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RESUMO 

DE SOUSA, AH: Participação da interleucina-6 no aumento da pressão arterial e 

dano oxidativo vascular induzidos pelo consumo crônico de etanol. 2023. 53 folhas. 

Dissertação de Mestrado – Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de 

São Paulo, 2023. 

 

O consumo crônico de etanol atua como um importante fator de risco no desenvolvimento 

de doenças cardiovasculares, provocando danos vasculares através de mecanismos que 

envolvem a formação de espécies reativas de oxigênio (ERO) e aumento do estresse 

oxidativo. A interleucina (IL)-6 é uma citocina pró-inflamatória considerada como 

biomarcador de doenças cardiovasculares. O aumento de ERO está relacionado ao 

aumento na produção de IL-6, citocina que atua na regulação da geração das ERO via 

enzima NAD(P)H oxidase, processo que promove aumento do estresse oxidativo e danos 

vasculares. No entanto, não há dados na literatura acerca da contribuição da IL-6 nos 

danos oxidativos e disfunção vascular induzidos pelo consumo de etanol. A inflamação 

vascular promovida pelo etanol pode envolver também a participação do tecido adiposo 

perivascular (perivascular adipose tissue - PVAT), tecido reconhecido como uma 

importante fonte de adipocinas e citocinas pró-inflamatórias, incluindo a IL-6. Por isso, 

testamos a hipótese de que o consumo crônico de etanol promoveria aumento da IL-6 

que, por sua vez, modularia os efeitos deletérios relacionados ao estresse oxidativo no 

leito arterial mesentérico (LAM), e que o PVAT participaria dessa resposta por ser uma 

importante fonte de IL-6. Para isso, camundongos machos C57BL/6 (20 – 25g) ou 

nocautes para a IL-6 foram distribuídos aleatoriamente em 4 grupos: Controle (wild type, 

WT), etanol 20% (vol./vol.), IL-6–/– (nocaute para IL-6) e etanol IL-6–/–. Os animais 

tratados com etanol apresentaram aumento da pressão arterial, resposta que teve um início 

tardio nos animais IL-6–/– submetidos ao mesmo tratamento. Associado a essa resposta, o 

consumo de etanol induziu aumento dos níveis plasmáticos e teciduais de IL-6. No LAM, 

esse aumento foi observado apenas nas amostras contendo PVAT. Um dos primeiros 

processos observados em quadros de inflamação vascular é o aumento da infiltração de 

células imunes. Nesse contexto, o consumo de etanol promoveu o aumento da infiltração 

de neutrófilos em LAM de camundongos, resposta que foi totalmente prevenida nos 

animais IL-6–/–, indicando que a IL-6 participa dessa resposta. Além disso, o consumo de 

etanol promoveu aumento do estresse oxidativo, caracterizado pelo aumento da geração 

de superóxido (O2⁻), peróxido de hidrogênio (H2O2) e peroxidação lipídica, mensurada 

por meio dos níveis de espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS). O aumento da 

geração de O2⁻ e H2O2 teciduais foi de maior magnitude nas amostras contendo PVAT, 

indicando que esse tecido participa da geração dessas ERO. A ausência da IL-6, apenas 

nas amostras de LAM contendo PVAT, foi capaz de prevenir parcialmente o aumento de 

O2⁻ e TBARS, e prevenir totalmente o aumento de H2O2, indicando que essa citocina 

participa da geração dessas moléculas. Ainda, a ausência da IL-6 preveniu o aumento dos 

níveis plasmáticos de TBARS. Sobre a maquinaria antioxidante, o etanol promoveu 

aumento da atividade da SOD nas amostras contendo PVAT e essa resposta foi prevenida 

pela ausência da IL-6. Não foram observadas diferenças significativas quanto à atividade 

da enzima catalase. Com base nesses resultados, concluímos que a IL-6 participa, de 

maneira dependente do PVAT, do aumento do estresse oxidativo induzido pelo consumo 

crônico de etanol. Demonstramos ainda, pela primeira vez, que a IL-6 está envolvida no 

aumento inicial da pressão arterial induzido pelo consumo crônico de etanol. 

Palavras-chave: Etanol; IL-6; estresse oxidativo; tecido adiposo perivascular (PVAT), 

pressão arterial.



 

 
 

ABSTRACT 

DE SOUSA, AH: Involvement of interleukin-6 in the increased blood pressure and 

oxidative vascular damage induced by chronic ethanol consumption. 2023. 53 sheets. 

Master’s Thesis – Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, 

2023. 

 

Chronic ethanol consumption acts as an important risk factor in the development of 

cardiovascular diseases, provoking vascular damage trough mechanisms that involves 

reactive oxygen species (ROS) formation and increased oxidative stress. Interleukin (IL)-

6 is a pro-inflammatory cytokine that is considered as a biomarker of cardiovascular 

diseases. The increase in ROS generation is related to augmented of IL-6 production, a 

cytokine that regulates the generation of ROS via the NAD(P)H oxidase enzyme, then 

promoting increased oxidative stress and vascular damage. However, there are no 

literature data on the contribution of IL-6 in oxidative damage and vascular disfunction 

induced by ethanol consumption. Vascular inflammation promoted by ethanol may also 

involve the participation of perivascular adipose tissue (PVAT), a tissue that is recognized 

as an important source of adipokines and pro-inflammatory cytokines, including IL-6. 

Therefore, we tested the hypothesis that chronic ethanol consumption would promote an 

increase in IL-6 production that could modulate the deleterious effects related to oxidative 

stress in the mesenteric arterial bed (MAB), and PVAT would participate in this response 

by acting as an important source of IL-6. With this purpose, C57BL/6 mice or IL-6 

knockout mice were randomically distributed into 4 groups: Control (wild type, WT), 

ethanol 20% (vol/vol), IL-6–/– (knockout for IL-6 gene) and ethanol IL-6–/–. Animals 

treated with ethanol presented increase in blood pressure, response that was partially 

prevented in IL-6–/– animals submitted to the same treatment. Added to this response, 

ethanol consumption also induced increased plasmatic and tissue levels of IL-6. In the 

MAB, this increase was observed only in samples containing PVAT. One of the first 

responses observed in vascular inflammation is the increased infiltration of immune cells. 

In that regard, ethanol consumption promoted increase in neutrophil infiltration in mice 

MAB, response that was totally prevented in IL-6–/– animals, indicating that IL-6 

participates in this response. Furthermore, ethanol consumption induced increased 

oxidative stress, characterized by augmented generation of superoxide (O2⁻), hydrogen 

peroxide (H2O2) and lipoperoxidation, measured trough levels of thiobarbituric acid 

reactive substances (TBARS). Increased tissue O2⁻ and H2O2 generation was greater in 

samples containing PVAT, indicating that this tissue participates in the generation of 

these ROS. The absence of IL-6, only in MAB samples containing PVAT, was able to 

partially prevent the increase the levels of O2⁻ and TBARS, and totally prevent the 

increase in H2O2 levels, indicating that IL-6 participates in the generation of these 

molecules. In addition, absence of IL-6 prevented the increase in plasma levels of 

TBARS. Regarding the antioxidant molecules, ethanol promoted an increase in SOD 

activity in samples containing PVAT and this response was prevented by the absence of 

IL-6. No significant differences were observed on the catalase enzyme activity. Based on 

such results, we demonstrated that IL-6 participates, in a PVAT-dependent manner, in the 

increase in oxidative stress induced by chronic ethanol consumption. Additionally, we 

first show that IL-6 is involved in the initial increase in blood pressure induced by chronic 

ethanol consumption.  

Key words: Ethanol; IL-6; oxidative stress; perivascular adipose tissue (PVAT), blood 

pressure.
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1. INTRODUÇÃO 

 

O consumo de substâncias psicoativas é um fenômeno frequente na população mundial 

(Ilhan & Yapar, 2020). O etanol está entre estas substâncias, sendo a mais consumida em todo 

o mundo. Segundo a Organização Mundial da Saúde, aproximadamente 2 bilhões de pessoas 

em todo o mundo consomem etanol (43% da população mundial com mais de 15 anos). A 

população brasileira é a terceira maior consumidora de etanol das Américas em litros de álcool 

puro per capita, e projeta-se que este consumo apresente aumento até 2025 (OMS, 2018). Em 

avaliação do padrão de consumo de etanol na população brasileira, constatou-se que 19,4% da 

população acima de 15 anos relatou episódios de consumo abusivo de etanol (5 ou mais doses*) 

no último mês, média superior à observada na população mundial (18,2%) (CISA, 2020). [*uma 

dose equivale a 14 gramas de etanol (MacMahon, 1987), que no contexto brasileiro corresponde 

a 340 mL de cerveja ou 40 mL de vodca (SENAD, 2011)]. 

