Evans, 2015; Cannon e Nedergaard, 2004). A noradrenalina induz a termogénese no
TAM e a vasoconstri¢do periférica, ja a acetilcolina ¢ responsavel por induzir o tremor
muscular (Hasday et al., 2014).

Os mecanismos de conservacdo e/ou produgdo de calor sdao de extrema

importincia para a termorregulagdo e também para a manutencao da resposta febril. Em
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um ambiente com temperatura elevada, ocorre vasodilatacdo cutanea, aumentando o
fluxo sanguineo epitelial para que o calor metabdlico fique mais proximo da superficie
corporal, facilitando a transferéncia de calor corporal para o ambiente (Kregel et al.,
1988). Em uma situagdo contraria, onde a temperatura ambiente esta baixa, ocorre a
vasoconstri¢cao. A vasoconstricdo cutanea resulta na conservacao de calor corporal, uma
vez que o fluxo sanguineo epitelial estard diminuido e consequentemente a transferéncia
de calor para o ambiente serd dificultada (Wallin et al., 2007). Esse mecanismo de
vasoconstricdo também ¢ importante para a conservacao de calor durante a resposta
febril.

Para a producdo de calor, ocorre o tremor muscular e a termogénese induzida no
TAM. O tremor muscular ¢ reconhecido como um mecanismo essencial para a defesa ao
frio em temperaturas baixas e no aumento da temperatura corporal durante a febre. O
tremor muscular resulta na termogénese principalmente pela ineficiéncia da utilizagdo
de energia no ciclo de ponte cruzada entre os filamentos de actina e miosina e
recaptagdo dos ions de calcio. Em menor grau, o vazamento de protons na membrana
mitocondrial durante a producdo de ATP também resultara na producdo de calor pelo
tremor (Palmes e Park, 1965; Saper e Breder, 1994).

A termogénese induzida pelo TAM também pode ser chamada de termogénese
adaptativa, e ¢ uma fungdo metabdlica especifica do TAM. A produgdo de calor neste
tecido ocorrerd pela atividade da proteina desacopladora 1 (UCP1), que ird desacoplar a
cadeia de protons na membrana mitocondrial, resultando na liberagdo de energia como
calor (Cannon et al, 2004). O TAM tem grande quantidade de receptores [3
adrenérgicos e a estimulacdo desses receptores pela noradrenalina induz a transcri¢cdo
génica de UCPI (Villaroya et al., 2017). Outros mecanismos para a regulagdo de UCP1

podem ser a interacdo com 4acidos graxos e/ou a sulfinilagdo (Fedorenko ef al., 2012;
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Chouchani et al., 2016). Dessa maneira, a ativagdo da termogénese pelo TAM também ¢

uma resposta importante para a manutengao da resposta febril (Saper et al., 2012).

1.2 A resposta febril

Ao longo da vida, grande parte dos individuos estard sujeita a episodios de
doencas infecciosas agudas. Essas doengas podem ser causadas por diversos
microrganismos e em diferentes locais de infeccdo. A despeito disso, os sinais e
sintomas que ocorrem sao bastante similares, incluem febre, hiperalgesia, perda de
apetite e sonoléncia. Esse conjunto de sintomas ¢ conhecido como sindrome de doenga,
e sdo uma resposta adaptativa do sistema nervoso central que tem a func¢do de combater a
infecgdo através de alteragdes comportamentais, autondmicas e endocrinas (Saper ef al.,

2012).

A febre terd um custo metabodlico elevado para aumentar a temperatura corporal.
No entanto, o aumento da temperatura observado durante a febre ¢ importante para
reduzir a proliferacao bacteriana ou viral e para melhorar os mecanismos de defesa do
hospedeiro, pela ativagao e proliferagao de linfocitos (revisado por Cannon, 2013). Isso
pode ocorrer pela interferéncia da temperatura ou de substancias produzidas durante a
resposta febril, na incorporagdo de ferro pelas bactérias, no crescimento dos
microrganismos e na replicacao viral (Garibaldi, 1972; Pieracci and Barie, 2005; Chu et

al., 1982; Dalton et al., 2006; Giesendorf et al., 1986).

Por definicao a resposta febril ¢ o aumento controlado da temperatura corporal,
que sera ocasionado pela elevagdo do ponto de regulagem da temperatura localizado no
hipotalamo. Essa mudanga ¢ induzida por mediadores produzidos durante um processo

infeccioso ou inflamatorio (Kluger, 1991; Roth and De Souza, 2001).
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Um dos principais modelos de indug¢do de resposta febril em animais de
laboratorio, ¢ a administracdo de lipopolissacarideo (LPS) de parede celular de bactérias
Gram negativas. O LPS ira atuar em receptores do tipo Toll 4 (TLR4) presentes em
macrofagos e células dendriticas (Gay et al., 2006) induzindo a sintese de citocinas.
Quando se trata de resposta febril, essas citocinas sdo chamadas de pirdgenos
endogenos, e irdo levar a mensagem do local de inflamacao/infec¢do a POA/HA para
inducdo de febre (Kluger, 1991). Dentre os pirogenos endogenos reconhecidos
encontram-se as citocinas como interleucina (IL)-1p, IL-1a., fator de necrose tumoral-o
(TNF-a), IL-6, IL-8 (ou quimiocina CXCLS), o fator quimiotatico para neutrofilos
induzido por citocinas (CINC ou quimiocina CXCLI), proteina inflamatoria de
macrofago (MIP)-lae (ou quimiocina CCL3) e MIP-1 (ou quimiocina CCL4),
interferon B e vy, ligante do receptor-ativador de NF-kB (RANKL) e fator de agregagao
plaquetaria (PAF) (Bastos-Pereira et al., 2014; Dinarello et al., 1988; Hanada et al.,
2009; Kluger, 1991; Minano et al., 1996; Soares et al., 2008; Steiner and Romanovsky,
2015; Zampronio et al., 2015; Zampronio et al., 1994). Dentre estas, algumas como a
CXCLS8, CXCLI1, CCL3 e RANKL parecem ser geradas diretamente no sistema nervoso
central (Hanada et al., 2009; Minano et al., 1996; Zampronio et al., 1994) enquanto as
outras podem ser geradas perifericamente.

A producdo desses pirdgenos ird levar a sintese de mediadores centrais como
prostaglandinas E;, D, e Fyq (PGE; e PGFy,) (Coelho et al., 1993; Gao et al., 2009;
Milton, 1989), fator liberador de corticotrofina (CRF) (Rothwell, 1989), opioides
endogenos (Fraga et al., 2008), substancia P (SP) (Reis ef al., 2011), endotelina-1 (ET-
1) (Fabricio et al., 1998) e endocanabinodides endogenos (Fraga et al., 2016). A sintese
desses mediadores resultara em um reajuste do termostato hipotalamico que passaria a

controlar a temperatura corporal a niveis acima de 36,5-37°C.
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As prostaglandinas sao os mediadores mais estudados e importantes da resposta
febril. Sao derivadas do acido araquidonico e sdao formadas pela ag¢ao da ciclo-oxigenase
(COX). A administracao periférica de LPS induz a expressao de COX-2 no cérebro em
células perivasculares e endoteliais ao longo de pequenas vénulas enquanto que a
administracdo de IL-1B induz a expressio de COX-2 principalmente em células
perivasculares (Schiltz and Sawchenko, 2002). Outras enzimas também participam da
formacao de prostaglandinas, entre elas a PGE sintase 1 (mPGES;) que forma PGE; e a
lipocalina sintase PGD (L-PGDS) que forma PGD,.

Embora existam evidéncias da participagdao de outras prostaglandinas na febre,
as participagdes de PGE, e do receptor EP; parecem ter um papel chave na resposta
febril (Engblom et al., 2003; Lazarus et al., 2007; Ushikubi et al., 1998). Estudos
anteriores reportaram que camundongos deficientes de mPGES-1, nido apresentaram
febre e sintese de PGE, apds a administracdo de LPS (Engblom et al., 2003). No
entanto, estes animais apresentaram febre quando PGE,; foi administrada diretamente no
sistema nervoso central, demonstrando que a capacidade de produzir/conservar calor
ndo estava alterada. Assim, a COX-2 e a mPGES-1 expressas em células endoteliais
cerebrais sdo importantes para a indu¢do de febre uma vez que camundongos com
delecdo seletiva destas enzimas nas células endoteliais cerebrais ndo apresentaram febre
(Wilhelms et al., 2014).

