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RESUMO

A infeccdo pelo virus influenza pode provocar desde infeccbes assintomaticas,
quanto casos graves de infeccdo respiratéria, sendo frequentemente mortais,
sobretudo em idosos. Nesse sentido, a infec¢éo pelo virus influenza ocasiona cerca
de cinco milhdes de casos graves no mundo, resultando em cerca de 500.000
mortes por ano. A gravidade da infeccdo esta relacionada tanto com a resposta
imune do hospedeiro quando a viruléncia do patdgeno. Nesse contexto, 0 sistema
imune devera atuar buscando a restauracdo da homeostase. Para isso, sua
coordenacdo de forma sistémica e, sobretudo, ao nivel do trato respiratorio &
fundamental para a resolucdo das lesBes causadas pela infeccdo. Um dos
mecanismos chave que coordenam as acdes da resposta imune é o Sistema
Nervoso Simpatico (SNS). Desse modo, o presente estudo teve como objetivo
investigar a relevancia e a integracdo da sinalizacdo adrenérgica e o sistema imune
por meio receptor B2-AR durante infeccdo pelo virus influenza A, adaptado a
camundongo. Camundongos B2 KO foram empregados como modelo de infec¢ao
com o virus influenza adaptado a camundongos: A/PR8/34. ApGs 6 dias de infeccéo
foi avaliada a mecéanica pulmonar, contagem celular e proteinas no BALF, carga viral
pulmonar e sobrevivéncia e peso. Embora ndo tenha sido observada diferenca na
carga viral, os animais 32 KO apresentaram aumento do numero de linfécitos e
reducdo do numero de neutrofilos no lavado bronco alveolar (BALF) e maior
comprometimento das fungdes ventilatorias dos pulmdes dos camundongos, quando
comparado aos animais do grupo controle. Curiosamente, ainda que nao haja
diferenca na perda de peso entre os animais 2 KO em relacdo ao grupo controle,
0s animais do grupo 2 KO apresentaram maior mortalidade quando inoculados com
uma dose letal do virus PR8. Desta forma, os achados obtidos sdo sugestivos de
que o B2-AR é relevante para mecanismos de ventilagdo pulmonar e possuem papel
importante no recrutamento de células do sistema imune durante a resposta
inflamatoria no tecido pulmonar durante infeccdo pelo virus influenza e finalmente,

para a sobrevivéncia dos animais infectados.

Palavras-chave: virus influenza, receptor 32-AR, mecanica pulmonar.



ABSTRACT

Influenza A virus infection might cause a broad range of infections, from
asymptomatic infections to severe and often deadly respiratory ones, especially in
the elderly. In this sense, influenza virus infection causes about 5 million serious
cases worldwide, resulting in around 500.000 deaths per year. The severity of the
infection is related to the host immune response and to the virulence of the pathogen.
In this context, the immune system must act to restore homeostasis. It plays a pivotal
role at systemic level and above all, at the level of the respiratory tract, being
fundamental for the resolution of the lesions caused by the infection. One of the key
mechanisms that coordinate the actions of the immune response is the Sympathetic
Nervous System (SNS). Thus, in the present study we aimed to investigate the
relevance and integration of adrenergic signaling and the immune system during
influenza A infection. f2-AR knockout mice were infected with an influenza A virus
adapted to mice: A/PR8/34. Six days after infection, it was evaluated lung
mechanics, cell count and proteins quantification in the BALF, pulmonary viral load
and survival and weight loss of the infected animals. Although no difference in viral
load was observed after the infection, B2 KO mice showed increased number of
lymphocytes and a reduction in the number of neutrophils in the bronchial alveolar
lavage (BALF). In addition, these animals showed greater impairment of the
ventilatory functions of the lungs, when compared to animals from control group.
Interestingly, although there is no difference in weight loss between 2 KO mice and
control group, B2 KO knockout mice showed higher mortality when inoculated with a
lethal dose of the PR8 virus. Overall, our findings suggested that B2-AR is relevant
for pulmonary ventilation mechanisms and play an important role in the recruitment of

immune cells and, finally, for mice survival.

Keywords: Influenza A virus, f2-AR receptor, lung mechanics.
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1 INTRODUCAO
A infeccdo pelo virus influenza pode provocar sérias complicacbes

respiratérias, que se tornam mais importantes em grupos de risco, podendo levar
esses individuos a obito. Ainda, a infeccdo viral provoca cerca de 5 milhdes de
casos graves, de modo que decorrem em 500.000 mortes por ano (VASILEIOU et
al., 2017).

Assim, o processo patoldgico provocado pela infec¢édo do virus influenza pode
acarretar tanto infeccbes assintomaticas quanto infeccdes respiratérias graves. A
gravidade da infeccdo esta relacionada com a interacdo com o hospedeiro, a
resposta imune e a viruléncia do patégeno (TAUBENBERGER; MORENS, 2008).
Dessa forma, diante do exposto, pacientes idosos, criancas menores de dois anos,
asmaticos, alérgicos e que possuem inflamacao crbénica no trato respiratério, ou
ainda, que apresentem resposta imune polarizada para o tipo Th2 estdo mais
susceptiveis a complicacdes por influenza e a infec¢cdes bacterianas secundarias
(VASILEIOU et al., 2017). Em contrapartida, durante a infec¢do por influenza, o RNA
viral presente na célula hospedeira pode ser reconhecido por varios receptores de
reconhecimento padrédo (PRRs) que séo capazes de induzir a secregdo de
Interferons do Tipo | produzidos principalmente por macréfagos, citocinas pro-
inflamatoérias e quimiocinas, com a finalidade de recrutar outras células,
caracterizando uma resposta Thl (RAJ et al, 2014). Desse modo, quando
exacerbada, essa resposta mediada por fagolcitos provocam a liberacdo de
oxidantes e proteases que, por sua vez, provocam lesfes teciduais no epitélio
alveolar e no endotélio capilar (GALHARDO; MARTINEZ, 2003).

Nesse contexto, o sistema imune respondera buscando a restauracdo do
equilibrio. Para isso, sua coordenacao de forma sistémica se torna fundamental para
a resolucéo do processo patogénico. Um dos mecanismos chave que coordenam as
acOes da resposta imune € o Sistema Nervoso Simpético (SNS). Assim foi
demonstrado que os receptores adrenérgicos, abrangendo o 32-adrenérgico (p2-
AR), que estdo presentes no pulmé&o, sitio de infecgéo viral, também s&o expressos
em diferentes células do sistema imune (KOLMUS et al., 2015). Ao mesmo tempo, 0
parénquima dos Orgaos linfoides, que € inervado principalmente por neurdnios
simpaticos, libera noradrenalina nesses sitios poucas horas apds o reconhecimento
de antigenos (SANDERS, 2012).
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1.1 Virus Influenza A

O virus Influenza A é pertencente a familia Orthomyxoviridae e se caracteriza
pela polaridade negativa dos segmentos de RNA que compdem seu genoma viral.
Andlises por microscopia eletronica demonstram que o Influenza A possui forma
esférica ou filamentosa, apresentando cerca de 100 nm de didametro e 300 nm de
comprimento. Seus subtipos sdo definidos conforme o tipo de glicoproteinas em sua
superficie, a Hemaglutinina (HA) e a Neuraminidase (NA) (BOUVIER; PALESE,
2008).

A HA é fundamental na interacdo entre a particula viral e a célula hospedeira
quando realiza ligacdes terminais a-2,6 ou a-2,3 com 0 acido sidlico presente na
superficie celular. Por outro lado, a NA exerce um papel importante na liberacédo das
particulas virais neoformadas da superficie da célula hospedeira ao clivar a ligacéao
estabelecida entre a HA e o &cido sialico (MEDINA; GARCIA-SASTRE, 2011). No
envelope viral se encontra também a proteina M2 que compde 0s canais iGnicos
presentes no virus. Ainda, na particula viral sdo encontradas outras proteinas nao
estruturais como a NS2 e as proteinas NP (nucleoproteina), subunidades da
polimerase (PB1 e PB2) e PA (polimerase &cida), que formam o complexo
ribonucleoproteico (RNP) (BOUVIER; PALESE, 2008) (FUJII et al., 2003) (KUIKEN
et al., 2012) (Figura 1).

