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RESUMO 

A pneumonia é uma das principais causas de morbiletalidade na população 

mundial. Embora a inflamação seja uma resposta protetora do hospedeiro que 

possibilita a eliminação bacteriana, uma resposta finamente regulada é 

necessária para evitar danos secundários aos tecidos. A proteína induzida por 

glicocorticoides GILZ (Glucocorticoid-Induced Leucine Zipper) possui ações anti-

inflamatórias e pró-resolutivas caracterizadas em modelos pré-clínicos de 

inflamação aguda. No entanto, o papel terapêutico de GILZ em doenças 

infecciosas ainda é pouco explorado. Aqui, investigamos o papel e os efeitos de 

GILZ durante a lesão pulmonar aguda (LPA) induzida por LPS e na pneumonia 

induzida por Streptococcus pneumoniae. Camundongos com deficiência de GILZ 

(GILZ-/-) apresentaram LPA mais grave, caracterizada por aumento da 

inflamação neutrofílica no lavado broncoalveolar (BAL), diminuição da 

eferocitose por macrófagos e maior dano pulmonar, quando comparado aos 

animais WT. De forma interessante, a inflamação neutrofílica e o dano pulmonar 

foram atenuados em camundongos WT tratados com proteína de fusão TAT-

GILZ. Durante a pneumonia pneumocócica, o tratamento com TAT-GILZ reduziu 

a inflamação neutrofílica e aumentou a porcentagem de eferocitose no BAL, além 

de diminuir o dano pulmonar associado à infecção bacteriana. In vitro, TAT-GILZ 

aumenta a fagocitose de pneumococos em linhagem de macrófagos alveolares 

e em macrófagos obtidos da medula óssea (BMDMs) de animais WT, sendo a 

porcentagem de fagocitose menor em BMDMs de animais deficientes em GILZ. 

De maneira importante, o tratamento precoce com TAT-GILZ protegeu 30% dos 

camundongos infectados com S. pneumoniae da pneumonia letal. Em resumo, 

apresentamos neste estudo evidências de que TAT-GILZ aumenta a resiliência 

e resistência do hospedeiro durante a pneumonia pneumocócica, controlando a 

inflamação pulmonar, favorecendo a eferocitose e reduzindo a carga bacteriana, 

mecanismos que somados culminam na redução da letalidade dos animais. De 

acordo com os dados pré-clínicos obtidos neste estudo, sugere-se que terapias 

farmacológicas baseadas em GILZ possam ser promissoras para o tratamento 

de infecções respiratórias graves. 

Palavras-chave: resolução da inflamação; mediadores pró-resolutivos; 

Streptococcus pneumoniae; lesão pulmonar aguda.
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ABSTRACT 

Pneumonia is a leading cause of morbidity and mortality. While inflammation is a 

host protective response that ensures bacterial clearance, a finely regulated 

response is necessary to prevent bystander tissue damage. Glucocorticoid (GC)-

induced leucine zipper (GILZ) is a GC-induced protein with anti-inflammatory and 

proresolving bioactions, yet the therapeutical role of GILZ in infectious diseases 

remains unexplored. Herein, we investigate the role and effects of GILZ during 

acute lung injury (ALI) induced by LPS and Streptococcus pneumoniae infection. 

GILZ deficient mice (GILZ-/-) presented more severe ALI, characterized by 

increased inflammation, decreased macrophage efferocytosis and pronounced 

lung damage. In keep with that, pulmonary inflammation, and damage were 

attenuated in WT mice treated with TAT-GILZ fusion protein. During 

pneumococcal pneumonia, TAT-GILZ reduced neutrophilic inflammation and 

prevented the associated lung damage. There was also enhanced macrophage 

efferocytosis and bacterial clearance in TAT-GILZ-treated mice. Mechanistically, 

TAT-GILZ enhanced macrophage phagocytosis of pneumococcus, which was 

lower in GILZ-/- macrophages. Noteworthy, early treatment with TAT-GILZ 

rescued 30% of S. pneumoniae-infected mice from lethal pneumonia. Altogether, 

we present evidence that TAT-GILZ enhances host resilience and resistance to 

pneumococcal pneumonia by controlling pulmonary inflammation and bacterial 

loads leading to decreased lethality. Exploiting GILZ pathways holds promise for 

the treatment of severe respiratory infections. 