O receptor de PGE, envolvido no processo da resposta febril ¢ o receptor EPs.
Este subtipo de receptor ¢ expresso em grande quantidade no ntcleo pré-optico mediano
(MnPO) (Lazarus et al., 2007), sendo esta a area do hipotdlamo (dentro da POA/HA)
mais sensivel as acdes pirogénicas da PGE, (Scammell er al., 1996). J4 foi reportado,
que a delecdo genética seletiva de receptores EP; no MnPO aboliu a resposta febril

induzida por LPS e PGE, sugerindo que estes receptores sdo essenciais para a febre
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(Lazarus et al., 2007). Entretanto, PGE, formada perifericamente também pode adentrar
o sistema nervoso central através do o6rgdo vascular da lamina terminal (OVLT), uma
regido desprovida de barreira hemato-encefalica e envolvida na geragdo de febre,
particularmente na fase inicial da resposta febril (Simm etz al., 2016).

A temperatura corporal ndo aumenta indefinidamente apos a sintese de
prostaglandinas devido a presenca de receptores TRPM; em uma subpopulacdo de
neurdnios hipotalamicos que sdo ativados com o aumento da temperatura € previnem o
superaquecimento (Song et al., 2016). Estudos recentes sugerem que a PGE, ¢ entdo
removida dos tecidos cerebrais através de um transportador especifico (PGT, do inglés
prostaglandin transporter) para o fluido cérebro-espinhal para ser posteriormente
metabolizada em outros 6rgaos como os pulmdes (Hosotani et al., 2015).

Os receptores EP; no MnPO s3o expressos em neurdnios inibitorios gabaérgicos
que inibem as vias descendentes responsaveis pelo aumento da temperatura corporal
(Nakamura et al., 2002). Os receptores a ¢ y EP3; sdo acoplados a proteina Gi e,
portanto, ao inibirem os neurdnios gabaérgicos, promovem uma desinibi¢do de vias
descendentes que culminam na elevacdo da temperatura corporal (Nakamura, 2011).
Estes neurdnios gabaérgicos projetam-se para o hipotalamo dorso medial (DMH) e para
rafe bulbar rostral (RMR). Estas areas, quando ativadas, ou seja, desinibidas pela
ligacdo da PGE, ao receptor EP3, ativam respostas de produgdo de calor, como a
ativacdo do TAM e o tremor muscular além de promover a ativagdo de mecanismos de
conservagdo de calor, como a vasoconstricdo cutanea (Saper et al., 2012). A ativagdo
desses mecanismos resulta na febre. A febre ¢ importante para a ativagdo e proliferagao
de linfocitos. Além disso, a resposta febril ¢ importante para a sinalizagdo e para o
acompanhamento evolutivo de doengas, que podem ser de origem infecciosa ou ndo

(DeWitt et al., 2017).
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1.3 A resposta febril e o consumo de etanol

O uso do EtOH ¢ um dos principais riscos a saude mundial. E fator causal de
mais de sessenta tipos de doencas e resulta em aproximadamente 2,5 milhdes de mortes
por ano. Entre as doengas onde o consumo de EtOH tem um componente importante
estdo as doencas infecciosas como, tuberculose, virus humano da imunodeficiéncia e
pneumonia. Independentemente de fatores sociais, o consumo pesado de EtOH esta
associado a uma maior suscetibilidade a doengas infecciosas (revisado por Rehm,
2011).

Usualmente o consumo de EtOH inicia-se na adolescéncia (entre 12-14 anos),
devido a comportamentos caracteristicos dessa fase da vida, como a busca por novidade
e interagdo social. Os adolescentes t€ém uma resposta Unica ao etanol comparado a
adultos, de maneira que sdo menos sensiveis as respostas motora-sedativas do etanol, o
que contribui para o consumo de tipo binge e apagdes (Crews et al., 2016). No entanto,
esse consumo aumenta progressivamente entre 18 e 21 anos, frequentemente adotando
um padrao de binge (Masten et al., 2009). O padrao de binge € o consumo intermitente
de EtOH em altas doses e ¢ também um fenomeno social com uma alta prevaléncia
entre universitarios (Courtney and Polich, 2010). De acordo com o National Institute on
Alcohol Abuse and Alcoholism dos Estados Unidos, o binge ¢ um padrao de consumo
que resulta em niveis sanguineos de EtOH de 0,08 g/dl. Isto ¢ tipicamente encontrado
apos quatro drinques para mulheres e cinco drinques para homens, em um periodo de
duas horas. Essa quantidade ¢ obviamente varidvel, pois ¢ necessario levar em conta o
teor alcodlico da bebida. No Brasil, 72% dos jovens universitarios declararam que o
alcool foi a substancia mais consumida no tltimo ano, ¢ um ter¢o declarou pelo menos
um episodio de consumo em binge (SENAD, 2010). O consumo de EtOH em

adolescentes ¢ menos frequente do que em adultos, mas a quantidade consumida por
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ocasido ¢ consideravelmente maior, com um nivel médio de consumo que preenche os
critérios de binge ou episddio de consumo pesado (Windle, 2016). Refletindo este
padrao de alto consumo, o consumo mundial de alcool em 2010 foi de 6,2 L de EtOH
puro por pessoa na idade de 15 anos ou superior, o que se traduz em 13,5 g de EtOH
puro por dia (W.H.O, 2014).

O consumo de EtOH na adolescéncia ¢ importante porque este ¢ um periodo
critico de vida, ¢ quando interagdes complexas entre fatores genéticos e experiéncias
ambientais remodelam certas areas cerebrais para o amadurecimento neural (Fine and
Sung, 2014). O consumo excessivo de EtOH durante este periodo leva a mudangas no
cortex pré-frontal, cerebelo e hipocampo seguida de disfungdo cognitiva e déficits
emocionais ¢ de memoria (Fowler et al., 2014; Oliveira et al., 2015; Pascual et al.,
2007; Pascual et al., 2014).

Além dessas mudangas no sistema nervoso central, o consumo de EtOH também
pode alterar as respostas imunes inata e adaptativa (Goral et al., 2008; Jimenez-Ortega
et al., 2011) e o padrao de consumo ¢ um fator determinante para que estas mudancgas
sejam tempordrias ou permanentes. Jimenez-Ortega e colaboradores (2011)
demonstraram que o consumo intermitente de EtOH diminuiu as populagdes de
linfocitos no linfonodo e no bago mais do que o consumo agudo ou cronico. A liberacao
de citocinas no sangue foi suprimida apos a estimulagdo com LPS e fitohemaglutinina
apos a exposicdo aguda ao EtOH em humanos (Afshar et al., 2015). Por outro lado, a
ativacdo da microglia e um aumento na sintese de citocinas pro-inflamatorias,
quimiocinas e TLR através da ativacdo do fator nuclear kB (NFxB) foi verificada no
cérebro de humanos, ratos e camundongos durante a exposi¢cao ao EtOH (Crews et al.,
2011). Além disso, a exposi¢do intermitente ao EtOH durante a adolescéncia induziu

dano cerebral inflamatdrio caracterizado por niveis elevados de COX-2, NO sintase,
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atividade da caspase 3 e morte celular por apoptose. Os animais expostos ao EtOH
também apresentaram mudangas comportamentais tais como um desempenho
prejudicado no teste de discriminacdo de objetos, desempenho motor, menor
discriminacdo de objetos familiares e novos e piora na performance da tarefa de
caminhar na plataforma (Pascual et al., 2007).

Dessa maneira, estas alteracoes nos marcadores inflamatorios no sistema
nervoso central associadas as mudangas comportamentais levantam a possibilidade de
alteracdes também no processamento da resposta febril.

Estudos anteriores avaliaram os efeitos da exposicao fetal ao EtOH. Yirmiya et
al. (1993) demonstraram que uma dieta liquida de EtOH 5% oferecida as ratas a partir
do dia gestacional 8 até o parto diminuiu a resposta febril induzida por LPS na prole
adulta (60 dias de idade). O mesmo grupo reportou resultados similares apds a
administracdo i.p. de IL-1P (Yirmiya et al., 1996). Posteriormente, Taylor et al. (1999)
demonstraram que ratos expostos ao EtOH no periodo fetal apresentaram menores
niveis de IL-1P no hipotadlamo duas horas apos o desafio e menor resposta febril, mas,
apresentaram uma resposta febril normal apo6s a injecdo i.c.v. de PGE, (Taylor et al.,
1999). Estes resultados sugerem uma redug¢do na sinalizagdo de IL-1B ao centro
termorregulatorio no hipotdlamo sem qualquer dano nos mecanismos efetores que
controlam a resposta febril apds a exposi¢cao ao EtOH no periodo fetal.