O conceito de alcoolismo surge pela primeira vez ainda no século XVIII com o 

crescimento da produção e comercialização de bebidas alcoólicas após a revolução industrial. 

Magnus Huss, em seu trabalho intitulado “Alcoholismus Chronicus” (1849), é pioneiro na 

definição do alcoolismo como conjunto de manifestações patológicas do sistema nervoso, nas 

esferas psíquica, sensitiva e motora. O alcoolismo foi incorporado pela Organização Mundial 

da Saúde na Classificação Internacional de Doenças (CID), que define o quadro como um 

conjunto de fenômenos comportamentais, cognitivos e fisiológicos que se desenvolvem após o 

uso repetitivo de álcool (CISA, 2021). 

O consumo de etanol tem ações complexas que podem resultar em alterações de diversos 

sistemas fisiológicos. Vários mecanismos foram propostos para explicar os efeitos prejudiciais 

do etanol em diferentes tecidos, mas dentre esses destaca-se o aumento do estresse oxidativo 

induzido por essa substância (Ceron et al., 2014). O estresse oxidativo é caracterizado pelo 

comprometimento da sinalização e desequilíbrio das reações de oxidação e redução, uma vez 

que as ERO modulam vias de sinalização celulares específicas (“sinalização redox”), levando 

a mudanças na transcrição de genes e síntese proteica com consequente alteração da função 

celular (Lushchak & Storey, 2021).  
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Dentre as principais ERO produzidas, o ânion superóxido (O2⁻) e o peróxido de 

hidrogênio (H2O2) são particularmente importantes, pois ativam diferentes vias intracelulares 

de sinalização, levando a respostas celulares que estão envolvidas na fisiopatologia de 

diferentes doenças. Diversos sistemas enzimáticos, em constante interação, são capazes de 

transferir elétrons do oxigênio molecular para a produção de O2⁻. Dentre eles é possível citar, 

como exemplo, as xantinas oxidases, lipoxigenases, ciclooxigenases, algumas enzimas 

presentes na cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, óxido nítrico sintases (NOS) 

desacopladas e citocromo P450 redutases. Já o complexo enzimático formado pela 

nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato [NAD(P)H] oxidase tem como única e principal 

função a produção de ERO, cabendo a esta enzima o papel de principal produtora dessas 

espécies reativas (Gulcin, 2020; Lushchak & Storey, 2021).   

A NAD(P)H oxidase, formada por diferentes subunidades, catalisa a produção de O2⁻ 

pela redução de O2 usando NADPH ou NADH como doadores de elétron: 2O2 + NADPH → 2 

O2⁻ + NADP+ + H+ (Lushchak & Storey, 2021). A enzima NAD(P)H oxidase protótipo é 

encontrada em neutrófilos sendo formada pelas subunidades: p47phox (“phox” ou 

“phagocyteoxidase” – oxidase fagocítica), p67phox, p40phox, Rac 1 e 2 (proteínas da família 

Rho de GTPases monoméricas), p22phox e a subunidade catalítica gp91phox (também 

chamada de Nox2). As subunidades p47phox, p67phox, p40phox e Rac estão localizadas no 

citoplasma enquanto as subunidades gp91phox e p22phox estão localizadas na membrana, onde 

elas ocorrem na forma de uma flavoproteína heterodimérica, o citocromo b558. O mecanismo 

de ativação da NAD(P)H oxidase é complexo e ainda não totalmente elucidado, sendo de 

crucial importância a ocorrência dos seguintes processos: 1) Fosforilação da subunidade 

p47phox em múltiplos sítios de serina (Ser303-Ser379); 2) Ativação via Rac1/2, processos estes 

que culminam na migração das subunidades citoplasmáticas até a membrana, onde se associam 

ao citocromo b558 para formar a enzima ativa (Vermot et al., 2021). A subunidade p47phox 

possui diversos sítios de fosforilação para a proteína quinase C (PKC), podendo ser diretamente 

fosforilada, o que induz alteração conformacional, resultando no aparecimento de um sítio de 

ligação pelo qual ocorre a interação com o citocromo (Vermot et al., 2021).  
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Embora as NAD(P)H oxidases tenham sido originalmente descritas como enzimas 

expressas em células fagocíticas envolvidas na defesa do hospedeiro e imunidade inata, a 

descoberta de homólogos da gp91phox indicou a existência de uma família de NAD(P)H 

oxidases, e desde então um enorme progresso tem sido feito em busca do entendimento do papel 

fisiológico/fisiopatológico destas proteínas. Os novos homólogos, juntamente com a gp91phox, 

são designados como a família NOX das NAD(P)H oxidases e compreendem sete membros, 

caracterizados pela subunidade catalítica que utilizam. Compreendem a Nox1, Nox2 

(gp91phox), Nox3, Nox4 (originalmente chamada Renox – renal oxidase – oxidase renal), 

Nox5 e Duox1 e Duox2 (Vermot et al., 2021). São expressas em diferentes tecidos onde 

desempenham ações biológicas diversificadas, e destas, a Nox1, Nox2, Nox4 e Nox5 também 

contribuem para o desenvolvimento de doenças. 

A importância fisiopatológica das ERO e da enzima NAD(P)H oxidase levou muitos 

pesquisadores a investigar a participação dessa enzima nos efeitos teciduais induzidos pelo 

consumo de etanol. Nesse sentido, foi descrito que o consumo crônico de etanol induz aumento 

da geração de ERO tecidual e que essa resposta está associada ao aumento da lipoperoxidação 

e alteração da função tecidual (Husain et al., 2007; Simplicio et al., 2017a; Do Vale et al., 

2017). Além disso, há evidências de que o consumo crônico de etanol induz aumento da 

expressão de diferentes subunidades da enzima NADPH oxidase, além de induzir aumento de 

sua atividade (Marchi et al., 2016; Do Vale et al., 2017; Simplicio et al., 2017a). A alteração 

da expressão/atividade da NAD(P)H oxidase induzida pelo etanol é responsável por alteração 

da função celular e tecidual levando, por exemplo, à disfunção vascular, aumento da pressão 

arterial, disfunção renal e erétil (Simplicio et al., 2017a; Do Vale et al., 2017; Leite et al., 2017). 

Há anos sabe-se que a interleucina (IL)-6 é produzida por uma ampla variedade de tipos 

celulares, tais como macrófagos, linfócitos, fibroblastos, células endoteliais, células do músculo 

liso vascular e adipócitos (Fried et al., 1998; Heinrich et al., 1990; Yudkin et al., 2000; Jones 

et al., 2001). Sua produção é regulada em resposta a processos inflamatórios, aumento dos 

níveis de angiotensina II (ANG II), estresse oxidativo e lesões vasculares (Matusik et al., 2012; 

Garbers et al., 2018). A IL-6 está envolvida no processo inflamatório e é considerada, na clínica, 
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como biomarcador de doenças cardiovasculares, uma vez que a inflamação vascular está 

associada ao aumento tecidual dessa citocina (Matusik et al., 2012). 

A via de sinalização clássica pela qual a IL-6 ativa suas células alvo, é por meio da 

ligação a subunidade α do receptor para esta citocina presente na superfície celular (IL-6Rα), 

formando um complexo IL-6·IL-6Rα, que tem baixa afinidade. Ocorre, então, a ligação deste 

com a subunidade β da gp130, levando a formação de um complexo de alta afinidade (IL-6·IL-

Rα·gp130). Alguns tipos celulares não expressam o receptor para IL-6 em sua superfície 

celular, no entanto, todas as células do organismo humano apresentam o gp130 em sua 

membrana. Esse fato é de extrema importância, pois faz com que todas as células do organismo 

humano sejam responsivas à IL-6. Isso acontece devido à existência de um receptor solúvel 

para a citocina (sIL-6R). Dessa forma, a IL-6 pode se ligar a esse receptor solúvel, formando 

um complexo IL-6·sIL-6R, que se liga então à estrutura gp130 transmembrana das células, 

fenômeno denominado trans-sinalização (Garbers et al., 2018). A ativação da gp130 na 

membrana celular ativa uma cascata de sinalização intracelular que leva à fosforilação da 

tirosina STAT3 que, por sua vez, se transloca para o núcleo atuando na transcrição de genes 

alvo (Garbers et al., 2018). 

As respostas induzidas pela IL-6 através da cascata de sinalização supracitada estão 

envolvidas em diversos processos fisiopatológicos, nos quais o contexto vascular se destaca. 

Nesse sentido, estudos da literatura demonstram que a IL-6 pode estimular a expressão de 

moléculas de adesão, como as moléculas de adesão intracelular e vascular (ICAM-1 e VCAM-

1, respectivamente), pelas células endoteliais, aumentando assim a aderência de células imunes 

e o consequente extravasamento através da parede vascular (Watson et al., 1996; Wung et al., 

2005a). Ainda, Wung e colaboradores (2005b) observaram que a IL-6 induz aumento da 

expressão de ICAM-1 em células endoteliais por mecanismo que envolve aumento do estresse 

oxidativo e que é dependente da via da STAT3. O aumento da expressão de moléculas de adesão 

induzido pela IL-6 parece desempenhar papel fundamental na fase inicial do processo 

inflamatório vascular, que é caracterizada pela infiltração de linfócitos, principalmente 

neutrófilos (Hurst et al., 2001). 