Complexos
RNP
Figura 1 — Desenho esquematico do virus influenza A. Fonte: adaptado de CDC, 2019.
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1.1.1 Estrutura do genoma
O genoma viral € constituido de oito segmentos de VRNA de fita simples e

polaridade negativa (HA, NA, M, NS, PA, PB1, PB2 e NP). Cada fita de VRNA esta
associada a um RNP, que apresenta em sua estrutura aproximadamente uma
molécula de NP para cada 24 nucleotideos (HUTCHINSON et al., 2010). O VRNA se
encontra associado com a NP e ao complexo polimerase, constituido das proteinas
PB1, PB2 e PA (EISFELD et al., 2014).

1.1.2 Ciclo de replicacao
A infeccdo viral tem inicio quando a glicoproteina HA interage com a célula

hospedeira por meio do receptor de membrana acido sidlico e o virus é
internalizado. ApOs a internalizagdo, a vesicula endossomal é acidificada
promovendo mudancas na conformacdo da HA, fundindo as membranas viral e
endossomal, permitindo assim a liberagcdo dos RNPs que migram para o citoplasma.
Quando alcancam o citoplasma, os RNPs tém acesso ao nucleo através dos
complexos do poro nuclear (NPC) e no compartimento nuclear, acontece a
transcricdo primaria para produzir o RNA mensageiro (MRNA) viral, que é exportado
novamente para o citoplasma e traduzido por meio dos ribossomos celulares
(AARTJAN; FODOR, 2016). Posteriormente a traducdo algumas proteinas sao
direcionadas para o nucleo (PB1, PB2, PA, NS2 e NP) e outras proteinas sao

direcionadas diretamente para a membrana plasméatica (HA, NA e M2).

1.1.3 Transcricao do RNA
ApOs a penetracdo na célula hospedeira os RNPs sdo direcionados ao nucleo

para iniciar a replicacdo do material genético viral. O inicio do processo de
transcricdo é dependente no primer 5-capped da célula infectada e das proteinas do
complexo polimerase viral, PB2 e PA (Figura 2). Assim, quando o dominio cap da
proteina PB2 reconhece o RNA capped hospedeiro o dominio endonuclease da
polimerase acida (PA) o cliva. Em seguida, a extremidade 3’ do primer capped é
transferida pelo sitio ativo da endonuclease para o sitio ativo da polimerase. Dessa
forma, o alongamento da fita é iniciado quando os nucleotideos sé&o adicionados na
extremidade 3’ do primer capped por complementariedade. Durante o alongamento
a fita obtida e a fita molde irdo sair por canais distintos e especificos (EISFELD et al.,
2014).
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Pre-mRNA cap

5-m7Gppp—— —>»

5'-m7Gpp/p

Iniciacao Alongamento Adigao Poly-A

Figura 2 — Modelo de transcrigao priméria de vVRNA do virus influenza.
Fonte: adaptado de EISFELD, 2014.

1.1.4 Patogénese
O processo patolégico provocado pela infeccdo do virus influenza pode

acarretar tanto infeccfes assintomaticas quanto infeccdes respiratérias graves. A
gravidade da infeccdo estd relacionada com a interagdo com o hospedeiro, a
resposta imune e a viruléncia do patégeno (TAUBENBERGER; MORENS, 2008). Os
mecanismos da resposta imune inata formam uma barreira importante de combate
ao virus. O RNA viral presente na célula hospedeira pode ser reconhecido por varios
receptores de reconhecimento padrdo (PRRsS) que sdo capazes de induzir a
secrecdo de Interferons do Tipo | produzidos principalmente por macréfagos,
citocinas pro-inflamatérias e quimiocinas. Assim, as quimicionas produzidas no sitio
da infeccdo sdo capazes de recrutar outras células imunes, como mondcitos,
neutréfilos e células natural killer (NK) (RAJ et al.,, 2014). Desse modo, quando
exacerbada, essa resposta mediada por fagocitos provocam a liberacdo de
oxidantes e proteases que provocam lesfes teciduais no epitélio alveolar e no

endotélio capilar podendo levar a morte do individuo (GARCIA et al., 2010).
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1.2 Mecéanica respiratoria pulmonar

1.2.1 Complacéncia e resisténcia pulmonar
Na fisiologia respiratéria a resisténcia pulmonar € definida como a resisténcia

oferecida pelas vias é&reas frente a passagem de ar. Em contrapartida, a
complacéncia pulmonar é descrita como a capacidade dos pulmdes distenderem, e
a elastancia é a capacidade de retorno a posicéo de repouso (GRINNAN e TRUWIT,

2005). A complacéncia é determinada pela seguinte equacéao:
AV

C e
AP
Onde, C representa a complacéncia, AV corresponde a variagdo do volume e

AP representa a variacdo da pressao. Desse modo, a elastancia é determinada pelo
inverso da complacéncia. A complacéncia € determinada por medidas estaticas de
pressdo de distensdo em diferentes volumes pulmonares e pode ser feita durante a
inspiragéo ou expiragao (GAAB et al, 2007). Essas medidas obtidas ao longo do
ciclo respiratorio permitem a construgdo da curva de pressédo-volume observada na
figura 3, as duas curvas sdo denominadas de curva de complacéncia inspiratéria e
expiratéria. As caracteristicas representadas neste grafico sdo determinadas pelas
forcas elasticas pulmonares, que se dividem em duas partes: forca elastica do tecido
pulmonar propriamente dito e forcas elasticas, provocadas pela tensao superficial do

liquido que reveste os compartimentos alveolares (NELSON e COX, 2014)

0,50+

0,254 4

Mudanga no volume pulmonar (Litros)
N

I I
-4 -5 6
Presséo pleural (cm H,QO)
Figura 3 - Diagrama de complacéncia pulmonar. Fonte: adaptado de NELSON e COX,
2014.
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1.2.2 Volumes pulmonares
O estudo da ventilagdo pulmonar € realizado por meio do registro do

movimento de ar para o interior e exterior dos pulmdes, conforme descrito
anteriormente. Tais registros sdo importantes para determinar 0Ss parametros
adotados durante a ventilacdo mecéanica. Para fins didaticos, o fluxo de ar nos
pulmdes pode ser subdividido em quatro volumes e quatro capacidades. Quando
somados, esses volumes equivalem ao volume maximo que os pulmdes podem
expandir (Figura 4) (GRINNAN e TRUWIT, 2005).

T A T -~

Volume Capacidade Capacidade Capacidade
T | dereserva inspiratoria vital pulmonar
£ inspiratorio total
S
| =
©
c
(o] Volume
£ corrente
s FoA~ 77N F1-m e —A—7 -
Q. TL \d
) |~/ _ M/ VWV _ MV My MV 1 J MV M AN e
£ A
=2 Volume de reserva Capacidade
[=] expiratorio ] residual
> funcional

Volume

residual
A
Tempo

Figura 4 - Volumes respiratérios durante respiracdo normal e durante

inspiracao e expiracdo maximas. Fonte: adaptado de NELSON e COX, 2014.

O volume corrente é determinado como o volume de ar inspirado ou expirado,
durante a respiracdo normal. E, o volume de reserva inspiratorio é o volume extra de
ar que pode inspirado, quando se inspira com forca total, além do volume corrente,
citado anteriormente. Em contrapartida, o volume de reserva expiratorio € o volume
maximo de ar que pode ser expirado na expiracdo forcada. Por fim, o volume
residual € o volume de ar restante nos pulmdes, ap0s a expiracdo mais forcada
(COSTA e JAMAMI, 2001).
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1.2.3 Capacidades pulmonares

Quando esses eventos pulmonares sdo descritos, € levada em consideracao
a combinacdo de dois ou mais volumes citados anteriormente. As combinacdes
obtidas recebem o nome de capacidades pulmonares. Dentre as mais importantes
esta a capacidade inspiratéria, que € resultante da soma entre volume corrente e 0
volume de reserva inspiratério, que representa a quantidade ar que pode ser
respirada a partir do nivel expiratorio normal e distendendo os pulmdes até o
méaximo. Por outro lado, a quantidade de ar restante nos pulmdes, ao final da
expiracdo, é chamada de capacidade residual funcional e corresponde ao volume de
reserva expiratério e ao volume residual. A avaliacdo da capacidade vital também é
muito importante, pois essa capacidade representa a quantidade maxima de ar que
a pessoa pode expelir dos pulmdes, apbés primeiro enché-los a sua extensao
méaxima e entdo expirar, também a sua extensdo maxima. Essa capacidade
corresponde ao volume de reserva inspiratorio somado ao volume corrente e ao
volume de reserva expiratério. Por fim, a soma entre a capacidade vital descrita
anteriormente e, o volume residual determinam a capacidade pulmonar total
(NELSON e COX, 2014) (GLAAB et al, 2007).

