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RESUMO

O sistema nervoso simpatico, mediado pelas catecolaminas através dos receptores adrenérgicos
(ARs), desempenha um papel na resposta imune, predominantemente imunossupressor. Este
estudo foca nos receptores beta-adrenérgicos (BARs), especificamente o subtipo B2AR, e seu
papel nas respostas imunoldgicas em um modelo murino de infec¢do por Listeria
monocytogenes, importante patogeno zoonotico de origem alimentar, que causa quadro clinicos
de abortos, meningoencefalite e infec¢des septicémicas. Camundongos C57/BL6 WT, e f2AR"
" ou C57/BL6 WT tratados com antagonistas dos BARs (nadolol ¢ ICI 118,551) foram avaliados
na infec¢do aguda por L. monocytogenes. Foram realizadas analises de recuperagao bacteriana,
avaliagdo histopatologica, imuno-histoquimica e mensuragao de citocinas. A auséncia de f2AR
e o bloqueio farmacologico reduziram significativamente a recuperagdo bacteriana. Niveis
séricos de IFN-y aumentaram, mas ndo houve uma alteracao significativa no perfil de IL-10 em
ambos modelos. Camundongos f2AR-/- apresentaram menor escore de lesdes histopatologicas,
enquanto os antagonistas BARs ndo reduziram o grau de lesdo tecidual. A reducdo da
recuperagdo bacteriana, aumento de IFN-y e a menor gravidade das lesdes histopatoldgicas em
camundongos B2AR-/- indicam uma resposta mais eficaz contra o patégeno. No entanto, o
bloqueio farmacolégico reproduziu parcialmente esse efeito, possivelmente devido a
farmacocinética das drogas.

Palavras-chave: camundongos, infec¢ao, listeriose, receptores adrenérgicos.



ABSTRACT

The sympathetic nervous system, mediated by catecholamines through adrenergic receptors
(ARs), plays a role in the immune response, predominantly immunosuppressive. This study
focuses on beta-adrenergic receptors (BARs), specifically the 2AR subtype, and its role in
immune responses in a murine model of Listeria monocytogenes infection, an important
foodborne zoonotic pathogen that causes clinical conditions such as abortions,
meningoencephalitis, and septicemic infections. C57/BL6 WT, B2AR-/- mice and mice treated
with BAR antagonists (nadolol and ICI 118,551) evaluated in acute infection by L.
monocytogenes.  Analyses of Dbacterial recovery, histopathological evaluation,
immunohistochemistry, and cytokine measurement were performed. The absence of B2AR and
pharmacological blockade significantly reduced bacterial recovery. Serum levels of IFN-y
increased, but there was no significant change in the IL-10 profile. B2AR-/- mice showed a
lower histopathological lesion score, while AR antagonists did not reduce the degree of tissue
damage. The reduction in bacterial recovery, increased IFN-y, and less severe histopathological
lesions in 2AR-/- mice indicate a more effective response against the pathogen. However,
pharmacological blockade reproduced partially this effect, possibly due to drug
pharmacokinetics.

Key words: adrenergic receptores, infection, listeriosis, mice.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Fluxograma do delineamento do experimento 1 33

Figura 2: Fluxograma do delineamento do experimento 2 35

Figura 3. Recuperacio bacteriana no baco e figado de camundongos C57/BL6 infectados
por Listeria monocytogenes. No primeiro experimento, foram utilizados animais WT e f2AR"
" (n=9) (A e B). No segundo experimento, foram utilizados animais WT com administracio
intraperitoneal de PBS, nadolol ou ICI 118,551 duas vezes ao dia (n=6) (C e D). Em ambos
experimentos, bago e figado foram coletados no terceiro dia apods infecc¢ao intraperitoneal com
1x10° CFU de L. monocytogenes/camundongo. Cada ponto representa um animal e as barras
indicam médias e desvio padrao. A linha pontilhada representa o limite de deteccdo do teste
(1,3 logl0). Os dados foram transformados em logaritmicos, submetidos aos testes t-Student
(A e B) ou one-way ANOVA e as médias comparadas pelo teste de Tukey (C e D), sendo
utilizado o grupo Infectado como controle (*p < 0,05; **p<0,01) 37

Figura 4. Avaliacio de esplenomegalia e variacio do peso relativo em camundongos
infectados por L. monocytogenes. (A) Mensuragao relativa do peso do bago pelo peso dos
animais. Cada ponto representa um animal, € os tracos representam a mediana com intervalo
interquartil. Os dados foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis e as medianas comparadas
pelo teste de Dunn (n=6). (B) Variacdao do peso relativo dos animais ao longo dos 3 dias de
infeccdo. O peso de cada animal no dpi 0 foi considerado como 100%. Cada ponto representa
a média do grupo e os tragos representam o erro padrao. Os dados foram submetidos ao teste 2-
way ANOVA e a variacdo das médias comparadas pelo teste de Tukey (n=6) (*p < 0,05;
**p<0,01) 38

Figura 5. Perfil sorolégico de IFN-y e IL-10 em camundongos C57/BL6 infectados por L.
monocytogenes, em dois experimentos. No primeiro experimento, foram utilizados animais
WT e B2AR™ (n=9) (A e B). No segundo experimento, foram utilizados animais WT com
administracdo intraperitoneal de PBS, nadolol ou ICI 118,551 duas vezes ao dia (n=6) (C e D).
No 3° dia pos-infec¢do, os animais foram eutanasiados através de sangria por puncao cardiaca
para coleta de soro. O soro foi submetido a técnica de ELISA em placas de 96 micropogos para
mensuracao do nivel sérico destas citocinas. A leitura foi realizada no comprimento de onda de
490 nm e as concentragdes de citocinas (pg/mL) foram determinadas por comparagdo com uma
curva padrdo. As barras representam a média com desvio padrdo. Os dados foram submetidos
aos testes t-Student (A e B) ou one-way ANOVA e as médias comparadas pelo teste de Tukey
(Ce D) (*p<0,05; **p<0,01, ****p<0,0001) 39

Figura 6. Fotomicroscopias representativas das lesdes observadas em baco e figado de
camundongos infectados por Listeria monocytogenes. (A) Figado de animais ndo-infectados
e com uso de antagonistas P-adrenérgicos (nadolol ou ICI 118,551) exibiram degeneracgao
hepatocelular discreta a moderada. HE, 200X. (B) e (C) Figado de animais infectados por L.
monocytogenes, apresentando infiltrado inflamatorio neutrofilico e histiocitaria em arranjo
nodular (microabcessos), com vezes com extensa area de necrose liquefativa central. HE, 200X.
(D). Baco de animais infectados por L. monocytogenes, apresentando microabcessos (setas).
HE, 200X. (E) e (F) Imuno-histoquimica com anticorpo anti-Listeria em figado e baco,



respectivamente, de camundongos infectados por L. monocytogenes, demonstrando a presenga
do agente intralesional, corados em cromédgeno Magenta, 400X 41

Figura 7. Escore de lesdes histopatolégicas em baco e figado de camundongos infectados
por L. monocytogenes. (A) Fotomicroscopia representativa do figado de camundongo
infectado, demonstrando microabcesso (a esquerda) e extensiva area de necrose (a direita) (HE,
200x). (B) Marcagdo imuno-histoquimica de L. monocytogenes (bastonetes em magenta) em
figado de animal infectado, demonstrando o agente intralesional (cromogeno Magenta, 400x).
(C e D) Escore histopatologico de bago e figado do experimento 1, com animais B2AR™ e WT
(n=6). (E-H) Escore histopatologico de baco e figado do experimento 2, com animais WT com
aplicag¢ao de PBS, nadolol ou ICI 118,551 (n=6). Cada ponto representa um animal e as caixas
representam a mediana e os valores minimos € maximos em quartis. Os dados foram submetidos
aos testes de Mann-Whitney (C e D) ou Kruskal-Wallis e as medianas comparadas pelo teste
de Dunn (E-H) (*p <0,05) 42




LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Receptores adrenérgicos e suas fungdes fisioldgicas no organismo

Tabela 2: Fungdo dos receptores adrenérgicos em células do sistema imunoldgico

13

20



SUMARIO

1. INTRODUGAO ......uccurirerrencrcsesesssssesesssssssesesesssssssesesssssssssseses 11
2. REVISAO DE LITERATURA 13
2.1. SISTEMA NERVOSO SIMPATICO 13
Expressdo adrenérgica na resposta imune inata 14

Expressao adrenérgica na resposta imune adaptativa 17
Sinalizagao adrenergiCa € SEPSCueeeesssresssssssssssssssssssssssesssssssssssesssassssssssssssssssssssses 20

Estresse, catecolaminas e imunossupressao 21

2.2. Listeria monoCytOZeNeS.cusssessssssssssssens 23
BiOl0i8uuueiesuresnnsssnesssnsssansssnssssosssssssnssssssssssssssssssosssssssssssssssssssasssssssssssssssssassss 23
Epidemiologia..cececseesssesssesssssessnssnssssssssassssssssnsones 24
PatOZENESC uureecsrressnresssnrisssanesssanessnnsssssssssssssssssssssnsssssnsesssssessssssssnsssssnsssssnsssssns 25
ManifeStaga0 ClINICA cseersssressnsessassessasesssasesssasessansessassessasssssasssssasssssnsessansessasaes 27

Listeriose em modelo murino 29

3. PAPEL DOS RECEPTORES p2-ADRENERGICOS NA RESPOSTA
INFLAMATORIA A Listeria monocytogenes EM MODELO

IMURIN O c..evvrereenescsesenesssssesssesssssssscssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssesssssssass 31
3.1. OBJETIVOS 31
3.2. MATERIAL E METODOS 32
3.3. RESULTADOS..coouuererrererernesernsens 37
3.4. DISCUSSA D cucucucrerererercscsssesssssessssssssssssssssesssssssssssssssssesssssssssessssssesssessssssens 42

4., REFERENCIAS...oceoveveeeeeeererssssesssensassssssssnsasnsses




11

1.INTRODUCAO

O sistema nervoso simpatico desempenha papel importante em mecanismos necessarios
para a sobrevivéncia, conferindo aumento da capacidade catabolica em resposta a estimulos
como atividade fisica, potenciais agressdes e estresse (Strain, 2004). Esse mecanismo ¢
mediado pelas catecolaminas, epinefrina (EP) e norepinefrina (NE), sintetizadas nas fibras
nervosas pos-ganglionais ¢ na regido medular das adrenais, exercendo fun¢ao nos receptores
adrenérgicos (ARs), classificados como alfa (aAR) ou beta (BAR) e seus subtipos (Strain,
2004).