Taylor et al. (2002) estudaram a influéncia do EtOH na febre induzida por LPS
ou IL-1B em animais adultos. Os ratos adultos que foram alimentados com uma dieta
liquida de EtOH 5% por 14 dias exibiram reducdo na resposta febril induzida por LPS
ou IL-1B quando administrados por via i.p. No entanto, essa resposta foi normal em

ratos que receberam EtOH quando a IL-1p foi administrada diretamente no sistema
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nervoso central (i.c.v.). Estes dados sugerem que o consumo de EtOH de alguma forma
interfere na resposta inflamatoria ao LPS (Taylor et al., 2002).

Estes prejuizos na resposta febril tanto apds a exposi¢dao fetal como na vida
adulta nos levaram a questionar se o padrao de consumo de EtOH na adolescéncia
(binge) também levaria a alteragdes na reposta febril. Nosso grupo também observou
que a exposicao ao EtOH no modelo de binge na adolescéncia produziu uma reducao na
resposta febril induzida por LPS e IL-1B nos animais 12 dias apds a interrupcao da
exposicao ao EtOH (Telles et al., 2017). Estas alteragdes sdao similares aquelas
observadas por Yirmiya e colaboradores em animais expostos no periodo pré-natal
(Yirmiya et al., 1993; Yirmiya ef al., 1996).

Pascual e colaboradores (2001) demonstraram que o tratamento agudo com
EtOH em camundongos adolescentes ativou a produ¢@o de citocinas por macroéfagos
enquanto o tratamento cronico reduziu a expressio de complexos principais de
histocompatibilidade e a ativa¢ao de células T. J& a exposi¢do in vitro de macroéfagos ao
EtOH reduziu a expressdo de IL-1f3, TNF-a e IL-6 e suprimiu a atividade do
proteossoma levando a supressdo da apresentagdo de antigenos por complexos de
histocompatibilidade principal de classe I (D'Souza et al., 2013; Muralidharan et al.,
2014). Nestes estudos, a exposicao ao EtOH foi feita por um curto periodo e as
mudangas também duraram por pouco tempo. Telles e colaboradores (Telles et al.,
2017) demonstraram que os niveis plasmaticos de IL-13 apds a administra¢do i.p. de
LPS ndo foram diferentes entre animais expostos € ndo expostos ao EtOH durante a
adolescéncia, confirmando que estes macrofagos sdo funcionalmente similares.
Portanto, o intervalo de 12 dias, utilizado por Telles et al., entre a Gltima exposi¢cdo ao
EtOH e a administra¢ao de LPS parece ser suficiente para restaurar a funcionalidade dos

macrofagos.
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Assim, at¢ o momento tem se observado que o consumo de EtOH em diferentes
fases da vida e em diferentes modelos de exposicao, ¢ capaz de prejudicar a resposta
febril. Os trabalhos de Yirmiya e colaboradores (1993, 1996) e de Taylor e
colaboradores (1999, 2002) citados anteriormente ja demonstraram este prejuizo da
resposta febril tanto quando da exposicao fetal quanto em animais adultos. No entanto,
com relagdo a exposicao durante a adolescéncia, somente o estudo do nosso grupo de
Telles e colaboradores (2017) demonstrou que, na adolescéncia, o consumo de EtOH
causa um prejuizo nesta resposta. No entanto, os mecanismos envolvidos nesse processo
ainda nao estdo completamente esclarecidos.

Conforme destacado anteriormente, a resposta febril ¢ um importante
mecanismo de defesa contra infecgdes. Ja foi reportado que o consumo de etanol ¢
capaz de suprimir a resposta imune humoral, podendo causar infec¢des oportunistas
(Moreno et al., 2018). Além disso, pessoas que fazem uso cronico de etanol apresentam
menor comprometimento com o tratamento de doencas infecciosas (Amirkhanian et al.,
2019; Elliot et al., 2018). Portanto, um prejuizo na resposta febril pode ser determinante
para um maior risco a infec¢des em qualquer fase da vida.

Dessa maneira, neste trabalho iremos propor um provavel mecanismo pelo qual
o consumo de EtOH particularmente na adolescéncia, fase da vida onde o consumo ¢
excessivo e os estudos sdo mais escassos, prejudica a resposta febril observada mesmo
apos a interrupgdo da exposigdo. Para caracterizar melhor o estilo de exposi¢do nesta
fase da vida, os animais serdo expostos ao EtOH em um modelo de binge (exposicdo

intermitente).
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar se o prejuizo na resposta febril, apds exposi¢do ao EtOH durante a

adolescéncia, ¢ consequéncia de alteragdes nos mecanismos de producao de calor.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar a resposta febril induzida por LPS e PGE; no inicio da vida adulta, apos

exposicao intermitente ao EtOH durante a adolescéncia;

- Avaliar mudangas na termogénese adaptativa no inicio da vida adulta, apds exposi¢ao

intermitente ao EtOH durante a adolescéncia;

- Avaliar alteragdes no peso, funcionalidade e morfologia do TAM apds exposi¢do ao

EtOH durante a adolescéncia.

- Propor um provavel mecanismo de acdo pelo qual a exposicdo ao EtOH durante a

adolescéncia ¢ capaz de prejudicar a resposta febril.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos recém-desmamados. Os animais foram
mantidos em salas com ciclo claro/escuro de 12 h (luzes acesas as 7 h da manha) e
temperatura controlada (22 + 2 °C) com livre acesso a dgua e ragdo comercial. Todos os
protocolos foram submetidos a0 Comité de Etica para o Uso de Animais do Setor de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Parand e aprovados sob o nimero

1120.

3.2 Drogas

Lipopolissacarideo de Escherichia coli (0111: B4) e prostaglandina E, foram
adquiridos da Sigma Chemical & Co. (St. Louis, MO, EUA). A cetamina ¢ xilazina
foram adquiridas da Syntec Laboratory (Santana da Parnaiba, SP, Brasil). A
oxitetraciclina foi adquirida nos Laboratorios Pfizer (Sao Paulo, SP, Brasil). O
cetoprofeno adquirido da Sanofi-Aventis (Sao Paulo, SP, Brasil) e a lidocaina, da
Eurofarma (Sao Paulo, SP, Brasil). O etanol foi adquirido da Merck KGaA (Darmstadt,

Alemanha).

3.3 Modelo de exposicdo ao etanol

A Figura 1 mostra de maneira esquematica os procedimentos realizados nos
animais, incluindo a exposicdo ao EtOH, que serdo descritos a seguir. Foram
administradas doses de 3g/kg de EtOH (25% p/v em soluc¢do salina, intraperitoneal) aos
ratos no dia poés-natal 25 (PND25, grupo pré-tratado com EtOH) ou solu¢do salina em

volume equivalente (grupo controle). Nos dias 26, 29, 30, 33, 34, 37 ¢ 38 os animais
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receberam o mesmo tratamento. Esse padrao foi escolhido com base em Lerma-Cabrera
(2013) e Forbes et al. (2013) por simular um padrao de intoxicacdo aguda (Binge)
comum durante a adolescéncia (Forbes et al., 2013; Lerma-Cabrera et al., 2013). Os
experimentos de febre foram realizados 12 dias ap6s a tltima administracdo de EtOH ou
salina. No dia anterior ao experimento, os animais expostos ao EtOH receberam uma
dose adicional de EtOH por via oral (3g/kg) conforme descrito pelos mesmos autores.
Estudos prévios demonstraram que esta dose aguda de EtOH per se ndo altera a resposta
febril observada no dia seguinte (Telles ef al., 2017). Os animais foram pesados antes de
cada rodada de injecdes para que o volume de EtOH ou salina fosse calculado. A
comparacao entre os pesos dos animais foi feita nos PND 38 (tltimo dia apds a
administracdo intermitente de EtOH), PND 45 (dia da cirurgia de implante de canula

i.c.v e/ou de registrador de temperatura) e PND 51 (dia da inje¢do de LPS).

Exposigao intermitente de EtOH

LPS i.p
ou
PGE, i.c.v
dade 21 25 26 29 30 33 34 37 38 45 50 51 A
(] 1 ] 1 N | 1 1 [l 1 ] [ | [, N
(PND) T T T T T T T T T 1 T 1
' i
' '
' ~>EtOH
i
]

Implante dos registradores de
temperatura e canula i.c.v.