1.3 Receptor B2-adrenérgico
Os receptores acoplados a proteina G (GPCR) sdo amplamente conhecidos e

considerados importantes alvos farmacoldgicos. Desse modo, cerca de 50% das
drogas comercializadas foram produzidas para atuar em algum GPCR. Os
receptores [-adrenérgicos sdo exaustivamente estudados e sao considerados
modelos de estudos em torno de GPCR. Os receptores (B-adrenérgicos possuem
trés subtipos com fungdes distintas. O primeiro subtipo, o B1-adrenérgico esta
envolvido com aumento da frequéncia e forga de contragéo cardiaca, enquanto o 32-
adrenérgico (B2-AR) desempenha um papel importante no relaxamento da
musculatura lisa, participando dos processos de broncodilatacdo e vasodilatacéo.
Por outro lado, o receptor B3-adrenérgico estimula a lipdlise e termogénese
(KUROSE, 2004).

Essa classe de receptores responde as catecolaminas, compostos que

possuem um nucleo catecol (anel benzénico com dois grupos hidroxil adjacentes) e
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uma cadeia lateral amina. A noraepinefrina pode ser tomada como um importante
exemplo de catecolamina em funcdo da sua atuagdo como principal
neurotransmissor do Sistema Nervoso Simpatico (SNS). Nesse sistema 0s neurdnios
pos-ganglionares sdo fundamentalmente noradrenérgicos e liberam esse
neurotransmissor que pode agir tanto em receptores a-adrenérgicos quando em

receptores (-adrenérgicos (RANG et al., 2011).

1.3.1 Estrutura
O receptor B2-adrenérgico é codificado por uma Unica copia de 1.200 pares

de base (pb) localizada no braco longo do cromossomo 5 humano. A proteina
traduzida apresenta 413 aminoacidos e peso molecular de aproximadamente 46,5
kDa (MUTLU; FACTOR, 2008). Esse receptor é classificado como um subtipo dos
receptores B-adrenérgicos e pertence a superfamilia dos receptores acoplados a
proteina G, atuando por meio da estimulacdo da adenilil ciclase (KUROSE, 2004).
Essa proteina integral de membrana possui sete hélices transmembranares e foi
identificada na década de 1990, entretanto, os estudos estruturais foram iniciados
apenas em 2007. Sabe-se que a proteina G apresenta trés subunidades, (G,, Gp €
G,), e o receptor estd em contato direto com G,. Essa subunidade apresenta dois
dominios distintos, onde um se relacionada com a familia do receptor e o outro
consiste em um pequeno dominio globular formado por o hélices. A interacao entre
esses dominios é estabelecida por sitios de interacées de guanidinas (BANG; CHOI,
2015).

Apesar disso, ndo esta totalmente elucidado se a proteina G em sua forma
inativa ligada a molécula de GDP (Guanosina Difosfato) esta pré-acoplada ao B2-AR
antes da ligacdo com o agonista. Por outro lado, sabe-se que a ligacéo do agonista
torna o acoplamento do receptor na proteina G termodinamicamente mais estavel
(BANG; CHOI, 2015). Dessa forma, quando ocorre a ativagdo do complexo (Figura
3) a proteina G sofre alteracBes conformacionais substituindo a molécula de GDP
pelo GTP (Guanosina Trifosfato), e promovendo a ativagao da subunidade G, que se
dissocia e move-se em direcdo a adenilil-ciclase e canais de calcio para propagar a
sinalizacao (SHORE; MOORE, 2003).
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Figura 5 — Transdugao de sinal pelo receptor B-adrenérgico. Ligacdo da adrenalina ao

receptor com ativacdo da adenilil-ciclase. Fonte: Nelson e Cox, 2014.

1.3.2 Sinalizacéo B2-adrenérgica em epitélio alveolar
Quando a adelinil-ciclase é ativada ha a formacdo de AMP (Monofosfato de

adenosina) ciclico que ativa PKA (Proteina-cinase A) promovendo o relaxamento da
musculatura por meio dos efeitos provocados nos canais de K*, Na*/K* ATPase,
sequestro de calcio e sensibilizacdo da miosina e formacéo de inositol trifosfato (IP3)
(SHORE; MOORE, 2003). A ativacdo do receptor aumenta o transporte de sédio
ativo nos alvéolos, por meio de up regulation do canal de sddio epitelial (ENaC) e
proteina reguladora da condutancia transmembrana da fibrose cistica (CFTR), assim
como as bombas Na'/K* ATPase. A ativacdo do receptor também aumenta a
liberacdo de B-catenina e surfactante, o que pode ser importante no curso de

processos inflamatorios no microambiente pulmonar (MUTLU; FACTOR, 2008).

1.4 A importancia dos receptores B2-adrenérgicos naregulacédo imune
O corpo necessita de manter o equilibrio homeostatico. O sistema imune atua

de modo que esse balangco seja restaurado mediante lesdes como infeccoes,
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doengas autoimunes, alergias e o surgimento de células mutagénicas, por exemplo.
E fundamental que a sua atuacdo seja coordenada de forma sistémica para
resolucdo do processo patogénico. Um dos mecanismos chave que coordenam as
acOes da resposta imune é o0 SNS. Desse modo, o parénquima dos orgaos linfoides
€ inervado principalmente por neurdnios simpaticos que liberam noradrenalina
nesses sitios poucas horas apds o reconhecimento de antigenos (SANDERS, 2012).
Além disso, foi demonstrado que os receptores adrenérgicos, abrangendo o 2-AR
sao expressos em diferentes células do sistema imune como células B e T, células
dendriticas e macréfagos e participam da imunorregulagdo (KOLMUS et al., 2015).
Segundo Wu e colaboradores (2018), a expressao de 2-AR € predominante
tanto em células T humanas quanto em murinas quando comparada com outros
tipos de células imunes. Ainda, estudos sugerem que células T citotoxicas (T CD8%)
expressam niveis significativos do receptor em comparacdo as células T auxiliares
(T CD4*). Dessa forma, quando ha ativagédo de B2-AR o percentual de interferon-y
(IFN-y) de células T citotoxicas é significativamente menor do que o IFN-y de células
T auxiliares. Ainda, o nimero de B2-AR esta elevado em T CD8* de memdria
guando comparado as células naive, sendo mais sensiveis a estimulacdo de
catecolaminas e diminuindo a producédo de citocinas. Dessa forma, um dos efeitos
primarios de tratamentos imunorreguladores, que buscam ativar f2-AR consiste na
inibicdo da producdo de citocinas e capacidade efetora de células T CD8*, bem
como na atividade de células NK (natural killer) que também expressam CD8. E,
tratando-se de células T, foi sugerido que a estimulacdo de p2-AR provoca a
diminuicdo a producéo de interleucina-2 (IL-2), IFN-y, mas ndo impacta na producao
de IL-4 em células murinas. Por outro lado, em células T humanas a ativacao do
receptor induz a producdo de IL-2 e facilita a diferenciacdo em células Th2,
promovendo o balan¢o Th1/TH2 durante processos inflamatorios (SANDERS, 2012).
Além disso, analises de cortes histolégicos do baco de camundongos com
deficiéncia de norepinefrina indicaram menor proliferagdo nos centros germinativos
quando comparados a camundongos com niveis normais de norepinefrina. E
importante salientar que esses centros sao fundamentais para produgcao de 1gG1l
(Imunoglobulina G subclasse 1), de modo que, tais isotipos sdo importantes no
combate a antigenos bacterianos como o Streptococcus pneumoniae. Corroborando
com esses achados, na analise fenotipica desses animais foi observada a

diminuicdo na expressdo de CD86, molécula envolvida na formacdo do centro
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germinativo. Ainda, normalmente células B ndo ativadas expressam pequenos niveis
de CD86, que tendem a aumentar apdés a exposicdo ao antigeno e ligacdes
cruzadas no seu receptor. Entretanto, a expresséo € potencializada na presenca de
agonista de B2-AR e permite maior interacao dessas células com as células Th2, por
meio da interacdo CD86-CD28, resultando em células Th2 ativadas e aumentando a
secrecéo de IL-4 (SANDERS, 2012).