Praticamente todas as células imunes expressam ARs, e sdo, portanto, responsivas as
catecolaminas. As respostas dos ARs nessas células possuem carater predominantemente
imunossupressor, variando de acordo ao tipo celular e aos receptores estimulados (Sanders et
al., 2012, Sharma e Farrar, 2020). Foi demonstrado, em modelo murino, o predominio de
B2ARs em todas as linhagens celulares imunes, exceto linfocitos T auxiliares subtipo 2 (Th2),
exercendo efeitos supressivos, como aumento da producao de IL-10 e inibi¢ao da migragao de
células apresentadoras de antigenos e linfocitos NK (Jetschmann et al. 1997; Kohm e Sanders,
2001; Meltzer et al., 2004; Nance e Sanders, 2007; Sanders et al., 2012; Kim et al., 2014,
Scanzano et al., 2015; Araujo et al., 2019; Chhatar e Lal, 2021; Devi et al., 2021). Também se
observou que a ativacao de f2ARs reduz as respostas de neutréfilos, diminuindo a producao de
espécies reativas de oxigénio (ROS) (Scanzano et al., 2015) e a formag¢ao de armadilha
extracelular de neutrdfilos (NETosis) (Marino et al., 2018), ambos mecanismos que exercem
papel importante na estase e eliminagdo de bactérias. Foi demonstrando ainda que a ativagado
de B2AR pode diminuir a polarizagdo do macrofago M1 pro-inflamatorio e induzir a

diferenciagdo de macrofagos M2 anti-inflamatorios (Grailer et al., 2014; Bacou et al., 2017).

Estudos sugerem que o efeito imunossupressor da ativagdo BAR pode contribuir para
infec¢des bacterianas, a exemplo da listeriose. Trata-se de uma doenca infecciosa causada por
Listeria monocytogenes, bactéria gram-positiva e intracelular facultativa, e importante
patogeno de origem alimentar em seres humanos e animais. E responsavel por infeccdes do
sistema nervoso central e trato reprodutivo, com desenvolvimento de casos de
meningoencefalite, aborto e infec¢ao neonatal septicémica (Poston e Kurlander, 1992; Lecuit
et al., 2007; Buchrieser et al., 2011; Bergman et al., 2013; Frande-Cabanes et al., 2013). Sabe-

se que a listeriose acomete principalmente pessoas com o sistema imunoldgico comprometido,
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como idosos, mulheres gravidas, criancas e individuos imunossuprimidos (Schlech, 2000;

Vazquez-Boland et al., 2001; Mclauchlin et al., 2004).

Em modelo experimental murino, foi demonstrado que o estresse a temperaturas baixas
inibiu as respostas imunolédgicas do hospedeiro a L. monocytogenes (Cao et al., 2002; Cao et
al., 2003). Estudos posteriores demonstraram que esse efeito foi devido a estimulagdo de
B1ARs, e que a supressdo desses receptores melhorou a imunidade mediada por células e as

respostas defensivas contra L. monocytogenes (Emeny et al., 2007).

A ablacdo quimica de fibras nervosas simpaticas com 6-hidroxidopamina em modelo
murino de infec¢do aguda por L. monocytogenes resultou em menor carga bacteriana no bago e
maior influxo esplénico de neutrofilos, enquanto reduziu a quantidade de esplendcitos e a
secrecdo de citocinas pro-inflamatorias (Rice et al., 2001). De forma controversa, um modelo
recente de infeccdo intravenosa por dose letal de L. monocytogenes demonstrou que
camundongos knockout-f2ARs foram mais suscetiveis ao patégeno do que camundongos wild
type (WT), sucumbindo precocemente. Ademais, os animais mutantes apresentaram maior
esplenomegalia com influxo de linfécitos T CD11b*, T CD3" ¢ B CD19", mesmo néo exibindo

diferenga significativa na recuperagdo bacteriana (Agag et al., 2018).

Embora estudos que demonstrem que o bloqueio ou auséncia de f2ARs influencia no
curso da infeccdo L. monocytogenes, ainda ndo estd bem descrito se a auséncia de P2ARs ¢
responsavel por alterar a resposta inflamatdria frente ao patdogeno. Para além, ndo ha descrigao
quanto a alteragdes tissulares e bioquimicas relacionadas a doses sub-letais de L.
monocytogenes € bem como caracteristicas fisiopatologicas do quadro clinico nesses
camundongos deficientes de resposta mediada por f2ARs. Assim, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a resposta inflamatéria e imunoldgica de camundongos deficientes de reposta de B2ARs
ao desafio com doses sub-letais de L. monocytogenes, comparando curso clinico, recuperagao

bacteriana, grau de lesdes histoldgicas, padrao imuno-histoquimico e perfil de citocinas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Sistema nervoso simpatico e o sistema imunoldgico

O sistema nervoso simpatico (SNS) desempenha um papel importante em mecanismos
auténomos do organismo, necessarios para a sobrevivéncia, conferindo o estado conhecido
como “fuga ou luta”, compreendido resumidamente como o aumento da capacidade
cardiorrespiratoria e catabolica. Sao estimulados em resposta a atividade fisica, potenciais
agressoes e estresse (Strain, 2004). Esse mecanismo ¢ mediado pelos neurotransmissores
catecolaminicos epinefrina (EP) e norepinefrina (NE), sintetizados nas fibras nervosas pos-
ganglionais ¢ na medular adrenal, que exercem fun¢do nos receptores adrenérgicos (ARs),
presentes em inumeros tipos celulares. Os ARs sdo classificados como alfa (a1 e a2) ou beta
(B1, B2 e B3), possuindo fungdes distintas, que variam conforme o tipo tecidual no qual estes

receptores estdo presentes. Estas fungdes estdo descritas na tabela 1, segundo Strain (2004).

Tabela 1: Receptores adrenérgicos e suas fungdes fisioldgicas no organismo.

Receptor Funcgoes
e Vasoconstri¢do, aumento da pressao sanguinea.
e Midriase.
1 e Inibi¢do da motilidade gastrointestinal e reducdo da secrecdo das

glandulas anexas.
o e Contracdo da bexiga e do utero.

e Inibicdo da motilidade gastrointestinal.
e Inibicdo da secre¢do de renina e dos hormonios pancreaticos.

2 e Reducao da secrecao de noradrenalina.
e Agregacdo plaquetaria.
e Aumento da frequéncia cardiaca e da forca de contracdo do

miocérdio.

1 e Inibicdo da motilidade gastrointestinal.
e Relaxamento da bexiga e do utero.
e Aumento da secre¢do de renina.
e Vasodilatagdo, diminuicao da pressao sanguinea.

b e Relaxamento da musculatura dos bronquios.
5 e Aumento da secre¢do das glandulas sudoriparas.

e Aumento da secre¢do dos hormonios pancreaticos, glicogendlise e
gliconeogénese.
e Aumento da secre¢ao de noradrenalina.

3 e Mobilizacao lipidica, lipdlise.
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Os orgdos imunolégicos primarios (medula oOssea, timo) e secundarios (baco,
linfonodos, tecidos linfoides associados a mucosas) sdo inervados por fibras simpaticas
(Lubahn et al., 2014). Diversas células imunes expressam ARs, e sdo, portanto, responsivas a
catecolaminas. As respostas dos ARs em células imunes possuem carater predominantemente
imunossupressor, variando de acordo ao tipo celular e aos receptores estimulados (Sanders et
al., 2012, Sharma e Farrar, 2020). A sinaliza¢do dos BARs, especialmente dos f2ARs, que
possuem maior afinidade a NE secretada pelo SNS, estd associada a efeitos anti-inflamatorios
(Sternberg, 2006; Sanders ef al., 2012; Pavlov et al., 2018). A cascata intracelular do receptor
envolve a ativagdo de AMP ciclico e proteina quinase A, suprimindo a translocagdo nuclear do
NF-«B, com inibicdo da produgdo de citocinas pro-inflamatérias, como TNF-a e IL-6, ¢
aumento da producdo de moléculas anti-inflamatoérias, incluindo IL-10 e TGF-B (Elenkov et
al.,2002). Por outro lado, a sinalizacdo através a ARs em mondcitos e macréfagos pode resultar
no aumento da produc¢do de TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-12 (Grisanti et al., 2011; Pavlov et al.,
2018).

Expressdo adrenérgica na resposta imune inata

A imunidade inata representa a primeira linha de defesa contra patdégenos, reagindo
rapidamente a insultos. Os componentes do sistema imune inato incluem as barreiras fisicas e
quimicas naturais, o sistema complemento, e células inflamatérias como mondcitos e

macrofagos, células dendriticas, neutrdfilos e células natural killer.

Mondcitos e macrofagos

Mondcitos e macrofagos representam as principais células apresentadores de antigenos
(APCs), sendo conhecidos por sua atividade fagocitica, secrecdo de citocinas e modulag¢do da
resposta inflamatdria. Estas células expressam receptores adrenérgicos dos tipos al, a2 e Bl e
B2 (Chhatar e Lal, 2021) e ha indicios de participacdo destes receptores na resposta imune.
Experimentos in vitro com macrofagos de baco e linfonodos mostraram que, via BARs, NE
pode reduzir drasticamente a secre¢do de TNF-a em resposta a LPS (lipopolissacarideos)

(Ignatowski et al., 1996). Outros estudos in vitro demonstraram que a ativagdo de aARs com



15

EP e agonistas especificos exerce efeito estimulador na produ¢ao de TNF-a em resposta a LPS
(Grisanti et al., 2011). No entanto, a ativagdo in vivo do SNS por estresse ou estimulos
inflamatoérios inibe a fungdo dos macrdéfagos esplénicos, indicando uma dominancia de BARs

nessas cé¢lulas. (Meltzer et al., 2004; Nance e Sanders, 2007).

Estudos sugerem que a ativagdo de B2AR pode diminuir a polarizagdo do macréfago
M1 pré-inflamatoério e induzir a diferenciagdo de macréfagos M2 anti-inflamatorios (Grailer et
al., 2014; Bacou et al., 2017). Um estudo in vitro, por meio de qPCR, demonstrou que
macrofagos RAW264.7 pré-tratados com NE antes de estimulo por LPS tiveram expressao
reduzida do mRNA da enzima iNOS (6xido nitrico sintase induzivel), caracteristica de
macrofagos M1, responsavel pela produgdo de 6xido nitrico. Ao mesmo tempo, essas células
exibiram expressdo aumentada do mRNA de Arg-1, enzima caracteristica de macréfagos M2,
responsavel pela catalisacdo de arginina em ornitina, um precursor de moléculas que participam
na cicatrizagdo de feridas (Wu ef al., 2022). Em criangas gravemente queimadas, o nimero de
monocitos M2 circulantes foi reduzido pelo propranolol, um B-antagonista, de forma que a

suscetibilidade a infec¢des oportunistas também foi reduzida (Kobayashi et al., 2011).

