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SCACCO, Gustavo. Avaliacédo do estresse agudo de Restricdo no recrutamento
de neutroéfilos para a cavidade peritoneal na vigéncia do processo inflamatorio
induzido por carragenina: 2019. 53 f. Dissertagdo de Mestrado (Programa
multiéntrico em Ciéncias Fisiologicas) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2020.

RESUMO

O estresse representa um dos maiores problemas de saude e produtividade.
Eventos estressantes causam alteracdes autonbmicas e neuroenddcrinas,
promovendo inUmeras consequéncias emocionais, comportamentais,
cardiovasculares e imunoldgicas. Um numero crescente de estudos tem focado na
importancia da ativacdo de receptores beta-adrenérgicos no controle da resposta
imunoldgica, uma vez que a ativacdo desses receptores presentes em células do
sistema imune inato esté relacionada a a¢des anti-inflamatérias. Contudo, a relacao
entre estresse agudo de restricdo e recrutamento de neutréfilos para o foco
inflamatorio ndo esta totalmente elucidada. Desta maneira, 0 presente estudo
objetivou determinar o efeito do estresse agudo de restricdo na migragao de
neutroéfilos para a cavidade peritoneal induzida pela administracdo de carragenina e
0 envolvimento dos receptores beta-adrenérgicos neste processo. Foram utilizados
camundongos machos adultos Swiss com oito semanas. Os animais foram preé-
tratados com propranolol 5 mg/kg por via subcutéanea (s.c.), antagonista dos
receptores (1 e [Pz-adrenérgicos, ou Atenolol 20 mg/kg/s.c., antagonista dos
receptores Bi-adrenérgicos, 30 minutos antes da restricdo. Para induzir o estresse
agudo de restricdo, os animais foram colocados em tubo cénico de centrifuga de 50
mL com ventilagdo por 2 horas. Apds, essas 2 horas, o processo inflamatorio foi
induzido pela administracao intraperitoneal de carragenina 500 ug/cavidade. Apés 4
horas de administracdo de carragenina, a migracdo de leucdcitos, neutréfilos e
células mononucleares, a producdo de anion superoxido e o6xido nitrico foi
determinada a partir do lavado peritoneal. Os resultados foram apresentados como
média = erro padrdo da média (EPM). Diferencas entre os grupos foram avaliadas
pela analise de variancia de uma via (One-Way ANOVA) seguido do teste de Tukey.
Foram consideradas diferencas significativas para p<0,05. Todos os experimentos
foram realizados apo0s aprovacdo da comissao de ética no uso de animais sob o
namero 14993.2018.74/2018. Nossos resultados demonstram que o estresse agudo
de restricdo promoveu efeito modulador no sistema imunolégico inato, pois houve
reducao da producao de anion superoxido, migracdo de leucdcitos totais, neutrofilos,
células mononucleares para a cavidade peritoneal induzida por carragenina e
aumento de Oxido nitrico. Além disso, verificamos também que o tratamento com
propranolol antes dos camundongos serem submetidos ao estresse agudo de
restricdo preveniu a alteracdo desses parametros. Por outro lado, o atenolol ndo foi
capaz de promover o mesmo efeito. Desta forma, nossos dados sugerem que o
estresse agudo por restricdo reduz a producdo de anion superdxido e induz
aumento de 6xido nitrico promovendo a reducdo do recrutamento neutréfilos para o
foco inflamatério e consequentemente aumento da suscetibilidade a infeccdes e
esse efeito é mediado pela ativacdo de receptores (32 — adrenérgicos, pois o pré
tratamento com propranolol evitou a reducéo do recrutamento dos neutrofilos.

Palavras-chave: resposta inflamatoria; estresse; neutrofilo; restricao fisica; receptor
beta - adrenérgico.
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ABSTRACT

Stress represents one of the biggest health and productivity problems. Stressful
events promote autonomic and neuroendocrine changes, promoting numerous
emotional, behavioral, cardiovascular and immunological consequences. An
increasing number of studies focus on the importance of activating beta-adrenergic
receptors in the control of the immune response, since the activation of these
receptors present in cells of the immune system is being evaluated by anti-
inflammatory actions. However, a relationship between acute restriction stress and
recruitment of neutrophils to the inflammatory focus is not fully elucidated. Thus, the
present study aims to determine the effect of restriction acute stress on the neutrophil
migration to the peritoneal cavity induced by the administration of carrageenan and
the involvement of beta-adrenergic receptors in this process. Male Swiss adult mice
(8 weeks) were used. The animals were pre-treated with propranolol 5 mg/kg
subcutaneously (s.c.), antagonist of B1 and 2-adrenergic receptors, or Atenolol 20
mg/kg/s.c. for blocking B1-adrenergic receptors. Thirty minutes after, the acute
restraint stress was induced. Mice were placed in a 50mL centrifuge conical tube with
ventilation for 2 hours. After this period, the inflammatory process was induced by
intraperitoneal administration of carrageenan 500 pg/cavity. The recruitment of
leukocytes, neutrophils, mononuclear cells, the production of superoxide anion and
nitric oxide were determined in the peritoneal exudate 4 hours after the carrageenan
administration. The results were presented as mean + SEM. Differences between
groups were assessed by one-way analysis of variance (One-Way ANOVA) followed
by the Tukey test. Significant differences were considered for p <0.05. All
experiments were carried out after approval by the ethics committee on the use of
animals under number 14993.2018.74 / 2018. Our results demonstrate that acute
restriction stress promoted a negative modulatory effect on the innate immune
system, through the reduction in the production of superoxide anion, migration of
total leukocytes, neutrophils, mononuclear cells to the peritoneal cavity induced by
carrageenan and increased nitric oxide. In addition, we also found that treatment with
propranolol before the mice were subjected to acute restriction stress prevented the
alteration of these parameters. On the other hand, atenolol was not able to promote
the same effect. Thus, our data suggest that acute restriction stress reduces the
production of superoxide anion and induces an increase in nitric oxide promoting a
reduction in neutrophil recruitment for the inflammatory focus and, consequently, an
increase in susceptibility to infections and this effect is mediated by the activation of
receptors B2 - adrenergics, because pretreatment with propranolol prevented the
reduction of neutrophil recruitment.

Key-words: inflammatory response; stress; neutrophil; physical restraint; beta -
adrenergic receptor.
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1. INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais do estresse

O Transtorno de Estresse Agudo (TEA) é caracterizado pelo desenvolvimento
de sintomas que duram de trés dias a um més aplds a exposicdo a um ou mais
eventos traumaticos. Os sintomas apresentam-se de forma individualizada, podendo
ser um quadro dissociativo ou de distanciamento associado a reatividade emocional
ou fisiolégica, contudo, a principal resposta apresentada é um estado de ansiedade
(APA, 2014).

A prevaléncia do TEA varia de acordo com a natureza do evento, podendo
ser identificado em menos de 20% dos casos apOs eventos traumaticos que nao
envolvem agresséo interpessoal, em 13 a 21% dos acidentes automobilisticos, em
14% das lesdes cerebrais traumaticas leves, em 19% dos furtos, em 10% das
gueimaduras graves, em 6 a 12% dos acidentes industriais e, em 20 a 50% apos
eventos traumaticos interpessoais, incluindo assalto, estupro e testemunho de
tiroteio em lugar publico (APA, 2014). Dados demonstram que, apenas nos Estados
Unidos, o estresse impacta de forma negativa mais de 50% da populacéo, sendo
gue em um periodo de 26 anos houve aumento entre 10% e 30% na taxa de
incidéncia, e os custos gerados de forma direta e indireta sdo de aproximadamente
300 bilhdes de ddlares por ano (FINK, 2016). No Brasil, estima-se que essas
despesas representam 3,5% do PIB anual (QUICK et al., 2009).

Hans Selye caracterizou conceito de estresse com base em seus estudos que
descreveram uma triade patoldgica composta de aumento da adrenal, ulceracdes
gastrointestinais e involucdo do timo, provocada por diferentes agentes estressores.
Assim, Selye definiu o estresse como uma resposta inespecifica do organismo a
gualquer demanda e, que a triade patoldgica seria resultado da exposicdo a
gualquer agente estressor (SELYE, 1936; SELYE, 1959; SELYE, 1973). Selye
considerou ainda o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HHA) como o eixo principal da
resposta ao estresse (SELYE, 1950). No entanto, dados demonstram que diferentes
estressores e diferentes tempos de exposicdo ao estimulo estressante
desencadeiam respostas neuroendocrinas heterogéneas. Por exemplo, estressores
fisicos, como perda de sangue e trauma, ativam rapidamente o tronco cerebral e as

regides hipotalamicas, enquanto que estressores psicolégicos, como vergonha
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social, envolvem principalmente mediadores de estresse em regiées do cérebro que

preservam a emoc&o, como a amigdala e a regifo frontal (JOELS ; BARAM 2009).

Um estimulo estressor atua em diversas regides cerebrais, incluindo, entre
outras, o locus coeruleus, o nucleo paraventricular hipotalamico, a amigdala e o
hipocampo (PACAK; PALKOVITS, 2001). Essas regides cerebrais regulam a
resposta ao estresse, induzindo ou inibindo o aumento da atividade do sistema
nervoso autdnomo (SNA) e do eixo HHA. Desta forma, primeiro, o agente estressor
€ percebido por sistemas sensoriais cerebrais, 0s quais avaliam e comparam o
desafio estressante com o estado existente e as experiéncias prévias do organismo.
Segundo, a deteccdo do desafio estressante leva a ativacdo do sistema nervoso
autbnomo simpatico (SNAS), com liberacdo de noradrenalina nas terminagdes
nervosas simpaticas, bem como de adrenalina e noradrenalina da medula adrenal. A
liberagédo de catecolaminas leva ao aumento do débito cardiaco, da presséo arterial
e aumento dos niveis de glicose circulante (LOURES et al., 2002). Terceiro, ocorre a
ativacao do eixo HHA que resulta na producéao e liberacéo de glicocorticoides (GCs),
como o cortisol no homem e peixes, e corticosterona em roedores pelo cortex da
adrenal. Niveis elevados de GCs levam a adaptacdo do organismo ao estresse
(STEPTOE et al., 2012; FINK, 2016).