As células dendriticas expressam tanto receptores o-adrenérgicos quanto (-
adrenérgicos. Entretanto, o 2-AR € o receptor que apresenta efeitos priméarios na
producdo de citocinas e apresentacdo de antigenos nesse tipo celular. Existem
trabalhos demonstrando que células dendriticas indiferenciadas tratadas com um
isoproterenol (agonista) reduzem a expressao de CD86 e moléculas do complexo de
histocompatibilidade de classe Il (MHC-II), aumentam o englobamento de antigenos
e a producdo de interleucina-10 (IL-10), e ainda, impedem a ativacao de células T e
a secrecdao de citocinas pré-inflamatérias. Também, ha evidéncias de que a ativacao
de B2-AR por norepinefrina induz a migracdo das células dendriticas para 6rgaos do
sistema imune, mas reduz a capacidade de apresentacdo de antigenos para
ativacao das células T (WU et al., 2018).

E se tratando de mondcitos/macrofagos humanos a ativagdo do [(2-AR
normalmente resulta em efeitos anti-inflamatérios, inibindo a producao de espécies
reativas de oxigénio, reducdo da fagocitose e inibicdo da inducdo da resposta do
macréfago induzida por LPS. Assim, os macrofagos sao polarizados para M2 e
promovem a expresséo de citocinas do tipo 2, como IL-6 e TGF-, de modo que, ao
mesmo tempo reduz a expressdo de citocinas pré-infamatorias como o TNF-a
(MARINO; COSENTINO, 2011).
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2 JUSTIFICATIVA
Ainda que fundamentais na elucidacdo do papel fisiologico de B2-AR, bem

como suas aplicagbes enquanto alvo farmacolégico, os estudos encontrados na
literatura ndo exploraram o papel desse receptor no contexto de infeccdo pelo virus
influenza, principalmente quando o tecido pulmonar é tomado como principal sitio de
infeccdo. Desse modo, € importante destacar que nesse 6rgao cerca de 90% dos
receptores adrenérgicos estdo localizados nos alvéolos e, embora estejam
distribuidos uniformemente, ha um predominio de aproximadamente 70% de B2-AR
gue, sdo expressos tanto em células alveolares do tipo | quanto do tipo Il. Nesse
cenario o B2-AR pode ter um papel primordial na interacéo estabelecida entre o SNS
e o sistema imune. Alguns trabalhos sustentam essa hipétese, demonstrando a
expressao do B2-AR em diferentes células do sistema imune como linfocitos B e T,
células dendriticas e macrofagos e que sua ativacdo pode modular suas acoes.
Além disso, a sinalizacdo adrenérgica por meio do p2-AR no processo patoldgico
viral deve ser inicialmente compreendida para sustentar novos estudos, 0 que pode
ser feito com modelos murino, visando o entendimento da modulacdo imunoldgica
mediada pelo receptor durante a infeccdo em pacientes de risco, como asmaticos e

alérgicos que fazem uso de agonistas adrenérgicos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar a relevancia e a integracdo da sinaliza¢do adrenérgica e o sistema

imune por meio do receptor 32 adrenérgico durante infec¢do pelo virus influenza A

adaptado a camundongo.

3.2 Objetivos especificos

Analisar a influéncia do 2-AR em parametros respiratérios de camundongos
infectados;

Determinar o perfil de células imunes no lavado broncoalveolar de
camundongos infectados, knockout ou n&o para 2-AR;

Avaliar o papel do B2-AR na susceptibilidade e sobrevivéncia de
camundongos infectados pelo virus influenza.



27

4 METODOLOGIA
4.1 Preparacao do estoque viral

4.1.1 Cultivo celular
Células MDCK (Madin-Darby canine kidney cells) foram cultivadas em meio

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) completo com alta concentracdo de
glicose (DMEM High Glucose, 4500 mg/L, SIGMA) contendo 3,7g/L de bicarbonato
de sodio (SIGMA), 50mg/L de HEPES (SIGMA) e 10 mL/L da solucdo de antibioticos
estreptomicina e penicilina (SIGMA), pH 7,2. O meio foi suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SFB) (GIBCO) e a cultura celular mantida em estufa a 37°C e 5%
de CO..

4.1.2 Amplificagéo viral
Para obter o estoque semente e 0 estoque trabalho do virus A/PR8/34,

inicialmente realizamos duas clonagens sucessivas por diluicdo limite em células
MDCK. Para esse fim, o virus foi diluido em série em meio DMEM com baixa
concentracdo de glicose (DMEM Low Glucose, 1000 mg/L, SIGMA) e 10 mL/L da
solucdo de antibidticos estreptomicina e penicilina (SIGMA), pH 7,2. Duzentos
microlitros de cada diluicdo foram utilizados na infeccdo de monocamadas sub-
confluentes de células MDCK (8x10° células/placa de 24 cavidades). Apés 1 hora de
adsorcao, a 37°C e 5% CO2, foram adicionados 800 uL de Meio de Amplificacdo
(DMEM Low Gluocose suplementado com 0,3 % de BSA (SIGMA), 4 ug/ml de
tripsina TPCK (SIGMA), pH 7,2) em cada poco. As placas foram incubadas durante
72 horas a 37°C em uma estufa com 5% de CO2. Os sobrenadantes dos pocos de
cultura celular correspondentes as maiores diluicbes nas quais observamos efeito
citopatico foram coletadas. Os sobrenadantes foram clarificados por centrifugacéo a
baixa velocidade (150 x g, 5 minutos) em centrifuga refrigerada e congelados a -
80°C.

Para preparacdo do estoque trabalho, placas de 96 cavidades contendo
monocamadas sub-confluentes de MDCK (8x10* células/poco) foram infectadas com
0s sobrenadantes de segunda ampliacdo (diluidos 1.000 vezes). Um volume de 100

ML de suspensdo viral diluida foi adicionada a cada poco da placa de cultura. A
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adsorc¢do foi realizada durante 1 hora a 37°C e 5% CO2. Apés esse intervalo, foram
acrescentados 100uL de Meio de Amplificacdo (DMEM Low Gluocose suplementado
com 0,3 % de BSA (SIGMA), 4 ug/ml de tripsina TPCK (SIGMA), pH 7,2). Os
sobrenadantes foram coletados ap6s 72 horas, quando se observou o efeito
citopatico em pelo menos 75% da area da monocamada celular. Os sobrenadantes
foram clarificados por centrifugacdo a baixa velocidade (150 x g, 5 minutos) em
centrifuga refrigerada e congelados a -80°C. O Estoque Trabalho foi purificado por
ultracentrifugacao (100.000 x g, 4 °C, 2 h) em colch&o sacarose 20% em PBS estéril.

O virus foi re-solubilizado em PBS também estéril, aliquotado e titulado.

4.2 Manutencgao dos animais
Camundongos C57BL/6 e B2 Knockout (KO), de 8 a 12 semanas de idade,

machos e fémeas foram adquiridos junto ao Biotério de Producédo (BIOP) do Instituto
René Rachou. Esses animais utilizados nos experimentos descritos a seguir foram
monitorados duas vezes ao dia, durante toda a execucado dos experimentos. Durante
o trabalho foi feito um programa de enriquecimento ambiental, a fim de minimizar o

stress e garantir o bem estar animal.