Em macrofagos, a estimulacdo por NE reduz as atividades fagociticas via aARs e BARs,
enquanto a funcdo quimiotatica ¢ dependente de aARs (Garcia et al., 2003). Embora a
estimulagdo de AR ndo tenha influenciado na internalizagdo de Mycobacterium tuberculosis
em macrofagos pulmonares, o estimulo especifico de a2AR aumentou a produgdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) nessas células, o que poderia contribuir para eliminar esses
microrganismos (Deo et al., 2013; Barrios-Payan et al, 2016). Ainda ndo ¢ claro quais as
condigdes especificas que influenciam a ativacdo de aARs e BARs em diferentes tipos de

estimulos antigénicos.

Células dendriticas

Células dendriticas (DC) sdao potentes APCs e secretoras de citocinas. Expressam
também os receptores adrenérgicos dos tipos al, 02 e Bl e B2 (Chhatar e Lal, 2021). Estudos
demostraram em modelo murino, que a estimulagcdo por NE reduz a produgdo de IL-12,
enquanto hiperestimula a secrecdo de IL-10 nestas células. Adicionalmente, a migragdo de DC
foi estimulada por sinalizagcdo de a1 AR e inibida por B2AR em ambos tecidos linfoides e ndo-

linfoides (Maestroni, 2004; Devi et al., 2021).
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A administragdo in vitro de isoprenalina, um B-agonista, em c¢lulas derivadas da medula
Ossea, ¢ capaz de inibir a expressao das moléculas de superficie CD86 e MHC-II, reduzir o
estimulo para proliferagao de linfocitos T induzido por DC, além de promover a fagocitose de
antigenos por DC e a secrecdo de IL-10 (Wu et al., 2016). J4 o uso in vitro do f2-agonista
clembuterol demonstrou que o estimulo B2AR inibe a diferenciagdo de DC e a secrecdo de
TNF-a, além de aumentar a produgdo de IL-10 (Giordani et al., 2015). Além disso, a sinalizagao
de B2AR em DC humanas ativadas por CD40 reduz o nivel de IL-12, alterando o perfil
leucocitario de Th1 para Th2 (Panina-Bordignon ef al., 1997).

Neutrofilos

Neutrofilos sdo as células mais numerosas do sistema imune inato, sendo atuantes
principalmente contra infecgdes bacterianas. Os neutrofilos expressam receptores dos tipos al,
a2, Bl e B2, sendo este Gltimo o predominante (Kim et al., 2014; Scanzano et al., 2015). A
estimulacdo com EP, NE ou isoprenalina (B-agonista) ¢ capaz de reduzir as respostas de
neutréfilos, diminuindo a expressao de CD11b e CD18, a produgao de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e a migragdo celular. Com o antagonismo de BARs, a produ¢dao de ROS foi
revertida, demonstrando que esses receptores sao importantes na produgdo dessas substancias

(Scanzano et al., 2015).

Interessantemente, o estimulo in vivo tanto dos B1- quanto dos B2ARs resultou na
producdo e liberacao erroneamente precoce de ROS pelo neutrofilos, resultado na exaustao
destas células e menor eficicia no controle de infeccdo por Listeria monocytogenes
(Zieziulewicz et al., 2013). NET (armadilha extracelular de neutroéfilos), aglomerados de
cromatina modificada com granulos citoplasmaticos e proteases, exercem papel importante na
estase e eliminagdo de bactérias. Foi demonstrado que EP previne a formacao de NET induzida

por estimulo adrenérgico, provavelmente através da ativacao de B2ARs (Marino et al., 2018).

Células natural killer

Células natural killer (NK-C) sdo conhecidas por sua exceléncia em citotoxicidade,

sendo fundamentais na imunidade inata contra virus e tumores (Paul ef al., 2016; Paul e Lal,
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2017). Estas células expressam receptores dos tipos al e a2 em baixa densidade e B2 em

altissima densidade (Landmann, 1992; Jetschmann et al. 1997).

Foi demonstrado que a ativacdo de P2AR em NK-C por NE e [B-agonistas varia
conforme a dose e o periodo de exposi¢do. Baixas doses de NE em curtos periodos de tempo
intermitentes (ex. exercicio fisico) resultam em aumento na capacidade citotoxica e da migracao
de NK-C no sangue, que se realocam nos tecidos apds o fim da sinalizacao (Bigley et al., 2015;
Graff et al., 2018). A rapida mobilizagdo de NK-C e linfocitos CD8" é considerada uma
caracteristica da resposta de “fuga ou luta”, na qual o sistema imune prepara o organismo para
combater potenciais lesdoes (Dhabhar et al., 1995; Dhabhar ¢ Mcewen, 1996; Dhabhar, 2009).
De forma divergente, doses de NE em longos periodos de tempo (ex. estresse cronico) levam a
dessensibilizacdo de NK-C, que internalizam os ARs, inibindo a migragdo e a ativagao de

mecanismos citotoxicos (Stefanski e Ben-Eliyahu, 1996; Gan ef al., 2002; Graff et al., 2018).

Camundongos tratados com [2-agonistas demonstraram maior susceptibilidade a
infec¢do pelo citomegalovirus murino (MCMV), conhecido por infectar ¢ modular a resposta
de linfocitos efetores (NK-C e¢ CD8") (Wieduwild ef al., 2020). A auséncia de B2ARs
prejudicou a expansdo de NK-C e a formagcdo de memoria imune durante a infeccdo por
MCMV. Dessa forma, foi demonstrado que a sinalizagdo f2AR tem papel importante na fungao
normal das NK-C ao MCMV (Diaz-Salazar et al., 2020). O mecanismo envolvido na resposta
antiviral mediada por NK-C ainda ¢ incerto, sendo necessarias futuras pesquisas na area

(Chhatar e Lal, 2021; Simpson et al., 2021).

Expressdo adrenérgica na resposta imune adaptativa

A imunidade adaptativa ou adquirida ¢ a parte do sistema imune composta por células
e processos sist€émicos altamente especializados, que eliminam patdégenos ou impedem seu
crescimento. E compreendida por diversas linhagens de linfécitos T e B, responsaveis por

secrecdo de fatores pro-inflamatorios, reguladores e de anticorpos.

Linfocitos T
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Os linfocitos T CD4+ e CD8+ expressam ARs de diferentes tipos, com predominio de
B2ARs (Sanders et al., 2012; Araujo et al., 2019). Curiosamente, a expressao de ARs ¢

suprimida em células Th2 devido a uma modificacio epigenética (Sanders et al., 2012).

A secrecdo de IFN-y por linfocitos T CD4+ ¢ dependente do tempo da ativagdo
adrenérgica em relacgdo a ativagdo celular: se o estimulo ocorre antes, durante e apds a ativagao
celular, leva a uma secre¢do menor, inalterada ou maior de IFN-y (Sanders et al., 2012),
respectivamente. A ativagdo de B2AR em linfocitos T CD4+ na presenga de I1L-12 resultou em
maior secrecdo de IFN-y em comparacao a células sem estimulo adrenérgico (Swanson et al.,
2001; Sanders et al., 2012). Resultado semelhante foi observado em células T CD4+ cultivadas
na presen¢a de IL-4 e estimulo B2AR, o que diminuiu a quantidade de IL-4 secretada pelas

c¢lulas Th2 que se desenvolveram (Sanders et al., 2012).

Achados sugerem que o SNS reduz a capacidade das APCs de ativar as células T CD8+
virgens. A sinaliza¢do adrenérgica em células T CD8+ reduz a expressao de receptores GLUT1
e interfere na captagdo de glicose, tornando as células anérgicas (Qiao et al., 2019). Os estudos
também mostraram que as respostas de linfocitos T CD8+ ao virus da Influenza sao aumentadas
pela administragdo de um P2-antagonista, mas ndo 1 ou a, demonstrando um papel critico da

resposta 2 adrenégica na limitacdo de células T CD8+ (Grebe et al., 2009).

Devi et al. (2021) evidenciaram, por meio de microscopia intravital em linfonodos, que
a administragdo de NE em camundongos inibe transitoriamente a locomog¢do de linfocitos
CDA4+ e CD8+, induzindo vasoconstricao e diminui¢ao do fluxo sanguineo local, o que resultou
em hipoxia abrupta, desencadeando rapido influxo de calcio nos leucdcitos, interrompendo a
motilidade celular. O mesmo estudo verificou que o tratamento com agonistas dos PARs
reduziu as respostas das células T contra o herpesvirus simplex tipo-I (HSV-1) e o parasita da
maléria Plasmodium berghei, assim como acdes antitumorais. Essa paralisia rapida dos
leucoécitos explica, em parte, a relagdo amplamente observada entre estresse € imunossupressao,

e como o SNS afeta o curso de diversas doengas (Pavlov et al., 2018; Devi et al., 2021).

Linfocitos B

Os linfocitos B sao importantes células da resposta imune adaptativa, responsaveis pela

secrecao de imunoglobulinas (Ig). Os linfocitos B expressam ARs exclusivamente do tipo 3



19

(Kohm e Sanders, 2001; Sanders et al., 2012). A falta de expressao f2ARs em linfocitos Th2
indica que alteragdes nos niveis séricos de Ig se devem exclusivamente aos receptores em

linfocitos B (Kohm e Sanders, 1999; Sanders et al., 2012).

Um estudo no qual camundongos foram submetidos a simpactetomia com 6-
hidroxidopamina (6-OHDA) e posteriormente receberam transferéncia de linfocitos Th2 ¢ B
antigeno-especificos, mostrou que a perda de norepinefrina resultou em menor expressao de
IgG1 apds a administragdo do antigeno. Foi demonstrado menores niveis séricos de IgM e IgG,
sendo revertido apds a administracdo de um B-agonista (Kohm e Sanders, 1999). O estudo
demonstrou que a deplegao de catecolaminas levou a diminuigao da expansao de foliculos e de
centro germinativos no bago (Kohm E Sanders, 1999; Podojil e Sanders, 2005; Sanders et al.,

2012).