Estimulos estressantes promovem alteracdes autonémicas, neuroenddcrinas
e geram inUmeras consequéncias emocionais e comportamentais, como ansiedade,
medo, depressao, alteracbes cardiovasculares e a desordem do estresse pos-
traumatico, que s6 nos Estados Unidos afeta mais de 7 milhdes de individuos (LAM
et al., 1995; KAEHLER et al., 2000; KNUEPFER et al., 2001; VAN DEN BUUSE et
al., 2001; FINK, 2016). Ademais, o sistema imunoldgico também €& profundamente
impactado pelo estresse. Estudos realizados por Solomon e Moss demonstraram, na
década de 60, uma importante relacdo entre o sistema imunoldégico e o humor,
introduzindo o conceito de que as emoc¢des poderiam influenciar no desenvolvimento
de doencas e da necessidade de entender a influéncia do SNC no sistema
imunoldgico inato (SOLOMON & MOSS, 1964).

No entanto, estudos tém demonstrado a existéncia de comunicacdo
bidirecional do sistema imunolégico com o SNC (MCCUSKER; KELLEY, 2013;
QUAN, 2014). A ativacao de fibras nervosas sensoriais e a agao direta de citocinas

em receptores presentes nos Orgaos circunventriculares transmitem sinais para o
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SNC, que regulam a imunidade (VIDA et al., 2011; BANKS, 2015). O eixo HHA é a
mais conhecida via de regulagdo neuroimune, pela qual o SNC modula a resposta
inflamatoria através da liberacdo de GCs (IMURA & FUKATA, 1994). No entanto, 0s
estudos recentes tém focado na importancia da ativacdo de receptores adrenérgicos
no controle da resposta imune, uma vez que a ativacdo desses receptores esta
relacionada com acdes anti-inflamatorias, principalmente via inibicdo da atividade de
neutrdfilos (SPENGLER et al., 1994; HASKO et al., 1998; SELENYI et al., 2000;
MERT et al., 2014; SILVA et al., 2016).

1.2. Receptores beta-adrenérgicos e modulacdo do recrutamento de
neutrofilos.

Nos estagios iniciais de diversos processos inflamatorios, incluindo infec¢des
por fungos, virus e bactérias, a célula predominante e primeiramente recrutada ao
sitio inflamatorio € o neutrdfilo. A migracdo de neutrofilos durante a resposta
inflamatoria resulta principalmente da producéo e liberacdo, por células residentes,
como macrofagos e células dendriticas, de citocinas e quimiocinas. A liberacdo
destes mediadores resulta em aumento nas interacdes entre os neutréfilos e as
células endoteliais, promovendo a migracao destes leucocitos a favor do gradiente
de concentracdo entre a area lesada e as vénulas pos-capilares (MEDZHITOV,
2010). Uma vez presentes os neutrofilos no sitio inflamatério, estes sao capazes de
fagocitar, destruir e degradar os microrganismos. Desta forma, o recrutamento de
neutrofilos durante o processo infeccioso € crucial para o controle deste evento
(ALVES-FILHO et al., 2008; McDONALD et al., 2010). No entanto, a ocorréncia de
uma resposta inflamatéria exacerbada gera efeitos deletérios e indesejaveis. Uma
vez que os neutrofilos liberam enzimas proteoliticas e espécies reativas de oxigénio
(ROS) e nitrogénio, as quais contribuem para lesdo tecidual e consequente
disfuncéo de 6rgaos (MEDZHITOV, 2008).

Diversas células do sistema imunolégico inato, como neutréfilos, macréfagos,
células natural killer, expressam receptores tanto alfa quanto beta adrenérgicos
(KAVELAARS, 2002; KOLMUS et al., 2015). Dados da literatura mostram que a
ativacdo de receptores beta-adrenérgicos promove reducéo, in vivo, da producéo de
citocinas induzidas por LPS e carragenina (SZELENY!I et al., 2000; VIDA et al., 2011,
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SILVA et al., 2016) e, diminui a producédo de citocinas de macrofagos estimulados
com LPS (SPENGLER et al., 1994; HASKO et al, 1998). Além disso, foi
demonstrado in vitro que a ativacdo de receptores beta-adrenérgicos potencializou a
producdo de 6xido nitrico induzido por lipopolissacarideo em macrofagos (CHI et al.,
2003). Ademais, estudos posteriores mostraram que o aumento da producéo de NO
durante a inflamacdo aguda esté relacionado com a diminui¢cdo do recrutamento de
neutréfilos através da reducao da inducdo da expressdo de moléculas de adeséo no
endotélio como a ICAM-1 e da dessensibilizacdo e internalizacdo do receptor
guimiotaxico CXCR2, receptor expresso na superficie dos neutréfilos e fundamental
para o recrutamento de leucdcitos para o sitio da inflamacdo (DAL SECCO et al.
2003; DAL SECCO et al. 2006; DAL SECCO et al. 2010).

Outrossim, também foi demonstrado que a ativacdo de receptores beta-
adrenérgicos reduzem a expressao da molécula de adesdo CD11b na superficie de
neutrofilos, responsavel pela adesao do neutrdéfilo ao endotélio e, diminui a producéo
de ROS induzida por N-Formylmethionyl-leucyl-phenylalanine (fMLP) (SCANZO et
al., 2015). Recentemente, Lopes e colaboradores demonstraram que o pré-
tratamento de camundongos com isoproterenol, agonista nao seletivo dos
receptores beta adrenérgicos, promove reducao na producdo de TNF-a, IL-1, IL-6 e
KC/CXCL1 induzidos por carragenina e, consequente diminuicdo do recrutamento
de neutrdfilos para o foco inflamatorio. Os autores também demonstraram que o pré-
tratamento dos animais com propranolol, antagonista dos receptores beta
adrenérgicos nao seletivo, reverteu a reducdo do recrutamento de neutrofilos

induzida pelo isoproterenol para o sitio da inflamacéo (SILVA et al., 2016).

1.3 Associacdo entre o estresse agudo, o sistema nervoso simpatico e o
recrutamento de neutroéfilos

Dados da literatura sugerem que o estresse agudo modula negativamente o
sistema imunolégico e isto gera implicagdes, como o aumento da susceptibilidade a
infeccbes (CAO et al.,, 2003; AVITSUR et al.,, 2006). No entanto, dados que
demonstrem o papel do estresse agudo no recrutamento de neutréfilos na vigéncia
do processo inflamatério sdo escassos. Uma vez que o estresse agudo leva a
ativacdo do SNAS e, sabendo que a ativagcdo de receptores beta-adrenérgicos

correlaciona-se com redugdo do recrutamento de neutréfilos na vigéncia do
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processo inflamatoério, o presente estudo buscou caracterizar o potencial efeito
modulador negativo do estresse agudo no recrutamento de neutrofilos para o foco
inflamatério, bem como a participagdo dos receptores beta-adrenérgicos nesse

Processo.

O modelo de estresse agudo utilizado foi o de restricdo. O estresse agudo por
restricdo é um modelo experimental onde hd a presenca de um estimulo aversivo
inescapavel, que consiste em colocar o animal em um tubo plastico ou metélico, o
gual restringe os movimentos do animal (CONTI et al., 2001). O estresse agudo por
restricdo promove alteracbes comportamentais ansiogénicas imediatas e tardias
(PADOVAN et al.,, 2000; REIS et al.,, 2011), sendo um importante modelo de
estresse psicologico (GLAVIN et al., 1994) e, neste modelo, ha ativacdo do SNAS e
do eixo HHA (CORDELLINI & VASSILIEFF, 1998; GAGLIANO et al., 2008).

O recrutamento de neutréfilos para a cavidade peritoneal foi induzido pela
administracdo de carragenina, o qual é mediado principalmente pela producédo de
TNF-a, interleucina-1 B, interleucina-6, KC/CXCL1 e inducdo da expressdo de
moléculas de adesdo (DOZEN et al., 1989; UTSUNOMIYA et al., 1991; FREITAS et
al., 2006; NAPIMOGA et al., 2008; SILVA et al., 2016).

Cabe ressaltar que, apesar dos dados encontrados na literatura
demonstrarem que a ativacdo de receptores beta-adrenérgicos promovam reducao
do recrutamento de neutrofilos frente ao estimulo inflamatorio, ainda faltam estudos
demonstrando a relacdo entre o estresse agudo de restricdo, a ativacao do sistema
nervoso simpatico e a modulacdo do recrutamento de neutréfilos na vigéncia do
processo inflamatorio. Deste modo, fica evidente a necessidade de estudos que

explorem essa relagéo.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais

Determinar se o0 estresse agudo por restricio promove reducdo do
recrutamento de neutréfilos na vigéncia do processo inflamatério e, se essa
modulagdo negativa do recrutamento de neutréfilos para o sitio da inflamagéo é

decorrente da ativacdo de receptores beta-adrenérgicos.

