Livro de Resumos
ISSN 2236-0522

132 JORNADA DE INICIACAO CIENTIFICA
BIOMEDICINA

EFEITO DA NORADRENALINA, UM NEUROTRASMISSOR RELACIONADO AQ ESTRESSE, NA FUNCAO DE NEUTROFILOS HUMANOS

"Bruna Souza Teixeira (IC-UNIRIO); 1Taissa de Matos Kasahara (Mestrado—CAPES); ' Thais Bezerra Ferreira (Doutorado- CAPES); ' Cleonice Alves de Melo Bento; 'Landi
Veivi Guillermo Costilla; "Vera Carolina Bordallo Bittencourt (orientador)

1-Depto de Microbiologia e Parasitologia — Instituto Biomédico — UNIRIO.

Apoio financeiro: FAPER)

Palavras- chave: Neutrdfilo; Noradrenalina; Candida albicans.

INTRODUCAO

Estresse pode ser definido como qualquer situacao capaz de abalar a homeostase. 0 homem estd sujeito a dois tipos de estresse: o estresse agudo que tem duragdo
limitada, inicio e término nitido e é desencadeado pelo perigo iminente e o estresse cronico, que tem duragdo prolongada, sem final nitido, altera a habilidade do
individuo em lidar com fatos de seu cotidiano acometendo com frequéncia o homem moderno [1].

0 estado de estresse cronico tem sido atrelado a maior suscetibilidade a doencas infecciosas [2;3] e auto-imunes [4;5], mas a maioria dos estudos enfoca os efeitos
do estresse no sistema cardiovascular. Neurotransmissores associados ao estresse, como as catecolaminas noradrenalina (NA) e dopamina, sdo os responsdveis
pelas acoes deletérias do estresse cronico no sistema imunoldgico através da interacao com receptores beta 2 adrenérgicos, alterando o perfil da resposta imune,
particularmente dentro do compartimento da imunidade especifica mediada pelas células T. Poucos estudos relatam os efeitos de neurotransmissores sobre as células
da imunidade inata. Sabe-se que os neutréfilos expressam os receptores beta 2 adrenérgicos e que a administracdo de seus agonistas eleva a producao de espécies
reativas de oxigénio e aumenta a sintese de fator ativador de plaquetas [6]. Catecolaminas em doses farmacoldgicas, que sdo menores do que as relacionadas ao
estresse, induziram a diminuicdo na expressao de (D11b e (D62L em neutréfilos, moléculas de superficie envolvidas na adesao e migragao para o sitio de inflamagao
[7]. Sookhai e colaboradores (1999) [8] demonstraram que a dopamina induz a apoptose de neutrdfilos e modula a fungdo destas células em individuos normais e
em pacientes com Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica. Neste contexto, como neurotransmissores circulantes, os neuromediadores relacionados ao estresse
poderiam exercer uma influéncia significativa sobre a sensibilizacdo e ativacao dos leucdcitos, entre eles, os neutrfilos que sao as células mais abundantes do sangue
humano, sendo essenciais para a prote¢do contra infeccdes bacterianas e fiingicas [9]. Poucos estudos demonstram o impacto do estresse frente a infecces flngicas,
mesmo que seja comum a ocorréncia de candidiase pds episddios de estresse.

OBJETIVO
Avaliar o efeito da noradrenalina na funcao de neutréfilos de individuos saudaveis.

METODOLOGIA

1- Participantes:

Adultos jovens foram convidados a participar do estudo. Apds a explicacdo do projeto os que aceitaram deram o seu consentimento por escrito assinando
o Termo de consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e responderam o Questionario de Morbidades Psiquidtricas de Adultos (QMPA). A esse questiondrio
incluiram-se perguntas para avaliar o status imunoldgico geral do voluntario, como a ocorréncia de doencas infecciosas, alérgicas e auto-imunes. Para a
coleta de sangue selecionamos os individuos saudaveis que, sequndo o0 QMPA, ndo preenchiam os critérios de ansiedade e depressao. Foram excluidos os
que faziam uso de qualquer farmaco imunomodulador.

2- Microrganismo e condicdo de cultivo:

(Candida albicans, cepa ATCC 10.231 foi cultivada em meio Sabouraud (peptona 1%, glicose 4%) liquido, em temperatura ambiente. Apds 24h, as células
foram coletadas por centrifugacao a 3.500 rpm por 10 minutos, lavadas com PBS e ressuspendidas em meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich). Por fim, as
leveduras foram contadas em camara de Neubauer.