Keywords: inflammation resolution; proresolving mediators; Streptococcus 
pneumoniae; acute lung injury. 
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1 INTRODUÇÃO 

Os pulmões são os órgãos internos mais vulneráveis às infecções e lesões do 

ambiente externo devido a constante exposição deste órgão à partículas, produtos 

químicos e organismos infecciosos do ar ambiente (FIRS, 2017). As doenças ou 

infecções que acometem o trato respiratório superior ou inferior e que levam a 

obstrução da passagem de ar, tanto no nível nasal como no nível bronquiolar, são 

definidas pela Organização Mundial da Saúde (OMS) como doenças respiratórias 

(WHO, 2020). 

As infecções das vias respiratórias superiores (IVRS) são muito frequentes e 

raramente oferecem risco de morte. Por outro lado, as infecções das vias respiratórias 

inferiores (IVRI) são responsáveis por doenças mais graves, tais como gripe, 

tuberculose, bronquiolite e pneumonias, as quais são consideradas como as principais 

causas de mortalidade por infecções respiratórias agudas (IRAs) (AZEVEDO et al., 

2015). 

Em todo o mundo a pneumonia foi a maior causa de mortalidade de origem 

infecciosa em adultos e crianças em 2019 totalizando 2,5 milhões, incluindo 672.000 

crianças (UNICEF, 2020). Segundo o DATASUS (2022), as doenças do aparelho 

respiratório representaram a terceira causa de óbitos no Brasil em 2019 e, dentre 

essas, a pneumonia foi a mais frequente com 83.080 (51,28%) de mortes, sendo 2% 

em menores de 5 anos e 72% em pessoas com 70 anos ou mais. A pneumonia é 

definida como uma inflamação do parênquima pulmonar produzida por bactérias, 

vírus, fungos ou outras etiologias, e são classificadas como pneumonia adquirida na 

comunidade (PAC) ou pneumonia hospitalar (PH), de acordo com o local onde 

infecção foi adquirida (FONSECA et al., 2017; ASSUNÇÃO et al., 2018; ZHU et al., 

2019). 

Dentre os principais agentes etiológicos causadores de infecções do trato 

respiratório inferior, pode-se citar leveduras do gênero Candida (XU et al., 2019), os 

vírus da influenza A e B, o vírus sincicial respiratório e adenovírus (NASCIMENTO-

CARVALHO, 2020), coronavírus (SARS-CoV, MERS e SARS-CoV-2) (WHO, 2020a), 

e bactérias como Streptococcus pneumoniae (ANDRADE, 2018), Klebsiella 

pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa (BRENTINI, 2019), sendo que esta última 

apresenta maior incidência em pacientes hospitalizados e em uso de ventilação 

mecânica (WU et al., 2019). 
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Recentemente uma nova doença respiratória infecciosa assola o mundo inteiro, a 

Coronavirus Disease – 19 (COVID-19), causada pelo coronavírus SARS-CoV-2, 

declarada como pandemia pela OMS em 11 de março de 2020. Em todo o mundo o 

SARS-CoV-2 já infectou mais de 346 milhões de pessoas, com mais de 5,58 milhões 

mortes (WHO, 2022). As infecções virais têm a capacidade alterar a imunidade do 

hospedeiro, facilitando o desenvolvimento da coinfecção viral-bacteriana. Nas formas 

graves de SARS-CoV-2 foi observado que a maioria dos pacientes adquiriu infecção 

bacteriana secundária (SMITH; SWEET, 2002; ALMAND; MOORE; JAYKUS, 2017; 

TETRO, 2020; ZHANG et al., 2020). As infecções pneumocócicas secundárias que 

ocorrem durante ou após uma infecção viral são frequentemente associadas ao 

aumento das taxas de mortalidade (SHORT et al., 2012). Coinfecções bacterianas no 

contexto de pandemias e epidemias virais têm consequências importantes sobre o 

sistema de saúde, especialmente em grupos de alto risco, como aqueles com 

imunodeficiência ou imunossupressão (MACINTYRE; BUI, 2017). Nesse cenário, 

ficou evidente que a inserção de um novo microrganismo no ambiente pode alterar a 

prevalência das pneumonias adquiridas na comunidade (PACs) (SENDER; 

HENTRICH; HENRIQUES-NORMARK, 2021). 