2.2. Objetivos Especificos

e Avaliar o efeito do estresse agudo de restricdo na modulacdo do recrutamento
de neutrofilos para a cavidade peritoneal durante o processo inflamatoério

induzido pela administracao de carragenina,

e Determinar se 0 estresse agudo de restricdo interfere na sintese e/ou
liberacdo do anion superéxido e oxido nitrico durante o processo inflamatério

agudo;

e Avaliar se o bloqueio dos receptores beta-adrenérgicos reverte o efeito do

estresse agudo no recrutamento de neutroéfilos para o foco da inflamacéao;

e Determinar o papel do bloqueio dos receptores beta-adrenérgicos na sintese
el/ou liberacdo do anion superoxido e 6xido nitrico durante o estresse agudo

de restricdo na vigéncia do processo inflamatorio agudo.
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ABSTRACT

Stress represents one of the biggest health and productivity problems. Stressful
events promote autonomic and neuroendocrine changes, promoting numerous
emotional, behavioral, cardiovascular and immunological consequences. An
increasing number of studies focus on the importance of activating beta-adrenergic
receptors in the control of the immune response, since the activation of these
receptors present in cells of the immune system is being evaluated by anti-
inflammatory actions. However, a relationship between acute restriction stress and
recruitment of neutrophils to the inflammatory focus is not fully elucidated. Thus, the
present study aims to determine the effect of restriction acute stress on the neutrophil
migration to the peritoneal cavity induced by the administration of carrageenan and
the involvement of beta-adrenergic receptors in this process. Male Swiss adult mice
(8 weeks) were used. The animals were pre-treated with propranolol 5 mg/kg
subcutaneously (s.c.), antagonist of B1 and B2-adrenergic receptors, or Atenolol 20
mg/kg/s.c. for blocking B1-adrenergic receptors. Thirty minutes after, the acute
restraint stress was induced. Mice were placed in a 50mL centrifuge conical tube with
ventilation for 2 hours. After this period, the inflammatory process was induced by
intraperitoneal administration of carrageenan 500 pg/cavity. The recruitment of
leukocytes, neutrophils, mononuclear cells, the production of superoxide anion and
nitric oxide were determined in the peritoneal exudate 4 hours after the carrageenan
administration. The results were presented as mean + SEM. Differences between
groups were assessed by one-way analysis of variance (One-Way ANOVA) followed
by the Tukey test. Significant differences were considered for p <0.05. All
experiments were carried out after approval by the ethics committee on the use of
animals under number 14993.2018.74 / 2018. Our results demonstrate that acute
restriction stress promoted a negative modulatory effect on the innate immune
system, through the reduction in the production of superoxide anion, migration of
total leukocytes, neutrophils, mononuclear cells to the peritoneal cavity induced by
carrageenan and increased nitric oxide. In addition, we also found that treatment with
propranolol before the mice were subjected to acute restriction stress prevented the
alteration of these parameters. On the other hand, atenolol was not able to promote
the same effect. Thus, our data suggest that acute restriction stress reduces the
production of superoxide anion and induces an increase in nitric oxide promoting a
reduction in neutrophil recruitment for the inflammatory focus and, consequently, an
increase in susceptibility to infections and this effect is mediated by the activation of
receptors B2 - adrenergics, because pretreatment with propranolol prevented the
reduction of neutrophil recruitment.

Key-words: Inflammatory response; stress; Neutrophil;, physical restraint; Beta -
adrenergic receptor.
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4. INTRODUCAO

A inflamacdo aguda é uma resposta inata desencadeada por ataques
deletérios, como infeccbes e lesdes teciduais. Nas primeiras etapas da resposta
inflamatdria, o neutrdfilo € a primeira célula recrutada para o local da inflamacéo,
esta etapa ocorre principalmente pela liberagéo, por células residentes, de citocinas
e fatores quimiotaxicos como os mediadores lipidicos, fragmentos do sistema
complemento, quimiocinas que induzem a expressdo de moléculas de adesao [1].
No sitio inflamatério, os neutréfilos sédo capazes de fagocitar, destruir e degradar os
microrganismos. Desta forma, o recrutamento de neutrofilos durante o processo

infeccioso é crucial para o controle deste evento [2,3].

Estudos realizados na década de 60 constataram que o sistema imunoldgico
€ modulado negativamente pelo estresse, e esta relagdo estava ligada ao
aparecimento de doencas, sendo necessario compreender a influéncia do sistema
nervoso central sobre o sistema imune [4]. Um estimulo estressor atua em diversas
regides cerebrais modulando a atividade do sistema nervoso auténomo (SNA) e do
eixo Hipotalamo — Hipdfise — Adrenal (HHA). Desta forma, ocorre a ativacdo do
sistema nervoso autbnomo simpatico (SNAS), com liberacdo de noradrenalina nas
terminacdes nervosas simpaticas, bem como de adrenalina e noradrenalina na
medula adrenal e a ativacdo do eixo HHA que resulta na producéo e liberacdo de
glicocorticoides (GCs), como o cortisol no homem e peixes, e corticosterona em
roedores pelo cortex da adrenal. Niveis elevados de GCs levam a adaptacdo do

organismo ao estresse [5,6,7].

A liberacdo de glicocorticoides € o principal mecanismo de regulacdo
neuroimune pela qual o sistema nervoso central modula a resposta inflamatéria [8].
Contudo, a ativacdo de receptores adrenérgicos tem se mostrado uma importante
via no controle da resposta imune inata [8,9,10,11,12,13]. Diversas células do
sistema imune inato expressam receptores beta e alfa adrenérgicos como
macrofagos, células natural Killer e neutréfilos [14,15]. Ademais, dados da literatura
demonstram que a ativacdo de receptores adrenérgicos, especificamente beta,
modula negativamente o processo inflamatério [14,15]. Estudos mostram que a
ativacdo de receptores beta-adrenérgicos promove a reducdo da producdo de

citocinas por macréfagos, diminui a expressao de moléculas de adeséo na superficie
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de neutrdfilos e a producdo de especie reativa de oxigénio (EROSs) frente a estimulos
inflamatdrios [11,13,16,17].

Estudos in vitro também constataram que a ativacdo de receptores -
adrenérgicos por adrenalina e isoprenalina, um agonista $-adrenérgico nao seletivo,
reduz a producdo EROs e a quimiotaxia de neutréfilos estimulados por N-
Formylmethionyl-leucyl-phenylalanine (fMLP) e interleucina-8, e o bloqueio dos
receptores B-adrenérgicos, especialmente os receptores 3, foi capaz de prevenir a
reducdo da producdo de EROs e a reducdo da migracao de neutréfilos [17,18]. Além
disso, Chi e colaboradores demonstraram que a ativacdo desses receptores com
adrenalina e noradrenalina potencializou a producdo de 6xido nitrico induzido por
lipopolissacarideo em macrofagos [19]. Ademais, estudos posteriores mostraram
gue o aumento da producdo de NO durante a inflamacdo aguda esta relacionado
com a diminuicdo do recrutamento de neutrofilos através da reducédo da inducéo da
expressdo de moléculas de adesdo no endotélio, como a ICAM-1, e da
dessensibilizacédo e internalizacdo de receptores quimiotaxicos CXCR2, que estdo
expressos na superficie dos neutrofilos e sdo fundamentais para o recrutamento dos

neutrofilos para o sitio da inflamacéao [20,21,22].

Os dados apresentados na literatura até 0 momento demonstram que a
ativacdo de receptores beta-adrenérgicos presentes na superficie das células do
sistema imunolégico inato esta relacionada a reducdo da producédo de citocinas,
guimiocinas, expressao de moléculas de adesdo, quimiotaxia, "burst” oxidativo e
aumento na producédo de NO, promovendo a reducdo do recrutamento de neutrofilos
para o foco inflamatoério e, consequentemente, controle da resposta imunolégica e
efeitos anti-inflamatorios, resultados benéficos em patologias que tém por principio

uma resposta inflamatoria exacerbada [9,10,13,16,24].

Por outro lado, a reducdo da atividade do sistema imunoldgico gera
implicacbes como o0 aumento da susceptibilidade a infec¢cdes [24,25]. Estudos
recentes tém focado na importancia da ativacdo de receptores beta-adrenérgicos no
controle da resposta imunoldgica, uma vez que a ativacdo desses receptores esta
relacionada com ac¢des anti-inflamatorias, principalmente via inibicdo da atividade de
neutrofilos. No entanto, dados da literatura que demonstrem o papel do estresse
agudo no recrutamento de neutréfilos na vigéncia do processo inflamatério séo

escassos. Uma vez que o estresse agudo leva a ativagdo do SNAS e, sabendo que
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a ativacdo de receptores beta-adrenérgicos correlaciona-se com a redugcdo do
recrutamento de neutrofilos na vigéncia do processo inflamatério, faz se necessario
avaliar o potencial efeito modulador negativo do estresse agudo de restricdo no
recrutamento de neutréfilos para o foco inflamatorio, bem como investigar a
participacdo da ativacdo dos receptores beta-adrenérgicos nesse processo. Desta
forma, os resultados obtidos permitirdo o avan¢o no entendimento dos mecanismos

pelos quais o estresse impacta o sistema imunolégico inato.

5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos, com 8 semanas , provenientes
do Biotério Central da Universidade Estadual de Londrina. Os animais foram
mantidos no biotério do Departamento de Ciéncias fisiolégicas da Universidade
Estadual de Londrina, sob temperatura de 22 * 1 °C, ciclo 12h claro/ 12h escuro e
sem restricdo hidrica ou dietética. Os experimentos foram conduzidos de acordo
com a Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade de Londrina
(14993.2018.74/2018).

5.2. Drogas

Carragenina (500ug/cavidade peritoneal, inducéo do processo inflamatério) foi
adquirida da Sigma (St. Louis, MO, USA), propranolol (5mg/kg s.c, antagonista dos
receptores B, e B, adrenérgicos) adquirida da Changzhou Yabang Pharmaceutical
Co., LTD. (Jintan Qu, Changzhou Shi, Jiangsu Sheng, China), atenolol (20mg/kg s.c,
antagonista do receptor B; adrenérgico) adquirida da Ipca Laboratories Ltd.
(Maharashtra, india). Todas as drogas foram reconstituidas em solucéo salina 0,9%

e administrado 0,2mL/animal.

5.3. Protocolo de estresse agudo por restricao

O estresse foi induzido por meio da restricdo de movimentos, utilizando um
tubo conico para centrifugacdo (50 mL) com as duas extremidades fechadas, mas

contendo orificios nas extremidades para a passagem da cauda e para permitir a
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respiracdo do animal. E importante ressaltar que este modelo é indolor, sem
compressdo e nao gera hipertermia [26]. Os tubos permaneceram fixos sobre a
bancada com o apoio de fita adesiva. O modelo de estresse por restricdo foi o
agudo. Os camundongos foram submetidos a uma Unica sesséo de contencdo por
duas horas, realizada no periodo da manha entre 08:00 h e 10:00h, conforme
descrito por Sei e colaboradores [27]. Dados da literatura demonstram que o tempo
de contencgéo de 2 horas promove a ativagdo do SNAS e do eixo HHA [28].