3- Isolamento de células mononucleares e granuldcitos por gradiente descontinuo:

Sangue periférico (15mL) foi coletado com seringas e tubos heparinizados estéreis (BD-Bioscienses). Para os experimentos de apoptose e fagocitose o
sangue foi depositado sobre gradiente descontinuo histopaque 1077 e 1119 (Sigma- Aldrich) em um tubo falcon. Esses tubos foram centrifugados por
30 minutos a 2800 rpm. Ao final da centrifugacdo a nuvem de células mononucleares do sangue periférico (CMSP) foi recolhida da interface plasma/
histopaque 1077 e a nuvem de granuldcitos da interface histopaque 1077/histopaque 1119. As duas nuvens foram colocadas em tubos falcon distintos
e lavadas duas vezes com solucdo de Hank’s (Sigma-Aldrich), ressuspendidas em meio RPMI 1640 com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibiético. As
células foram contadas em camara de Neubauer e a concentracdo foi ajustada para 1x106 células/mL.
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4- Padronizacdo das condicdes de interacao entre neutréfilos e Candida albicans:

(Células de sangue total (250pL) foram incubadas com diferentes concentragdes de C. albicans por 15, 30 ou 60 minutos a 37°C em 5% de C02. Apés os
periodos de incubacdo, as células receberam 5pL dos sequintes monoclonais conjugados a fluorocromos: CD16b (BD-Bioscienses), (D63 (BioLegend),
(D66b (BioLegend), TLR-2 (RD - System) e (D62L (BD-Bioscienses) e foram deixadas por 30 minutos a 4°C. Apds o tempo de marcacdo, procedeu-se a
lise dos eritrocitos com TmL de solugdo de lise de eritrdcitos (BD-Bioscienses) em temperatura ambiente, ao abrigo da luz, por 10 minutos. Ao final do
processo, as células foram centrifugados e lavados com TmL de PBS com 1% de soro fetal bovino e ressuspendidos em 300uL de solugao FACS para leitura
no citémetro de fluxo Accuri (BD-Becton-Dickinson).

5- Impacto da noradrenalina (NA) na expressdo de moléculas de superficie:

(Células de sangue total (250uL) apds serem incubadas com NA 80ng/mL por: 1, 3, 6 ou 16 horas, foram estimuladas com C. albicans por mais 30 minutos
a37°Cem 5% de C02. Depois do tempo de incubagao total todos os tubos receberam 5L dos sequintes monoclonais conjugados a fluorocromos: CD16b,
TLR-2, CD62L, Dectina-1(BioLegend) e (D66b e passaram pelos procedimentos de lise de eritrocitos e lavagens descritos previamente.

6- Obtencdo de sobrenadante da cultura de CMSP
As CMSP foram estimuladas com fitohemaglutinina (PHA — Sigma-Aldrich) Tng/mL ou PHA e NA por 72 horas a 37°C em 5% de C02. Ao final dos 3 dias o
sobrenadante foi recolhido e centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos e utilizado para incubar os neutréfilos nos ensaios de fagocitose.

7- Efeito do sobrenadante de CMSP incubadas com NA na fagocitose:

Os granuldcitos foram incubados com o sobrenadante da cultura de CMSP por 1 hora e estimulados com C. albicans marcadas com 0,01% de isotiocianato
de fluoresceina (FITC) (Sigma-Aldrich). por 15 ou 30 minutos a 37°C em 5% de C02. As células foram lavadas com PBS gelado, centrifugadas a 1500 rpm
por 4 minutos, ressuspendidos em 300pL de PBS gelado e analisadas em citdmetro de fluxo. Apds a leitura cada tubo recebeu 100pL de azul de trypan
0,4% (Sigma-Aldrich), e foi mantido no gelo por 10 minutos. As células foram novamente lavadas como descrito e analisada por citometria de fluxo.

8- Efeito da NA sobre a apoptose e necrose de neutrdfilos:

Os granuldcitos foram incubados por Th com NA 80ng/mL e estimulados com C. albicans, por 30 minutos a 37°C em 5% de €02. Ao final da incubacdo
os neutréfilos foram marcados com 5ulL de CD16b-PE por 30 minutos a 4°C. Apds a marcacao, as células foram lavadas com solucdo de lavagem FACS,
ressuspendidas em 200uL da mesma solugéo e incubadas com 5L de Anexina V (Biolegend) em temperatura ambiente, protegidas da luz, por 15 minutos.
Posteriormente foram adicionados 300pL de tampdo para Anexina V (Biolegend) e as amostras foram analisadas no citometro de fluxo. Apés a leitura, as
células receberam 10pL de Pl (Biolegend) e foram novamente analisadas.

9- Andlise dos dados:

0Os dados obtidos na citometria de fluxo foram analisados com o programa FlowJo 10.0 (Tree Star). A andlise estatistica foi realizada com o programa
GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc.). Primeiro verificou-se a distribuicdo dos valores e entdo foi empregado o teste T de Student pareado para
comparacao de médias entre os estimulos onde a distribuicao dos dados era paramétrica. 0 teste U de Mann Whitney foi utilizado onde a distribuicdo dos
dados era nao paramétrica. A significancia em todos os experimentos foi definida como p< 0,05.