Introdução | 17 

 

 
 

A IL-6 é capaz de promover aumento da expressão do receptor AT1, responsável pelas 

reações celulares induzidas pela ANG II (Wassmann et al., 2004). Uma das ações induzidas 

pela ativação dos receptores AT1 pela ANG II é o aumento da geração de ERO, especialmente 

de O2⁻, em uma resposta que envolve o aumento da expressão da enzima NADPH oxidase (Han 

et al., 1999; Wassmann et al., 2004; Schrader et al., 2007; Luther & Brown, 2011; Didion, 

2017). O aumento da geração vascular de O2⁻ é um fator determinante para transcrição de IL-6 

dependente da ativação do fator nuclear kappa B (NF-κB) (Han et al., 1999). Dessa forma, a 

ANG II induz aumento dos níveis vasculares de O2⁻, que, por sua vez, induz aumento da 

transcrição de IL-6. Esta última promove o aumento da expressão dos receptores AT1, 

potencializando os efeitos da ANG II. Esse conjunto de respostas gera um círculo vicioso 

caracterizado por níveis elevados de IL-6 e aumento do quadro de estresse oxidativo (Didion, 

2017). Nesse contexto, o consumo de etanol, que figura na literatura como um dos estímulos 

causadores de inflamação e disfunção vascular, atua elevando a geração vascular de ERO via 

enzima NADPH oxidase (Passaglia et al., 2015; Marchi et al., 2016). Ainda, Passaglia et al. 

(2015) demonstraram que o tratamento com losartan, um antagonista seletivo dos receptores 

AT1, preveniu o aumento do estresse oxidativo no tecido aórtico e no plasma induzido pelo 

consumo de etanol, indicando a participação da ANG II nessas respostas. Esse conjunto de 

efeitos danosos à vasculatura leva à disfunção vascular e, como uma de suas consequências, ao 

aumento da pressão arterial induzida pelo consumo de etanol, resposta que foi observada em 

diversos modelos experimentais (Tirapelli et al., 2007; Tirapelli et al., 2007; Passaglia et al., 

2015; Marchi et al., 2016; Simplicio et al., 2017a; Simplicio et al., 2017b; Do Vale et al., 2018).  

A associação entre a IL-6 e o quadro hipertensivo foi observada pela primeira vez em 

2001, quando Chae et al. observaram uma correlação linear entre os níveis plasmáticos de IL-

6 e o aumento progressivo da pressão arterial de indivíduos saudáveis. A partir dessa 

observação, diversos estudos foram realizados com o objetivo de elucidar melhor os meios 

pelos quais a IL-6 interfere nas alterações da pressão arterial. Nesse cenário, diversos trabalhos 

da literatura demonstraram que a infusão de IL-6 ou a deficiência dessa citocina, isoladamente, 

não promovem alterações nos níveis pressóricos basais em modelos experimentais (Meléndez 

et al., 2010; Brands et al., 2010; Zhang et al., 2012; González et al. 2015; Manhiani et al., 
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2015). No entanto, apesar dessa ausência de resposta sobre os níveis pressóricos basais, a IL-6 

parece participar da resposta de aumento da pressão arterial quando este é induzido por outros 

estímulos, como por exemplo pela infusão de ANG II (Coles et al., 2007; Brands et al., 2010; 

Zhang et al., 2012).  

A inflamação vascular causada pelo etanol e/ou pela IL-6 pode envolver, ainda, a 

participação do tecido adiposo perivascular (perivascular adipose tissue - PVAT), uma 

estrutura de suporte e armazenamento lipídico que possui propriedades secretórias. Esse tecido 

atua de forma autócrina, parácrina e/ou endócrina liberando substâncias com propriedades 

vasoativas que desempenham importante função na regulação do tônus vascular (Szasz & 

Webb, 2012; Boydens et al., 2012; Cheng et al., 2018). À exceção dos vasos da circulação 

cerebral, todos os vasos sanguíneos sistêmicos são envolvidos pelo PVAT, que está localizado 

externamente à camada adventícia (Szasz & Webb, 2012). 

O PVAT é um tecido complexo formado por diferentes tipos celulares, com predomínio 

da presença de adipócitos que podem ser brancos, beges ou marrons, sendo que a predominância 

de um ou outro tipo de adipócito depende do território vascular. Esses três tipos de adipócitos 

compartilham algumas características como, por exemplo, o fato de receberem inervação do 

sistema nervoso simpático (Berthoud et al., 2006). No entanto, várias diferenças estruturais e 

funcionais existem entre os adipócitos. O tecido adiposo marrom (brown adipose tissue – BAT) 

é composto por adipócitos que tem grande quantidade de mitocôndrias. Essa organela contém 

ferro, elemento químico responsável pela coloração marrom desses adipócitos, que são 

metabolicamente ativos e possuem como função principal a termogênese. O BAT é mais 

vascularizado, inervado e metabolicamente ativo que o tecido adiposo branco (white adipose 

tissue – WAT). Os adipócitos marrons expressam em suas mitocôndrias a proteína UCP1 

(uncoupling protein 1), que é utilizada para identificação e caracterização desse tecido (Szasz 

e Webb, 2012; Cheng et al., 2018). O WAT tem como principal função o armazenamento de 

lipídeos como colesterol e triglicerídeos, mas possuem ainda função metabólica, uma vez que 

secretam várias adipocinas, como a resistina, adiponectina e leptina, e citocinas, como a IL-6. 

Além disso, o WAT possui quantidade reduzida de mitocôndrias e não expressa a UCP1. Esses 

adipócitos são compostos por uma única vesícula lipídica grande, enquanto os adipócitos do 
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BAT contêm vesículas lipídicas multiloculares menores. A quantidade de WAT em cada 

depósito de tecido adiposo é variável, mas destaca-se no PVAT do LAM, sendo seu principal 

constituinte (Anthony et al., 2019). O adipócito bege possui número menor de mitocôndrias e 

de gotículas de gordura quando comparado ao BAT. Expressa a UCP1, mas sua função não é 

bem caracterizada. São formados a partir do WAT por um processo denominado browning que 

pode ser estimulado por processos inflamatórios e hormônios incluindo a adrenalina e 

angiotensina II (Szasz e Webb, 2012; Cheng et al., 2018). O adipócito é o principal constituinte 

do PVAT, mas esse tecido também contém constitutivamente células do sistema imunológico 

incluindo células dendríticas, linfócitos T e macrófagos (Wei et al., 2014; Schenkel et al., 2014; 

Ensan et al., 2016), cuja atividade torna-se relevante em situações fisiopatológicas. 

A ação modulatória do PVAT sobre o tônus vascular foi demonstrada pela primeira vez 

em 1991 por Soltis e Cassis. O efeito anti-contrátil do PVAT foi posteriormente descrito em 

aortas de ratos em relação à contração induzida pela fenilefrina, serotonina e angiotensina II 

(Lohn et al., 2002). Atualmente sabe-se que o PVAT produz vários fatores que são responsáveis 

por sua ação anti-contrátil em diferentes territórios vasculares. Dentre esses fatores vasoativos 

liberados pelo PVAT estão o óxido nítrico (NO), sulfeto de hidrogênio (H2S), peróxido de 

hidrogênio (H2O2), adipocinas (ex. adiponectina, leptina e resistina), prostaciclina (PGI2), metil 

palmitato (PAME) e a angiotensina (1–7). Em conjunto, essas moléculas induzem relaxamento 

vascular e, por esse motivo, estão diretamente relacionadas à ação anti-contrátil do PVAT em 

diferentes vasos. Além disso, o PVAT produz fatores de contração que incluem noradrenalina, 

as espécies reativas de oxigênio (ERO), IL-6, fator de necrose tumoral (TNF)-α e quemerina 

(Szasz e Webb, 2012; Cheng et al., 2018). O PVAT expressa diversas proteínas que regulam a 

produção e eliminação desses fatores contráteis e relaxantes como a enzima NAD(P)H oxidase, 

eNOS, ciclooxigenase (COX)1 e COX2, e as isoformas da enzima superóxido dismutase (SOD) 

(Rajsheker et al., 2010; Szasz e Webb, 2012; Lee et al., 2014; Ayala-Lopez et al., 2014). 