5.4. Avaliagdo comportamental

O teste comportamental no Campo Aberto foi utilizado para avaliar se o
modelo utilizado provoca nos animais um comportamento ansiogénico simile. Esse
teste permite avaliar alteracbes nas atividades locomotora, ansiedade e na

capacidade exploratoria do animal [29,30,31,32].

O Teste no campo aberto foi realizado em uma arena circular de acordo com
os estudos de Lisboa e colaboradores [32]. Durante o teste, 0s animais
permaneceram por 5 minutos dentro do campo aberto e foram determinados a
distancia percorrida pelo animal e o tempo de permanéncia nas zonas centrais e
periféricas. A reducdo da permanéncia dos animais na zona central indica um
comportamento ansiogénico simile, mostrando que o método utilizado é eficaz para

a inducédo do estresse.
5.5. Inducéo do recrutamento de neutroéfilos para a cavidade peritoneal

A inducdo do processo inflamatério agudo foi realizado por meio de injecéo
intraperitoneal de carragenina na dose de 500ug/cavidade [13,33]. A carragenina foi

administrada apos os animais terem sido submetidos as 2 horas de restricéo.

5.6. Contagem total e diferencial de leuc6citos na cavidade peritoneal

A coleta do lavado peritoneal foi realizada 4 horas apés a administracao
intraperitoneal de carragenina. Os camundongos foram anestesiados com injecao
intraperitoneal de cetamina (100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) e a lavagem peritoneal

ocorreu com injecdo de 1,6 mL de solugdo salina tamponada com fosfato (PBS)
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contendo &cido etilenodiaminotetracético (EDTA) (1 mM), através de uma incisao
média no abdome sem danificar a musculatura. A contagem total de leucdcitos foi
realizada em camera de Neubauer, enquanto a contagem diferencial ocorreu através
de esfregacos corados pela coloracdo rapida panética (LaborClin; Produtos para
Laboratoério Ltda, Pinhais, PR, Brasil). A contagem foi realizada em microscopio
Optico em objetiva de imersao em 6leo (aumento de 1000x), diferenciando as células
mononucleares de neutrdéfilos, quantificando 100 células por lamina. Os resultados
foram obtidos em porcentagem de células contadas e expressos como numero de
neutréfilos x 10% mL. Apés a coleta do lavado peritoneal, os animais foram

eutanasiados com injecdo intraperitoneal de cetamina (300 mg/kg) e xilazina (30
mg/kg).

5.7 Avaliacdo da producéo do anion superoxido atraveés do ensaio de tetrazélio
nitroazul (NBT)

A quantificacdo de anion superoxido no homogenato do lavado peritoneal
total (1,6 mL PBS+EDTA) foi realizada através do ensaio de tetrazolio nitroazul
(NBT). Apos a coleta do lavado peritoneal, foram adicionados 50 pL de
homogeneizado com 100 uL de NBT ( 1mg/mL) na palca de 96 pocos e incubado a
37°C durante 1h. O sobrenadante foi removido e o precipitado formazano foi
solubilizado pela adicdo de 120 pL de KOH 2 M e 140 pL de DMSO. A reducéo do
NBT mensurada em espectrofotbmetro a 600 nm. Os valores foram ajustados
considerando 1 mL da amostra do lavado peritoneal e os dados foram apresentados
como reducao do NBT a 600 nm [34].

5.8 Quantificacdo da producéo de 6xido nitrico

A concentragdo de nitrito no exsudato peritoneal foi determinada pelo método
de Griess como um indicador da producdo de Oxido nitrico. Foram aliquotados
volume de 50 uL do exsudato e adicionado com 50 pL de reagente de Griess (1% de
sulfanilamida e 0,1% de N- (1-Natftil) etilenodiamina em acido ortofosforico (HsPO,) a
5%) em microplacas de 96 pocos. Apds 10 minutos de incubacdo a temperatura
ambiente, foi realizada a leitura da absorbancia. Uma curva de calibracéo foi feita
usando diluicbes de NaNO, e a absorvancia foi determinada a 550 nm em leitor de

microplacas [35].
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Os camundongos foram divididos em oito grupos experimentais com 5

animais em cada grupo e, os experimentos foram realizados em duplicata.

Propranolol 5 mg/kg
ou Atenolol 20 mg/kg

Camundongos T
Swiss machos

Coleta lavado peritoneal

subcuténeo (s.c.) & sangue
-2h oh 1~
‘L 4h

adultos
- 30 min

Com estresse ou
sem estresse de
restrigdo

Figura 1: Protocolo experimental

6. ANALISE ESTATISTICA

Carragenina 500
Mg/cavidade ou salina
0,2 mL cavidade
intraperitoneal (i.p.)

O software utilizado para as analises estatisticas dos dados foi GraphPrim

6.0. Os resultados foram apresentados como média * erro padrdo da média (EPM).

Diferencas entre os grupos foram avaliadas pela analise de variancia de uma via

(One-Way ANOVA) seguido do teste de Tukey; teste T Student ndo pareado (Campo

aberto). Foram consideradas diferencas significativas para p<0,05.
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7. RESULTADOS

7.1. Efeito do estresse agudo de restricdo no comportamento exploratério.

Os resultados indicam que os animais submetidos as sessfes de estresse
agudo por restricdo permaneceram menos tempo na area central durante o teste do
campo aberto quando comparados aos animais ndo submetidos a restricdo (Figura
2). Esse comportamento demonstrou que 0s animais apresentaram comportamento
ansiogénico simile e que o método de restricao foi efetivo, corroborando com os

resultados encontrados na literatura [28].
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Figura 2: Efeitos do estresse agudo de restricdo na atividade exploratéria na
regido central no teste de campo aberto. Os camundongos foram colocados no
tubo conico de centrifuga de 50 mL com ventilacdo por 2 horas. Apos o periodo de
restricdo, os camundongos foram colocados no teste de campo aberto por 300
segundos, e foi monitorado o tempo de permanéncia na regido central. Os
resultados sao expressos como as médias + EPM.(n=10 por grupo) **** p<0,0001 vs
sem estresse. (Teste t ndo pareado).
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7.2. Efeito do estresse agudo de restricdo no recrutamento de leucocitos
totais, neutrofilos e células mononucleares para a cavidade peritoneal
induzido por carragenina.

O proximo passo foi avaliar se o estresse induzido por restricdo seria capaz
de modular o recrutamento de leucdcitos totais, neutrdfilos e células mononucleares
induzido pela administragdo intraperitoneal de carragenina. Corroborando aos dados
da literatura, a administracédo intraperitoneal de carragenina promoveu aumento do
recrutamento de leucdcitos totais (Figura 3A), neutrofilos (Figura 3B) e células
mononucleares (Figura 3C) para a cavidade peritoneal dos animais que nao foram
submetidos ao estresse quando comparados aos animais que receberam apenas a
administracdo intraperitoneal de salina [13,33]. No entanto, os camundongos
submetidos ao estresse de restricdo apresentaram reducdo significativa no
recrutamento de leucdcitos totais, neutrofilos e células mononucleares para o foco
da inflamacdo induzida por carragenina quando comparados aos animais
submetidos ao mesmo estimulo inflamatério, mas na auséncia de estresse (Figura
3A, 3B e 3C).
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Figura 3: Efeito do estresse agudo de restricdo na migracdo de leucotcitos
totais, neutrofilos e células mononucleares na cavidade peritoneal induzido
por carragenina. Os camundongos foram colocados no tubo cénico de centrifuga
de 50 mL por 2 horas. Apds o periodo de restricdo, injetou-se carragenina (500
pg/cavidade) ou solucédo salina i.p. O recrutamento de leucdcitos totais (Figura 2A),
neutrofilos (Figura 2B) e células mononucleares (Figura 2C) foi determinado 4 horas
ap6s as administracBes intraperitoneais. Os resultados Sd0 expressos como as
médias + EPM (n= 8 a 14 por grupo experimental). **** p<0,0001 vs sem estresse +
salina i.p.; ™ p<0,0001; + p<0,05 vs sem estresse agudo + carragenina i.p.
(ANOVA, seguido pelo teste de Tukey).
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7.3. Efeito do pré-tratamento com propranolol no recrutamento de leucocitos
totais, neutréfilos e células mononucleares para cavidade peritoneal induzida
por carragenina nos animais submetidos ao estresse agudo de restricao.

Uma vez que o0 estresse agudo por restricdo promoveu reducdo do
recrutamento de neutrdfilos, leucdcitos totais e células mononucleares, o proximo
passo foi investigar se a ativacdo dos receptores 3-adrenérgicos estariam envolvidos
nesse processo.

Como demonstrado nas figuras 4A e 4B, o pré-tratamento com propranolol
nos animais que foram submetidos ao estresse de restricdo e receberam
carragenina i.p impediu a reducdo do recrutamento de leucdcitos totais e neutrdfilos
guando comparado ao grupo submetido ao estresse de restricdo e que receberam
carragenina i.p.. Em relagdo as células mononucleares (Figura 4C), houve
tendéncia na restauracdo da migracao, contudo, o resultado n&o foi estatisticamente

significativo.
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Figura 4: Efeito do pré-tratamento com propranolol no recrutamento de
leucécitos totais, neutrofilos e células mononucleares para cavidade
peritoneal induzida por carragenina no estresse agudo de restricdo. Os animais
foram pré-tratados, via subcutanea (s.c.), com propranolol 5 mg/kg ou salina. ApGs
30 minutos, os camundongos foram colocados no tubo cénico de centrifuga de 50
mL por 2 horas. Apos periodo de restricdo, injetou-se carragenina (500 pg/cavidade)
ou solucdo salina i.p. O recrutamento de leucdcitos totais (Figura 4A), neutrofilos
(Figura 4B) e células mononucleares (Figura 4C) foi determinado apds 4 horas. Os
resultados sdo expressos como as médias + EPM. (n= 8 a 15 por grupo
experimental). Painel A) *** p <0,0001 vs sem estresse + salina.; " p <0,0001 vs
sem estresse + carragenina i.p; * p <0,05 vs estresse + carragenina. Painel B) *** p
<0,0001 vs sem estresse + salina; " p <0,0001 vs sem estresse + carragenina; "
p<0,001 vs estresse + carragenina. Painel C) **** p<0,0001 vs sem estresse +
salina; (ANOVA, seguido pelo teste de Tukey).