Fig.1: Representacio esquematica da exposicio ao EtOH no modelo de binge. Os animais receberam
3g/kg de EtOH nos dias pos-natais (PND) indicados. Os registradores de temperatura foram implantados
¢ quando necessario, uma canula intracerebroventricular foi implantada para realizar as injegdes i.c.v. No
PND 50, os animais receberam uma dose adicional de EtOH por via oral e os experimentos foram

realizados no PND 51.
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3.4 Procedimentos cirurgicos

Implante dos registradores remotos de temperatura: Animais expostos ao EtOH
ou animais controles, foram anestesiados com cetamina/xilazina (90/10 mg/kg, ip) e
receberam transmissores remotos para medida de temperatura corporal (Subcue
Dataloggers, Calgary, Canadd) conforme descrito anteriormente por Reis ef al. (2011).
Para tanto, apds laparotomia de aproximadamente 2 cm na linha mediada, transmissores
remotos de temperatura previamente programados foram implantados na cavidade
peritoneal e a cavidade suturada. Este procedimento ocorreu uma semana (PND45)
antes dos experimentos (Fig. 1).

Implante de canula intracerebroventricular: Sob a mesma anestesia descrita
acima, uma canula permanente (0.8 mm de didmetro externo, 14 mm de comprimento)
de ago inoxidavel foi implantada estereotaxicamente no ventriculo lateral de acordo
com as seguintes coordenadas: 1,6 mm lateral a linha média, 1,5 mm posterior ao
bregma, e 2,5 mm sob a superficie do cérebro, com a barra incisal a 3,3 mm abaixo do
zero horizontal (Paxinos e Watson, 1998). Este procedimento ocorreu 1 semana
(PND45) antes dos experimentos. Apds qualquer procedimento cirirgico os animais
receberam 400 mg/kg de terramicina por via s.c. e 10 mg/kg, i.p. de cetoprofeno

(analgésico, no dia da cirurgia e no dia seguinte).

3.5 Avaliacdo da resposta febril apos a exposicdo ao etanol

Os animais controle e expostos ao EtOH foram aclimatados a temperatura de
28°C (termoneutralidade para ratos) (Gordon, 1990) no dia anterior ao experimento e
permaneceram nesta temperatura até o final do experimento. Os registradores remotos
foram programados para iniciar a medida da temperatura corporal dos animais as 7 h da
manha e estas foram feitas a cada 15 min. Entre 9 e 11 h da manha, os animais expostos

ao EtOH ou salina receberam entdo os estimulos pirogénicos: LPS (E. coli, 0111:B4, 50
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ng/kg, i.p) ou PGE, (250 ng, i.c.v., 2 ul). Animais controle de ambos os grupos (salina e
EtOH) receberam somente salina. A temperatura corporal dos animais continuou sendo
registrada pelos aparatos implantados no peritonio, a cada 15 min por 6 h para o LPS e
por 2 h para a PGE,. Estudos anteriores demonstraram que a dose administrada de LPS
e PGE, foi capaz de induzir febre nos tempos escolhidos (Telles et al., 2017, Brito et
al., 2016). Ao final do experimento os animais foram anestesiados com
cetamina/xilasina conforme descrito acima. Os animais foram mortos por deslocamento
cervical. O posicionamento correto das canulas no ventriculo lateral foi verificado
através da injecdo de azul de Evans no sitio e avaliagdo macroscopica dos cortes
cerebrais. Animais que apresentaram bloqueio da canula durante a inje¢do,
posicionamento irregular das canulas ou temperaturas basais abaixo de 36,7 °C ou

acima de 37,4°C foram excluidos do estudo.

3.6 Coleta de TAM

Os animais foram eutanasiados com isufluorano. Foi realizado um corte na
regido dorsal dos animais e em seguida todo o tecido adiposo da regido intraescapular
foi coletado e o tecido adiposo marrom foi isolado. O TAM de cada animal foi pesado,
e também foi realizado o célculo para a massa relativa de TAM (massa de TAM : peso

corporal) (Blaner et al., 2017).

3.7 Desafio ao frio

Para avaliar os mecanismos periféricos envolvidos na resposta febril, os animais
de ambos os grupos foram submetidos ao experimento de desafio ao frio. Durante esse
experimento os animais foram expostos a temperaturas de 15°C ou 5°C enquanto que os

animais controle foram mantidos a 28°C. Em todas as temperaturas ambientes, os
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registradores remotos de temperatura estavam programados para medir a temperatura
corporal dos animais a cada 15 minutos e essas medidas foram realizadas em um
intervalo de tempo de 6 horas. No desafio ao frio a 5°C, os animais foram mantidos sob
essa temperatura por apenas 4 h, mas, os registradores continuaram na cavidade
abdominal dos animais apos o retorno a 28°C, até finalizar o tempo de 6 horas. Essa
medida foi tomada a fim de diminuir o sofrimento animal e para avaliar a recuperacao

da temperatura corporal dos animais (adaptado de Kohlgruber et al., 2018).

3.8 Isolamento de mitocondrias do TAM

O TAM foi coletado da regido intraescapular de animais dos grupos salina e
expostos a0 EtOH no PND 51. Para tanto os animais foram anestesiados por inalagao
excessiva deisofluorano, foi feito um corte de aproximadamente 4 cm na regido
interescapular dos animais e o tecido foi isolado, sendo retirado o maximo de tecido
adiposo branco. O tecido foi pesado e em seguida foi lavado em tampao de isolamento
gelado contendo 250 mM de sacarose ¢ 5 mM de Tris HCI, pH 7,2 e utilizado para a
separacdo das mitocondrias. O peso do TAM de animais expostos ou ndo ao EtOH foi
comparado e a massa relativa de TAM em relag@o ao peso corporal dos animais também

foi avaliada.

O isolamento das mitocondrias do TAM foi feito de acordo com Cannon e
Nedergaard (2008). Para tanto, o tecido foi triturado em pedagos pequenos com tesouras
apropriadas, lavado e homogeneizado no tampao de isolamento. Durante o processo de
isolamento os tecidos foram mantidos a temperatura de 0-2°C.O tecido foi entdo
homogeneizado em um homogeneizador van Potter-Elvehjem. O isolamento das
mitocondrias foi feito por centrifugacdo diferencial. Inicialmente os homogenados

foram centrifugados a 8500 g por 10 min a 2°C. O sobrenadante resultando, contendo a
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por¢ao lipidica foi descartado. O pellet foi ressuspendido em tampao de isolamento
contendo 250mM de sacarose ¢ o homogenato centrifugado a 700 g por mais 10 min. O
sobrenadante resultante desta centrifugagao foi centrifugado novamente a 8500g durante
10 min. Novamente, o pellet contendo as mitrocondrias foi ressuspendido em tampao de
isolamento contendo, 100 mM KCI, 20 mM Tris e 0,2 % de albumina sérica bovina, pH
7,2. O pellet resultante foi ressuspendido mais uma vez em um volume menor desse
mesmo tampao. A concentragdo de proteina mitocondrial foi determinada pelo ensaio

de Bradford (1976), utilizando albumina bovina sérica como padrao.

3.9 Consumo de oxigénio

O consumo de oxigénio foi medido por respirometria de alta resolugdo
(Oroboros Oxigraph-02 K, Oroboros Instruments, Innsbruk - Austria).  As
mitocondrias (0,075 pg/mL) foram incubadas em tampao contendo 100 mM KCI, 20
mM Tris, 4 mM KH,PO4, 2 mM MgCl,"7H,0, 1 mM EDTA e 0,05% albumina sérica
bovina, pH 7,2 a 37°C. A atividade respiratoria foi medida na presenga de Piruvato (2,5
mM) e Malato (1 mM) que sdo substratos para o complexo I da cadeia respiratoria
mitocondrial (Wang et al., 2019) bem como na presenca de ATP (4 mM) que ¢ um
nucleotideo de purina inibidor das proteinas desacopladoras mitocondriais (Macher et
al., 2018). O consumo maximo de oxigénio foi avaliado pela adi¢ao de carbonil cianeto
de 4-trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP,1 mM) que ¢ um potente desacoplador
inespecifico da fosforilagdo oxidativa mitocondrial (Shabalina et al., 2014). O consumo
de oxigénio foi avaliado como a porcentagem do fluxo de oxigénio por massa, € a
atividade da UCP foi calculada pela variagdo no consumo de oxigénio mitocondrial pela

adicao de piruvato e malato e apds a adigao de ATP.
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3.10 Histologia do TAM

O TAM intraescapular foi coletado e fixado por aproximadamente 24 horas em

formalina 10% e mantido em alcool 70% até o processamento da amostra.