4.3 Inoculagéo viral em animais
Camundongos C57BL/6 machos e B2 KO de 7 ou 8 semanas foram

anestesiados por via intra-peritoneal (IP) com Ketamina 100 mg/kg e Xilazina 10
mg/kg misturados na mesma seringa. Essa mistura foi preparada a partir de
solugdes comerciais de cloridrato de ketamina (10%) e cloridrato de xilazina (2%)
disponiveis no Biotério de Experimentacdo do IRR, as quais foram diluidas em PBS.
A solucédo anestésica foi injetada na cavidade peritoneal, no quadrante inferior direito
do abdome com o animal contido pelo dorso. O tamanho das agulhas utilizadas foi
de 25 x 0,5 mm. A profundidade anestésica foi avaliada por meio da presenca ou
auséncia de sinais como reflexo da cauda, reflexo palpebral e corneal e das
frequéncias cardiaca e respiratoria. Nove camundongos C57BL/6 e oito 2 KO
receberam por via intranasal uma dose subletal do virus A/PR8/34, diluidos em 40
puL de PBS e os respectivos controles (cinco animais) receberam o mesmo volume
de PBS.
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4.4 Avaliacdo da mecanica respiratoria
Seis dias apos a inoculacao viral os camundongos foram anestesiados com

uma injecado subcutanea de Ketamina (8,5 mg/kg) e Xilazina (130 mg/kg) para
manter a respiracdo espontanea durante a anestesia. O tamanho das agulhas
utilizadas foi de 25 x 0,5 mm. A profundidade anestésica foi avaliada por meio da
presenca ou auséncia de sinais como reflexo da cauda, reflexo palpebral e corneal e
das frequéncias cardiaca e respiratéria. Os camundongos anestesiados foram
desinfectados com solucdo de etanol 70% para incisdo na pele e separacdo da
glandula submaxilar e a camada muscular que o recobria. Foi realizado um corte
entre dois anéis de cartilagem da traqueia em seu ter¢co superior proximo a laringe
para adequada insercdo da canula (1,7 mm) e adequagdo na camara, com
superficie aquecida, para manter a temperatura corpérea, no pletismografo acoplado
ao software que usa a pressdo negativa para impulsionar a expiracado forcada
(Forced Pulmonary Maneuver System®, Buxco Research Systems, Wilmington,
North Carolina USA) (NOGUEIRA et al., 2016). Durante o procedimento o animal foi
alinhando ao ventilador, garantindo que a canula traqueal estivesse no mesmo nivel
do ventilador para evitar oclusdo da canula ou torcdo traqueal. Esse experimento
mensurou diretamente o fluxo de ar e presséo pulmonar para computar a resisténcia
e complacéncia pulmonar dos grupos experimentais. Esse protocolo foi realizado no
laboratério de Fisiologia Pulmonar sob supervisdo do Dr. Remo de Castro Russo

gue possui amplo conhecimento na técnica.

4.5 Coleta de lavado bronco alveolar (BALF - bronchoalveolar lavage fluid)
O BALF foi coletado apds exposicado da traqueia para canulacdo por meio da

introducé&o de uma céanula (1,7 mm) acoplada em uma seringa de 1,0 mL lavando-se
os pulmdes duas vezes com 1 mL de PBS gelado. O liquido recuperado foi mantido
no gelo até centrifugacdo (180 x g por 10 minutos a 4 °C) (GARCIA et al., 2010). O
pellet de células foi utilizado para contagem total e diferencial de leucocitos

conforme descrito a seguir.

4.5.1 Contagem diferencial de leucocitos
Apos a centrifugacao as células foram ressuspendidas em uma solucao estéril

de PBS contendo 3% de BSA. Em seguida 10 yL da suspensao foram diluidos em

90 pL de Azul de Tripan para contagem em Camara de Neubauer. Em seguida, um
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volume da suspensao correspondente a 5.000 eventos foi pipetado e posteriormente
adicionou-se 100 pL da solucdo de BSA 3% e todo o conteudo foi dispensado no
suporte contendo a lamina e o papel de filtro. Em seguida esse conjunto foi
centrifugado a 50 x g por 5 minutos e ao término da secagem por 16 horas
(overnight) as laminas foram coradas com eosina e hematoxilina para contagem

celular. As células foram diferenciadas entre macrofagos, neutréfilos e linfocitos.

4.5.2 Mensuracdo de proteinas no BALF
Os niveis de proteinas totais foram mensurados no BALF usando-se o kit Bio-

Rad Protein Assay®, conforme instrugcdes do fabricante. O ensaio é fundamentado
no método de Bradford, de modo que foram adicionados 20 yL da amostra em 180
pL do reagente. Apos 5 minutos de incubacéo os valores de absorbancia foram lidos
em espectrofotdmetro (595 nm) e comparados com a curva padréo. A curva padréo
foi preparada a partir da diluicdo seriada (1:2) de BSA, onde o primeiro ponto da

curva tinha concentracéo de 2 mg/mL e o ultimo ponto 0,063 mg/mL.

4.6 Avaliacdo da carga viral nos pulmdes
Inicialmente o camundongo sob anestesia foi posicionado em decubito dorsal

e utilizou-se etanol 70% para realizar a assepsia da regido toracica. Com o auxilio
de uma pinca e tesoura cirargica estéril foi realizada a incisdo na regido do
mediastino. Apds a retirada da porcdo anterior da caixa toracica, a perfusdo do
pulméo foi realizada pela inje¢cdo de 5,0 mL de PBS estéril pelo atrio direito do
animal. Em seguida o lobo superior esquerdo do pulmdo foi coletado para
determinacdo da carga viral. O tecido pulmonar foi macerado (50 hertz por 2
minutos) em PBS respeitando a proporcdo de 10 uL/mg de tecido e centrifugado por
10 min a 6.500 g a 4 °C. O sobrenadante foi diluido sucessivamente em meio DMEM
Low Glucose. Em seguida, as monocamadas de células MDCK em placas de cultura
(seis pocos) foram infectadas com 400 pL das diluicbes e incubadas em estufa com
CO2 durante uma hora para adsor¢ao. Apos esse tempo, foram adicionados 4 mL de
meio de cultura DMEM Low Glucose suplementado com 0,3% de BSA, 2ug/mL de
tripsina e 1% de agarose. As placas foram incubadas a 37°C e 5% de CO2 por 72

horas. Apoés a incubacao as placas foram fixadas com uma solucdo de formaldeido e
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coradas com cristal violeta para visualizacdo e contagem das placas de lise

formadas na monocamada.

4.7 Sobrevivéncia e peso
Oito camundongos C57BL/6 e B2 KO receberam por via intranasal o indculo

de 250 PFU do virus A/PR8/34, diluidos em 40 uL de PBS e os respectivos controles
(cinco animais) receberam o mesmo volume de PBS conforme os procedimentos de
contengdo e anestesia descritos anteriormente. A mortalidade e o peso dos animais
foram acompanhados por 21 dias. Os animais que perderam mais de 25% do peso
corporal, foram inoculados por via IP com uma dose letal dos anestésicos Ketamina
e Xilazina.

O estabelecimento desse “endpoint” se justifica pelo fato de que os
camundongos sao capazes de sobreviver a infeccdo pelo virus influenza, mesmo
quando a perda de peso € significativa (NOBS et al., 2016). E importante salientar
gue outros sinais clinicos foram observados em camundongos com virus influenza.
Eles incluem: pelo ericado, hipotermia, andar encurvado, anorexia e, nos casos mais

graves, letargia e dificuldade respiratoria.