38

7.4. Efeito do preé-tratamento com atenolol no recrutamento de leucécitos
totais, neutréfilos e células mononucleares para cavidade peritoneal induzido
por carragenina no estresse agudo de restri¢cao.

Visto que o pré-tratamento com antagonista ndo seletivo dos receptores ; e
B, atenuou a reducdo do recrutamento de leucdcitos totais e neutrofilos para a
cavidade peritoneal induzido por carragenina no estresse agudo de restricdo, nesta
fase do estudo, objetivamos determinar se a ativacado dos receptores 31 durante o
estresse estaria contribuindo com a reducao do recrutamento. Para isso, 0s animais
foram pré-tratados com atenolol (antagonista seletivo dos receptores (3;) na dose de
20mg/kg/s.c 30 minutos antes de serem submetidos ao estresse de restrigéo.

Os resultados obtidos mostraram que o pré-tratamento com atenolol nao
reverteu de forma significativa a reducédo da migracdo de leucécitos totais (Figura
5A), neutréfilos (Figura 5B) e células mononucleares (Figura 5C) em animais que
foram submetidos ao estresse de restricdo e receberam carragenina i.p., comparado
com animais que foram submetidos ao estresse de restricdo em vigéncia do
processo inflamatorio.

Esses resultados sugerem que a reducdo do recrutamento de neutroéfilos e
leucdcitos totais para o foco inflamatorio observado no estresse de restricdo €

decorrente da ativacdo dos receptores pBz-adrenérgicos.
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Figura 5: Efeito do pré-tratamento com atenolol no recrutamento de leucoécitos
totais, neutrofilos e células mononucleares para cavidade peritoneal induzido
por carragenina no estresse agudo de restricdo. Os animais foram pré-tratados,
via subcutanea (s.c.), com atenolol 20mg/kg. Apés 30 minutos, os camundongos
foram colocados no tubo conico de centrifuga de 50 mL por 2 horas. Apés o periodo
de restricdo, injetou-se carragenina (500 pg/cavidade) ou solucédo salina i.p. O
recrutamento de leucdcitos totais (Figura 5A), neutrofilos (Figura 5B) e células
mononucleares (Figura 5C) foram determinados apés 4 horas. Os resultados sao
expressos como as médias + EPM. (n= 4 a 15 por grupo experimental). Figura 4A e
4B) **** p<0,0001 vs sem estresse + salina i.p .; " p<0,0001 vs sem estresse +
carragenina; Figura 4C) **** p<0,0001 vs sem estresse + salina; * p<0,05 vs sem
estresse + carragenina; (ANOVA, seguido pelo teste de Tukey).
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7.5. Efeito do estresse agudo de restricdo e do pré-tratamento com propranolol
e atenolol no namero de leucécitos totais, neutréfilos e mondcitos circulantes
apo6s a administracédo de carragenina intraperitoneal.

Nesta etapa do estudo foi avaliado se o estresse agudo de restricdo poderia
reduzir o recrutamento de leucdcitos totais, neutrofilos e células mononucleares para
o foco inflamatoério por alterar o nimero leucdcitos circulantes e, se a ativagao de
receptores p-adrenérgicos poderia estar envolvido nesse processo.

Os resultados obtidos mostraram que o numero de leucdcitos totais,
neutréfilos e células mononucleares presentes no sangue (Figura 6A, 6B e 6C) nao
foi alterado pelo estresse de restricdo, assim como o pré-tratamento com propranolol

e atenolol ndo modificou esses parametros.
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Figura 6: Efeito do estresse agudo de restricdo e do pré-tratamento com
propranolol e atenolol nos niveis de leucécitos totais, neutrofilos e células
mononucleares circulantes ap6és a administracdo de carragenina
intraperitoneal. Os animais foram pré-tratados, via subcutdnea (s.c.), com
propranolol 5 mg/kg ou atenolol 20mg/kg. Apdés 30 minutos, os camundongos foram
colocados no tubo cénico de centrifuga de 50 mL por 2 horas. Apds o periodo de
restricdo, injetou-se carragenina (500 pg/cavidade) ou solucdo salina i.p.. Os
leucadcitos totais (Figura 6A), neutrofilos (Figura 6B) e células mononucleares (Figura
6C) presentes no sangue foram quantificados ap6s 4 horas da administracdo de
carragenina. Os resultados sdo expressos como as médias + EPM. Figura 6A, 6B e
6C). Nao houve diferenca significativa entre os grupos experimenntais (ANOVA,
seguido pelo teste de Tukey.
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7.6. Efeito do estresse agudo de restricdo e do pré-tratamento com propranolol
na producéo do anion superoxido no lavado peritoneal.

Os resultados encontrados (Figura 7) demonstram que 0s animais que
receberam carragenina i.p produziram mais anion superoxido no exsudato peritoneal
guando comparados com 0s animais que receberam salina i.p.. Além disso, o0s
animais que passaram pelo estresse agudo de restricdo e posteriormente
receberam carragenina i.p. apresentaram uma menor capacidade em produzir anion
superoxido quando comparados com animais que receberem carragenina i.p. € nao
foram submetidos ao estresse agudo de restricdo. O pré-tratamento com propranolol
nos animais que foram submetidos ao estresse de restricio e receberam
carragenina i.p impediu a reducdo da formacdo de anion superéxido quando
comparado ao grupo submetido ao estresse de restricdo e que receberam

carrageninai.p..
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Figura 7: Efeito do estresse agudo de restricdo e do pré-tratamento com
propranolol no metabolismo oxidativo na cavidade peritoneal. Os animais foram
pré-tratados, via subcutanea (s.c.), com propranolol 5 mg/kg. Apos 30 minutos, 0s
camundongos foram colocados no tubo cénico de centrifuga de 50 mL por 2 horas.
Apos periodo de restricdo, injetou-se carragenina (500 pg/cavidade) ou solucéo
salina i.p. O anion superoxido foi determinado ap6s 4 horas através do ensaio de
tetrazolio nitroazul (NBT). Os resultados sdo expressos como as médias tEPM. (n=
7 a 10 por grupo experimental). **** p<0,0001 vs sem estresse + salina; # p <0,05 vs
sem estresse + carragenina; + p<0,05 vs estresse + carragenina. (ANOVA, seguido
pelo teste de Tukey).
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7.7. Efeito do estresse agudo de restricdo e do pré-tratamento com propranolol
na producdo 6xido nitrico no exsudato peritoneal.

Os resultados obtidos demonstram que 0s animais que receberam
carragenina i.p. produziram mais nitrito no exsudato peritoneal quando comparados
com os animais que receberam salina i.p. (Figura 8). Além disso, 0s animais que
passaram pelo estresse agudo de restricdo e posteriormente receberam carragenina
i.p. produziram mais NO quando comparados com animais que receberem
carragenina i.p. e ndo foram submetidos ao estresse agudo de restricdo. O pré-
tratamento com propranolol nos animais que foram submetidos ao estresse de
restricdo e receberam carragenina i.p. impediu 0 aumento da formagédo de nitrito
guando comparado ao grupo submetido ao estresse de restricdo e que recebeu

carragenina i.p.

159 [ SemEstresse

Il Estresse 4
o
°
]
)
5
o 101 - =
=
E ++++
S
E 54 — —
Q
e
£
=z
0
' 1 Propranolol s.c.
! Salinaip. ' Carragenina i.p. !

Figura 8: Efeito do estresse agudo de restricdo e do pré-tratamento com
propranolol na producédo de nitrito na cavidade peritoneal. Os animais foram
pré-tratados, via subcutanea (s.c.), com propranolol 5 mg/kg. Apos 30 minutos, 0s
camundongos foram colocados no tubo cénico de centrifuga de 50 mL por 2 horas.
Apoés periodo de restricdo, injetou-se carragenina (500 pg/cavidade) ou solucéo
salina i.p.. O oOxido nitrico foi determinado apds 4 horas da administracdo de
carragenina através da quantificacdo de nitrito pelo ensaio de Griess. Os resultados
sdo expressos como as médias £EPM. (n= 7 a 10 por grupo experimental). * p<0,05
vs sem estresse + salina; ¥ p <0,05 vs sem estresse + carragenina; ~*** p<0,0001 vs
estresse + carragenina. (ANOVA, seguido pelo teste de Tukey).
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8. DISCUSSAO

O neutrdfilo € a principal e predominante célula recrutada para controlar os
processos infecciosos e inflamatérios agudos, uma vez no sitio infeccioso, estas
células realizam o processo de fagocitose, resultando na formag¢do de fagossomas
[1]. A eliminacdo dos patdgenos ocorre dentro dos fagolisossomas através da
liberacdo de enzimas lisossomais, como elastase e defensinas, espécies reativas de
oxigénio (EROs) e nitrogénio (RNS). Além da fagocitose, ha a liberacdo de NETs (do
inglés: neutrophil extracelular traps) que imobilizam os microrganismos e o0s
eliminam através da capacidade proteolitica [36]. Portanto, o recrutamento dos
neutrofilos e o perfeito funcionamento dos mecanismos de eliminacdo dos agentes
invasores sao fundamentais para manutencao da primeira linha de defesa, além de
evitar a instalacdo de processos infecciosos e promover a eliminacdo de agentes
desencadeantes da inflamacéo [37,38]. Contudo, sabe-se que véarios fatores podem
modificar as respostas imunoldgicas frente aos agentes invasores, dentre eles,
podemos destacar o0 estresse, que através da liberacdo dos glicorticoides modula
negativamente o processo inflamatorio [39,40]. Além disso, estudos tem destacado o
papel imunomodulador negativo das catecolaminas liberadas durante o estresse,
gue exercem seu efeito atravées da ligacdo aos receptores adrenérgicos
[41,42,43,44]

Neste contexto, a primeira etapa do presente estudo demonstrou que o
modelo de estresse agudo de restricdo utilizado foi efetivo, pois, através da
avaliacdo comportamental no teste de campo aberto, os animais submetidos ao
estresse de restricdo permaneceram mais tempo na zona periférica quando
comparados com 0s animais que nao receberam o estresse, além disso, 0 estresse
reduziu a atividade exploratdria da zona central do teste, mostrando que os animais
apresentaram comportamento ansiogénico simile, corroborando com o estudo
realizado por Lima [45]. Ademais, podemos inferir que o método utilizado induz
estresse, pois Matsuhisa e colaboradores desmonstraram aumento da atividade do
sistema nervoso auténomo simpatico (SNAS) e do eixo HHA através da elevacédo
nas concentragfes adrenalina, noradrenalina e glicocorticoides, utilizando o método
agudo de restricdo [46].