A resposta adrenérgica no sistema imune inato e adaptativo estd sumarizada na tabela
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Tipo celular Funcio Referéncias
+BAR: ITNF-0 JFagocitose {Secrecio de Ignatowski ef al., 1996;
. Garcia et al., 2003
quimiocinas

Mondcitos e

+B2AR: Polarizacdo M1 -» M2

Grailer et al., 2014,
Bacou et al., 2017; Wu et

macrofagos al., 2022
+a2AR: TROS Deo et al., 2013; Barrios-
Payan et al, 2016
+BARs: JMHC-II {proliferagio de linfocitos T Wuetal,2016
induzida tFagocitose 11L-10
Células +B2ARs: VIL-12 11L-10 ¢ Motilidade ldiferenciagao Il’gg;na‘ﬁorditgnoﬁ ZtOgi’
‘oo . ; Maestroni, ;
dendriticas | TNF-a Polarizagdo Thl - Th2 Giordani et al., 2015
Devi et al., 2021
+alARs: t Motilidade Maestroni, 2004
, +BARs: CD11b {CD18 IROS {Migragao celular Zieziulewicz et al., 2013;
Neutrofilos . ) Scanzano et al., 2015;
TExaustao celular {NETosis Marino et al., 2018
+B2ARs (baixa dose/duragdo): 1Citotoxicidade Stefanski e Ben-Eliyahu,
tMieracio 1996; Gan et al., 2002;
grag . o Bigley et al., 2015; Graff
Células +B2ARs (alta dose/duragdo) {Citotoxicidade efal, 2018
natural killer tMigragdo
+B2ARs tSusceptibilidade ao Citomegalovirus Wieduwild et al., 2020
murino

-B2ARs: I Diferenciagdo

Diaz-Salazar et al., 2020

Linfocitos T

+BARs: V\GLUT1 {Motilidade TSusceptibilidade a
agentes infecciosos e tumores

Qiao et al., 2019; Devi et
al., 2021

+B2ARs: TIL-12 VIL-4

Swanson et al., 2001;
Sanders et al., 2012

Linfocitos B

-B2ARs: V1gG1 {IgM IDiferenciacao {CD86

Kohm e Sanders, 1999;
Podojil e Sanders, 2005

+: estimulo; -: auséncia/inibi¢do; ARs: receptores adrenérgicos; TNF-a: fator de necrose tumoral alfa; ROS:
espécies reativas de oxigénio, MHC: complexo principal de histocompatibilidade; IL: interleucina; NETosis:
sintese de amardilha extracelular de neutréfilos; GLUT: transportador de glicose; Ig: imunoglobulina

Sinalizacdo adrenérgica e sepse

A inflamagdo ¢ um mecanismo fisiopatologico necessario para a sobrevivéncia frente a

distarbios da homeostase. Para tal, as células imunes secretam substancias que sdo lesivas nao

somente para patdgenos, como potencialmente ao proprio organismo, e, dessa forma, o

equilibrio entre fatores pro e anti-inflamatorios se faz necessario. Juntamente aos conhecidos

mecanismos de imunotolerancia e supressdo mediada por citocinas, a sinalizacdo adrenérgica ¢

uma potente via supressora de células imunes e da secre¢do de citocinas (Sharma e Farrar, 2020;
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Chhatar e Lal, 2021). Essa afirmativa ¢ corroborada em experimentos e ensaios clinicos sobre
o efeito de P2ARs frente a quadros sépticos (Van Der Pool et al., 1996; Grailer et al., 2014;
Pollard et al., 2015; Stolk et al., 2016; Li et al., 2020; Stolk et al., 2020).

A septicemia, e consequente apresentacao de LPS as células imunes inatas, gera uma
secrecdo abundante de citocinas pro-inflamatorias, resultando na Sindrome da Resposta
Inflamatoria Sistémica (SIRS), uma cascata hiperinflamatéria que lesa gravemente o organismo
(Stolk et al., 2020; Chhatar e Lal, 2021). A administracdo de NE e f2-agonistas pode reduzir
drasticamente a secre¢do de TNF-a por macrofagos em estimulo a LPS. O estimulo de B2ARs
induz a secrecdo de elevada quantidade de IL-10, antagonista de TNF-a e IFN-y. Modelos
experimentais com deplecdo de f2ARs e estimulagdo por LPS resultaram em baixa expressao
de IL-10 e altos niveis séricos de TNF-a, além de elevada letalidade, quadro que foi revertido

com a administra¢do exogena de IL-10 (Grailer ef al., 2014; Li et al., 2020).

De forma semelhante, pacientes humanos em quadros sépticos que foram tratados
precocemente com EP ou NE para manutengdo da pressdo sanguinea, apresentaram melhores
indices de sobrevivéncia a curto prazo. Esses pacientes apresentaram diferente perfil de
citocinas, com maiores niveis de IL-10 e menores de TNF-q, indicando o papel da regulagao
neurologica no sistema imune (Pollard et al., 2015; Li et al., 2020). Paradoxalmente, os
mecanismos suprimidos pelas catecolaminas sdo também responsaveis pelo controle da
proliferacdo bacteriana, o que representa risco a longo prazo (Stolk et al., 2016; Stolk et al.,
2020). Entretanto, a administragdo de EP e NE de forma adjuvante no tratamento de sepse
forneceu melhora clinica pela restauracao da pressao sanguinea e supressao das lesoes por SIRS

(Stolk et al., 2020).

Estresse, catecolaminas e imunossupressao

O termo “estresse” ¢ definido como “uma ruptura real ou antecipada da homeostase ou
uma ameaca antecipada ao bem-estar” (Ulrich-Lai e Herman, 2009). As informagdes
relacionadas ao estresse sdo transmitidas ao cérebro a partir dos sistemas sensoriais, podendo
assumir a forma de sinais introceptivos (ex. volume sanguineo e osmolaridade) ou extroceptivos
(ex. o cheiro de um predador), que recrutam os sistemas nervoso e neuroendocrino para
minimizar possiveis danos (Ulrich-Lai e Herman, 2009). A resposta bioldgica ao estresse

desencadeia o SNS e o eixo hipotalamo-hipédfise-adrenal, liberando doses sistémicas de
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catecolaminas e glicocorticoides, respectivamente. Esses compostos transmitem sinais para
uma enorme variedade de tipos celulares, incluindo aquelas do sistema imune (Kohm e Sanders,
2001; Steinman, 2004). E notério que o excesso de estimulos estressantes, tanto de forma aguda
quanto cronica, € responsavel por imunossupressdo e maior susceptibilidade a infec¢des. Para
além dos efeitos supressivos dos glicocorticoides, foi comprovado que a atuacao exacerbada
das catecolaminas também ¢ prejudicial a imunidade (Takahashi ez al., 2018; Seiler et al., 2020;

Simpson et al., 2021).

A modulagdo do sistema imunoldgico via estimulos estressantes ¢ dependente da dose
de catecolaminas liberadas, frequéncia e tempo de acdo. Modelos de estresse psicologico agudo
(ex. falar em publico) ou administragcdo de epinefrina em humanos evidenciaram linfocitose
com mobilizagdo preferencial de subtipos citotoxicos (células NK, células T CD8+) (Anane et
al., 2009). Além disso, a linfocitose pode ser bloqueada pela administragdo de antagonistas
BAR nio seletivos, mas ndo por Bl-antagonistas, revelando que os efeitos sdo mediados pelo
B2AR (Graff et al., 2018; Baker et al., 2020). De forma divergente, estimulos estressantes
agudos intensos (ex. morte de ente querido) ou cronicos (ex. divorcio, depressdo, estresse
laboral) tém sido associados a redu¢do da fungdo imunolédgica (Bonneau et al., 1990), sendo
destacadas deficiéncias na fungdo celular, como linfopenia e menores respostas de células T a
estimulacdo por mitégenos e secrecao de citocinas (Denney et al., 1988; Kiecolt-Glaser ef al.,

1988).

A ativacdo cronica de catecolaminas, observada em modelos de estresse prolongado, ¢
conhecida por causar dessensibilizagdo de PBARs, promovendo inflamagdo e reduzindo a
vigilancia imunolédgica, aumentando potencialmente o risco de infec¢des (Padro e Sanders,
2014; Koopman et al., 2017). Prosch e colaboradores sugeriram que a estimulacdo adrenérgica
continua contribui para risco aumentado de infecgdes virais, como o herpesvirus humano tipo-
1 e o virus da varicela (Prosch ef al., 2000). A exposicdo prolongada de células as
catecolaminas resulta em inativacdo, sequestro ou regulacdo negativa dos ARs, acdes
regulatorias com intuito de proteger a célula da estimulacdo excessiva (Pavlos e Friedman,

2017).

NE, cortisol e depressao foram demonstrados como fatores predisponentes a progressao
da infeccdo por virus da imunodeficiéncia humana (HIV), induzindo uma taxa

significativamente menor de linfécitos CD4+ e aumento da carga viral, indicando um efeito
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robusto do estresse cronico na progressao da doenga (Grebe et al. 2010). A resposta cronica ao
estresse desencadeia a reativacao de varios herpesvirus latentes, e a EP foi considerada um fator
responsavel por reativar esses virus em células epiteliais infectadas, via B2ARs em células
CD8+ (Simpson et al., 2016). Em estudos sobre a influéncia das catecolaminas em feridas
cutaneas, a exposicao cronica a EP resultou em trafego persistente de neutroéfilos para o local
da ferida através de IL-6, secretada por macrofagos em estimulo B2AR, resultando em prejuizo

ao reparo tecidual (Kim et al., 2014).

2.2 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes ¢ uma bactéria gram-positiva, cocobacilar flagelada, nao-
esporulada, intracelular facultativa e saprofita. E a espécie mais importante do género Listeria
por ser um patdégeno zoonotico em seres humanos e animais, nos quais causa a infec¢ao
conhecida como listeriose (Vazquez-Boland et al., 2001; Dhama et al., 2015; Lecuit, 2020;
Koopmans et al., 2023). L. monocytogenes ¢ considerado um microrganismo ubiquo, presente
amplamente em ambientes agricolas, corpos hidricos e na industria de processamento de
alimentos (Strawn et al., 2013). E capaz de colonizar plantas, ser ingerido por animais
herbivoros, atingir o limen intestinal, competir com a microbiota intestinal e ser eliminado de
forma assintomatica no ambiente através das fezes. Tem a capacidade de aderir e invadir o
epitélio intestinal e monocitos/macrofagos, e se replicar nos linfonodos mesentéricos, baco,
figado, Utero e encéfalo, além de conseguir se translocar da mucosa oral para os nervos
cranianos, fazer migragdo axonal retrogada e invadir o rombencéfalo (Bakardjiev et al., 2006;
Zhang et al., 2017; Lecuit, 2020). E responsavel por infecgdes do sistema nervoso central e
trato reprodutivo, com desenvolvimento de casos de meningoencefalite, aborto e infec¢ao
neonatal septicémica (Poston e Kurlander, 1992; Lecuit et al., 2007; Buchrieser et al., 2011;

Bergman et al., 2013; Frande-Cabanes et al., 2013; Koopmans et al., 2023).

Biologia

L. monocytogenes pode tolerar uma ampla faixa de pH e temperatura. O crescimento
ideal ocorre a 30-37 °C, mas o organismo pode multiplicar-se a 2-45 °C e em pH 4,5 a 9,6.