4.8 Anédlise estatistica
Os resultados foram representados como média erro padréo da média (EMP).

As diferencas foram avaliadas por comparacdo por meio da analise de variancia
(ANOVA)utilizando-se o teste de Kruskal-Wallis seguido de pds-teste de Dunn. Os
resultados foram apresentados com * p < 0,05, ** para p < 0,01 e *** para p < 0,001
guando comparados aos grupos nao infectados ou quando comparados entre 0s
grupos assinalados ( — ). O teste de LogRank foi utilizado para comprar a
sobrevivéncia dos camundongos. Os graficos foram construidos no software
GraphPad PRISM 5.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacdo da mecanica pulmonar
Com o objetivo de elucidar o papel do receptor 2 durante a infeccéo pelo

virus influenza, alguns parédmetros respiratérios foram mensurados no sexto dia
apos a infeccao, por meio de manobras que exercem presséo negativa, contribuindo
para a expiracdo forcada do animal. Dessa forma, ap0s mensurar a resisténcia e
complacéncia dinamica outros parametros puderam ser obtidos de forma direta ou
indireta, de modo que eles podem ser correlacionados com estado patolégico dos
grupos em estudo. Os resultados obtidos da analise de resisténcia pulmonar
indicaram que os animais 2 KO infectados apresentaram maior resisténcia (1,275
cm H20 x sec/mL), quando comparados aos animais C57BL/6 também infectados
(0,973 cm H20 x sec/mL) (Figura 3A).Por outro lado, nao foi observada diferenca na
resisténcia pulmonar entre os animais 2 KO e C57BL/6 n&o infectados (grupos
controle), que apresentaram 0,717 e 0,706 cm H20 x sec/mL, respectivamente. Em
relacdo a variacdo da resisténcia pulmonar (Figura 3B), foi observado diferenca
estatisticamente significativa entre os camundongos 32 KO infectados, que possuem
variacdo de 0,373 cm H20 x sec/mL, em relagdo aos animais C57BL/6 infectados
(0,240 cm H20 x sec/mL). Resultado similar foi observado entre os animais 2 KO
infectados, quando comparados aos animais 2 KO e C57BL/6 nédo infectados, que
apresentaram 0,076 e 0,129 cm H20 x sec/mL.

A complacéncia também é um dos parametros comumente utilizado para a
avaliacdo da mecéanica pulmonar, de modo que, permite avaliar a elasticidade do
orgdo. Foi possivel observar que os grupos infectados apresentaram menor
complacéncia (2 KO:0,0158 cm H20 x sec/mL; C57BL/6: 0,022 cm H20 x sec/mL)
em relacdo aos grupos nao infectados (B2 KO: 0,0384 cm H20 x sec/mL;
C57BL/6:0,041 cm H20 x sec/mL) (Figura 3C). Além disso, também foi possivel
observar que a redugdo da complacéncia no grupo B2 KO infectado foi mais
pronunciada no grupo C57BL/6 (p<0,5). Os dados obtidos na avaliacdo da
mecanica pulmonar dos animais demonstraram que o grupo de animais B2 KO
infectados apresentaram menor capacidade vital forcada (CVF) (0,771 mL) quando

comparado ao grupo de animais C57BL/6 também infectados (0,899 mL) (Figura
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3D). Além disso, os valores encontrados para os grupos infectados se mostraram
menores que o0s valores encontrados para os animais nao infectados, 2 KO e
C57BL/6, que apresentaram 1,1308 e 1,127 mL, respectivamente.

Ao aferir o volume pulmonar por minuto, também ficou constatado que os
pulmdes dos camundongos B2 KO infectados apresentaram menor volume (24,170
mL/min) quando comparado aos camundongos C57BL/6 infectados (30,324 mL/min)
(Figura 3E). Resultado similar foi observado quando se comparou 0s animais
infectados aos seus respectivos grupos controle, 2 KO (35,844 mL/min) e C57BL/6
(37,401 mL/min). Do mesmo modo, os dados do volume expiratério forcado (Figura
3F) apresentaram tendéncia semelhante, onde quando infectados, o grupo 32 KO
demonstra volume expiratorio de 0,685 mL e o grupo C57BL/6 0,827 mL.
Igualmente, os grupos controles apresentam maior volume expiratério, 1,033 e 1,044
mL, para B2 KO e C57BL/6, respectivamente. Por fim, quando foi analisada a razéo
entre o volume expiratério forcado e a capacidade vital forcada (indice Tiffeneau-
Pinelli) (Figura 3G) foi visto que os animais 2 KO infectados possuem razao de
0,825, reduzida quando comparada a razao de 0,893 dos animais C57BL/6 também
infectados e, também em comparag¢do aos animais nao infectados, 0,955 e 0,975,
para 32 KO e C57BL/6.

Desta forma, nosso conjunto de dados sugerem que durante a infeccao pelo
virus influenza os camundongos B2 KO apresentam maior comprometimento das

funcdes respiratorias.
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Figura 6 - Avaliacdo da mecéanica pulmonar de camundongos infectados com virus
influenza. Grupos de oito animais 2 KO e C57BL/6 infectados com 250 PFU do virus
A/PR8/34 (FLU) e seus respectivos grupos controle (PBS) tiveram a funcdo mecéanica
pulmonar avaliadas no 6° dpi. Os parémetros avaliados foram a) resisténcia pulmonar, b) A
resisténcia pulmonar, d) capacidade vital forcada, €) volume pulmonar, f) volume expiratorio
forcado e g) indice Tiffeneau-Pinelli. O teste de Kruskal-Wallis foi aplicado seguido de pés-teste
de Dunn. Os resultados apresentam a média £+ EPM e foram representados com * p < 0,05, ** para p
< 0,01 e *** para p < 0,001 quando comparados aos grupos néo infectados ou quando comparados

entre 0s grupos assinaladges (
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5.2 Contagem diferencial de leucécitos no BALF
As células recuperadas no lavado broncoalveolar foram diferenciadas entre

macrofagos, neutrdéfilos e linfécitos apos coloracdo HE e observacdo em microscépio
optico. Conforme esperado, a contagem total de leucécitos (Figura 4A) estava
aumentada nos grupos infectados, quando comparados com seus respectivos
grupos controle (p<0,01). Foi possivel observar nivel de celularidade similar entre os
grupos infectados, onde o grupo de animais B2 KO apresentaram 11,41 células x
10°/mL e o grupo de animais C57BL/6 apresentaram 12,53 células x 105mL. Do
mesmo modo, 0S grupos controles, também apresentaram contagem de celular
semelhante.

A contagem do numero de macréfagos presentes no BALF demonstrou um
aumento dessa subpopulacao celular durante a infeccao por influenza, tanto para os
animais B2 KO quanto para os C57BL/6 (Figura 4B).

Embora néo tenha sido observada diferenca na contagem total de leucdcitos,
foi possivel observar diferencas estatisticamente significativas em relacdo as
subpopulagdes de leucdcitos. Animais 2 KO apresentaram redugao da populagao
de neutrofilos (Figura 4C), quando comparado aos camundongos C57BL/6 também
infectados 3,72 x 10%/mL e 6,07 x 10°%/mL, respectivamente. Por outro lado, conforme
pode ser observado na Figura 4D, os animais 32 KO infectados apresentaram um
aumento de 3,5 vezes na contagem de linfocitos, em relacdo ao grupo C57BL/6
infectado (0,14 X 10%/mL vs. 0,04 x 10%/mL).
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Figura 7 - Contagem diferencial de leuc6citos no BALF de camundongos infectados
com virus influenza. Grupos de oito animais 2 KO e C57BL/6 infectados com 250 PFU do
virus A/PR8/34 (FLU) e seus respectivos grupos controle (PBS) tiveram o BALF coletado no
6 dpi. A contagem total de leucdcitos (a) foi diferenciada em macroéfagos (b), neutréfilos (c) e
linfécitos (d). O teste de Kruskal-Wallis foi aplicado seguido de pdés-teste de Dunn. Os resultados
apresentam a média + EPM e foram representados com * p < 0,05 e ** para p < 0,01 quando
comparados aos grupos nao infectados ou quando comparados entre os grupos assinalados (—).