O PVAT é reconhecido como uma importante fonte de adipocinas e citocinas pró-

inflamatórias, incluindo a IL-6. Condições fisiopatológicas, como o aumento dos níveis de 

ANG II ou de fatores pró-ateroscleróticos induzem aumento da diferenciação de adipócitos no 

PVAT, e essa resposta está associada à maior liberação de citocinas pró-inflamatórias, como a 
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IL-6 (Skurk et al., 2004; Iwai et al., 2009). Além disso, modelos de lesão vascular induziram 

aumento de IL-6 e outras citocinas pró-inflamatórias no PVAT (Takaoka et al., 2010). Para 

investigar o papel da IL-6 nesse cenário, utilizamos o leito arterial mesentérico, que tem seu 

PVAT composto majoritariamente por WAT, um importante secretor dessa citocina (Anthony 

et al., 2019). 

Dessa forma, a hipótese do nosso trabalho foi a de que o consumo crônico de etanol 

promoveria um aumento da IL-6 que, por sua vez, modularia os efeitos deletérios relacionados 

ao estresse oxidativo na vasculatura, e que o PVAT poderia participar dessa resposta por ser 

uma importante fonte de IL-6. Além disso, a ausência da IL-6 preveniria os processos 

inflamatórios vasculares iniciais, bem como o aumento do estresse oxidativo, inibindo assim o 

aumento da pressão arterial sistólic. 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

Diversos estudos da literatura demonstram que o PVAT é uma importante fonte de 

adipocinas e citocinas pró-inflamatórias, incluindo a IL-6. Sabe-se também que condições 

fisiopatológicas, como o aumento dos níveis de ANG II ou de fatores pró-ateroscleróticos 

induzem aumento da diferenciação de adipócitos no PVAT, e essa resposta está associada à 

maior liberação de citocinas pró-inflamatórias, como a IL-6 (Skurk et al., 2004; Iwai et al., 

2009). Além disso, modelos de lesão vascular induziram aumento de IL-6 e outras citocinas 

pró-inflamatórias no PVAT (Takaoka et al., 2010). No entanto, ainda não há na literatura 

estudos que demonstrem os efeitos da IL-6 sobre a produção de ERO na vasculatura de animais 

tratados cronicamente com etanol ou ainda a participação do PVAT nessas respostas. Diante do 

exposto, e considerando a relação entre o consumo de bebidas alcoólicas – tão prevalente na 

população mundial – e o desenvolvimento de doenças vasculares, a realização do presente 

estudo torna-se de extrema importância.
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo geral 

 O objetivo do presente estudo foi avaliar o papel da IL-6 na indução do dano oxidativo 

vascular promovido pelo consumo crônico de etanol. 

 

3.2. Objetivos específicos 

 Avaliar a participação da IL-6 no aumento da geração de ERO induzido pelo consumo 

crônico de etanol; 

 Avaliar a participação da IL-6 no aumento da pressão arterial induzido pelo consumo 

crônico de etanol; 

 Avaliar a participação da IL-6 nas alterações dos componentes da defesa antioxidante 

induzidas pelo consumo crônico de etanol; 

 Avaliar a participação do PVAT na produção de IL-6 após o consumo crônico de etanol.
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1. Grupos experimentais 

Foram utilizados camundongos machos C57BL/6 e nocautes para IL-6 (IL-6−/−) adultos 

(20-25 g). Os animais foram divididos em quatro grupos: 1) Controle C57BL/6 (wild type, WT) 

e 2) IL-6−/− (nocautes para IL-6), receberam água ad libitum; 3) Etanol WT e 4) Etanol IL-6−/−: 

tiveram livre acesso exclusivamente à uma solução de etanol 20% (vol./vol.). Os animais dos 

grupos etanol foram condicionados a um breve período de adaptação que consistiu no 

fornecimento de etanol em concentrações crescentes semanais de 5 e 10%. Entre a 3ª e 12ª 

semanas os animais tiveram acesso a uma solução de etanol 20% (Figura 1, Yeligar et al., 2012; 

Simplicio et al., 2017a; Nakashima et al., 2019). Ao final das 12 semanas os animais foram 

anestesiados com uretana (1,25 g/kg, i.p.) e foi realizada exsanguinação seguida de rompimento 

do diafragma. O leito arterial mesentérico [LAM] com ou sem PVAT e sangue foram coletados 

para realização dos ensaios bioquímicos.  

 

Figura 1. Esquema de tratamento com etanol. Os animais do grupo etanol passaram por um período 

de adaptação de 2 semanas que consistiu no fornecimento de etanol em concentrações crescentes de 5 e 

10% (vol./vol.). Em seguida os animais tiveram acesso à solução de etanol 20% (Simplicio et al., 2017a; 

Nakashima et al., 2019). A participação da IL-6 nas alterações do estado redox vascular foi avaliada 

com o uso de animais nocautes para IL-6−/−.  

 

4.2. Determinação dos níveis sanguíneos de etanol 

As amostras de sangue coletadas foram acondicionadas em tubos contendo fluoreto de 

sódio (1 mg/mL de sangue). Em seguida, as amostras foram transferidas para frascos contendo 

NaCl (1 mg/mL de sangue) e água (1 mL/mL de sangue). Uma curva padrão de calibração foi 
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utilizada com concentrações conhecidas de etanol (0,02 – 20 g/L) adicionadas ao sangue dos 

animais controle. A análise da concentração de etanol das amostras e curva padrão foi realizada 

no cromatógrafo gasoso Varian CP3380 (Varian, CA, EUA) equipado com detector de 

ionização de chama e coluna capilar de sílica fundida Carbowax (30 m x 0,25 mm I.D., 

espessura 0,25 μm) (Chrompack, São Paulo, SP, Brasil). Os resultados foram expressos em g 

de etanol/L de sangue (Gonzaga et al., 2015). 

Objetivo: Avaliar as concentrações sanguíneas de etanol após as 12 semanas de 

consumo crônico. 

 

4.3. Determinação dos níveis plasmáticos e teciduais de IL-6 

O tecido (LAM ou LAM com PVAT) foi homogeneizado em tampão salina fosfato 

(PBS, pH 7,4) e em seguida centrifugado (10000 x g, 15 min, 4ºC). O sangue foi coletado em 

tubos contendo EDTA e centrifugado (1000 x g, 10 min, 4ºC). Foram utilizados 100 μL do 

sobrenadante das amostras para o ensaio de ELISA (Enzyme Linked Immunono Sorbent Assay) 

para a avaliação de IL-6 (#431304– ELISA MAX™ Deluxe Sets Biolegend, San Diego, CA, 

EUA). Os resultados foram representados como pg/mg de proteína para o tecido e pg/mL para 

o plasma. Em todos os ensaios, o conteúdo proteico das amostras foi analisado pelo método de 

Lowry (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA). 

Objetivo: Avaliar a participação do consumo crônico de etanol nas concentrações 

plasmáticas e teciduais da IL-6. 

 

4.4. Avaliação da formação de espécies reativas de oxigênio (ERO) 

Objetivo: Avaliar a participação da IL-6 nas alterações dos níveis de ERO teciduais e 

plasmáticos induzidas pelo consumo crônico de etanol. 

4.4.1. Determinação dos níveis plasmáticos e teciduais de espécies reativas ao ácido 

tiobarbitúrico (TBARS) 
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 O sangue foi coletado com seringas heparinizadas e em seguida centrifugado (1.000 x 

g, 10 min, 4ºC). O tecido (LAM e LAM com PVAT) foi removido e armazenado a -80ºC até o 

momento do experimento. A determinação da concentração de TBARS foi realizada por teste 

colorimétrico, seguindo recomendações de kit comercial (#10009055, Cayman Chemical, Ann 

Arbor, MI, EUA). Os resultados foram representados como nmol/mg de proteína para o tecido 

e nmol/mL para o plasma. 

 

4.4.2. Determinação da geração tecidual de ânion superóxido O2⁻ 

O tecido (LAM ou LAM com PVAT) foi homogeneizado em tampão fosfato pH 7,4 (20 

mmol/L de KH2PO4, 1 mmol/L de EGTA e 150 mmol/L de sacarose). A reação foi iniciada 

pela adição de NADPH (0,1 mmol/L) a uma suspensão (com volume final de 250 µL) contendo 

amostra (50 µL), lucigenina (5 µmol/L) e tampão fosfato pH 7,4. Os valores foram obtidos a 

partir da subtração do valor basal (obtido pela medida da amostra, tampão fosfato mais 

lucigenina) pelo valor obtido após adição de NADPH. Foram realizados 30 ciclos de leitura em 

um luminômetro Orion II (Bertholddetection systems, Pforzheim, Alemanha). Os resultados 

foram normalizados pela concentração proteica de cada amostra e expressos como URL 

(unidades relativa de luz)/mg de proteína. 