Demonstramos pela primeira vez que o recrutamento de neutréfilos para a

cavidade peritoneal em vigéncia do processo inflamatério induzido por carragenina
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foi modulado negativamente em animais previamente submetidos ao estresse agudo
de restricdo. De fato, estudos demonstram que o estresse agudo de restricdo
modula negativamente a resposta inflamatoria, uma vez que diminui atividade celular
e fendtipo de células natural killer (NK) [46], promove inibicdo de células T [47] e
supressao da fagocitose de macréfagos e neutréfilos [48].

Estudos recentes mostram que a ativacdo dos receptores beta-adrenérgico
estd envolvida com a reducdo do recrutamento de neutrdfilos [13,18]. Silva e
colaboradores verificaram que o isoproterenol, agonista beta adrenérgico nao
seletivo, reduz a migracdo de neutrdfilos induzida por carragenina para cavidade
peritoneal de camundongos, bem como a sintese de mediadores envolvidos direta e
indiretamente na quimiotaxia dos neutrofilos como o TNF-q, IL-1, IL-6 e KC/CXCL1
e, que esses efeitos sdo abolidos através do pré-tratamento com propranolol,
antagonista nao seletivo B; e P2 - adrenérgico [13]. Ademais, Marino e
colaboradores demonstraram que o pré-tratmento com adrenalina ou isoprenalina
reduz a quimiotaxia dos neutréfilos induzida por N-Formylmethionyl-leucyl-
phenylalanine (fMLP), e que o bloqueio seletivo dos receptores (,-adrenérgicos com
0 antagonista ICI-118,551 impede a reducdo da quimiotaxia e 0 mesmo resultado
nao foi encontrado com o uso de CGP-12177 e L-74,8337, evidenciando desta
maneira a importancia da ativacdo de receptores Bp-.adrenérgicos na reducédo da
recrutamento de neutrofilos [18]. Outrossim, ensaios in vitro mostram que a ativacao
de receptores beta-adrenérgicos com adrenalina reduz a quimiotaxia de
polimorfonucleares de humanos induzida por fMLP, além de diminuir a expresséo da
molécula de adesdo CD11b na superficie de neutroéfilos, a qual € responsavel pela
adesdo ao endotélio, etapa esta, importante no recrutamento dos neutrofilos [17]. E
importante ressaltar que esses estudos nédo utilizaram o modelo de estresse agudo
de restricdo em suas abordagens. Nosso trabalho verificou que o pré-tratamento
com propranolol dos animais submetidos ao estresse agudo de restricdo impediu a
reducdo da migracdo dos neutrdfilos para a cavidade peritoneal na vigéncia de
processo inflamatério agudo, além disso, 0 mesmo resultado ndo foi encontrado com
0 pré-tratamento com atenolol, bloqueador especificos dos receptores [31-
adrenérgicos, demonstrando que a ativacdo dos receptores [(-adrenérgicos
promove a reducdo da migracdo dos neutréfilos durante o estresse agudo de

restricdo. Assim, nossos resultados em conjunto com os dados da literatura reforgcam
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a conexao existente entre o SNAS, pois demonstramos que a ativagdo [3»-
adrenérgico € responsavel pela reducdo do recrutamento de neutrofilos
[13,18,41,49,50,51].

Dados encontrados na literatura, sugerem que o0 estresse pode modular o
namero de leucdcitos totais circulantes e neutréfilos [52]. Desta forma, a préoxima
etapa do estudo foi determinar se a reducdo do recrutamento de neutrofilos
observada no estresse de restricdo, poderia ser decorrente da reducdo do namero
de leucdcitos circulantes. N&o observamos diferencas estatisticamente significantes
na contagem de leucdcitos totais, neutréfilos e mondcitos sanguineos em nossos
experimentos, indicando que a reducdo da migracdo de neutrofilos observada em
nosso modelo experimental ndo é decorrente de um menor numero de neutroéfilos
circulantes, contudo, houve uma tendéncia de aumento na contagem de neutrofilos.
Esses resultados corroboram em parte com dados encontrados na literatura, onde
verificou-se que o estresse induz o aumento dos neutrofilos circulantes e reduz o

numero de leucadcitos totais [52, 53].

A producdo de EROs e anion superoxido sdo fundamentais para o
recrutamento de neutréfilos no foco inflamatorio [54,55]. De fato, a administracao
intraperitoneal de carragenina promove aumento da producdo de anion superoxido
[56]. Neste contexto, nossos resultados demonstram que 0s animais submetidos ao
estresse de restricdo apresentam reducdo na formacdo do anion superéxido no
exsudato peritoneal apds a administracdo de carragenina, e que esse efeito é
mediado pela ativacdo de receptor beta-adrenérgico, uma vez que o pré-tratamento
dos animais submetidos ao estresse de restricdo com propranolol impediu a reducéo
na producdo do anion superoxido na vigéncia da inflamacdo aguda. A producéo
deficiente de anion superéxido estd associada com a reducdo na migracdo de
neutrofilos para o foco inflamatério ou infeccioso. Hattori e colaboradores realizaram
diversos estudos in vitro e in vivo demonstrando que o uso de inibidores da enzima
NADPH oxidase reduz a producdo de ROS e anion superoxido e consequente
diminiucdo na migracédo de neutréfilos para o foco inflamatério [57]. Estudo realizado
por Scanzo e colaboradores mostraram in vitro que a ativagao de receptores beta-
adrenérgicos com adrenalina reduz a producdo de EROs em polimorfonucleares
humanos induzida por fMLP. Este estudo demonstrou que a reducgéo da producéo de

EROs foi provocada pela ativacdo de receptores [B-adrenérgicos, pois, a preé-
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incubacdo com propranolol bloqueou o efeito da adrenalina, além disso, o bloqueio
dos receptores a; e a, adrenérgicos ndo produziu o mesmo efeito na producao de
EROs [17].

A ativacao dos receptores beta adrenérgicos também influencia a producéo
de NO, pois Chi e colaboradores demonstraram que a associacdo de LPS com
adrenalina ou noradrenalina potencializaram a expressdo da enzima Oxido nitrico
sintase induzida (iNOS) e consequentemente a producdo de NO em macréfagos, e o
pré-tratamento com propranolol impediu esse efeito sinérgico [57]. Desta maneira,
podemos inferir que o presente estudo corrobora com os resultados descritos, pois,
demonstramos que o estresse de restricdo associado ao processo inflamatorio
agudo aumentou significativamente a producdo de NO quando comparado aos
animais que foram somente submetidos ao processo inflamatoério, além disso, o pré-

tratamento com propranolol impediu esse aumento significativo.

O NO é um mediador quimico sintetizado através da enzima o6xido nitrico
sintase (NOS) que utiliza o aminoacido L-arginina como substrato [57]. Atua em
diversos processos fisiologicos como neurotransmissdo, controle da pressao
sanguinea e coagulacdo, além disso, sua producdo é aumentada durante o
processo inflamatério agudo, tendo papel importante na destruicdo de micro-
organismos invasores intracelulares através da acdo microbicida [58]. Contudo,
estudos tém demonstrado que o aumento da producédo de NO durante a inflamacéao
aguda, proveniente da iNOS, esté relacionado com a diminuicdo do recrutamento de
neutrofilos através da reducéo da indugéo da expressdo de moléculas de adeséo no
endotélio como a ICAM-1 [21] e, da dessensibilizacdo e internalizacdo do receptor
guimiotaxico CXCR2 (um dos receptores da citocina IL-8), receptor expresso na
superficie dos neutréfilos e de extrema importancia para o recrutamento destes
leucdcitos para o sitio da inflamacéo [20,21,22]. Neste contexto, podemos inferir que
a reducdo do recrutamento de neutrdfilos estd associado ao aumento de NO
motivado pelo sinergismo do estresse agudo de restricdo e processo inflamatorio,
pois o pré-tratamento com propranolol reduziu a producdo de NO e impediu a
reducdo do recrutamento de neutrofilos. De fato, a administragdo de moléculas
doadoras de NO diminui o rolamento e adesdo de neutrofilos ao endotélio vascular,
enquanto a inibicdo farmacolégica ou a deficiéncia génica da iINOS potencializa as

interacdes entre leucdcito-endotélio [20,21,59,60,61,62].
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Em resumo, nossos resultados demonstram pela primeira vez que o estresse
agudo de restricdo modula negativamente a migracdo de neutréfilos para o sitio
inflamatério induzida pela administracdo de carragenina, por mecanismos
dependentes da ativacdo de receptores B, -adrenérgicos. E importante ressaltar que
estdo envolvidos nesse processo a reducdo da producdo de anion superdxido e
aumento de 6xido nitrico no foco da inflamagdo. Assim, os resultados sugerem que
o estresse agudo de restricdo promove modulacao negativa da resposta imunolégica
inata, 0 que pode gerar implicacbes como o aumento da susceptibilidade a
infeccgdes.