Apesar de sua multiplicacdo ser minima em baixa temperaturas (2-8 °C), L. monocytogenes
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prevalece em refrigeragao devido a competicao com outras bactérias que tem maior dificuldade
de crescimento nessa faixa de temperatura. (Juntilla ef al.1988; Barbuddhe et al., 2012; Dhama
et al., 2015; Bhunia, 2018; OIE, 2018). L. monocytogenes ¢é relativamente resistente a outras
condigdes ambientais como alto teor de sal (10%) e sanitizantes comuns, como amonio
quaternario. A bactéria pode permanecer viva fora do corpo dos hospedeiros em ambiente

umido por varios anos (Dhama et al., 2015; OIE, 2018).

Epidemiologia

L. monocytogenes foi descoberta na década de 1920, como causa de infeccao sist€émica
em coelhos e porquinhos-da-india de laboratorio (Murray et al., 1926) e em gerbilos selvagens
(Pirie, 1927). Apos a Segunda Guerra Mundial, comegou a ser considerado um importante
patégeno humano, responsavel por infecgdes fatais do sistema nervoso central e reprodutivo. A
sua origem como patogeno alimentar foi formalmente comprovada na década de 1980, através
de investigagdo epidemioldgica de um grande surto nos EUA e Canadd, que estava ligado a
ingestdo de repolho contaminado (Schlech et al., 1983; Lecuit, 2020). Desde entdo, a infec¢ao
ja foi associada a diversos alimentos, particularmente aqueles classificados como “prontos para
consumo”, ou seja, que nao necessitam de cozimento ou aquecimento para ingestao, como: leite
e derivados, principalmente queijos artesanais e produtos ndo-pasteurizados, incluindo
sorvetes; carnes embutidas; paté; frutos-do-mar; vegetais em conserva e verduras cruas (FAO

e WHO, 2004; Buchanan et al., 2017; CDC, 2023).

L. monocytogenes se tornou um importante patdgeno de origem alimentar na segunda
metade do século XX, fato que ¢ atribuido a: (1) industrializacdo da producdo de alimentos e a
consequente maior distribui¢do de contaminantes, sendo esse fator ainda mais importante em
paises subdesenvolvidos e com legislagdo sanitaria precaria; (2) o maior acesso da industria e
populacdo a equipamentos de refrigeracdo, os quais fornecem condi¢des favordveis de
competicdo e crescimento a L. monocytogenes; (3) a maior disponibilidade de terapias
medicamentosas imunossupressoras, € o prolongamento da sobrevida de pacientes com doencas

cronicas debilitantes (Schlech et al., 1983; Lecuit, 2020; Thomas et al., 2020).

Sabe-se que a listeriose acomete principalmente pessoas com o sistema imunologico
comprometido, como idosos, gestantes, criancas e portadores de doengas imunossupressoras,

como sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), lupus eritematoso sistémico, cirrose
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hepatica e neoplasias malignas (Schlech, 2000; Vazquez-Boland et al., 2001; Mclauchlin et al.,
2004; Alam et al., 2016; Koopmans et al., 2023). Foi estipulado que a dose infectante de L.
monocytogenes em humanos saudaveis esta em torno de 1x10” CFU, sendo consideravelmente
menor, 1x10* CFU, em individuos imunossuprimidos (FAO e WHO, 2004; Todd e Notermans,
2011). Acredita-se que a ingestdo de Listeria seja predominantemente assintomatica em
humanos, uma vez que a incidéncia de listeriose humana ¢ baixa (0,1-10 casos/milhdo), apesar
de exposigoes frequentes e repetidas a bactéria. No entanto, em individuos imunossuprimidos,
a listeriose pode apresentar quadro grave, que podem exibir até 30% de mortalidade (FAO e

WHO, 2004; Koopmans et al., 2023).

A infecgdo por L. monocytogenes ja foi descrita em diversas espécies animais, como
ovinos, caprinos, bovinos, bufalos, cavalos, camelos, caes, roedores, galinaceos, perus, pombos
e aves de rapina (Dhama et al., 2013; Dhama et al., 2015; OIE, 2018). Os animais de produgao,
especialmente ovinos, sdo mais afetados e de importancia epidemioldgica (OIE, 2018).
Ruminantes sdo considerados reservatdrios naturais da bactéria (Rocha ez al., 2013). Os animais
se infectam pela via oral, através do consumo de alimentos ou 4gua contaminados, ¢ eliminam
o agente no ambiente pelas fezes, fetos abortados e secrecdes oronasais (Brugere-Picoux, 2008;
OIE, 2018). Uma forma de infeccdo, considerada rara, ¢ pela inalagdo direta ou indireta de
particulas bacterianas (OIE, 2018). A infeccao esta também relacionada ao consumo de silagem
mal fermentada (pH > 5,0) por animais de confinamento em periodo de seca (Brugere-Picoux,

2008).

Patogénese

Listeria monocytogenes ¢ um agente notoriamente conhecido pela sua capacidade de ser
internalizado tanto em fagdcitos quanto nao-fagocitos, principalmente enterocitos, através de
suas duas principais internalinas, InlA e InIB (Gaillard et al., 1991). InlA tem como receptor a
E-caderina (Ecad), proteina de jungdo intercelular expressa em células epiteliais, dendriticas e
da glia (Mengaud et al., 1996). Cepas mutantes com auséncia de InlA s3o consideradas
incapazes de causar infeccdo via oral em modelos susceptiveis (Gaillard ef al., 1991).
Curiosamente, camundongos wild type ndo sdo modelos vidveis para infeccdo oral por L.
monocytogenes, uma vez que a Ecad expressa em suas células epiteliais tem composi¢ao de

aminoacidos diferente da observada em humanos, gerbilos ¢ porquinhos-da-india (Lecuit ef
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al., 1999). Por sua vez, InIB tem como ligante o receptor de fator de crescimento de hepatocito
(c-Met), proteina de membrana expressa em células epiteliais e endoteliais (Dramsi et al.,
1995). InlB nido esta envolvido na internalizagdo em enterocitos (Khelef et al/, 2008), porém ¢
fundamental para a infec¢@o de hepatocitos (Dramsi ef al., 1995). Foi demonstrado que ambas
internalinas sao necessarias para o cruzamento da barreira uteroplacentaria e infec¢ao uterina

(Disson et al., 2008).

A infeccdo por L. monocytogenes no sistema nervoso central (CNS) possui duas
apresentacdes distintas: rombencefalite e meningoencefalite (Disson e Lecuit, 2012). A
rombencefalite, forma mais comumente observada em ruminantes e ocasional em humanos,
tem como porta de entrada o epitélio oral lesado, permitindo infeccdo dos nervos cranianos,
principalmente o trigémeo, pelos quais a bactéria € capaz de fazer migragao axonal retrograda,
ganhando acesso ao tronco encefalico (Antal et al., 2001; Oevermann et al., 2011).
Diferentemente, a meningoencefalite, mais comum em humanos, tem sua infeccdo por via
hematogena, ocorrendo transposi¢do da barreira hematoencefalica (Disson e Lecuit, 2012;
Koopmans et al., 2023). Essa via de infeccdo ainda ndo ¢ bem esclarecida, podendo
hipoteticamente ocorrer de duas formas: (1) a bactéria, livre no sangue, se liga a Ecad ou C-
Met de células endoteliais e astrocitos, realizando transmigracao; ou (2) a bactéria internalizada
em fagocitos ganha acesso ao CNS pela diapedese dessas células (Kim, 2008).
Independentemente da via de acesso ao CNS, o patdgeno consegue se internalizar em astrocitos,
oligodendrocitos e células da micréglia, uma vez que essas expressam Ecad (Madarame et al.,

2011).

Uma vez fagocitada por mondcitos/macrofagos, a propagacdo de Listeria depende da
sua sobrevivéncia intracelular, mediada por fatores de viruléncia como LLO (listeriolisina O) e
Acta (proteina indutora da montagem de actina) (Schnupf e Portnoy, 2007; Levraud et al.,
2009). LLO ¢ uma toxina formadora de poros que, durante o ciclo intracelular de L.
monocytogenes, ¢ responsavel por degradar as moléculas de colesterol que constituem a
membrana do fagossomo, rompendo o mesmo, permitindo assim o acesso da bactéria ao citosol,
onde se replica ativamente (Portnoy et al., 1988; Meehl e Caparon, 2004; Schnupf e Portnoy,
2007). Uma vez no citosol, a atividade de LLO ¢ intrinsicamente regulada, por meio de redugao
da transcricdo e inatividade pelo aumento de pH, para evitar a ruptura da membrana
citoplasmatica da célula hospedeira (Bubert ef al., 1999; Glomski ef al., 2002). J& ActA tem

como fungdes a polimerizacdo da actina do citoesqueleto, impedindo que Listeria livre no
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citosol sofra autofagia e alterando a conformagdo da célula hospedeira de forma a gerar
pseuddpodos que permitem que as bactérias sejam fagocitadas por células vizinhas, sem sofrer

influéncias do meio extracelular (Kocks et al., 1992; Travier ¢ Lecuit, 2014).

Manifestagdo clinica

A listeriose em humanos manifesta-se nas formas invasiva ¢ nao-invasiva. A forma
invasiva € caracterizada por septicemia, infecgdes do sistema nervoso central e materno-fetais,
e esta frequentemente associada a pacientes imunossuprimidos (FAO e WHO, 2004; Koopmans
etal.,2023). Em estudo de coorte realizado na Franca, onde esta implementada uma sistematica
vigilancia sanitaria, a septicemia representa cerca de 50% dos casos, a neurolisteriose 30%, as
infeccdes materno-fetais 10% e tipos raros de infecg¢des (respiratoria, cutdnea, entre outros)
combinadas 10%. O mesmo estudo identificou taxa de mortalidade de 46% em casos
septicémicos e 30% em casos neuroldgicos, com apenas 40% dos pacientes neuroldgicos
sobreviventes exibindo recuperagao total (Charlier ef al., 2017). Outro estudo, que avaliou 782
casos de listeriose notificados em 20 paises, incluindo paises desenvolvidos e em
desenvolvimento, demonstrou que 43% das infec¢gdes eram gestacionais € 57% eram casos nao-
gestacionais, que poderiam ser categorizadas como: 29% infecgdes septicémicas, 24%
infecgdes do sistema nervoso central e 4% de formas atipicas (Rocourt et al., 1991). Em surto
recente na Africa do Sul, detectado entre junho de 2017 e abril de 2018, foram identificados
937 casos de listeriose humana. Destes, 465 (~50%) estavam associados a gestantes e neonatos.
Entre os pacientes cuja sorologia de HIV era conhecida, 38% dos casos em gestantes/neonatos
e 46% dos demais pacientes estavam infectados com HIV, demonstrando a alta correlagdo entre
a manifestacao de listeriose e imunossupressdo. Entre 728 pacientes com desfecho conhecido,
193 (27%) morreram. Em analise de isolados clinicos e caso-controle, foi observado uma alta
correlagdo entre o consumo de mortadela e a infec¢ao por L. monocytogenes, sendo a mesma

cepa isolada de amostras de humanos e do alimento (Thomas et al., 2020).