As laminas contendo os cortes de TAM foram preparadas manualmente pelo
Centro Técnico Histopatologico de Curitiba, em seguida o tecido foi corado com
Hematoxilina e Eosina. As imagens para analise foram obtidas pelo scanner de 1aminas
Zeiss (Carl Zeiss AG, Oberkochen — Alemanha). As imagens foram analisadas pelos
programas VSViewer e imageJ. Foram captadas 10 imagens de campos diferentes de
cada lamina e avaliados o nimero de nticleos celulares, o nimero de goticulas (droplets)

de lipideos e o tamanho médio das goticulas.

3.11 Andlise estatistica

Os resultados obtidos para resposta febril e desafio ao frio foram avaliados por
analise de varidncia (ANOVA) de medidas repetidas seguida por teste de Bonferroni
para comparagdes multiplas. O consumo de oxigénio foi avaliado por ANOVA de uma
via e Bonferroni post-hoc. Nos demais experimentos foi utilizado o teste t de Student.

Em todos os casos o nivel de significancia adotado foi p<0.05.
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4. Resultados

4.1 Diferencas no peso corporal de ratos expostos ao EtOH

E comum observar diferengas no tamanho e peso de animais tratados com EtOH
no modelo de binge durante a adolescéncia. No presente estudo foi possivel observar
que animais expostos ao EtOH durante a adolescéncia tiveram uma reducdo do peso
corporal quando comparados aos animais que receberam salina. Essa diferenca pode ser
observada desde o PND 38 (fig. 2 A), o qual ¢ o ultimo dia do tratamento com EtOH.
No PND 45 essa diferenca ainda ¢ evidente, sendo este o dia onde ocorreram as
cirurgias (fig. 2 B), e essa diferenca no peso corporal dos animais ainda foi também
significativa no PND 51 (fig. 2 C), 12 dias apos a ultima injecdo de EtOH e quando

foram feitas todas as avaliacdes subsequentes.
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Fig. 2: Efeito do consumo intermitente de EtOH durante a adolescéncia no peso corporal. Os
animais foram expostos ao EtOH ou salina, como descrito previamente. O peso corporal (g) foi
determinado antes de cada rodada de inje¢des nos dias pds-natal (PND) 25, 26, 29, 30, 33, 34, 37, 38, 45
e 51. Dados expressos como média + e.p.m (n=6-7). *Diferente do grupo salina, p<0,05. Analisado por

ANOVA de duas vias, seguido de Bonferroni post-hoc.
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4.2 Temperatura basal

Para avaliar se a exposicao intermitente ao EtOH durante a adolescéncia poderia
causar alguma alteragdo nos valores da temperatura corporal basal dos animais, nos
avaliamos a temperatura corporal previamente a exposi¢cao aos pirogenios. Observamos
que a administragdo intermitente de EtOH durante a adolescéncia, ndo foi capaz de
alterar a temperatura basal dos animais no inicio da vida adulta quando comparado aos

animais que receberam salina (fig. 3).
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Fig. 3: Temperatura corporal basal de animais expostos a salina ou EtOH durante a adolescéncia.
Os animais foram expostos ao EtOH durante a adolescéncia enquanto que animais controles receberam
salina conforme descrito anteriormente. A temperatura corporal foi avaliada 12 dias apdés a ultima
exposi¢do. Dados apresentam a média + e.p.m (n=13) da temperatura corporal (°C) antes de qualquer

tratamento com pirégenos. Analisado por teste t ndo pareado.

4.3 Efeito do consumo de EtOH durante a adolescéncia na febre induzida por LPS

Ap6s administragdo i.p de salina ndo houve nenhuma alterac¢do significativa na
temperatura corporal de animais expostos a salina ou EtOH durante a adolescéncia.
Mas, como esperado, apo6s injecdo i.p de LPS a temperatura corporal dos animais

previamente expostos a salina aumentou, esse aumento da temperatura corporal se deu a
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partir da segunda hora apds a injecdo e durou até a sexta hora. Nos animais que
receberam o EtOH de maneira intermitente na adolescéncia, a administragao de LPS

ndo foi capaz de causar mudancas significativas na temperatura corporal (fig.4).
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Fig. 4: Efeito do consumo intermitente de EtOH na adolescéncia na febre induzida por LPS. Os
animais foram expostos ao EtOH ou salina durante a adolescéncia, como descrito anteriormente e no
PND 51 receberam uma injecdo de lipopolissacarideo (LPS, 50 pg/kg) ou veiculo (salina) por via
intraperitoneal. Dados expressos como média + e.p.m da temperatura corporal (°C) durante 6 h (n=4-7).
*p<0,05, diferente do respectivo grupo controle (salina). #p<0,05, diferente do grupo Salina-LPS.

Analisado por ANOVA de duas vias para medidas repetidas seguido de Bonferroni post-hoc.

4.4 Efeito da exposicdo ao EtOH durante a adolescéncia na febre induzida por PGE,

A inje¢do i.c.v de salina em ambos os grupo ndo causou nenhuma alteracao na
temperatura corporal. Os animais que receberam salina na adolescéncia e no PND 51
receberam PGE; por via i.c.v. tiveram um aumento significativo da temperatura corporal

de aproximadamente 0,7 °C, trinta minutos apos a injecdo. No entanto, os animais
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expostos ao EtOH na adolescéncia e que receberam PGE, apresentaram um aumento de

apenas 0,3 graus na temperatura corporal no mesmo tempo (fig.5).
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Fig. 5: Efeito da exposi¢ao intermitente de EtOH durante a adolescéncia na resposta febril induzida
por PGE,. Os animais foram expostos ao EtOH ou salina durante a adolescéncia, como descrito
anteriormente e no PND 51 receberam uma injecdo i.c.v de prostaglandina E, (PGE,, 250 ng) ou veiculo
(salina). Dados expressos como média = e.p.m da temperatura corporal (°C) durante 2 horas (n=6-11).
*p<0,05, diferente do respectivo grupo controle (salina). #p<0,05, diferente do grupo Salina-PGE,.

Analisado por ANOVA de duas vias para medidas repetidas seguido de Bonferroni post-hoc.

4.5 Massa de tecido adiposo marrom em animais expostos a salina ou EtOH

Com os resultados da reposta febril induzida por PGE; onde a febre foi atenuada
pelo consumo de EtOH na adolescéncia, a hipotese que surgiu foi que a exposi¢ao
intermitente de EtOH na adolescéncia poderia estar alterando os mecanismos
descendentes de produgdo de calor ativados por este eicosanodide. Para avaliar essa
possibilidade, o TAM intraescapular foi coletado e pesado e foi calculada a razio de

massa de TAM:peso corporal dos animais de ambos os grupos.
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Foi possivel observar a diferenga da massa de TAM entre os grupos logo apos a
coleta (fig. 6 A, B). Os animais expostos ao EtOH apresentaram uma massa de TAM
significativamente menor em relacao aos animais salina (fig. 6 C). Quando a massa do
TAM foi expressa pela razao entre a massa de TAM:peso corporal, também observamos
que a administracdo intermitente de EtOH na adolescéncia produziu uma diminui¢do

significativa desta razdo (fig. 6 D).
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Fig. 6: Efeito da exposicdo intermitente de EtOH na adolescéncia na massa de tecido adiposo
marrom. Os animais foram expostos ao EtOH ou salina durante a adolescéncia, como descrito
anteriormente ¢ no PND 51 foi coletado o tecido adiposo marrom (TAM) dos animais de ambos os

grupos. Uma amostra de TAM retirado dos animais salina (A) ¢ EtOH (B) é mostrado. Massa do TAM
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(C) e a razdo TAM:peso corporal (D) de animais que receberam salina ou EtOH. Dados expressos como

média + e.p.m (n=14-13). *p<0,05, diferente do grupo salina. Analisado por teste t ndo pareado.

4.6 Efeito do EtOH na termogénese adaptativa

A termogénese adaptativa ¢ uma fungdo metabdlica especifica do TAM, assim,
para avaliar se a diminuigdo na massa de TAM seria suficiente para interferir nos
mecanismos de defesa ao frio (producdo de calor), os animais de ambos os grupos
foram submetidos ao desafio ao frio em trés temperaturas ambientes distintas: 28°C

(zona de termoneutralidade para comparacao), 15°C e 5°C.