9. CONCLUSAO

Desta forma, o conjunto de resultados apresentados demonstram pela
primeira vez que estresse agudo de restricdo promove reducdo da resposta
imunologica inata mediante a ativacdo de receptores (B, — adrenérgicos, pois o
bloqueio destes receptores com o0 uso de propranolol impediu a reducédo da
producéo de anion superoxido e o aumento exacerbado de 6xido nitrico, impedindo
a reducdo da migracdo de neutrdfilos para a cavidade peritoneal na vigéncia do

processo inflamatorio.
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Figura 9: Efeito do estresse agudo de restricdo e do pré-tratamento com
propranolol na producao de 6xido nitrico, anion superéxido e no recrutamento
de neutréfilos na inflamacgé&o. O estresse agudo de restricdo promove reducéao do
recrutamento de neutrofilos durante o processo inflamatorio via ativacdo dos
receptores 2 — adrenérgicos, pois a ativalcdo destes receptores promove aumento
exacerbado do NO e reducédo de anion superoxido e este efeito é bloqueado com o
uso de propranolol.

CONFLITO DE INTERESSES

Os autores negam conflito de interesse.

FINANCIAMENTO
N&o houve financiamento deste estudo.
AGRADECIMENTO

A Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pela
concessao da bolsa de pesquisa.



50

10. REFERENCIAS

1. MEDZHITOV, R. Inflammation 2010: New Adventures of an Old Flame. Cell, v.
140, p. 771-776, 2010.

2. ALVES-FILHO, J.C.; FREITAS, A.; SPILLER, F.; SOUTO, F.O.; Cunha, F.Q. The
role of neutrophils in severe sepsis. Shock, v. 30, p. 3-9, 2008.

3. MCDONALD, B.; PITTMAN, K.; MENEZES, G.B.; HIROTA, S.A.; SLABA, |,
WATERHOUSE, C.C.; BECK, P.L.; MURUVE, D.A.; KUBES, P. Intravascular danger
signals guide neutrophils to sites of sterile inflammation. Science, v. 330, p. 362—
366, 2010.

4. SOLOMON, G.F.; MOSS, R.H. Emotions immunity, and disease; A speculative
theorical integration. Arch Gen Psychiatry, v. 11, p. 657-674, 1964.

5. LOURES, D.L.; ANNA, |.S.; BALDOTTO, C.S.R.; SOUSA, E.B.; NOBREGA,
A.C.L. Estresse Mental e Sistema Cardiovascular. Arq Bras Cardiol, v.78, p. 525—
530, 2002.

6. STEPTOE, A.; KIVIMAKI, M. Stress and cardiovascular disease. Nat Ver Cardiol,
v. 9, p. 360-370, 2012.

7. FINK. G. Stress: Concepts, Cognition, Emotion, and Behavior: Handbook in Stress
Series. San Diego: Academic press, 2016. 502p.

9. HASKO, G.; NEMETH, Z.H.; SZABO, C.; ZSILLA, G.; SALZMAN, A.L.; VIZI, E.S.
Isoproterenol inhibits [I-10, TNF-alpha, and nitric oxide production in RAW 264.7
macrophages. Brain Res Bull, v. 45, p. 183-187, 1998.

10. SELENYI, J.; KISS, J.P.; VIZI, E.S. Differential involvement of sympathetic
nervous system and immune system in the modulation of TNF-alpha production by
alpha2- and beta-adrenoceptors in mice. J Neuroimmunol, v. 103, p. 34-40, 2000.

11. SZELENYI, J.; KISS, J.P.; VIZI, E.S. Differential involvement of sympathetic
nervous system and immune system in the modulation of TNF-a production by a2-
and B-adrenoceptors in mice. J Neuroimmunol, v. 103, p. 34—-40, 2000.

12. MERT, T.; TUGTAG, B.; KILINC, M.; SAHIN, E.; OKSUZ, H.; GUNES, Y.
Preventive and therapeutic effects of a beta adrenoreceptor agonist, dobutamine, in
carrageenan-induced inflammatory nociception in rats. Inflammation, 37, p. 1814—
1825, 2014

13. SILVA, R.L.; CASTANHEIRA, F.V.; FIGUEIREDO, J.G; BASSI, G.S. FERREIRA,
S.H.; CUNHA, F.Q.; CUNHA, T.M.; KANASHIRO, A. Pharmacological Beta-
Adrenergic Receptor Activation Attenuates Neutrophil Recruitment by a Mechanism
Dependent on Nicotinic Receptor and the Spleen. Inflammation, v. 39, p. 1405-
1413, 2016.

14. KAVELAARS, A. Regulated expression of alpha-1 adrenergic receptors in the



51
immune system. Brain Behav Immun. v. 16, p. 799-807, 2002.

15. KOLMUS, K.; TAVERNIER, J.; GERLO, S. 2-Adrenergic receptors in immunity
and inflammation: stressing NF-kB. Brain Behav Immun, v. 45, p. 297-310, 2015.

16. VIDA, G.; PENA, G.; KANASHIRO, A.; THOMPSON-BONILLA, M.R.; PALANGE,
D.; DEITCH, E.A.; ULLOA, L. B2-Adrenoreceptors of regulatory lymphocytes are
essential for vagal neuromodulation of the innate immune system. FASEB Journal,
v. 25, p. 4476-4485, 2011.

17. SCANZANO, A.; SCHEMBRI, L.; RASINI, E.; LUINI, A.; DALLATORRE, J.;
LEGNARO, M.; BOMBELLI, R.; CONGIU, T.; COSENTINO, M.; MARINO, F.
Adrenergic modulation of migration, CD11b and CD18 expression, ROS and
interleukin-8 production by human polymorphonuclear leukocytes. Inflamm Res. v.
64, p. 127-135, 2015.

18. MARINO, F., SCANZANO, A., PULZE, L., PINOLI, M., RASINI, E., LUINI, A,
COSENTINO, M. B2-Adrenoceptors inhibit neutrophil extracellular traps in human
polymorphonuclear leukocytes. J Leukoc Biol. v 104, p.603-614, 2018

19. CHI, D.; QUI, M.; KRISHNASWAMY, G.; LI, C.; STONE, W. Regulation of nitric
oxide production from macrophages by lipopolysaccharide and catecholamines.
Nitric Oxide, v. 8, p. 127-132, 2003.

20. DAL SECCO, D.; PARON, J.A.; DE OLIVEIRA, S.H.; FERREIRA, S.H.; SILVA,
J.S.; CUNHA, F. Q. Neutrophil migration in inflammation: nitric oxide inhibits rolling,
adhesion and induces apoptosis. Nitric Oxide, v. 9, p.153-164, 2003

21. DAL SECCO, D.; MOREIRA, A.P.; FREITAS, A.; SILVA, J.S.; ROSSI, M.A;;
FERREIRA, S.H.; CUNHA, F.Q. Nitric oxide inhibits neutrophil migration by a
mechanism dependent on ICAM-1: role of soluble guanylate cyclase. Nitric Oxide:
Biology and Chemistry, v.15, n.1, p.77-86, 2006.

22. DAL SECCO, D.; FREITAS, A.; ABREU, M. A.; GARLET, T. P.; ROSSI, M. A;;
FERREIRA, S. H.; SILVA, J.S.; ALVES-FILHO, J.C.; CUNHA, F. Q. Reduction of
ICAM-1 expression by carbon monoxide via soluble guanylate cyclase activation
accounts for modulation of neutrophil migration. Naunyn-Schmied Arch Pharmacol,
v. 381, p. 483-493, 2010.

23. SPENGLER, R.N.; CHENSUE, S.W.; GIACHERIO, D.A.; BLENK, N.; KUNKEL,
S.L. Endogenous norepinephrine regulates tumor necrosis factor-alpha production
from macrophages in vitro. J Immunol, v. 152, p. 3024-3031, 1994.

24. CAO, L.; HUDSON, C.A.; LAWRENCE, D.A. Immune Changes during Acute
Cold/Restraint Stress-Induced Inhibition of Host Resistance to Listeria. Toxicol Sci,
V. 74, p. 325-334, 2003.

25. AVITSUR, R.; HUNZEKER, J.; SHERIDAN, J.F. Role of early stress in the
individual differences in host response to viral infection. Brain Behav Immun, v. 20,



52

p. 339-348, 2006.

26. SHERIDAN, J. F., FENG, N., BONNEAU, R. H., ALLEN, C. M., HUNEYCUTT, B.
S., & GLASER, R.. Restraint stress differentially affects anti-viral cellular and humoral
immune responses in mice. Journal of Neuroimmunology, v. 31, p. 245-255, 1991.

27. SEI, Y.; MCINTYRE, T.; SKOLNICK, P.; ARORA, P.K. Stress modulates calcium
mobilization in immune cells. Life Sci, v. 49, p. 671-676, 1991.

28. MATSUHISA, F.; KITAMURA, N.; SATOH, E. Effects of acute and chronic
psychological stress on platelet aggregation in mice. Stress, v. 17, p. 186-192, 2014.

29. MONTGOMERY KC. The relation between fear induced by novel stimulation and
exploratory behavior. J Comp Physiol Psychol, v. 48, p. 254-260, 1955.

30. PELLOW,S.;CHOPIN,P.;FILE,S.E.;BRILEY,M.Validation of open:closed arm
entries in an elevated plus-maze as a measure of anxiety in the rat. J Neurosci
Methods. v. 14, p. 149-167, 1985.

31. KORTE, S.M.; De BOER, S.F. A robust animal model of state anxiety: fear-
potentiated behaviour in the elevated plus-maze. Eur j Pharmacol, v. 28, p. 163-
175, 2003.

32. LISBOA, S.F.; OLIVEIRA, P.E.; COSTA, L.C.; VENANCIO, E.J.; MOREIRA, E.G.
Behavioral evaluation of male and female mice exposed to fluoxetine during
pregnancy and lactation. Pharmacology, v. 80, p. 49-56, 2008.

33. FREITAS, A.; ALVES-FILHO, J.C.; SECCO, D.D.; NETO, A.F.; FERREIRA, S.H.;
BARJA-FIDALGO, C.; CUNHA, F.Q. Heme oxygenase/carbon monoxide-biliverdin
pathway down regulates neutrophil rolling, adhesion and migration in acute
inflammation. Br J Pharmacol, v. 149, p. 345-354, 2006.