Embora a listeriose materno-fetal raramente leve a mortalidade materna ou
neurolisteriose (<1%) (Thomas et al., 2020; Koopmans et al., 2023), mais de 80% das gestagdes
cursam com importantes complicacdes fetais ou neonatais, como: aborto, prematuridade e

doenca septicémica infantil (Charlier ef al., 2017; Koopmans et al., 2023). Em contraste com a
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listeriose materno-fetal, a bacteremia e a neurolisteriose estao quase constantemente associadas

a comorbidades imunossupressoras (Charlier et al., 2017; Thomas et al., 2020).

A forma ndo-invasiva da listeriose ocorre em individuos imunocompetentes apos a
ingestdo de grande inoculo (>1000 CFU/g de alimento), ocorrendo uma gastroenterite
autolimitante, com tempo de incubagdo curto (<24h), caracterizada por diarreia, febre branda e
polimialgia, raramente levando ao ¢bito. Dados sobre a forma nao-invasiva da listeriose sao
escassos em virtude de os sintomas leves serem frequentemente negligenciados (FAO e WHO,

2004; Lecuit, 2020).

r

Em animais, a forma invasiva ¢ mais frequentemente associada a abortos e
neurolisteriose. Septicemia ¢ observada esporadicamente em filhotes bovinos e ovinos, e
geralmente leva ao 6bito desses animais, sendo observadas sequelas permanentes nos raros
sobreviventes (OIE, 2018). Geralmente, a doenca ¢ observada em fazendas como surtos e
manifestagdes esporadicas de aborto em fémeas no segundo ao terceiro trimestre da gestacao,
ou como surtos de animais exibindo sinais neuroldgicos, como andar em circulos, depressao e
paralisia unilateral da face (OIE, 2018; Kennedy et al., 2023). A taxa de mortalidade, mesmo
com tratamento apropriado, pode chegar a 55% (Kennedy et al., 2023). A forma nio-invasiva

ou gastroentérica ¢ raramente relatada em ovinos (Clark et al., 2004).

Lesdes macroscopicas sdo raramente observadas em humanos e animais (Dhama et al.,
2015; OIE, 2018; Lecuit, 2020; Kennedy et al., 2023; Koopmans et al., 2023). Fetos ovinos
abortados podem apresentar necrose hepatica multifocal (Hoelzer et al., 2012). Grandes
abcessos placentarios (até 3cm de diametro) sdo relativamente frequentes em casos de aborto
em humanos (Topalovski et al., 1993). Em humanos, lesdes cerebrais focais podem ser
detectadas por tomografia computadorizada ou ressonancia magnética em 23 a 26% dos casos
(Koopmans et al., 2013). Abcessos encefalicos sdo raramente observados em humanos

(Charlier et al., 2017) e em animais (Rocha et al., 2013).

Lesdes microscopicas comumente relatadas no CNS sdo rombencefalite ou
meningoencefalite supurativas, constituidas por pequenos aglomerados circulares de
neutréfilos e macrofagos (microabscessos) frequentemente associados a necrose, distribuidos
aleatoriamente no neurdpilo, com certa predilecdo pelo tronco encefilico mesmo em casos
hematdgenos (Rocha et al., 2013; Engelen-Lee ef al., 2018; OIE, 2018; Koopmans et al., 2023).

Na placenta humana, frequentemente se observa intensa inflamagao supurativa da decidua, com
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extensas areas de necrose, além de ocasional vasculite e trombose dos vasos da placenta e do
endométrio (Topalovski et al., 1993); lesdes semelhantes foram observadas em experimento
materno-fetal em primatas ndo-humanos (Wolfe et al., 2017). Microabcessos, areas multifocais
de necrose e ocasional vasculite e trombose sdo observados no bago e figado de animais e
humanos com listeriose subclinica (Cousens e Wing, 2000; Vazquez-Boland et al., 2001; Rocha

etal,2013).

Listeriose em modelo murino

O modelo murino tem sido o mais comumente usado para infecgdo por L.
monocytogenes (Lecuit, 2007). Esse modelo foi utilizado pela primeira vez por Mackaness
(1962), no intuito de estudar um processo infeccioso que induzisse resposta imune celular e nao
dependesse de anticorpos para a resolu¢ao da doenca. Desde entdo, este modelo ¢ amplamente
difundido na comunidade cientifica para o estudo de infec¢do agudas por agentes intracelulares

(North et al., 1997; Lecuit, 2007; Hoelzer et al., 2012).

A ampla aceitacdo do camundongo como modelo de listeriose ¢ devido ao seu tamanho,
facilidade de manuseio e custo econdmico relativamente baixo. Além disso, a disponibilidade
comercial de muitos reagentes para estudos imunologicos, os extensos dados disponiveis sobre
fisiologia, anatomia, embriogénese e imunologia, e a existéncia de linhagens endogamicas bem
caracterizadas, contribuiram para a imensa popularidade do modelo (Lecuit, 2007; Hoelzer et
al., 2012). Entretanto, existem limitagdes consideraveis neste modelo. Por conta da mutagao
que possuem na Ecad, camundongos ndo sdo bons modelos para infeccdo oral por L.
monocytogenes, que ¢ a via de infec¢@o natural (Monk ef al., 2010). Além disso, essa mutagao
da Ecad também impede a infec¢do placentdria em modelo gravidico (Disson et al., 2008).
Outra limitagdo ocorre nos estudos sobre neurolisteriose, nos quais o modelo murino ¢
inconsistente, uma vez que exibe dificil replicacdo, ocorrendo o o6bito dos animais por
septicemia antes da colonizac¢do do encéfalo, exceto em casos que a via de infec¢do ¢ intratecal

ou intracisternal (Gray e Killinger, 1966; Disson e Lecuit, 2012; Hoelzer et al., 2012).

Atualmente, modelos experimentais com primatas ndo-humanos e gerbilos sdo
considerados superiores a0 murino, uma vez que sdao espécies naturalmente susceptiveis a
infeccdo por L. monocytogenes por possuirem Ecad e c-Met altamente semelhantes a presentes

em humanos, o que resulta em sintomatologia clinica similar (Blanot et al., 1997; Disson ef al.,
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2008; Smith ef al., 2008). Os primatas ndo-humanos exibem outra vantagem que ¢ a
familiaridade filogenética com humanos e o mesmo tipo de placenta (Smith e al., 2008).
Entretanto, ambos modelos ndo sdo bem caracterizados como o murino, possuem limitada
disponibilidade de reagentes, exigem maior investimento financeiro e, no caso dos primatas,

existem regulamentos €éticos muito mais rigidos (Disson e Lecuit, 2012 Hoelzer et al., 2012).
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3. PAPEL DOS RECEPTORES BETA-ADRENERGICOS NA RESPOSTA IMUNE A
INFECCAO POR Listeria monocytogenes EM MODELO MURINO

3.1 OBJETIVOS

Objetivo geral: Avaliar a resposta inflamatoria e imunoldgica de camundongos deficientes de

reposta de f2ARs ao desafio agudo com doses sub-letais de L. monocytogenes.

Objetivos especificos:

1.

Determinar e comparar a recuperagao bacteriana em bago e figado de camundongos WT
e B2AR™ aos 3 dias pos infecgdo intraperitoneal com dose subletal de L. monocytogenes.
Avaliar e comparar as lesdes histopatologicas em bago e figado de camundongos WT e
B2AR™" aos 3 dias pos-infeccio intraperitoneal com dose subletal de L. monocytogenes.
Determinar perfil de citocinas como IL-10 ¢ INF-y em soro de camundongos WT e
B2AR™ aos 3 dias pds infecgdo intraperitoneal com dose subletal de L. monocytogenes.
Determinar e comparar a recuperacgao bacteriana em bago e figado de camundongos WT
com uso de Nadolol (antagonista-BAR inespecifico) e ICI 118,551 (antagonista- B2AR
especifico) aos 3 dias poOs infeccdo intraperitoneal com dose subletal de L.
monocytogenes.

Avaliar e comparar as lesdes histopatologicas em baco e figado de camundongos WT e
com uso de Nadolol (antagonista-BAR inespecifico) e ICI 118,551 (antagonista- B2AR
especifico aos 3 dias pods-infeccdo intraperitoneal com dose subletal de L.
monocytogenes.

Determinar perfil de citocinas como IL-10 e INF-y em soro de camundongos WT e com
uso de Nadolol (antagonista-BAR inespecifico) e ICI 118,551 (antagonista- f2AR
especifico aos 3 dias pds infeccdo intraperitoneal com dose subletal de L.

monocytogenes.
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3.2 MATERIAL E METODOS
Etica
Este estudo com camundongos foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais

da Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA-UFMG), sob os protocolos CEUA 29/2020
e CEUA 9/2023.

Cultivo e preparo de indculo de Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes sorotipo 4b (ATTC 19115) foi cultivada em caldo BHI (infusdo
de coragdo cérebro, KASVI, Brasil) a 37 °C a 200 rpm durante 15h. Posteriormente, uma
aliquota de 1x10° CFU/mL foi semeada em 20 mL de caldo BHI a 37 °C a 200 rpm durante 4h,
até atingir novamente a concentragdo de 1x10° CFU/mL. A suspensio bacteriana foi
centrifugada a 3000g durante 10 min, o sedimento ressuspendido em 10 mL de PBS e a
concentragdo determinada por espectrofotometria. A concentragdo de suspensao bacteriana foi

ajustada de acordo com cada in6culo.

Espécimes

Foram utilizados neste estudo camundongos das linhagens C57/BL6 WT obtidos no
Biotério Central da UFMG e B2AR” cedidos pelo Departamento de Patologia Geral do Instituto
de Ciéncias Biologicas da UFMG. Os animais foram alojados em grupos, de até seis individuos,
dentro de caixas contendo maravalha de pinus no Complexo Laboratorial de Pesquisa Avancgada
em Medicina Veterinaria da Escola de Veterinaria da UFMG, sob temperatura de 22 °C, e ciclo
luz-escuro de 12 horas. Racao e agua foram fornecidos ad libitum. Foram fornecidos canos de

policloreto de vinila como enriquecimento ambiental.