 

4.4.3. Determinação dos níveis teciduais de H2O2 

O tecido (LAM ou LAM com PVAT) dos animais foi homogeneizado em solução de 

Krebs (mM): NaCl 130; KCl 4,7; KH2PO4 1,18; MgSO4 1,17; NaHCO3 14,9; Glicose 5,5; CaCl2 

1,6; pH 7,4). O homogenato obtido foi centrifugado a 10.000 x g, 4 °C por 5 min. Em seguida, 

o H2O2 foi avaliado utilizando o reagente Amplex® Red (10-acetyl-3,7- 

dihydroxyphenoxazine) (Invitrogen, Waltham, Massachusetts, EUA - A22188). Para a 

montagem da placa, a cada 50 μl do sobrenadante obtido foram adicionados 50 μl de working 

solution formado basicamente pelo reagente Amplex® Red (10-acetyl-3,7- 

dihydroxyphenoxazine) e a peroxidase horseradish (HRP). O reagente, na presença da HRP 

reage com o H2O2, produzindo a resorufina, produto altamente fluorescente (λexcitação 571 
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nm, λemissão 585 nm). Uma curva padrão de H2O2 foi construída e os valores de concentração 

obtidos foram expressos em nmol/mg proteína. 

4.4.4. Determinação dos níveis plasmáticos e teciduais de nitrato/nitrito (NOx) 

O tecido (LAM ou LAM com PVAT) foi homogeneizado em PBS pH 7,4 e o 

homogenato centrifugado (10.000 x g, 4°C, 20 min). Em seguida, 500 µL do sobrenadante 

obtido foi ultrafiltrado (Amicon Ultra-0.5 mL 30Kda, Millipore), em temperatura ambiente 

(14.000 x g, 10 min). A determinação dos níveis teciduais de NOx foi realizada 

colorimetricamente (540 nm), conforme especificações indicadas pelo fabricante do kit 

(#780001, Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, EUA). Os resultados foram expressos em μmol/g 

proteína. 

 

4.5. Avaliação de componentes da maquinaria antioxidante 

Objetivo: Avaliar a participação da IL-6 nas alterações dos níveis de componentes da 

maquinaria antioxidante teciduais e plasmáticos induzidas pelo consumo crônico de etanol. 

4.5.1. Avaliação da atividade plasmática e tecidual da enzima superóxido dismutase 

(SOD) 

O sangue foi coletado e centrifugado a 6.500 × g por 15 minutos a 4º C para separação 

do plasma. O tecido (leito arterial mesentérico) foi homogeneizado em tampão salina fosfato 

(PBS, pH 7,4) e centrifugado a 4.000 × g, 12 min, 4ºC. Foram utilizados 20 uL do sobrenadante 

durante o ensaio para determinação da atividade da SOD, que foi realizado segundo orientações 

estabelecidas pelo kit comercial (#19160, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Os resultados 

foram expressos em % de inibição/mg de proteína. 

 

4.5.2. Avaliação da atividade plasmática e tecidual da catalase 

O sangue foi coletado e centrifugado a 6.500 × g por 15 minutos a 4º C para separação 

do plasma. O tecido (leito arterial mesentérico) foi homogeneizado em 200 μL de tampão PBS 



Materiais e Métodos | 27 

 

 
 

pH 7,4 e foram adicionados 100 µL de tampão fosfato aos homogenatos, seguido por 

centrifugação de 9.000 × g por 20 minutos. O ensaio foi realizado pela adição de 20 µL do 

sobrenadante da amostra a 980 µL de solução reação em cubetas de quartzo e, após 

homogeneização, foi medida a velocidade de decomposição do H2O2. Os resultados foram 

expressos como unidades de catalase/mg proteína. 

 

4.6. Avaliação da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) 

A análise da MPO foi efetuada segundo descrito por Simplicio et al. (2017b). Em suma, 

o tecido (leito arterial mesentérico) foi homogeneizado em tampão gelado (pH 4,7) com a 

seguinte composição: 0,1 mol/L NaCl, 0,02 mol/L NaPO4, and 0,015 mol/L EDTA. Os 

homogenatos foram, então, centrifugados a 800 × g por 15 minutos a 4ª C. O precipitado foi 

suspenso em tampão NaPO4 na concentração de 0,05 mol/L (pH 5,4) contendo 0,5% de 

hexadeciltribrometo de metilamônia e, então, homogeneizado novamente. O homogenato foi 

centrifugado a 10.000 × g por 15 minutos a 4ª C. Para o ensaio, foram adicionados 50 µL do 

sobrenadante, 25 µL de tetrametilbenzidina (1,6 mmol/L) e 100 µL de H2O2 (3%). A leitura da 

reação foi realizada em espectrofotômetro (λ450 nm) e o resultado expresso em Δ absorbância 

(450 nm)/mg de proteína. 

 

4.7. Avaliação da pressão arterial sistólica 

A pressão arterial sistólica foi aferida semanalmente por pletismografia de cauda 

utilizando o pletismógrafo EFF306 (Insight, Brasil). Antes de iniciar o protocolo, os animais 

passaram por uma adaptação, onde foram realizadas 3 aferições da pressão arterial no período 

de 3 dias. Após esse período, as medidas foram registradas baseando-se na média de 3 medidas 

de pressão arterial sistólica. Os resultados estão apresentados em mmHg (Carda et al., 2015). 

 

4.8. Análise estatística 
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Os resultados foram analisados utilizando a análise de variância de duas vias (two-way 

ANOVA), seguida pelo teste de Bonferroni. As concentrações de etanol no sangue bem como 

as concentrações plasmáticas de IL-6 foram analisadas por teste t de Student. O nível de 

significância considerado crítico para diferenças significativas entre os grupos foi de 0,05 

(p<0,05). Os testes estatísticos foram realizados com o software GraphPad Prism (versão 6.0).
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5. RESULTADOS 

 

5.1. Avaliação dos níveis sanguíneos de etanol 

Não houve diferença entre as concentrações sanguíneas dos animais (WT ou IL-

6−/−) tratados com etanol (Figura 2). Nos animais dos grupos controle (WT ou IL-6−/−), o 

etanol não foi detectado. 
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Figura 2. Dosagem sanguínea de etanol. A determinação sanguínea de etanol foi realizada por 

cromatografia gasosa em animais dos grupos controle, etanol, IL-6–/– e etanol IL-6–/–. Os resultados 

representam a média ± EPM (n=5-7). ND: não detectado. 

 

5.2. Avaliação dos níveis plasmáticos e teciduais de IL-6 

O consumo crônico de etanol promoveu aumento dos níveis plasmáticos de IL-6 

em animais WT (Figura 3A). No tecido de animais WT, as amostras de LAM contendo 

PVAT apresentaram maiores níveis de IL-6 em relação às amostras na ausência do PVAT. 

Além disso, o consumo crônico de etanol promoveu aumento dos níveis de IL-6 nas 

amostras contendo PVAT, mas não nas amostras na ausência desse tecido (Figura 3B). 
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Figura 3. Efeito do consumo crônico de etanol sobre os níveis plasmáticos e teciduais de IL-6. Os 

níveis plasmáticos (A) e teciduais (B) de IL-6 foram avaliados por ELISA em animais WT. Os resultados 

representam a média ± EPM (n=5-7). *Comparado ao grupo controle (p<0,05, teste de t de Student). 

**Comparado ao controle e etanol sem PVAT; **#Comparado ao controle com PVAT (p<0,05, two-way 

ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni). 

5.3. Avaliação dos níveis teciduais de O2⁻ e H2O2 

O consumo crônico de etanol promoveu aumento dos níveis de O2⁻
 em LAM de 

camundongos e, na presença do PVAT, foi observado aumento de maior magnitude. Na 

presença do PVAT as amostras de LAM de animais IL-6–/– tratados com etanol 

apresentaram aumento de menor proporção quando comparadas às amostras de animais 

do grupo etanol WT. (Figura 4A). Além disso, o consumo crônico de etanol provocou 

aumento dos níveis teciduais de H2O2 nas amostras contendo PVAT, resposta não 

observada nos animais nocautes para IL-6 (Figura 4B). 
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Figura 4. Efeito do consumo crônico de etanol sobre os níveis teciduais de O2⁻ e H2O2, e a participação 

da IL-6 nessa resposta. Os níveis O2⁻
 
de foram avaliados por método de quimioluminescência da 

lucigenina (A). Os níveis de H2O2 foram avaliados por fluorimetria (B). Ambos os testes foram realizados 

em LAM dos grupos controle, etanol, IL-6–/– e etanol + IL-6–/–, contendo ou não PVAT. Os resultados 

representam a média ± EPM (n=5-7). *Comparado aos respectivos grupos controle; **Comparado aos 

grupos etanol PVAT(-) e etanol IL-6–/– PVAT(-); #Comparado ao grupo etanol PVAT(+); ƒComparado ao 

restante dos grupos experimentais (p<0,05; two-way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni). 