A PAC constitui uma das principais causas de morte no mundo, com significativo 

impacto nas taxas de morbidade (WELTE; TORRES; NATHWANI, 2012). O principal 

agente etiológico de PAC é a bactéria S. pneumoniae (ANDRADE, 2018). O estudo 

das pneumonias causadas por esse microrganismo é essencial para descobertas de 

novas alternativas terapêuticas necessárias para a redução da mortalidade causada 

por essa doença. 

1.1 Streptococcus pneumoniae e fatores de virulência 

A bactéria S. pneumoniae, também conhecida como pneumococo, é caracterizada 

por se apresentarem morfologicamente como cocos Gram-positivos com 0,5 a 1,2 µm 

de diâmetro, ovais, dispostos aos pares (diplococos) ou em cadeias curtas (Figura 

1A). As colônias apresentam α-hemólise em agar sangue e aquelas de sorotipos 

encapsulados são geralmente grandes (1 a 3 µm de diâmetro em ágar-sangue e 

menores em ágar-chocolate), translúcidas, redondas e mucoides (Figura 1B). Já as 

colônias de sorotipos não encapsulados são menores e planas. Para seu cultivo em 

laboratório é necessário o uso de meios enriquecidos, suplementados com sangue 
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(como os meios de Mueller Hinton, infusão de cérebro e coração ou Columbia) ou o 

caldo Todd Hewitt, que devem ser incubados em atmosfera de CO2 a 5% (capnofilia). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 1. Streptococcus pneumoniae - Coloração de Gram e crescimento em agar sangue.  Gram 

de amostra clínica (lavado broncoalveolar) de S. pneumoniae apresentando morfologia clássica de 

diplococos Gram positivos lanceolados (alguns apresentam labilidade ao Gram) (lado esquerdo). No 

lado direito, a figura mostra morfologia das colônias após cultura em agar sangue. Após 18-24h as 

colônias começam a apresentar aspecto achatadas e umbilicado devido a autólise das bactérias 

(MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2014). 

  

S. pneumoniae pode colonizar o trato respiratório superior de forma 

assintomática podendo se disseminar e permanecer na comunidade, estando 

determinados sorotipos mais adaptados a causar doenças invasivas (MALFROOT et 

al., 2004; SA-LEAO et al., 2011). Em média, a taxa de colonização é de 30 - 50% em 

crianças pequenas e de 10 - 20% em adultos, podendo variar de uma população para 

outra e de acordo com a estação do ano (EKDAHL et al., 1997; FERREIRA et al., 

2001; REY et al., 2002; PEREZ et al., 2019). No entanto, a invasão do pneumococo 

em outros locais normalmente estéreis, como o trato respiratório inferior, as meninges 

e o sangue, pode causar doenças graves (DONKOR, 2013). Os sorotipos virulentos 

de S. pneumoniae são envolvidos com uma complexa cápsula de natureza 

polissacarídica (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2014), que se constitui em um 

fator de virulência essencial e permite a distinção de pelo menos 100 sorotipos 

(GANAIE et al., 2020). 

O pneumococo produz enzimas importantes no processo de infecção 

(MASSAIA, 2010). Os fatores de virulência do pneumococo contribuem para a sua 

transmissão, colonização, evasão imunológica e invasão tecidual, os quais são 

fatores-chave na patogênese da infecção. A função principal da cápsula 
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polissacarídica é impedir a opsonização e fagocitose bacteriana, constituindo um 

importante mecanismo de escape do sistema imune (WEISER; FERREIRA, 2018; 

BROOKS; MIAS, 2018). Além disso, S. pneumoniae possui vários de fatores de 

virulência (Figura 2) como: neuraminidase A (NanA), proteína A da superfície 

pneumocócica (PspA), proteína C da superfície pneumocócica (PspC), antígeno A da 

superfície pneumocócica (PsaA), autolisina (LytA) e pneumolisina (Ply). A toxicidade 

da Ply está associada à sua capacidade de induzir poros em forma de anel em 

membranas causando a morte celular. Já a LytA é responsável pelo comportamento 

autolítico característico dos pneumococos (TILLEY et al., 2005). As proteínas de S. 

pneumoniae liberadas durante a autólise possuem atividade pró-inflamatória. Esse 

mecanismo contribui para a patogênese da doença pneumocócica grave por meio da 

exacerbação do dano tecidual associado à resposta inflamatória (NAGAI et al., 2018). 