Na temperatura ambiente de 28°C nenhuma diferenca na temperatura corporal de
animais de ambos os grupos foi encontrada (fig. 7A). De maneira similar, na
temperatura ambiente de 15°C os animais também ndo apresentaram diferengas
significativas quando comparados (fig. 7B). No entanto, quando os animais foram
expostos a temperatura de 5°C, os animais que foram previamente expostos a salina
conseguiram manter uma temperatura homeostatica, enquanto os animais que receberam
EtOH na adolescéncia tiveram uma diminui¢ao significativa na temperatura corporal,
ndo conseguindo manter um temperatura adequada e passaram para um estado de
hipotermia. Quando comparada a diminui¢do da temperatura corporal dos animais do
grupo salina e do grupo EtOH a 5°C, foi possivel perceber uma diferenca de 1,1°C na
segunda hora e meia apds a exposi¢do ao frio (fig. 7 C). E importante enfatizar que
nesse experimento, diferente dos anteriores, os animais foram expostos a 5°C apenas
durante 4 h, para minimizar o sofrimento animal. Ambos os grupos retornaram para a
temperatura de 28°C apds o desafio ao frio para se recuperarem, e inclusive os animais

do grupo EtOH foram capazes de retornar ao estado homeotérmico.
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Fig. 7: Desafio ao frio apés exposicdo intermitente ao EtOH na adolescéncia. Os animais foram
expostos ao EtOH ou salina durante a adolescéncia, como descrito previamente. No PND 49 ou 51, a
temperatura corporal dos animais do grupo salina e EtOH foi medida na zona termoneutra (28°C, A), na
temperatura ambiente de 15°C (B) ou na temperatura ambiente de 5°C (C) pelos tempos indicados. O

inicio ¢ o fim da exposi¢do ao frio na temperatura de 5°C sdo mostrados (C). Dados expressos como
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média + e.p.m da temperatura corporal (°C, n=6-10). *P<0,05, diferente do grupo salina. Analisado por

ANOVA de medidas repetidas, seguido por Bonferroni post-hoc.

4.7 Consumo de oxigénio pelo TAM de animais expostos a salina ou EtOH

Além da massa do TAM procuramos também avaliar a funcionalidade deste
tecido. Para tanto, avaliamos a atividade mitocondrial desse tecido por respirometria de

alta resolucao.

Assim, ap6s o isolamento de mitocondrias do tecido, foi possivel observar que
os animais que receberam EtOH na adolescéncia obtiveram menor consumo de oxigénio
apos a adi¢do dos substratos para o complexo I da cadeia respiratdria piruvato e malato,
quando comparados com os animais que receberam salina (fig. 8A). Da mesma forma, a
adicao do inibidor de UCP, ATP apresentou um consumo de oxigénio menor em
animais expostos ao EtOH na adolescéncia. Ja a adi¢ao de um desacoplador inespecifico
da cadeia respiratéria mitocondrial, o FCCP, ndo apresentou diferenca significativa em

mitocondrias provenientes de animais expostos ao EtOH em relag@o aos animais salina.

A atividade da UCP, calculada pela variagdo no consumo de oxigénio
mitocondrial quando da adi¢do de piruvato e malato e apdés a adicdo de ATP,
demonstrou que os animais do grupo EtOH apresentam atividade de UCP diminuida em

relacdo aos animais do grupo salina (fig. 8B).
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Fig. 8: Consumo de oxigénio pelas mitocondrias provenientes do TAM e atividade da UCP
mitocondrial apdés exposicio ao EtOH. Os animais foram expostos ao EtOH ou salina durante a
adolescéncia, como descrito anteriormente. No PND 51, foi realizada a coleta de TAM. As mitocOndrias
do tecido foram isoladas e analisadas por respirometria de alta resolu¢do. Foi avaliado o consumo de
oxigénio (A) e a atividade de UCP (B) (n=15). Dados expressos como média + e.p.m. Analisado por
ANOVA de uma via, seguido por Bonferroni post-hoc (A) e teste t de Student ndo pareado (B). *P<0,05,

diferente do grupo salina.

4.8 Histologia do TAM em animais expostos a salina ou EtOH

A analise histologica do TAM foi realizada para verificar se a exposi¢do ao
EtOH durante a adolescéncia € capaz de, além de alterar a funcionalidade do tecido,

causar alteracdes na sua morfologia. Apos comparar as laminas histologicas dos animais
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de ambos os grupos, observamos que o consumo intermitente de EtOH ndo foi capaz de
causar alteragdes evidentes na morfologia geral do TAM (fig. 9 A-B). Com relagdo aos
aspectos quantitativos da andlise morfologica, o nimero de nucleos celulares por
campo, a quantidade de goticulas de lipideo presentes no tecido bem como o tamanho
médio dessas goticulas de lipideo também nao foi diferente quando os grupos foram

comparados (fig. 9 C-E, respectivamente).
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Fig. 9: Histologia do TAM de animais expostos ao EtOH ou salina. Os animais que foram previamente
expostos ao EtOH ou salina, foram eutanasiados ¢ o TAM dos animais de ambos os grupos foram
coletados. Lamina histolégica representativa do grupo salina (A) e do grupo EtOH (B). Avalia¢do da
quantidade nucleos celulares por campo (C), quantidade de goticulas de lipideo por campo (D) e o
tamanho médio das goticulas de lipideo (E). Foram analisados 10 campos diferentes por ldmina (n=4-6).

Dados expressos como média = e.p.m. Analisado por teste t ndo pareado.
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5. Discussao

Nesse trabalho foi demonstrado que o consumo de EtOH durante a adolescéncia
no padrao de consumo tipo binge, ¢ capaz de abolir a resposta febril induzida por LPS e
atenuar a febre induzida por PGE,. Também reportamos que esse consumo ¢ capaz de
diminuir a massa de tecido adiposo marrom bem como sua funcionalidade diminuindo a
atividade da UCP. Apesar de ndo alterar a temperatura corporal dos animais em
ambiente termoneutro, quando os animais sao expostos a baixa temperatura ¢ possivel

perceber que seus mecanismos de defesa ao frio estdo prejudicados.

Como esperado, o peso corporal dos ratos aumenta de maneira proporcional com
a idade. Previamente, Nelson et al. (2016) realizou um estudo comparando diversos
modelos de exposi¢ao ao EtOH, bem como vias de administracao. Nesse estudo foi
reportado que ratos expostos ao EtOH (3g/kg) por inje¢do i.p apresentaram reducao do
consumo de comida, menor preferéncia por dietas ricas em gordura, ¢ também
composi¢ao de gordura visceral e peso corporal diminuidos, quando comparados a
outros modelos de intoxicagdo por EtOH. No presente estudo nés demonstramos que o
consumo intermitente de EtOH durante a adolescéncia, prejudicou o crescimento que
geralmente ocorre nessa fase da vida dos animais. Apesar desses animais expostos ao
EtOH receberem mais calorias, ainda apresentam peso corporal menor em relagdao aos
animais que receberam salina. Ainda, os animais expostos ao EtOH ndo sdo capazes de
recuperar o peso, mesmo apds doze dias do término da exposicdo ao EtOH. Em um
estudo recente, Matthews e Mittleman (2017) compararam o ganho de peso corporal em
ratos envelhecidos, adultos e adolescentes apds administracdo cronica de EtOH. Foi
observado que enquanto os ratos adolescentes continuaram a ganhar peso, os adultos e
envelhecidos tiveram seu peso corporal diminuido em aproximadamente 20%

(Matthews e Mittleman, 2017). O estudo de Matthews e Mittleman ndo permite
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comparacgdo entre os animais expostos a salina ou EtOH, uma vez que os animais do
grupo salina receberam uma ragdo diferenciada, para que recebessem a mesma
quantidade de calorias. E plausivel que animais adolescentes ganhem mais peso do que
os adultos e envelhecidos, estando ou nao expostos ao EtOH, uma vez que estes animais
estdo em fase de crescimento. Em nosso estudo, percebemos que os animais expostos ao
EtOH durante a adolescéncia continuam a ganhar peso apds a exposi¢ao intermitente,
porém esse ganho de peso nao se iguala ao ganho de peso dos animais que receberam
salina. Outros fatores a serem considerados nesse resultado, sdo a ataxia e “ressaca”

causadas pelo EtOH, podendo diminuir o comportamento de alimentagdo desses ratos.