5.4. Avaliação dos níveis teciduais de TBARS e NOx 

O consumo crônico de etanol promoveu aumento dos níveis teciduais de TBARS 

no LAM de camundongos na ausência ou presença do PVAT. Em animais IL-6–/–, esse 

aumento foi parcialmente prevenido apenas nas amostras contendo PVAT, indicando que, 

nesse contexto, a IL-6 participa dessa resposta (Figura 5A). O consumo de etanol ou a 

utilização de animais nocautes para IL-6 não promoveram alterações significativas nos 

níveis teciduais de NOx (Figura 5B). 
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Figura 5. Efeito do consumo crônico de etanol sobre os níveis teciduais de TBARS e NOx, e a 

participação da IL-6 nessa respostsa. Os níveis teciduais de TBARS (A) e NOx (B) foram avaliados por 

método colorimétrico em LAM dos animais controle, etanol, IL-6–/– e etanol + IL-6–/–, contendo ou não 

PVAT. Os resultados representam a média ± EPM (n=5-7). *Comparado aos respectivos grupos controle; 

#Comparado ao grupo etanol PVAT (+) (p<0,05; two-way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni). 

 

5.5. Avaliação dos níveis plasmáticos de TBARS e NOx 

O consumo crônico de etanol promoveu aumento dos níveis plasmáticos de 

TBARS, resposta que não foi observada no grupo IL-6−/−, indicando que essa citocina 

participa dessa resposta (Figura 6A). No que concerne aos níveis plasmáticos de NOx, o 

consumo crônico de etanol não promoveu alterações nos grupos experimentais (Figura 

6B). 
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Figura 6. Efeito do consumo crônico de etanol sobre os níveis plasmáticos de TBARS e NOx, e a 

participação da IL-6 nessa resposta. Os níveis plasmáticos de TBARS (A) e NOx (B) foram avaliados 

por método colorimétrico nos grupos controle, etanol, IL-6–/– e etanol + IL-6–/–. Os resultados representam 

a média ± EPM (n=5-7). *Comparado aos grupos controle, controle IL-6–/– e etanol IL-6–/– (p<0,05; two-

way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni). 

 

5.6. Avaliação da atividade tecidual de SOD e catalase 

O consumo crônico de etanol promoveu aumento da atividade da SOD em LAM 

de camundongos na presença do PVAT, resposta que não foi observada no grupo IL-6−/−, 

indicando que essa citocina participa dessa resposta (Figura 7A). No que concerne à 

atividade da catalase, o consumo crônico de etanol e/ou a utilização de animais nocautes 

para IL-6 não promoveram alterações significativas na atividade tecidual dessa enzima 

(Figura 7B). 
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Figura 7. Efeito do consumo crônico de etanol sobre a atividade tecidual de SOD e catalase, e a 

participação da IL-6 nessa resposta. A atividade tecidual da SOD (A) foi avaliada por método 

colorimétrico. A atividade da catalase (B) foi avaliada por espectrofotometria. Ambos os ensaios foram 

realizados em LAM dos animais controle, etanol, IL-6–/– e etanol + IL-6–/–, contendo ou não PVAT. Os 

resultados representam a média ± EPM (n=5-7). *Comparado ao restante dos grupos experimentais. 

(p<0,05; two-way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni). 

 

5.7. Avaliação da atividade plasmática de SOD e catalase 

O consumo crônico de etanol e/ou a utilização de animais nocautes para IL-6 não 

promoveram alterações significativas nas atividades plasmáticas da SOD (Figura 8A) e 

da catalase (Figura 8B). 

 



Resultados | 35 

 

 
 

0

20

40

60

80

100

WT IL-6
-/-

A
Controle

Etanol

A
ti

v
id

ad
e 

d
a 

 S
O

D

(%
 t

ax
a 

d
e 

in
ib

iç
ão

 /
 m

l)

0

20

40

60

80

WT IL-6 -/-

B

A
ti

v
id

ad
e 

d
a 

ca
ta

la
se

(U
 /

 m
g

 d
e 

p
ro

te
ín

a)

 

Figura 8. Efeito do consumo crônico de etanol sobre a atividade plasmática da SOD e catalase, e a 

participação da IL-6 nessa resposta. A atividade tecidual da SOD (A) foi avaliada por método 

colorimétrico. A atividade da catalase (B) foi avaliada por espectrofotometria. Ambos os ensaios foram 

realizados nos grupos controle, etanol, IL-6–/– e etanol + IL-6–/–. Os resultados representam a média ± EPM 

(n=5-7). (p<0,05; two-way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni). 

 

5.8. Avaliação da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) 

O consumo crônico de etanol provocou aumento na atividade da enzima 

mieloperoxidase (MPO) em LAM de camundongos na ausência e presença do PVAT. Em 

animais IL-6–/–, no entanto, essa resposta não foi observada, indicando que essa citocina 

participa dessa resposta (Figura 9). 
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Figura 9. Efeito do consumo crônico de etanol sobre a atividade da enzima mieloperoxidase (MPO), 

e a participação da IL-6 nessa resposta. A atividade da enzima mioeloperoxidase (MPO) foi avaliada 

através de espectrofotometria em LAM dos animais controle, etanol, IL-6–/– e etanol + IL-6–/–, contendo ou 

não PVAT. Os resultados representam a média ± EPM (n=5-7). *Comparado aos respectivos grupos 

controle. (p<0,05; two-way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni). 

 

5.9. Avaliação da pressão arterial sistólica 

Após 4 semanas, o consumo de etanol promoveu aumento significativo da pressão 

arterial sistólica em camundongos. Em animais nocautes para IL-6, o aumento da pressão 

arterial sistólica foi observado somente após a 6ª semana de tratamento com etanol, 

indicando que essa citocina participa dessa resposta (Figura 10). 
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Figura 10. Efeito do consumo crônico de etanol sobre a pressão arterial sistólica, e a participação da 

IL-6 nessa resposta. A pressão arterial sistólica foi avaliada pelo método não invasivo de pletismografia 

de cauda nos animais controle, etanol, IL-6-/- e etanol IL-6-/-. Os resultados representam a média ± EPM 

(n=5-7). *Comparado aos respectivos grupos controle. #Comparado ao grupo etanol IL-6-/-. (p<0,05; two-

way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni). 
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6. DISCUSSÃO 

 

Observamos que os animais submetidos ao consumo crônico de etanol por 12 

semanas apresentaram aumento das concentrações plasmáticas de etanol, resposta 

também observada em animais IL-6–/– submetidos ao mesmo tratamento. Os níveis 

sanguíneos de etanol encontrados após a realização do protocolo experimental são 

semelhantes aos de outros estudos da literatura que utilizam o mesmo modelo 

experimental (Simplicio et al., 2017b; Ceron et al., 2018). A concentração de etanol 

administrada mimetiza, aproximadamente, quatro doses diárias de álcool para humanos 

(4g/kg), quantidade considerada como consumo abusivo de bebidas alcoólicas (CISA, 

2021). De fato, as concentrações sanguíneas de etanol encontradas em nosso trabalho são 

semelhantes às observadas em humanos após consumo abusivo de etanol (Urso et al., 

1981). 

As citocinas inflamatórias são importantes mediadores do dano tecidual induzido 

pelo consumo crônico de etanol (Simplicio et al., 2017b; Leite et al., 2017). Em nosso 

estudo, o consumo crônico de etanol promoveu aumento dos níveis de IL-6 em LAM 

contendo PVAT, mas não em LAM na ausência do PVAT. Observamos também que, 

independentemente do consumo crônico de etanol, os níveis de IL-6 são maiores em LAM 

contendo PVAT, quando comparado às amostras na ausência do PVAT, indicando que 

esse tecido é uma importante fonte de citocinas no LAM. Essa resposta pode ser explicada 

pelo fato de que o PVAT do LAM, diferente de outros depósitos de tecido adiposo, é 

composto em sua maioria por adipócitos brancos, que por sua vez apresentam um perfil 

secretório que favorece a síntese de citocinas pró-inflamatórias, como a IL-6 (Szasz e 

Webb, 2012; Szasz et al., 2013; Anthony et al., 2019). Nossos achados também 

demonstraram que o consumo crônico de etanol promoveu aumento dos níveis 

plasmáticos de IL-6, resultado que corrobora estudos prévios da literatura (Simplicio et 

al., 2017a; Shirpoor et al., 2013). 