5.3 Mensuracdao de proteinas no BALF

Proteinas foram mensuradas pelo método de Bradford em amostras
clarificadas do BALF coletado no sexto dia apos a infeccéo, tanto para 0s grupos
infectados com A/PR/8/34 quanto para os seus respectivos controles nao infectados
(PBS). A mensuragdo das proteinas demonstrou que o exsudato recuperado do
grupo B2 KO infectado tem maior quantidade de proteinas com concentragao média
de 1,37 mg/mL, quando comparado ao grupo C57BL/6 também infectado, com

concentracdo meédia de 0,90 mg/mL (Figura 5).
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Figura 8 - Total de proteinas mensuradas no BALF de camundongos infectados com
virus influenza. Grupos de oito animais 2 KO e C57BL/6 infectados com 250 PFU do virus
A/PR8/34 (FLU) e seus respectivos grupos controle (PBS) tiveram o BALF coletado no 6°
dpi. As proteinas foram mensuradas pelo método de Bradford em amostras clarificadas. O
teste de Kruskal-Wallis foi aplicado seguido de pds-teste de Dunn. Os resultados apresentam a média
+ EPM e foram representados com * p < 0,05, ** para p < 0,01 e *** para p < 0,001 quando
comparados aos grupos nao infectados ou quando comparados entre 0s grupes-assinalados ().

Por outro lado, conforme esperado, n&o foi observada diferenga significativa
entre os grupos controles, inoculados apenas com PBS, que apresentaram niveis
basais de proteinas (0,23 e 0,17 mg/mL, para os animais p2 KO e C57BL/6,

respectivamente).

5.4 Carga viral pulmonar, curva de sobrevivéncia e peso
Os animais infectados foram anestesiados conforme descrito na secao de

metodologia, e em seguida foi realizada a perfusdo e coleta dos pulmdes dos
camundongos. Os pulmdes foram entdo macerados em PBS e diluicdes seriadas do
sobrenadante foram tituladas em monocamada de células MDCK, sob agarose (1%).
O resultado da titulacdo evidenciou que néo houve diferenca entre a carga viral dos
grupos B2 KO e C57BL/6 infectados no 6° dpi (Figura 6A). Do mesmo modo, foi
observado que os animais infectados ndo apresentaram diferenga significativa em
relacdo a perda de peso. A perda de peso iniciou-se no segundo dia apds a infeccao
e se acentuou a partir do terceiro dia apos a infecgéo (Figura 6B).

Em paralelo, acompanhamos a sobrevivéncia e perda de peso de animais 2
KO e C57BL/6 (Figuras 6C e 6D) infectados com a dose de 250 PFU do virus
A/PR8/34, durante 21 dias. Em relacdo a sobrevivéncia dos animais, foi possivel

observar que os animais 2 KO sdo mais susceptiveis a infeccido pelo virus
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influenza, visto que, todos os animais do grupo C57BL/6 sobreviveram a infeccao e
37,5% dos animais 2 KO morreram.

Apesar da diferenca na taxa de sobrevivéncia dos grupos infectados pelo
virus influenza, os camundongos ndo apresentaram diferenca no peso corporeo.
Ambos os grupos infectados apresentaram perda de peso em relagdo aos seus
respectivos grupos controle. Essa perda de peso iniciou-se no terceiro dia apos a
infeccio com perda crescente até o décimo dia apés a infeccédo. E possivel notar
que a partir do décimo primeiro dia os grupos infectados comecaram a recuperar 0
peso perdido (Figura 4D). Deste modo, os dados apresentados sugerem que 0S

animais 2 KO sucumbem mais rapido quando infectados.
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Figura 9 - Carga viral e curva de sobrevivéncia de camundongos infectados com virus
influenza. a) Grupos de oito animais 2 KO e C57BL/6 infectados com 250 PFU do virus
A/PR8/34 (FLU) e seus respectivos grupos controle (PBS) tiveram o pulméao coletado no 6°
dpi, apos processamento a carga viral foi quantificada em titulacdo por placa de lise em
monocamadas de células MDCK sob agarose. b) O peso dos mesmos animais citados
anteriormente foi acompanhado até o momento da eutanasia (6 dpi), c) e d) Grupos de oito
animais B2 KO e C57BL/6 infectados com 250 PFU do virus A/PR8/34 (FLU) e seus
respectivos grupos controle (PBS) tiveram a sobrevivéncia e perda de peso acompanhados
por 21 dias O teste de Kruskal-Wallis foi aplicado seguido de pés-teste de Dunn. Os resultados

apresentam a média + EPM e foram representados com * p < 0,05, ** para p < 0,01 e *** para p <
0,001 quando comparados aos grupos néo infectados.
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6 DISCUSSAO
Estima-se que anualmente o virus influenza provoque de 3 a 5 milhdes de

infec¢cdes clinicas graves e seja responsavel por 250.000 a 500.000 6bitos no mundo
(SANDT et al.,, 2012). A infeccédo pelo virus acarreta uma doenca cuja gravidade
pode variar desde infeccbes assintomaticas, passando por infecgcbes do trato
respiratorio inferior, cuja evolucdo é frequentemente fatal. Nesse sentindo, é
importante salientar que a gravidade das infec¢des pelo virus influenza esta tanto
relacionada a fatores de viruléncia virais, dentre os quais aqueles relacionados as
proteinas HA, PB2 e NS quanto aqueles ligados ao hospedeiro, mais
especificamente a resposta excessiva ou desbalanceada do sistema imunoldgico
(KUIKEN et al, 2012). Dentre os fatores ligados ao hospedeiro também se destaca o
papel do Sistema Nervoso Simpatico que de certo modo pode regular o sistema
imune por meio dos receptores adrenérgicos.

Ainda, especificamente nos alvéolos ha 90% dos receptores adrenérgicos do
pulmao, com predominio de 70% dos receptores B2-AR (MUTLU e FACTOR, 2008).
Segundo Irvin e Bates (2003), a capacidade pulmonar total de um camundongo
chega a cerca de 1,0 mL e o seu parénquima ocupa aproximadamente 18% do
orgdo. Desse modo, avaliar as funcfes pulmonares, no contexto de infeccdo por um
virus respiratorio, na presenca e auséncia do receptor $2-AR mostra-se fundamental
para elucidar o papel do receptor durante a ventilacao.

Avaliamos as funcbes pulmonares em animais anestesiados e
traqueostomizados que, embora invasivo, € um método classico, acurado, sensivel e
especifico para monitoramento de parametros respiratérios mecanicos (GLAAB et al,
2007). Nossos resultados demonstraram que os camundongos 2 KO desenvolvem
maior resisténcia pulmonar (1,275 cm H20 x sec/mL) e que eles apresentam maior
variacdo na presenca da infeccdo por influenza. A resisténcia pulmonar é
caracterizada pela resisténcia do trato respiratorio a passagem do ar e € dada pela
diferenca de presséo de ar sobre o volume do fluxo de ar (GLAAB et al, 2007).
Devos e colaboradores (2017), desenvolveram modelos de lesGes pulmonares,
como asma, fibrose e enfisema em camundongos BALB/c e encontraram valores de
resisténcia inferiores a 0,4 cm H20 x sec/mL.

Utilizando esses modelos, os autores também avaliaram a complacéncia e
demonstram com 0s modelos propostos que as complacéncias encontradas para as

respectivas lesdes ficaram entre 0,03 e 0,09 cm H20/mL. Em nosso estudo, os



40

camundongos 2 KO infectados apresentaram complacéncia de 0,0158 cm H20 x
sec/mL. Segundo Nelson e Cox (2014), a complacéncia pulmonar € definida pelo
grau de extensdo dos pulmbes por cada unidade de aumento da pressao
transpulmonar. Desse modo, a complacéncia é determinada por forcas elasticas do
tecido pulmonar propriamente dito e forgas provocadas pela tensédo superficial do
liqguido que reveste as paredes internas dos alvéolos e outros compartimentos
pulmonares.