Delineamento experimental

Foram utilizados 48 camundongos, distribuidos inteiramente ao acaso em grupo de seis

animais, totalizando 8 grupos, que foram divididos em dois experimentos distintos.
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No Experimento 1 (conduzido em dois ensaios indepedentes n=3 e n=6), foram
utilizados camundongos das linhagens C57/BL6 WT (n=9) e B2AR""(n=9), fémeas, com idade

entre 6 e 8 semanas, distribuidos nos seguintes grupos:
G1 (WT) — camundongos WT, fémeas, infectados por L. monocytogenes.
G2 (KO-B2) — camundongos B2AR™", fémeas, infectados por L. monocytogenes.

Todos os camundongos deste experimento foram desafiados via intraperitoneal com 100
pL 1x10® UFC/ml de L. monocytogenes. Os grupos foram observados no decorrer de todo o
experimento, e cada individuo pesado diariamente, para avaliagdo da manifestagdo de sinais
clinicos. Os camundongos foram eutanasiados ap6s trés dias de infeccdo. O experimento 1 esta

sintetizado na Figura 1.

dia0 —> dpile2 — dpi3

C57BL6 WT e Observagio de Eutandsia e
B2ARA sinais clinicos necropsia
100pL. de L.
monacylogenes a
1#106 CFU/mL

Figura 1: Fluxograma do delineamento do experimento 1.

Experimento 2: foram utilizados 36 camundongos C57/BL6 WT, fémeas, com idade

entre 6 e 8 semanas, distribuidos nos seguintes grupos:

G1 (Mock) — camundongos WT, ndo-infectados, com administragdo intraperitoneal de

PBS (n=6);

G2 (C-Nad) — camundongos WT, nao-infectados, com administracao intraperitoneal de

nadolol (antagonista BAR-inespecifico) (n=6);

G3 (C-ICI) — camundongos WT, nao-infectados com administragdo intraperitoneal de

ICI 118,551 (antagonista B2 AR-especifico) (n=6);
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G4 (Infec.) — camundongos WT, infectados por L. monocytogenes com administracao

intraperitoneal de PBS (n=6);

G5 (In-Nad) — camundongos WT, infectados por L. monocytogenes com administracao

intraperitoneal de nadolol (antagonista BAR-inespecifico) (n=6);

G6 (In-ICI) — camundongos WT, infectados por L. monocytogenes com administracao

de ICI 118,551 (antagonista B2 AR-especifico) (n=6).

Os camundongos foram desafiados via intraperitoneal com 100 uL 1x10° UFC/ml de L.
monocytogenes. Grupos controle (G1, G2 e G3) foram inoculados com mesmo volume de PBS.
Para o estudo, foram utilizadas as drogas Nadolol (antagonista AR nao-especifico - Sigma-
Aldrich, EUA) e ICI 118,511 (antagonista B2AR especifico - Sigma-Aldrich, EUA). Os grupos
G1/G4, G2/G5 e G3/G6 tiveram a primeira dose de PBS, nadolol ou ICI 118,551,
respectivamente, administrada 1h antes da infec¢do bacteriana, e, ap6s a infecgdo, a cada 12h
durante todo o periodo experimental, de acordo ao protocolo: PBS, grupos G1 e G4, 100uL de
solugdo por via intraperitoneal; Nadolol, grupos G2 e G5, 100uL de solugdo por via
intraperitoneal, na concentragdo 10mg/kg; ICI 118,511, grupos G3 e G6, 100uL de solugdo por

via intraperitoneal, na concentracdo 1mg/kg. O experimento 2 esté sintetizado na Figura 2.

Os grupos foram observados no decorrer de todo o experimento, e cada individuo
pesado diariamente, para avaliacdo da manifestacdo de sinais clinicos. Os camundongos foram

eutanasiados apos trés dias de infec¢ao.

Os camundongos de ambos experimentos foram submetidos a eutanasia no dia 3 pds-
infec¢do por anestesia com 100uL de solugdao de Xilazina 2% (10 mg/Kg) + Cetamina 10%
(100 mg/Kg) seguido de sangria por puncao cardiaca, para obtengdo de soro. Baco e figado
foram pesados, fragmentados, coletados em PBS estéril para maceracdo, plaqueamento e
contagem bacteriana, e fragmentos foram coletados em formalina 10% para histopatologia e

imuno-histoquimica.
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dia0 ——> dpile2 — dpi3

C57BL6 WT 100uL de PBS,
100uL de PBES, Nadolol ou ICI mecropsia
Nadolol ou ICI acada 12h
acadal2h
Observagio de
“Apl'ls 1h sinais clinicos
100pL de L.
monacylogenes a
1*106 CFU/mL

Figura 2: Fluxograma do delineamento do experimento 2.

Recuperacio bacteriana

Fragmentos de bago e figado foram coletados assepticamente e homogeneizados em
PBS estéril. Diluigdes em série de homogenato dos 6rgdos foram semeadas em placas de agar
BHI e cultivadas a 37 °C por 24 horas para enumeragdo de colonias vidveis de L.

monocytogenes.

Histopatologia e imuno-histoquimica

Fragmentos de baco e figado foram fixados em formalina 10% por 24 horas, e
submetidos a procedimento convencional de histotécnica para inclusdo em parafina e coloragao
em hematoxilina-eosina. As laminas foram analisadas em microscopia Otica, e as lesdes
observadas foram graduadas de acordo ao padrao utilizado por Rocha et al. (2021). Brevemente,
a pontuagdo foi atribuida para lesdes inflamatodrias de acordo com a intensidade das lesoes: 0
para auséncia de lesdes, 1 para leve, 2 para moderada e 3 para intensa. Também se atribuiu
pontos para a presenca de areas de necrose (até +1) e de trombose (até +1). A pontuacao final
foi a soma das pontuagdes de inflamacdo, necrose e trombose, podendo pontuar até¢ 5. A

localizagao intralesional de L. monocytogenes em lesoes esplénicas e hepaticas foi demonstrada
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por imuno-histoquimica. Resumidamente, os cortes foram desparafinizados, hidratados e
incubados com peroxido de hidrogénio a 10% em PBS por 30 min, seguido de incubagd@o com
leite desnatado (dilui¢do 1:10) como solugdo bloqueadora por 40 min, e entdo incubados com
um anticorpo primadrio policlonal anti-L. monocytogenes (Listeria O Poly Antiserum serotypes
1,4, Difco, EUA) em diluicao de 1:500 em PBS, em camara umidificada a 4°C, overnight. As
laminas foram lavadas em PBS e incubadas com anticorpo secundario biotinilado (kit LSAB;
DAKO Corporation, EUA) durante 30 min a temperatura ambiente e lavadas novamente em
PBS. A reagdo foi revelada com solucdo Magenta (Dako) por 5 min e os cortes foram

contrastados com hematoxilina de Mayer.

Mensuracio de citocinas

As concentragdes de interferon gama (IFN-y) e interleucina 10 (IL-10) foram analizadas
no soro coletado por pungdo cardiaca em placas de 96 pogos usando kits ELISA de acordo com
as instrugdes do fabricante (R&D Systems, Minneapolis, EUA). A leitura foi realizada no
comprimento de onda de 490 nm utilizando o aparelho de ELISA MR-96A (Thermo Fisher
Scientific, cidade EUA). As concentragdes de citocinas (pg/mL) foram determinadas por

comparag¢ao com uma curva padrao.

Analise estatistica

As variaveis foram analisadas quanto a normalidade e homocedasticidade. Os dados
paramétricos foram avaliados por ANOVA e a comparagao das médias feitas pelos testes T
student ou Tukey. Em caso de dados ndo paramétricos, foram avaliados por teste Mann-
Whitney ou Kruskal-Wallis. Todas as andlises estatisticas foram realizadas no software

Graphpad Prism (GraphPad Software, Boston, EUA).
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3.3 RESULTADOS

Animais B2AR ou sob efeito de antagonistas-BAR tem menor recuperagio bacteriana

No experimento com camundongos knockout, os animais B2AR™ exibiram menor
recuperagdo de CFU de L. monocytogenes no bago e no figado em comparagao aos animais WT
(Fig. 3A e B). No experimento de bloqueio farmacoldgico, os animais que receberam
antagonistas dos BARs exibiram menor recuperagao bacteriana no bago, sendo essa reducgao
mais intensa no grupo In-Nad, que teve bloqueio tanto dos f2- como dos B1ARs (Fig. 3C). Nao
foi observada diferenga estatistica na recuperacao do figado desse experimento (Fig. 3D). Esses
resultados demonstram que a auséncia dos f2AR e o bloqueio farmacologico desses receptores

¢ capaz de reduzir a proliferacdo in vivo de L. monocytogenes.
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Figura 3. Recuperagdo bacteriana no baco e figado de camundongos C57/BL6 infectados por Listeria
monocytogenes. No primeiro experimento, foram utilizados animais WT e P2AR” (n=9) (A e B). No segundo
experimento, foram utilizados animais WT com administragdo intraperitoneal de PBS, nadolol ou ICI 118,551
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duas vezes ao dia (n=6) (C e D). Em ambos experimentos, bago e figado foram coletados no terceiro dia apos
infecgdo intraperitoneal com 1x10° CFU de L. monocytogenes/camundongo. Cada ponto representa um animal e
as barras indicam médias e desvio padrdo. A linha pontilhada representa o limite de detecgdo do teste (1,3 logl0).
Os dados foram transformados em logaritmicos, submetidos aos testes t-Student (A e B) ou one-way ANOVA e
as médias comparadas pelo teste de Tukey (C e D), sendo utilizado o grupo Infectado como controle (*p < 0,05;
**p<0,01).