Um dos principais mecanismos pelo qual o consumo crônico de etanol causa 

danos vasculares é pelo aumento na geração de ERO (Ceron et al., 2014; do Vale et al., 
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2018). Essa resposta é observada em diversos estudos que mostram que o consumo 

crônico de etanol induz o aumento da produção de O2⁻ via NAD(P)H oxidase em diversos 

tecidos (Polikandriotis et al., 2006; Husain et al., 2011). Após produzido, o O2⁻ pode 

reagir com o óxido nítrico (NO), gerando peroxinitrito (ONOO–) (O2⁻ + NO  ONOO–

), uma molécula de ação oxidante que induz lipoperoxidação e nitração proteica, respostas 

que podem induzir dano tecidual (Korkmaz et al., 2011; Constantino et al., 2014). Além 

disso, o O2⁻ pode sofrer também ação da enzima superóxido dismutase (SOD), sendo 

reduzido a H2O2, uma molécula que exerce papel na ativação de mensagens intracelulares 

secundárias, sendo importante na regulação de respostas fisiológicas e patológicas (Touyz 

& Briones, 2011; Rodiño-Janeiro et al., 2013, do Vale & Tirapelli, 2019). 

No presente estudo, o consumo crônico de etanol promoveu aumento da geração 

de O2⁻ no LAM de camundongos. Em LAM contendo PVAT, a magnitude do aumento 

dos níveis de O2⁻ foi maior quando comparado às amostras de LAM na ausência do 

PVAT, indicando que o PVAT favorece a geração de O2⁻. Esse resultado corrobora 

estudos da literatura que demonstram que, de fato, o PVAT é capaz de produzir O2⁻
 via 

NAD(P)H oxidase (Gao et al., 2006; Szasz et al., 2013). Os animais IL-6−/− apresentaram 

prevenção parcial do aumento da geração de O2⁻
 nas amostras de LAM contendo PVAT, 

mas não nas amostras de LAM na ausência do PVAT. Essa resposta indica que a IL-6 

participa da geração de ERO no PVAT, mas não na vasculatura. O O2⁻ detectado pelo 

método de quimioluminescência da lucigenina é majoritariamente proveniente da enzima 

NAD(P)H oxidase e, portanto, sugere-se que a participação da IL-6 na geração dessa 

espécie envolva a maior ativação e/ou expressão da NAD(P)H oxidase. De fato, há na 

literatura trabalhos que demonstram o papel da IL-6 no aumento da expressão e atividade 

da NAD(P)H oxidase e no consequentemente aumento da geração de ERO em modelos 

diversos (Rojas et al., 2010; Wang et al., 2016; Robinson et al., 2020). 

Observamos que o consumo crônico de etanol promoveu aumento dos níveis de 

H2O2 em LAM contendo PVAT, mas não em LAM na ausência do PVAT. Essa resposta 

pode ser explicada pelo aumento da atividade da enzima superóxido dismutase (SOD), 

que é responsável pela conversão de O2⁻
 em H2O2. A SOD existe, nos mamíferos, em três 
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isoformas: SOD1 (Cu-Zn-SOD), uma enzima solúvel localizada principalmente no 

citoplasma; SOD2 (Mn-SOD), localizada principalmente na matriz mitocondrial; e SOD3 

(EC-SOD), isoforma que tem como principal característica sua excreção para o meio 

extracelular. Como conjunto, as isoformas da SOD são consideradas a linha de defesa 

primária do organismo no combate às ERO devido sua capacidade de realizar a reação 

supracitada, convertendo O2⁻
 em H2O2 (do Vale & Tirapelli, 2019). Estudos da literatura 

apresentam uma variância quanto a atividade da SOD durante aumento do estresse 

oxidativo induzido por consumo crônico de etanol, a depender do tempo de tratamento e 

do tecido estudado (Husain et al., 2001; Husain et al., 2007). De fato, trabalhos prévios 

de nosso laboratório observaram que o tratamento com etanol por 12 semanas na mesma 

dose utilizada no presente estudo promoveu o aumento da atividade da SOD nos tecidos 

aórtico e renal (Simplicio et al., 2017b; Sousa et al., 2020). Essa resposta pode ser 

justificada pelo aumento dos níveis de ânion superóxido, que exige maior atividade 

antioxidante do organismo para redução de sua ação danosa. No que concerne à IL-6, a 

utilização de animais nocautes para essa citocina, na presença do PVAT, preveniu 

totalmente o aumento dos níveis teciduais de H2O2 e da atividade tecidual da SOD, 

indicando que essa citocina participa dessas respostas quando induzidas pelo consumo 

crônico de etanol. 

Alternativamente, o aumento dos níveis de H2O2 poderia ser resultado da redução 

da atividade da enzima catalase, responsável pela conversão do H2O2 em H2O + O2. 

Entretanto, nossos resultados demonstraram que o tratamento com consumo crônico de 

etanol e/ou a utilização de animais IL-6–/– não promoveram alterações na atividade 

tecidual da catalase, indicando que essa enzima não participa da resposta de aumento dos 

níveis de H2O2 em LAM de camundongos tratados cronicamente com etanol.  

O NO, um radical livre produzido a partir da L-arginina através da ação da enzima 

NO sintase (NOS) na presença de cofatores, tem ações fisiológicas que promovem a 

vasodilatação por meio da ativação da guanilato ciclase nas células do músculo liso 

vascular, além de desempenhar funções protetoras relacionadas à redução da inflamação 

vascular, agregação plaquetária, entre outros (Förstermann & Münzel, 2006). Estudos da 
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literatura demonstram que, a depender do tecido estudado e da dosagem e tempo de 

tratamento com consumo de etanol, há redução da biodisponibilidade do NO, situação 

que promove efeitos deletérios à vasculatura. No entanto, em nosso estudo, não foram 

observadas alterações significativas dos níveis plasmáticos e teciduais de NOx, na 

ausência ou presença do PVAT, em LAM de camundongos, induzidas pelo consumo 

crônico de etanol e/ou pela utilização de animais nocautes para IL-6. Essa resposta pode 

ser explicada por um aumento da expressão da enzima óxido nítrico sintase induzível 

(iNOS). A indução da iNOS provoca o aumento dos níveis de NO corporal e, de fato, o 

aumento de sua expressão induzida pelo consumo crônico de etanol já foi descrito em 

estudos prévios de nosso laboratório no tecido renal e no leito arterial mesentérico 

(Tirapelli et al, 2012, Ceron et al., 2018).  

O ONOO– é derivado da reação entre as moléculas de O2⁻
 e NO, e tem ações 

oxidantes, como a lipoperoxidação, que pode ser prejudicial a diversos tecidos, uma vez 

que promove alteração da fluidez de membrana (Korkmaz et al., 2011; Constantino et al., 

2014). No presente trabalho, o consumo crônico de etanol promoveu aumento dos níveis 

de TBARS, utilizado como biomarcador da lipoperoxidação, no LAM de camundongos, 

na presença ou ausência do PVAT. Esse resultado corrobora estudos prévios da literatura 

que demonstram o aumento dessas espécies induzidas pelo consumo crônico de etanol 

(Simplicio et al., 2017b). Em amostras de LAM contendo PVAT, os animais IL-6−/− 

tratados cronicamente com etanol apresentaram aumento dos níveis de TBARS de menor 

magnitude quando comparados às amostras na ausência do PVAT. De maneira 

semelhante, o consumo crônico de etanol provocou aumento das concentrações 

plasmáticas de TBARS, resposta que não foi observada em animais IL-6−/−. Essas 

respostas indicam que a IL-6 modula a lipoperoxidação plasmática e no PVAT de LAM 

de camundongos, mas não na vasculatura mesentérica.  

A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima pertencente à superfamília de heme 

peroxidases, majoritariamente expressa em leucócitos polimorfonucleares, como 

neutrófilos e monócitos, e tem papel fundamental na atividade antimicrobiana 

característica da imunidade inata do organismo humano (Aratani, 2018; Ndrepepa, 2019). 
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Durante quadros infecciosos, a MPO é deslocada ao fagossomo, no interior dos 

neutrófilos, onde ela catalisa diversas reações com produtos da enzima NADPH oxidase, 

também deslocada a essa organela, gerando assim espécies reativas derivadas da MPO, 

como o ácido hipocloroso (HOCl) e o ácido hipotiocianoso (HOSCN), que são 

responsáveis por exercer a atividade antimicrobiana característica da enzima (Nussbaum 

et al., 2013; Frangie & Daher, 2022). O aumento da geração dessas espécies altamente 

reativas derivadas da MPO e a degranulação de neutrófilos, processos característicos da 

imunidade inata, estão associados a processos inflamatórios, caracterizados pela 

infiltração de neutrófilos e monócitos, e ao aumento do estresse oxidativo decorrente 

desses processos (Nussbaum et al., 2013; Frangie & Daher, 2022).  