Assim, a quantificacdo de proteinas no lavado broncoalveolar vdo de encontro
ao exposto anteriormente, demonstrando que os animais infectados possuem maior
concentracdo de proteinas no liquido recuperado que 0s grupos controles e, ainda
os animais B2 KO infectados (1,37 mg/mL) tem o exsudato significativamente mais
concentrado que os animais C57BL/6 (0,90 mg/mL). Sabendo que a concentragcao
de solutos no liquido pulmonar interfere na tensao superficial, desfazendo a interface
entre liquido alveolar e o ar no interior do alvéolo, os valores da dosagem de
proteinas suportam os resultados de complacéncia, por contribuir com a anulagéo
das forcas elasticas provocadas por essa tensdo. Além disso, sabe-se que o
receptor 2-AR participa de importantes vias de sinalizacdo e ativagcado no tecido
pulmonar que resultam na atuacdo de canais ibnicos e producdo de substancias
surfactantes (MUTLU e FACTOR, 2008). Consequentemente, os fatores citados
anteriormente apresentam maior impacto na complacéncia, por representarem dois
tercos das forcas exercidas na elasticidade pulmonar, uma vez que a elasticidade
tecidual propriamente dita, relacionada ao estiramento e desdobramento das fibras
de elastina e colageno presentes no 6rgdo que correspondem a apenas um terco
das forcas elasticas do pulméo (NELSON e COX, 2014).

Também avaliamos a capacidade vital forcada, uma manobra respiratéria que
se d& em inspirar 0 maximo possivel, seguido da expiracdo o mais rapidamente e
profundamente possivel. Essa grandeza é resultante da soma entre o volume de
reserva inspiratorio, o volume corrente e o volume de reserva expiratorio (COSTA e
JAMAMI, 2001). Nossos resultados demonstraram que a CVF dos camundongos 32
KO na presenca do virus influenza (0,771 mL) é significativamente menor do que o
seu respectivo grupo controle e os animais C57BL/6 também infectados, sugerindo
gue esses animais tiveram reducgao tanto na capacidade total de expelir o ar, quanto

na capacidade de encher os pulmfes até sua expansdo maxima. Para efeito
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comparativo, Devos e colaboradores (2017) mostraram que a CVF em modelos
induzidos de asma e enfisema esta entre 1,0 e 2,0 mL.

Nessa perspectiva, como esperado, o volume pulmonar do grupo B2 KO
infectado é menor que o0 grupo controle e esta reduzido em comparacdo com 0
grupo C57BL/6 infectado, o que pode ser justificado pelo aumento da resisténcia,
reducdo da complacéncia e consequentemente da CVF. Ainda, mensuramos o
Volume Expiratorio Forcado nos primeiros 50 milissegundos, que representa o
volume maximo que o0 animal consegue expirar nesse periodo. Esse valor
corresponde ao fluxo aéreo da maior parte das vias aéreas, especialmente aquelas
de calibre maior (COSTA; JAMAMI, 2001). Desse modo, podemos inferir que o fluxo
aéreo das estruturas mais calibrosas tem maior comprometimento durante a
infeccdo por influenza na auséncia do receptor 2-AR quando comparado ao fluxo
de ar de animais B2 KO né&o infectados que, de maneira geral, ndo apresentam
comprometimento das funcbes pulmonares e ndo se mostram significativamente
diferentes dos camundongos C57BL/6 sem infeccdo. Para finalizar a avaliacédo
mecéanica pulmonar calculamos o indice de Tiffeneau-Pinelli. O valor resultante do
calculo corresponde a fracdo do Volume Expiratério Forcado em relacdo a CVF.
Dessa forma, observamos que entre os animais infectados, apenas o grupo B2 KO
apresentou o indice reduzido quando comparado ao grupo controle.

Apés analisar a mecanica pulmonar, o BALF foi coletado no 6 dpi e
processado para contagem diferencial de leucocitos. Esta estabelecido na literatura
qgue a infeccdo pelo virus influenza resulta em danos epiteliais e aumento da
susceptibilidade a infeccbes bacterianas. O reconhecimento do patégeno pelos
receptores de reconhecimento padrdo provoca a ativacdo de cascatas de
sinalizacdo antiviral que culminam na producdo de citocinas e quimiocinas para
ativar e recrutar células do sistema imune para o sitio de infecgcdo (SANDT et al,
2012). A contagem total de leucécitos revelou que ndo ha diferenca na quantidade
de leucdcitos no liquido recuperado tanto dos animais 2 KO quanto C57BL/6 na
presenca da infeccdo, ndo obstante o fato de que a presenca de leucocitos tenha
sido maior do que na auséncia da infeccdo em seus respectivos controles.

Do mesmo modo, a contagem diferencial demonstrou tendéncia semelhante
para a quantidade de macrofagos presentes no BALF, ndo havendo diferenga na

quantificacdo de macrofagos nos grupos infectados, mas, essa populacdo se mostra
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aumentada quando comparada a contagem nos grupos controles. Durante a
homeostase os macréfagos estdo quiescentes e produzem niveis relativamente
baixos de citocinas e suprimem a ativacdo do sistema imune inato. Entretanto,
quando induzido por células infectadas na fase aguda da infeccdo pelo virus
influenza eles s&@o ativados e iniciam a resposta pro-inflamatéria. Ainda, o0s
macréfagos sédo fundamentais na contengéo da infec¢cdo como fagocitos e regulagéo
da resposta imune adaptativa. No entanto, a atividade exacerbada dessas células no
sitio da infeccéo pode provocar lesdes no tecido em funcdo da producéo excessiva
de 6xido nitrico (BATES, 2016; CHEN et al, 2018).

Por outro lado, nossos resultados demonstram reducdo da populacdo de
neutréfilos em camundongos infectados na auséncia do f2-AR, quando comparado
aos animais C57BL/6 infectados. Assim como o0s macrofagos os neutréfilos
desempenham papel importante na resposta imune inata, atuando no inicio da
infeccdo, principalmente como fagécitos (NUSSING et al, 2018). Kim e
colaboradores (2014), demonstraram em modelo murino que a administracdo de
catecolaminas e, consequentemente a estimulacéo adrenérgica resulta na regulacéo
e migracdo persistente de neutrofilos para areas de inflamacdo. Desse modo,
acreditamos que a reducdo da populacdo de neutrofilos encontrada esteja
fortemente relacionada com a auséncia do receptor 32.

Além disso, demonstramos que os linfocitos estdo significativamente
aumentados nos camundongos B2 KO infectados em comparacao ao grupo controle
e ao grupo C57BL/6 infectado. Alguns trabalhos sugeriram que as catecolaminas
estdo envolvidas na ativacdo e proliferacdo de linfécitos pela modulacdo da
condutancia de canais de potassio. Além disso, as catecolaminas e a ativacdo do
receptor f2-AR estdo envolvidas na regulacdo da proliferacao de células T induzida
por mitbgenos, que normalmente estd acompanhada do aumento do cAMP. E
importante ressaltar que a resposta proliferativa de células T CD8 é inibida de forma
mais extensa quando comparadas com as células T CD4 porque presumivelmente
as células T CD8 expressam maior numero de receptores p2-AR (ILIA et al, 2000;
CHEN et al, 2018). Além disso, a atividade de células NK também & comprometida,
uma vez, que essas celulas também expressam a molécula CD8 (WU et al, 2018).

Por fim, o acompanhamento da sobrevivéncia e perda de peso dos grupos
experimentais demonstrou que ndo ha diferenca significativa entre a perda e

recuperacdo de peso dos animais 2 KO e C57BL/6 infectados, e que do mesmo



43

7

modo, ndo é observada diferengca na carga viral no 6 dpi entre esses grupos,
embora, a mortalidade tenha sido maior nos animais 2 KO, evidenciando que na
auséncia do receptor B2-AR ou da sua ativacdo durante a infec¢do a infeccéo pelo
virus influenza os animais sucumbem mais rapido, aparentemente pela exacerbacao
do processo inflamatorio, aumento de linfocitos e reducdo de neutrdfilos,

acarretando em maior comprometimento das fun¢des ventilatorias dos pulmdes.
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7 CONCLUSAO
Os achados obtidos sdo sugestivos de que o B2-AR néo é critico, ainda que

seja relevante para mecanismos de ventilagdo pulmonar, mas possuem papel
importante no recrutamento de células do sistema imune durante a resposta
inflamatoria no tecido pulmonar durante infeccdo pelo virus influenza. Estudos mais
aprofundados serdo necessarios para avaliar a interacdo e regulacdo do sistema
imune pelo B2-AR.
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