No presente trabalho apresentamos que a exposicdo ao EtOH durante a
adolescéncia no modelo de binge ndo altera a temperatura corporal basal. Esse resultado
confirma dados anteriores do nosso grupo, onde reportamos que o ritmo circadiano de
variagdo da temperatura corporal do animal ndo esta alterado apos exposicao ao EtOH
(Telles et al. 2017). No entanto, Taylor et al. (2002) reportou que apds 14 dias de
exposicao ao EtOH, ratos adultos exibiram alteracao no ritmo circadiano da temperatura
corporal, particularmente durante o ciclo escuro. Acreditamos que a principal razdo da
diferenca entre esses resultados, se deve ao fato de que em nossos estudos a temperatura
basal e circadiana foi avaliada ap6s 12 dias da tltima injecdo de EtOH, enquanto Taylor
et al. (2002) realizaram a medida da temperatura imediatamente apos o término da
exposicao ao EtOH. Sendo assim, ¢ possivel que esses 12 dias de interrupcao na
exposicao ao EtOH sejam suficientes para que o ritmo circadiano da temperatura
corporal se reestabeleca. Adicionalmente, nesse mesmo estudo de Taylor et al. (2002),
ratos adultos expostos ao EtOH apresentaram resposta febril atenuada apds
administracdo de LPS ou IL-1B. Taylor et al. (1999) mostraram ainda que ratos

expostos ao EtOH na fase fetal e quando expostos a injecdo i.c.v de IL-1P na fase
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adulta, também apresentavam resposta febril prejudicada. Ademais, os niveis
hipotalamicos de IL-1B também se mostravam diminuidos. No nosso estudo,
corroboramos os resultados de Taylor et al. (2002) e Telles et al. (2017), quando apos
induzir febre pela administracao de LPS, os ratos que haviam sido expostos ao EtOH na
adolescéncia ndo apresentaram nenhuma diferenca na temperatura corporal, e os
animais que foram previamente expostos a salina apresentaram um aumento

significativo da temperatura corporal.

Até o momento, ¢ possivel perceber que independentemente da via de
administracdo e da idade em que o animal ¢ exposto ao EtOH, este pode prejudicar o
desenvolvimento de uma resposta febril adequada frente a um estimulo. A partir de
estudos anteriores, do mesmo grupo citado acima, comecou-se a elucidar os
mecanismos pelos quais o EtOH altera a resposta febril. Em animais expostos ao EtOH
na fase fetal, a administracdo central de PGE, induziu uma resposta febril normal na
vida adulta (Taylor et al., 1999). Estes autores concluiram que a exposicao fetal ao
EtOH alterou a capacidade desses animais de produzir uma resposta apropriada a
infeccdes, possivelmente por uma producdo diminuida de citocinas. No entanto, sua
capacidade de producao de calor ndo foi prejudicada visto que, ap6s a administragao de
PGE,, um dos mediadores finais da resposta febril, os animais produziram uma resposta

febril inalterada.

No presente estudo, ndés demonstramos que a situacao pode ser diferente quando
o EtOH ¢ administrado intermitentemente na adolescéncia. A exposi¢do intermitente de
EtOH durante a adolescéncia, também atenuou a resposta febril induzida pela
administracao i.c.v. de PGE,. Assim, diferente de trabalhos anteriores, este resultado
sugere que esse modelo de exposicdo ao EtOH afeta também os mecanismos

termogénicos da resposta febril mais do que a producdo de mediadores pirogénicos.
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Estes dados estdo de acordo com estudos anteriores do nosso grupo onde observamos
que a administracdo intermitente de EtOH na adolescéncia ndo alterou os niveis
plasmaticos de IL-1B em animais que receberam LPS por via intraperitoneal (Telles et
al., 2017). A ativagdo dos receptores EP3 pela PGE, na circuitaria de termorregulagao,
mais especificamente na area POA/HA, ird desencadear a resposta febril. A produgdo
(tremor muscular e ativacdo do TAM) e conservagao (vasoconstricdo) de calor em
animais endotérmicos sdo controladas no hipotdlamo. Enquanto a MnPO possui vias
glutamatérgicas que estimulam o DMH para a producdo e a rafe palido rostral para a
conservagdo de calor, a MPO possui neurdnios gabaérgicos (inibitérios) que inibem
estas vias. Estes neuronios gabaérgicos presentes na MPO sdo sensiveis a temperatura,
especificamente ao calor. Assim, a ativagdo destes neurdnios por uma elevacao da
temperatura corporal desencadeia a inibigdo tanto da produgdo como na conservagao de
calor. Estes neuronios gabaérgicos presentes na MPO também possuem receptores EP;
para PGE, que ¢ um receptor acoplado a proteina Gj, sendo assim, ¢ um receptor
inibitério. Quando ocorre a ligagdo da PGE, ao EP;, ocorrera a inibicdo destes
neurdnios gabaérgicos e consequentemente a desinibi¢ao dos mecanismos de produgao
e conservacao de calor, para que ocorra o aumento da temperatura corporal (para uma
revisdo ver Morrison, 2016). Ja foi reportado que camundongos knock-out para COX-2
ndo apresentavam resposta febril apos administracdo de LPS i.p (Steiner et al., 2005),
além disso, a deficiéncia de receptores EP3 em camundongos também resultou na
deficiéncia de febre (Oka et al., 2003). Dessa maneira, a PGE, ¢ considerada um
mediador lipidico chave para o desenvolvimento da resposta febril.  No presente
estudo, nés ndo avaliamos outros possiveis mediadores da resposta febril além das
prostaglandinas. No entanto, dado a importancia destes prostandides na febre e a

demonstragcdo de que o consumo de EtOH reduz a resposta febril induzida por PGE, ¢
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certo que a respostas febris de diferentes origens (fingica, viral ou bacteriana) serdo

alteradas por este consumo.

A termogénese produzida pelo TAM ¢ essencial para a termorregulagdo e para o
gasto total de energia (Masand et al., 2018). As vias descendentes provenientes do
DMH sao noradrenérgicas e a estimulacao de receptores 3 adrenérgicos no TAM induz
a transcricdo da UCPI1 (Cypress et al., 2015; Villarroya et al., 2017). A UCPI1 ira
desacoplar a fosforilacdo oxidativa de acidos graxos na mitocondria e ao invés de
produzir ATP essas mitocondrias passardo a produzir calor (Nicholls, 2001). Blaner et
al. (2017) demonstrou que camundongos adultos apds receberem uma dieta cronica
liquida de EtOH apresentavam redu¢do da massa de TAM e uma temperatura corporal
diminuida a meia-noite (ciclo escuro). Nossos dados sugeriam que 0s mecanismos
termorregulatorios dos animais expostos ao EtOH na adolescéncia estavam alterados,
assim, decidimos investigar o TAM. Inicialmente, corroboramos os resultados obtidos
por Blaner et al. (2017), ou seja, os animais que foram expostos ao EtOH na
adolescéncia apresentaram também uma massa reduzida de TAM quando comparado
com os animais salina. Assim, estes dados sugerem que a exposicao ao EtOH, tanto
cronica em ratos adultos quanto intermitente em ratos adolescentes podem reduzir a
massa de TAM nos animais. E importante salientar que, em nosso modelo
demonstramos que mesmo a interrup¢ao da exposi¢ao do EtOH nos animais por 12 dias
ndo permite a recuperacao desta redugdo do TAM. Adicionalmente, para verificar se o
TAM ndo estava diminuido como uma consequéncia da redugdo do peso corporal,
calculamos a razdo entre TAM e peso corporal, e observamos que a massa de TAM
ainda estd diminuida quando os valores sdo expressos dessa forma. Em conjunto, estes

dados sugerem que a exposicdo ao EtOH, seja de maneira cronica ou de maneira
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intermitente durante a adolescéncia pode promover uma reducao da massa de TAM que

pode permanecer por um periodo prolongado apds sua interrupgao.