Em nosso estudo, o consumo crônico de etanol promoveu aumento da atividade 

da mieloperoxidase em LAM de camundongos, na presença ou ausência do PVAT. Esse 

resultado corrobora estudos prévios de nosso laboratório que descreveram aumento da 

atividade dessa enzima induzido pelo consumo crônico de etanol em múltiplos tecidos, 

como no córtex renal, no ventrículo esquerdo e no corpo cavernoso (Leite et al., 2017; 

Sousa et al., 2021). Além disso, observamos que não houve aumento da atividade da MPO 

em tecidos de animais IL-6−/−, indicando que essa citocina participa dessa resposta. De 

fato, já é conhecido na literatura que a IL-6 atua, no início de processos inflamatórios, 

controlando a secreção de quimiocinas (como a CXCL5, CXCL6, CCL2 e CCL8) que 

modulam a expressão de moléculas de adesão intracelulares e vasculares (ICAM-1 e 

VCAM-1, respectivamente) e, consequentemente, promovem a migração de neutrófilos 

para o sítio de inflamação (Jones, 2005; Jones & Jenkins, 2018). Ainda, a IL-6 também 

atua promovendo a degranulação de neutrófilos já infiltrados e inibindo a apoptose de 

células T, processo que caracteriza a transição entre a resposta imune inata e adquirida. 

A degranulação destes neutrófilos culmina na liberação do conteúdo dessas células, como 

as espécies reativas derivadas da MPO (Jones, 2005; Jones & Jenkins, 2018). Portanto, a 

utilização de animais nocautes para IL-6 inibiria os subsequentes processos relacionados 
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a migração de neutrófilos ao sítio inflamatório, explicando ausência de alteração da 

atividade da MPO nesses grupos experimentais. 

Por fim, no presente trabalho, observamos o aumento da pressão arterial dos 

animais tratados cronicamente com etanol. Vários trabalhos demonstraram a relação entre 

o consumo crônico de etanol e o aumento da pressão arterial, em diferentes modelos 

animais e diferentes esquemas de tratamentos com consumo de etanol (Tirapelli et al., 

2008; Husain et al., 2011; Silva et al., 2015; Passaglia et al., 2015). Como mecanismos 

propostos para explicar essa associação, o aumento na contratilidade vascular, a 

estimulação do sistema nervoso simpático (SNS) e o aumento do estresse oxidativo têm 

destaque na literatura desta temática.  

No que concerne à ativação do SNS, diversos estudos demonstraram a capacidade 

do etanol de promover a hiperatividade desse sistema, caracterizada pelo aumento das 

concentrações plasmáticas de adrenalina e noradrenalina (Silva et al., 2015; Bomfim et 

al., 2017). O aumento na atividade do SNS está associado à liberação de renina pelas 

células justaglomerulares localizadas na artéria aferente renal, promovendo assim a maior 

atividade do sistema renina angiotensina (SRA) (Kim et al., 2007). A renina é uma enzima 

que promove a clivagem do angiotensinogênio, seu substrato, formando a angiotensina I 

(ANG I). Essa, por sua vez, é clivada pela enzima conversora de angiotensina (ECA), 

formando a angiotensina II (ANG II), que promove, através principalmente da ativação 

de seu receptor AT1, diversas respostas biológicas que podem desencadear o aumento da 

pressão arterial, como a vasoconstrição, aumento da atividade simpática, aumento da 

secreção de aldosterona, aumento da reabsorção de Na+, entre outras (Carey, 2013). 

Outra resposta importante induzida pela ativação dos receptores AT1 pela ANG II 

é o aumento da produção de ERO pela enzima NADPH oxidase, culminando no aumento 

do quadro de estresse oxidativo (Touyz & Schiffrin, 2000). Nesse cenário, Passaglia et 

al. (2015) observaram que o aumento da produção de ERO foi prevenido pelo tratamento 

com losartan, um antagonista do receptor AT1, indicando a relação entre a hiperatividade 

do SRA e o aumento do estresse oxidativo diante do consumo de etanol. Dessa forma, os 
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mecanismos expostos explicariam a resposta de aumento da pressão arterial induzida pelo 

consumo crônico de etanol observada em nosso estudo 

Em relação a IL-6, diversos estudos da literatura demonstram sua correlação com 

os processos que acarretam disfunção vascular. Há mais de duas décadas, Kranzhöfer et 

al. (1999) observaram que a ANG II promoveu aumento, de maneira dose-dependente, 

da produção de IL-6 por células do músculo liso vascular via ativação do receptor AT1. 

Han et al. (1999), pouco tempo depois, demonstraram que a ANG II promoveu ativação 

do fator nuclear kappa B (NF-κB) nas células da musculatura lisa vascular, e que essa 

resposta estava correlacionada com a transcrição gênica da IL-6.  

Por sua vez, quando se liga ao seu receptor e forma o complexo com a estrutura 

transmembrana gp130, a IL-6 ativa uma cascata de respostas intracelulares que culminam 

na fosforilação da tirosina STAT3, que se desloca para o núcleo atuando na transcrição 

de genes alvo (Garbers et al., 2018). O STAT3 está relacionado com o aumento da 

expressão de endotelina-1 (ET-1), um potente vasoconstritor, além de moléculas de 

adesão intracelulares e vasculares, ICAM-1 e VCAM-1, nas células endoteliais (Didion, 

2017; Pioli & Faria, 2019; Feng et al., 2022).  Esses processos levam à maior adesão, 

rolamento e, consequentemente, infiltração de células imunes, principalmente neutrófilos, 

que caracterizam os estágios iniciais da inflamação, através da parede vascular (Watson 

et al., 1996). 

Nesse cenário, o aumento da infiltração de neutrófilos promovido pela IL-6 e o 

aumento da atividade do SRA, e consequentemente da ANG II, respostas promovidas 

pelo consumo crônico de etanol, induzem também o aumento de ERO, principalmente de 

O2⁻ (Didion, 2017). Essa molécula, por sua vez, tem papel conhecido de ativação do NF-

kB e, portanto, aumento da expressão de IL-6. Por fim, outro efeito também produzido 

pela IL-6 é o aumento da expressão dos receptores AT1, potencializando assim as 

respostas derivadas da ativação desses receptores pela ANG II (Wassmann et al., 2004). 

Dessa forma, a relação entre a ANG II, a IL-6 e as ERO são interdependentes e, quando 
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ativadas, essas vias promovem um círculo vicioso que promove a inflamação e 

consequente disfunção vascular (Didion, 2017). 

O nosso trabalho, dessa forma, demonstrou pela primeira vez que a utilização de 

animais nocautes para a IL-6 preveniu o aumento da pressão arterial induzido pelo 

consumo crônico de etanol, indicando que essa citocina participa dessa resposta. Esse 

dado corrobora com trabalhos da literatura que já demonstraram que a utilização de 

animais nocautes para a IL-6 previnem o aumento da pressão arterial induzida, por 

exemplo, pela infusão de ANG II (Coles et al., 2007; Sturgis et al., 2008; Manhiani et al., 

2015). Sugere-se, portanto, que a IL-6 estaria envolvida na resposta inicial do aumento 

da pressão arterial, especialmente relacionada à infiltração de neutrófilos, que caracteriza 

a fase inicial da inflamação vascular. Essas células, por serem capazes de produzir ERO 

e IL-6, promoveriam a disfunção vascular e o consequente quadro hipertensivo. A 

contínua exposição ao consumo crônico de etanol, no entanto, permaneceria promovendo 

estímulos danosos, principalmente relacionados ao aumento do estresse oxidativo, 

levando ao aumento da pressão arterial por mecanismos que independem da IL-6, o que 

explicaria a semelhança entre os níveis pressóricos dos animais nocautes para a IL-6 e os 

animais WT a partir da 9ª semana de tratamento. Nesse cenário, o leito arterial 

mesentérico, composto por artérias de resistência e por um PVAT que é fonte importante 

da IL-6, sofreria os efeitos deletérios relacionados à inflamação vascular e ao dano 

oxidativo e, assim, disfunção vascular e aumento da pressão arterial. 

Em resumo, observamos no presente trabalho que a IL-6 está envolvida no 

aumento do estresse oxidativo em PVAT de LAM de camundongos submetidos ao 

consumo crônico de etanol. Nesse sentido, demonstramos que a utilização de animais 

nocautes para essa citocina previne parcialmente o aumento dos níveis de O2⁻ e TBARS. 

Além disso, observamos também que a IL-6 também participa da infiltração de 

neutrófilos nesse tecido, uma vez que a utilização de animais IL-6–/– preveniu 

completamente o aumento da atividade da enzima mieloperoxidase. Por fim, 
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demonstramos pela primeira vez através do presente trabalho que a IL-6 participa do 

aumento inicial dos níveis de pressão arterial induzido pelo consumo crônico de etanol. 
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7. CONCLUSÕES 

 

A partir dos dados obtidos no presente trabalho, concluímos que a IL-6 participa 

do aumento do quadro de estresse oxidativo induzido pelo consumo crônico de etanol em 

LAM de camundongos, e que essa participação ocorre de maneira dependente do PVAT. 

Além disso, concluímos que a IL-6 também está envolvida no aumento inicial da pressão 

arterial induzida pelo consumo crônico de etanol.
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