RESULTADOS

Observamos nos experimentos de padronizacdo da interacdo entre neutrdfilo e C. albicans que em 30 minutos de interacdo ocorreu o maior nivel de expressao dos
marcadores de superficie TLR-2, (D63 e (D66b. A queda na expressao de (D62L, que reflete a ativacao celular, ocorreu mais rapidamente, em 15 minutos de incubagdo
e ap6s este tempo, as células retomaram a sua expressdo, porém ndo retornam aos niveis normais. Com relacdo a multiplicidade de infeccdo, podemos ver que a
relacdo de 3 C. albicans para 1 neutrfilo elevou mais a expressao dos marcadores no tempo de 30 minutos, do que a interacdo de 1 C. albicans para 1 neutréfilo. Desta
forma, o estimulo da C. albicans sobre os neutrdfilos foi padronizado na proporcéo 3:1 por 30 minutos, condicdo que foi empregada em todos os demais experimentos.
Neutrdfilos estimulados com C. albicans por 30 minutos apresentaram um perfil fenotipico ativado, aumentando a expressao de TLR-2, Dectina-1, (D63 e CD66b e
diminuindo a expressdo da molécula de adesao (D62L. A incubacéo dos neutrdfilos com noradrenalina por Th ndo afetou a modulacdo provocada pela incubacao
com o fungo. Considerando que Th poderia ndo ser tempo suficiente para que fossem observados os efeitos da noradrenalina na expressao de moléculas envolvidas
na ativacdo celular, aumentamos o tempo de incubacdo com o neurotransmissor para 3, 6 e 16 horas. Foi observada uma reducdo tempo-dependente no nivel de
expressdo das moléculas de superficie nos neutrdfilos ativados pelo estimulo com C. albicans. Este mesmo padrao tempo-dependente de reducéo da expressdo de
moléculas de superficie nao foi observado nos neutrdfilos incubados apenas com o neurotransmissor. Diante destas observacges, € possivel que esta redugao tempo-
dependente na expressao das moléculas de membrana seja efeito do rompimento da membrana celular que ocorre durante o processo de NETose estimulado pela
levedura.

De acordo com os resultados obtidos a partir da analise dos processos de morte celular, a interacao da levedura com os neutréfilos provoca desintegracdo da membrana
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citoplasmatica tipica dos processos de necrose ou NETose e, interessantemente, foi verificado que a incubagdo com noradrenalina por Thora reduziu esse tipo de morte
no neutréfilo incubado com o fungo. Nao houve nenhuma alteracéo envolvendo apoptose.

Visto que a noradrenalina ndo teve efeito direto na modulacdo da ativacao estimulada pelo fungo, ndo sendo capaz de alterar a expressao de receptores envolvidos
no reconhecimento de fungos como o TLR-2 e Dectina-1, supomos que esse neurotransmissor ndo fosse alterar a capacidade de interacdo dos neutréfilos com C.
albicans. Por este motivo, a possibilidade de haver efeito indireto da noradrenalina na fungao fagocitica do neutréfilo frente a C. albicans foi analisada. Levantou-se
a hipétese da noradrenalina modular a produgdo de citocinas por CMSP ativadas e essas citocinas modularem a interacdo dos neutrdfilos com o fungo, contudo esta
hipdtese ndo foi confirmada j& que ndo houve efeito do sobrenadante de CMSP estimuladas com noradrenalina sobre a capacidade de adesao e internalizacao das
leveduras pelos neutrdfilos.

CONCLUSAO

Levando em consideragao os resultados obtidos até o momento sugerimos que a noradrenalina ndo tem efeito direto nem indireto sobre a modulacao da ativacao
dos neutréfilos induzida por C. albicans. Contudo, ao reduzir a necrose nesses fagdcitos, pode ser que a sensibilizagdo com noradrenalina afete um importante
mecanismo de contencdo das infecgdes por C. albicans, a formacdo das armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETs). Durante este processo de ataque as leveduras,
0s neutrdfilos tém suas membranas rompidas e lancam seus filamentos de DNA associados a proteases capturando e degradando as leveduras no meio extracelular.
Com isso esses fagdcitos morrem por um mecanismo que vem sendo chamado de NETose, mas ainda conseguem exercer acdo microbicida sobre o fungo. A inibicao
deste mecanismo de NETose pela noradrenalina poderia estar associada ao aumento da frequéncia de candidiase em pessoas com estresse cronico.

Apesar da adesdo e internalizacdo das leveduras ndo estarem sendo afetadas pela noradrenalina, é possivel que a capacidade microbicida da célula possa estar
alterada. Para avaliar isso faremos, para cumprir nosso (ltimo objetivo no projeto, experimentos em que a formacdo de compostos microbicidas como os radicais
livres derivados do 02 serd analisada.
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