34. HARRIGAN, T.J.; ABDULLAEV, LF.; JOURDHEUIL, D., MONGIN, A.A.
Activation of microglia with zymosan promotes excitatory amino acid release via
volume-regulated anion channels: the role of NADPH oxidases. J. Neurochem. v.
106, p. 2449— 2462, 2008.

35. GREEN, L.C., WAGNER, D.A., GLOGOWSKI, J., SKIPPER, P., WISHNOK, J.S.,
TANNENBAUM, S.R., 1982. Analysis of nitrate, nitrite and [15N]nitrate in biological
fluids. Anal. Biochem. 126, 131 — 138.

36. WARTHA, F.; BEITER, K.; NORMARK, S.; HENRIQUES-NORMARK, B.
Neutrophil extracellular traps: casting the NET over pathogenesis. Curr Opin
Microbiol. v. 10, p. 52-56, 2007

37. MOCSAI, A. Diverse novel functions of neutrophils in immunity, inflammation,
and beyond. J Exp Med. v. 210, p. 1283-99, 2013.

38. MAYADAS, T.N.; CULLERE, X.; LOWELL, C.A. The multifaceted functions of
neutrophils. Annu Rev Pathol. v. 9, p.181-218, 2014.



53

39.DE BOSSCHER, K., VANDEN BERGHE, W.; HAEGEMAN, G. Cross-talk
between nuclear receptors and nuclear factor kB. Oncogene. v. 25, p. 6868—6886.
2006.

40. RHEN, T.; CIDLOWSKI, J. A. Antiinflammatory Action of Glucocorticoids — New
Mechanisms for Old Drugs. New England Journal of Medicine. v. 353, p. 1711-
1723. 2005.

41. ELENKOV, 1J.; WILDER, R.L; CHROUSOS, G.P.; ANDVIZIE.S.
Thesympathetic nerve—an integrative e interface between two super systems:the
brain and the immune system. Rev Pharmacol, v. 52, p. 595- 538. 2000.

42. LEY, S., WEIGERT, A., BRUNE, B.,. Neuromediators in inflammation — a
macrophage/nerve connection. Immunobiology. v. 215, p. 674-684. 2010.

43. SANDERS, V.M. The beta2-adrenergic receptor on T and B lymphocytes: do we
understand it yet? Brain Behav. Immun. v. 26, p.195-200. 2010.

44. THERON, A.J., STEEL, H.C., TINTINGER, G.R., FELDMAN, C., ANDERSON, R.
Can the anti-inflammatory activities of beta2-agonists be harnessed in the clinical
setting? Drug Des. Dev. Ther. v. 7, p. 1387-1398. 2013.

45. LIMA, A. P. N. Efeitos do estresse agudo de contencdo sobre a caracterizacao
fenotipica e funcional de células dendriticas em camundongos Balb/c. Dissertacéo
(Mestrado em Patologia Experimental e Comparada) - Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2014.

46. MATSUHISA, F.; KITAMURA, N.; SATOH, E. Effects of acute and chronic
psychological stress on platelet aggregation in mice. Stress, v. 17, p. 186-192.
2014.

47. TYMEN, S. D.; ROJAS, I. G.; ZHOU, X.; FANG, Z. J.; ZHAO, Y.; MARUCHA, P.
T. Restraint stress alters neutrophil and macrophage phenotypes during wound
healing. Brain, Behavior and Immunity. v. 28, p. 207-217. 2013.

48. IWAKABE, K.;: SHIMADA, M.; OHTA, A.; YAHATA, T.; OHMI, Y.; HABU, S.; AND
NISHIMURA, T. The restraint stress drives a shift in Th1/Th2 balance toward Th2-
dominant immunity in mice. Immunol. Lett. v. 62, p. 39-43. 1998.

49. KOHM, A.P.; SANDERS,V.M. Norepinephrine and beta2-adrenergic receptor
stimulation regulate CD4+T and B lymphocyte function in vitro and in vivo. Rev
Pharmacol.. v. 53, p. 487-525. 2001.

50. MARINO,F.; COSENTINO,M. Adrenergic modulation of immune cells: an update.
Amino Acids.v. 45, p. 55-71. 2013.

51. KENNEY, M.J.; GANTA, C.K. Autonomic nervous system and immune system
interactions. Compr.Physiol. v. 4, p. 1177-1200. 2014.



54

52. ZIEZIULEWICZ, T.J.; MONDAL, T.K.; GAO, D.; LAWRENCE, D.A. Stress-
induced effects, which inhibit host defenses, alter leukocyte trafficking. Cell Stress
and Chaperones. v.18, p. 279-291. 2012.

53. SCHWAB CL, FAN R, ZHENG Q, MYERS LP, HEBERT P, PRUETT SB:
Modeling and predicting stress-induced immunosuppression in mice using blood
parameters. Toxicol Sci. v. 83, p. 101-113. 2005

54. HATTORI, H.; SUBRAMANIAN, K. K.; SAKAI, J.; et al. Small-molecule screen
identifies reactive oxygen species as key regulators of neutrophil chemotaxis. Proc
Natl Acad Sci. v. 107, p. 3546—-3551. 2010.

55. WITKO, V. S.; RIEU, P.; DESCAMPS, L. B.; LESAVRE, P.; HALBWACHS, M. L.
Neutrophils: molecules, functions and pathophysiological aspects. Lab. Invest. v. 80
p. 617—653. 2000.

56. MIZOKAMI, S.S.; HOHMANN, M.S.N.; FERRARI L. S.; CARVALHO T.T,
ZARPELON A.C.; POSSEBON M.I; et al. Pimaradienoic Acid Inhibits Carrageenan
Induced Inflammatory Leukocyte Recruitment and Edema in Mice: Inhibition of
Oxidative Stress, Nitric Oxide and Cytokine Production. PLoS ONE. v. 19, p.11-12
2016.

57. DUSSE, L.M.S., VIEIRA, L.M , CARVALHO, M.G. Revisédo sobre oxido nitrico.
Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial, v. 39, n. 4, p. 343-350,
2003.

58. KOPINCOVA, J.; PUZSEROVA, A.; BERNATOVA, |. Biochemical aspects of
nitric oxide synthase feedback regulation by nitric oxide. Toxicology; v 4,n.2, p.63—
68, 2011.

59. KUBES, P.; SUZUKI, M. & GRANGER, D.N. Nitric oxide: an endogenous
modulator of leukocyte adhesion. Proc Natl Acad Sci U S A, v. 88, p. 4651-4655,
1991.

60. SPIECKER, M.; DARIUS, H.; KABOTH, K. & LIAO, J.K. Differential regul.ion of
endothelial cell adhesion molecule expression by nitric oxide donors and
antioxidants. J Leukoc Biol, v. 63, p.732- 739, 1998.

61. AHLUWALIA, A.; FOSTER, P.; SCOTLAND, R.S.; MCLEAN, P.G.; MATHUR, A;
PERRETTI, M.; MONCADA, S. & HOBBS, A.J. Antiinflammatory activity of soluble
guanylate cyclase: cGMP- dependent down-regulation of P-selectin expression and
leukocyte recruitment. Proc Natl Acad Sci US A, v. 101, p.1386-1391, 2004

62. RIOS-SANTOS, F.; ALVES-FILHO, J.C.; SOUTO, F.O.; SPILLER, F.; FREITAS,
A.; LOTUFO, C.M.; SOARES, M.B.; DOS SANTOS, R.R.; TEIXEIRA, M.M.; CUNHA,
F.Q. Down-regulation of CXCR2 on neutrophils in severe sepsis is mediated by
inducible nitric oxide synthase-derived nitric oxide. Am J Respir Crit Care Med, V.
175, p. 490-497, 2007.



11. ANEXO
11.1. Parecer comissdao de ética para uso de animais.

- ; : L

Universidade ‘
Estadual de Londrina

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

OF. CIRC. CEUA N° 159/2018 Londrina, 27 de Setembro de 2018.
Prezado (a) professor (a)

Certificamos que o projeto intitulado: “Avaliagio do efeito do estresse agudo por ::o::tel:ilo no
recrutamento de neutréfilos para a cavidade peritoneal na vigéncia do pr flamatério ir por;
carragenina' protocolo CEUA n°® 14993.2018.74 sob a responsabilidade de Andressa de Freitas Mendes
Dionisio, que envolve a produgao, manutengio e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subﬁlo
Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com o0s preceitos
da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), ¢ foi aprovado pela
Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Londrina (CEUA/UEL), em 27/09/2018.

Este projeto tem por objetivo determinar se durante O estresse agudo por contengdo ocorre redugdo do
recrutamento de neutréfilos na vigéncia do processo inflamatério e, se essa modulagdo negativa do recrutamento

de neutréfilos para o sitio da inflamagdo ¢é decorrente da ativagdo de receptores beta-adrenérgicos. Grau de
invasividade=3

Finalidade ({ YEnsino _(_x ) Pesquisa cientifica
Vigéncia da autorizagdo 27/09/2018 a 09/03/2020
Espécie/ linhagem/ raga Camundongo heterogénico/ Swiss
N° de animais 280
Peso/ Idade 20-22g/ 30 dias
Sexo Macho
| Origem Biotério Central da Universidade Estadual de Londrina
A a serem d S Lavado peritoneal

Cumpre orientar que caso pretendam-se quaisquer alteragdes no protocolo experimental aprovado,
deve-se submeter o novo protocolo a apreciagdo da CEUA/UEL anteriormente a execugdo das modificagdes.
Coloco-me a disposigdo, para quai esclareci que se fizerem necessdrios. Sem mais

para 0 momento, subscrevo, cordialmente.
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Profa. Dra. Maria Fernanda Rodriglies Graciano

Coordenadora da CEUA/UEL

Ilmo.(a) Sr.(a)

Prof. (a) Dr (a). Andressa de Freitas Mendes Dionlsio
Responsavel pelo projeto

Departamento de Ciéncias Fisiolégicas/CCB

C/C para o Biotério Central/CCB
C/C para a Chefia do Depto de Ciéncias Fisiologicas /CCB |
C/C para a Diregao de Centro do CCB |
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