Os antagonistas-pARs nao influenciam na esplenomegalia e na perda de peso de animais

infectados

Para avaliar as alteragdes clinicas causadas pela listeriose nos camundongos ou o uso de
bloqueadores BARs, foram escolhidos como parametros o peso do bago e a variagdo do peso
corporal. Como esperado na infeccdo por L. monocytogenes, os animais infectados
apresentaram o bag¢o mais pesado do que seus respectivos controles. Entretanto, ndo houve
diferenga entre os grupos infectados, demonstrando que, mesmo com menor carga bacteriana,
ndo houve influéncia do tratamento com nadolol ou ICI 118,551 sobre a esplenomegalia (Fig.
4A). Padrao semelhante foi observado quanto a variacdo do peso total dos animais, que
perderam massa corporal ao longo dos 3 dias de infec¢do em comparagdo a seus controles
(exceto grupos C-ICI e In-ICI), mas ndo apresentaram diferenca entre os grupos infectados (Fig.
4B). Esses resultados indicam que o uso de antagonistas dos PARs ndo interfere na

manisfetagdo clinica da infecgao.
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Figura 4. Avaliagdo de esplenomegalia e variagdo do peso relativo em camundongos infectados por L.
monocytogenes. (A) Mensuragdo relativa do peso do bago pelo peso dos animais. Cada ponto representa um
animal, e os tragos representam a mediana com intervalo interquartil. Os dados foram submetidos ao teste de
Kruskal-Wallis e as medianas comparadas pelo teste de Dunn (n=6). (B) Variagao do peso relativo dos animais ao
longo dos 3 dias de infeccdo. O peso de cada animal no dpi 0 foi considerado como 100%. Cada ponto representa
a média do grupo e os tracos representam o erro padrdo. Os dados foram submetidos ao teste 2-way ANOVA e a
variagdo das médias comparadas pelo teste de Tukey (n=6) (*p < 0,05; **p<0,01).
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A auséncia de sinalizacao f2AR aumentou a producio de IFN-y, mas nio alterou o perfil

de IL-10

Em ambos experimentos, os niveis séricos de IFN-y, aumentaram significativamente
nos animais B2AR”" e nos WT tratados com nadolol e ICI 118,551 em comparagio aos animais
controles (Fig. 5SA e C). Entretanto, o perfil sorologico de IL-10, ndo houve redugdo
estatisticamente significativa (Fig. 5B e D). Esses dados demonstram que a auséncia ou
bloqueio dos B2ARs ¢ suficiente para aumentar os niveis séricos de IFN-y, citocina pro-
inflamatéria, mas nao foi suficiente para alterar o perfil de IL-10, citocina anti-inflamatoria,

pelo menos neste modelo experimental.
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Figura 5. Perfil sorologico de IFN-y e IL-10 em camundongos C57/BL6 infectados por L. monocytogenes, em dois
experimentos. No primeiro experimento, foram utilizados animais WT e B2AR™ (n=9) (A e B). No segundo
experimento, foram utilizados animais WT com administra¢do intraperitoneal de PBS, nadolol ou ICI 118,551
duas vezes ao dia (n=6) (C e D). No 3° dia pds-infecg¢do, os animais foram eutanasiados através de sangria por
pungdo cardiaca para coleta de soro. O soro foi submetido & técnica de ELISA em placas de 96 micropogos para
mensuragdo do nivel sérico destas citocinas. A leitura foi realizada no comprimento de onda de 490 nm e as
concentragdes de citocinas (pg/mL) foram determinadas por comparagdo com uma curva padrio. As barras
representam a média com desvio padrdo. Os dados foram submetidos aos testes t-Student (A e B) ou one-way
ANOVA e as médias comparadas pelo teste de Tukey (C e D) (*p < 0,05; **p<0,01, ****p<0,0001).



40

Animais B2AR” apresentam menor escore de lesdes histopatologicas, padrio que nio é

observado no modelo farmacoldgico

No experimento farmacoldgico, como havia davida se as drogas seriam capazes de gerar
lesdes nos orgdos, verificamos essa hipdtese nos grupos nado-infectados. No figado de alguns
animais foi observado degeneragdo hepatocelular moderada (Fig. 6A), por vezes associada a
raras areas de necrose, entretanto nao houve diferenca estatistica entre os grupos controles (Fig.
7D). Nos animais infectados, foram observadas lesdes histopatologicas como microabcessos,
areas multifocais de necrose e raros trombos, que sdo compativeis com o quadro de listeriose,
inclusive com visualizacdo do agente intralesional por imuno-histoquimica (Fig. 6B a F). Os
animais B2AR”" apresentaram, em figado e baco, menor escore de lesdes histopatologicas
quando comparados aos seus controles WT (Fig. 7A e B). Nos grupos Infec, In-Nad e In-ICI
ndo foi observada diferenca no escore das lesdes (Fig. 7C e D). Este resultado indica que os
antagonistas-fARs ndo reduziram o grau de lesdo tecidual, mesmo favorecendo menor

recuperagao bacteriana.
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Figura 6. Fotomicroscopias representativas das lesdes observadas em bago e figado de camundongos infectados
por Listeria monocytogenes e com uso de antagonistas B-adrenérgicos. (A) Figado de animais ndo-infectados e
com uso de antagonistas B-adrenérgicos (nadolol ou ICI 118,551) exibiram degeneragdo hepatocelular discreta a
moderada. HE, 200X. (B) e (C) Figado de animais infectados por L. monocytogenes, apresentando infiltrado
inflamatorio neutrofilico e histiocitaria em arranjo nodular (microabcessos), com vezes com extensa area de
necrose liquefativa central. HE, 200X. (D). Bago de animais infectados por L. monocytogenes, apresentando
microabcessos (setas). HE, 200X. (E) e (F) Imuno-histoquimica com anticorpo anti-Listeria em figado e bago,
respectivamente, de camundongos infectados por L. monocytogenes, demonstrando a presenca do agente
intralesional, corados em cromo6geno Magenta, 400X.

A
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Figura 7. Escore de lesdes histopatoldgicas em bago e figado de camundongos infectados por L. monocytogenes.
(A) Fotomicroscopia representativa do figado de camundongo infectado, demonstrando microabcesso (a esquerda)
e extensiva area de necrose (a direita) (HE, 200x). (B) Marcagdo imuno-histoquimica de L. monocytogenes
(bastonetes em magenta) em figado de animal infectado, demonstrando o agente intralesional (cromogeno
Magenta, 400x). (C e D) Escore histopatolégico de baco e figado do experimento 1, com animais B2AR” e WT
(n=6). (E-H) Escore histopatolégico de bago e figado do experimento 2, com animais WT com aplicag¢ao de PBS,
nadolol ou ICI 118,551 (n=6). Cada ponto representa um animal e as caixas representam a mediana e os valores
minimos e maximos em quartis. Os dados foram submetidos aos testes de Mann-Whitney (C e D) ou Kruskal-
Wallis e as medianas comparadas pelo teste de Dunn (E-H) (*p < 0,05).

3.3 DISCUSSAO

Este estudo fornece um melhor entendimento da agdo dos receptores beta-adrenérgicos
na resposta imune a infec¢do por Listeria monocytogenes, ao mostrar que o bloqueio desses
receptores reduz a recuperagdo bacteriana ao mesmo tempo que promove um perfil de citocinas

pro-inflamatdrio protetor contra a infeccdo no modelo murino.

Observamos que a auséncia ou bloqueio dos BARs, mais especificamente do 2, reduziu
significativamente a recuperacao de L. monocytogenes em baco e figado. Essa observacao
demonstra o efeito imunossupressor destes receptores, intimamente correlacionados ao estresse,
e como a auséncia de estimulo dos mesmos melhora o controle da proliferacdo bacteriana.

Camundongos infectados por L. monocytogenes e submetidos a condi¢cdo de estresse agudo
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(contencao no frio por 1h) apresentam maior recuperagao bacteriana, que € revertida em animais
submetidos a simpactetomia com 6-hidroxidopamina (Cao et al., 2002). O bloqueio
farmacoldgico com outro antagonista-BAR ndo especifico (propranolol) também reduz a
recuperagdo bacteriana em camundongos infectados submetidos a contengao ao frio (Cao et al.,
2003). Esse padrao de resposta a listeriose em estresse ao frio também foi observado por Miura
et al. (2001). Ademais, Emeny et al. (2007) estudaram também o efeito deste modelo estresse
sob a recuperagdo, que foi menor em camundongos mutantes B1AR” e P2AR™". Rice et al.
(2001), em modelo murino sem estimulo estressante, também observou a reducdo na
recuperagdo de L. monocytogenes em animais submetidos a simpatectomia, sendo esse fato

atribuido a menor secrecao de IL-10 e maior de TNF-a.

Camundongos infectados por L. monocytogenes apresentaram esplenomegalia e perda
de peso em comparacdo aos nao-infectados, sinais clinicos evidentes no modelo murino de
listeriose (Alam et al., 2016). O peso corporal e peso do bago dos animais ndo sofreram
alteragdes apos o bloqueio de BARs, assim como observado por Emeny et al. (2007), indicando
que o uso das drogas nao altera no ganho de peso dos camundongos, um indicador importante

de bem-estar nesta espécie.

IFN-y ¢ uma citocina fundamental para a eliminagdo de L. monocytogenes do
organismo, sendo secretada na fase aguda da infec¢ao por células NK e linfocitos T CD3 (Thile
e Kiderlen, 2005). Os experimentos deste estudo demonstram que a auséncia de sinalizacdao dos
BARs aumenta a concentragdo sérica de IFN-y, o que pode justificar a menor recuperagdo
bacteriana observada. Resultados semelhantes foram descritos por outros pesquisadores (Miura
et al., 2001; Cao et al., 2002; Cao et al., 2003). Cao et al. (2002; 2003) também verificaram
que os niveis de outras citocinas pro-inflamatdrias exibiram o mesmo perfil, como TNF-a, IL-
6 e IL-1B. Em nosso estudo, se esperava uma reducao dos niveis de IL-10 nos animais mutantes
e sob uso de antagonistas, uma vez que a ativagao dos PARs ¢ conhecida por estimular a
secrecao dessa citocina anti-inflamatoria (Elenkov et al., 2000; Agag et al., 2018). Entretanto,
tal perfil nao foi observado neste estudo. E conhecido que altos niveis de IL-10 interrompem a
resposta imune inata frente a L. monocytogenes (Kelly e Bancrof, 1996; Dai et al., 1997),
entretanto ela continua necessaria durante a infec¢do para a formagao de memoria em linfocitos

CDS8" e evitar hiperinflamacdo no encéfalo (Deckert ef al., 2001; Foulds et al., 2006).
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Nao hé estudos prévios correlacionando a ativagao ou bloqueio dos BARs as lesdes
histopatologicas observada em modelos de listeriose. A hipdtese era que apos o bloqueio desses
receptores, que possuem atividade imunossupressora (Sternberg, 2006; Sanders et al., 2012;
Pavlov et al., 2018), houvesse uma melhor resposta imune, melhor controle da infecgdo e
consequentemente, menor escore de lesdes no figado e bago. Essa hipotese foi corroborada no
experimento com camundongos B2AR”", porém o mesmo resultado nio foi observado no
experimento farmacologico. Esse fato pode ser atribuido a farmacocinética das drogas e ao
manejo realizado, que ndo permitem bloqueio total e duradouro dos BARs por todo o periodo

experimental.

Em conclusdo, observamos que a auséncia ou bloqueio dos receptores f2AR em
camundongos reduziu a recuperacao de Listeria monocytogenes do bago e figado e aumentou a
secre¢do de IFN-y, mas ndo reduziu significativamente os sinais clinicos e os niveis séricos de
IL-10, e somente os animais mutantes exibiram menor grau de lesdes histologicas. Esses
achados apontam para a necessidade de investigagdes futuras que explorem mais a fundo as

implicagoes clinicas e terapéuticas da interagdo entre a listeriose e os receptores f-adrenérgicos.
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