Como mencionado anteriormente, o TAM ¢ capaz de aumentar o
desacoplamento mitocondrial para a producao da termogénese adaptativa em resposta a
estimulagdo adrenérgica (Mahdaviani ef al., 2015). Esses dados, portanto, nos levaram
a avaliar a termogénese adaptativa desses animais. Para tal, os ratos de ambos os grupos
foram expostos ao desafio ao frio em temperaturas de 15°C e 5°C. A zona termoneutra
dos ratos ¢ de 28°C, nessa temperatura os animais ndo necessitam ativar seus
mecanismos de producdo de calor, portanto a temperatura corporal normal pode ser
controlada apenas por mecanismos de conservagdo de calor, ou seja, pela
vasoconstricdo e vasodilatagdo que possibilitam o aumento ou diminui¢do da troca de
calor com o ambiente. Quando a temperatura ambiente estd abaixo de 28°C, os
mecanismos de producdo de calor (termogénese pelo TAM e tremor muscular) podem
ser ativados quando a capacidade de vasoconstrigdo estiver no seu limite maximo. E
quando a temperatura ambiente estiver acima de 28°C, outros mecanismos de perda de
calor (sudorese, ofegacdo) poderao ser ativados quando ocorrer a vasodilatagdo maxima
(Romanovsky et al., 2002). Dessa maneira, a temperatura ambiente do biotério (22°C) ja
pode ser suficiente para ativar a termogénese adaptativa pelo TAM (Masand et al.,
2018). Nossos dados sugerem que o consumo binge de EtOH durante a adolescéncia
ndo ¢ capaz de alterar a termogénese adaptativa a 15°C, mas quando os animais sao
expostos a uma temperatura mais severa, como a 5°C, os animais tratados com EtOH
nao foram capazes de manter uma temperatura corporal inalterada, atingindo um estado
de hipotermia, enquanto os animais do grupo salina conseguiram manter uma
temperatura corporal relativamente constante, por mais que tenham um alto gasto

energético. Ricquier e colaboradores (1986) demonstraram que uma rapida expressao de



53

mRNA de UCP1 ocorre apos estimulacio do TAM pela exposicdo ao frio. Como
mencionado anteriormente, a ativacdo de UCP1 ¢ capaz de desacoplar o gradiente de
protons na membrana interna mitocondrial, liberando energia em forma de calor
(Kajimura e Saito, 2014). Klaus e colaboradores (1998), utilizaram camundongos
transgénicos, portadores de UCP associada a cadeia de toxina A de difteria (UCP-DTA),
fazendo com que nesses animais o tecido adiposo marrom estivesse com sua
funcionalidade diminuida, e reportaram que esses camundongos transgénicos
apresentaram uma menor temperatura corporal, aproximadamente 0.9°C mais baixa,
quando comparados ao grupo controle, porém nao houve diferencas no consumo total
de oxigénio quando compararam os animais UCP-DTA com os animais controle, sem
levar em consideracdo o peso desses animais (Klaus er al., 1998). Estes dados em
conjunto sugerem que a redugdo na massa do TAM ocasionada pela exposi¢cdo
intermitente ao EtOH na adolescéncia pode, além de prejudicar a resposta febril,
prejudicar as defesas ao frio em situacdes onde este a atividade deste tecido ¢

demandada como em baixas temperaturas.

O passo seguinte foi avaliar se havia somente uma redugao na massa do TAM ou
se sua funcdo também poderia estar alterada pela exposicdo ao EtOH. Os estudos
relacionados a respirometria em mitocondrias isoladas de animais expostos ou ndo ao
EtOH demonstraram uma menor atividade das mitocondrias tanto quando expostas ao
piruvato e malato, ativadores naturais da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial
tanto quanto ao ATP, um inibidor de UCPs. Quando calculamos a atividade da UCP
baseados nestes dados, observamos uma diminui¢ao da atividade da UCP em animais
expostos ao EtOH. Como esperado, a adi¢cao de um desacoplador inespecifico da cadeia
transportadora de elétrons, o FCCP, produziu resultados similares tanto em animais

salina como em animais expostos ao EtOH demonstrando a viabilidade similar das duas
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preparagdes. Estes dados sugerem que além da redugdo absoluta e relativa ao peso
corporal da massa do TAM, a exposi¢ao ao EtOH durante a adolescéncia reduz também
a funcionalidade deste tecido reduzindo a atividade da UCP. J4 foi demonstrado que, a
UCP1 ¢ uma proteina desacopladora exclusiva do TAM, mas outras proteinas
desacopladoras como a UCP3 também estao presentes neste tecido (Wang et al., 2019).
Portanto, nossos dados ndo nos permitem definir qual proteina desacopladora esta sendo

afetada pela administracao de EtOH.

E importante salientar que nossos dados ndo nos permitem avaliar se a redugdo
da atividade da UCP deve-se a uma reducao na expressdo destas proteinas ou somente
em sua atividade. A atividade da UCP1 mitocondrial do TAM ¢ controlada pos-
translacionalmente por proteinas chamadas sirtuinas (Sirt), particularmente a Sirt5
(Wang et al., 2019). A Sirt5 ¢é responsavel pela desuccinilagdo de residuos de lisina
presentes na UCP1, aumentando sua atividade. Nao encontramos dados na literatura
sobre os efeitos da ingestao de EtOH sobre a Sirt5 mas You et al. (2008), demonstraram
que a administragdo cronica de EtOH para camundongos adultos reduziu a expressao de
Sirtl no figado e sugeriram que esta reducdo esta relacionada ao aparecimento da
esteatose hepatica. Portanto, ¢ possivel que a exposi¢do ao EtOH durante a adolescéncia
reduza os niveis de Sirt5 no TAM promovendo uma reducdo na atividade da UCP.
Corroborando esta hipotese de que a exposicdo ao EtOH estaria alterando mais a
atividade do que a expressao de UCP, Blaner et al. (2017) demonstraram que nao houve
diferenca na expressao de mRNA de UCPI quando compararam camundongos expostos
ao EtOH com camundongos expostos a salina. Estudos adicionais precisam ser feitos

para confirmar esta hipotese.

Ainda, em nosso trabalho demonstramos que o consumo de EtOH durante a

adolescéncia ndo ¢ capaz de alterar a morfologia do TAM. No entanto, o tecido foi
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coletado e avaliado apds 12 dias da ultima inje¢do de EtOH, o que pode ser suficiente
para a recuperagao morfologica do tecido, uma vez que Blaner e colegas (2017)
demonstraram que o consumo de EtOH por camundongos adultos foi capaz de diminuir
o tamanho das goticulas de lipideo e a quantidade de triglicerideos no TAM. Assim, ¢
bastante provavel que o EtOH, imediatamente apds a exposicdo, seja capaz de reduzir
ainda mais a capacidade termogénica do TAM por reduzir, além da atividade da UCP, a

quantidade de substrato para geragao de calor.

Outros mecanismos de producdo e conserva¢do de calor (termogénese por
tremor e vasoconstricdo) podem estar alterados concomitantemente com esta alteragao

no TAM. Essa possibilidade podera ser avaliada em futuras investigacdes.

Assim, nossos resultados ndo sugerem que a exposicao intermitente de EtOH ¢
capaz de ter um efeito direto no metabolismo de lipideos do TAM, mas, certamente
sugerem que essa exposi¢ao na adolescéncia pode alterar a atividade de proteina UCP e
que isto prejudica as defesas ao frio dos animais, o que implica em uma pior adaptacao
do individuo ao meio. Além disso, o prejuizo da funcionalidade do TAM terd como
consequéncia o prejuizo da resposta febril, uma vez que a termogénese produzida pelo
TAM ¢ essencial para o aumento da temperatura corporal durante a febre. Considerando
que a resposta febril € um mecanismo importante de defesa contra infecgdes, uma vez
que o aumento da temperatura corporal auxilia na ativagdo e proliferagdo de linfocitos
(Cannon, 2013), nossos resultados podem explicar, pelo menos em parte, a maior
suscetibilidade de individuos que consomem EtOH a estas doencas de carater

infeccioso, como tuberculose, HIV e pneumonia (Rehm, 2011).
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6. Conclusao

O presente trabalho mostrou que a exposi¢do intermitente ao EtOH durante a
adolescéncia reduz o peso corporal dos ratos. Ainda, ratos expostos ao EtOH
durante a adolescéncia de maneira intermitente nao apresentaram resposta febril
ap6s exposicdo ao LPS e a PGE,, e isso pode ocorrer como consequéncia do

prejuizo na termogénese adaptativa.

A exposi¢do ao EtOH de maneira intermitente durante a adolescéncia também
levou a redug¢do da massa total e relativa de TAM, prejudicando a termogénese nao
associada a tremores que ¢ induzida neste tecido. Concomitantemente a reducdo da
massa do tecido, a exposicdo ao EtOH promoveu ainda uma reducdo na atividade da
UCP mitocondrial no TAM, reduzindo assim sua capacidade funcional. Deste modo,
esta reducao, tanto da massa como da funcionalidade do TAM, pode contribuir para a
redugdo na resposta febril em animais expostos ao EtOH, bem como prejudicar as
defesas ao frio dos individuos, o que poderia levar a uma maior predisposi¢ao a quadros

de hipotermia.

As alteragdes observadas na resposta febril e na termogénese adaptativa duraram
até o inicio da vida adulta, dessa maneira, o consumo de EtOH durante a adolescéncia
pode levar a consequéncias importantes em relacdo a percep¢do e a suscetibilidade a

doengas infecciosas durante essa fase da vida.
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