 

 
 
Figura 2. Fatores de virulência de S. pneumoniae. Cápsula, proteínas de superfície A e C (PspA e 
PspC), neuroaminidase ancorada a LPXTG, hialuronato liase, adesão e virulência pneumocócica A 
(PavA), enolase (Eno), pneumolisina, autolisina (LytA) e proteínas pneumocócicas de ligação a metal 
– antígeno de superfície A (PsaA), aquisição de ferro A (PiaA) e captação de ferro A (PiuA). Adaptado 
de KADIOGLU et al., 2008. 
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1.2  Resposta inflamatória na pneumonia pneumocócica 

A doença pneumocócica inclui diferentes tipos de infecções. Os sintomas 

dependem da parte do corpo que está infectada. Os principais sintomas da infecção 

pulmonar estão relacionados com a resposta imune e incluem febre, calafrios, tosse, 

dispneia e dor no peito (CDC, 2020). A resposta imune inata desempenha um papel 

fundamental na defesa do hospedeiro contra o pneumococo nos estágios iniciais da 

infecção (TAVARES; GALVÃO; FERRERO, 2021). S. pneumoniae é uma das 

principais causas de otite média, meningite, bacteremia e pneumonia. A transmissão 

ocorre através de gotículas no ar contendo bactérias viáveis (CDC, 2020). Uma vez 

que um indivíduo tenha sido colonizado ou infectados por S. pneumoniae, uma 

resposta imune contra diferentes estruturas dessa bactéria será desencadeada 

(SNIPPE et al., 1995; TAVARES; GALVÃO; FERRERO, 2021). Os receptores de 

reconhecimento de padrões (PRRs) como os do tipo Toll (TLRs), receptores do tipo 

NOD (NLRs), receptores do tipo RIG-I (RLRs) são capazes de reconhecer padrões 

moleculares associados ao patógeno (PAMPs), e padrões moleculares associados ao 

dano (DAMPs) tecidual induzido pelo patógeno (MEDZHITOV, 2008). O 

reconhecimento da bactéria por PRRs localizados na superfície celular do epitélio 

pulmonar e macrófagos alveolares ativa a indução de citocinas (TNF- IL-6 e IL-1β) 

e quimiocinas (CXCL1, CXCL2) pró-inflamatórias, levando à rápida e intensa 

infiltração de neutrófilos nos pulmões infectados (KAFKA et al., 2008; TAVARES et 

al., 2015, ZHANG et al., 2019; MACHADO et al., 2019). O sistema complemento é 

ativado através de uma cascata dependente de C3 em resposta à infecção por S. 

pneumoniae (KERR et al., 2005; TAVARES; GALVÃO; FERRERO, 2021). 

1.3 Profilaxia e tratamento da doença pneumocócica 

As infecções pneumocócicas continuam sendo importante causa global de 

morbimortalidade, principalmente em crianças e idosos (KASPER & FAUCI, 2015). 

Dentre as medidas para prevenção da doença pneumocócica podemos citar a 

vacinação contra S. pneumoniae e vírus da influenza e a prevenção do uso 

inadequado de antimicrobianos, o que aumenta a resistência dos pneumococos 

(GOMES, 2001). 

Esforços para prevenção e controle da doença pneumocócica têm focado no 

desenvolvimento de vacinas anticapsulares eficazes. A incorporação das vacinas 

polissacarídicas conjugadas em programas de imunização reduziram 
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consideravelmente os casos da doença em todo o mundo. No entanto, sorotipos não 

cobertos pelas vacinas conjugadas tornaram-se mais prevalentes (ALMEIDA, 2014). 

As vacinas anti-pneumocócicas disponíveis são baseadas nos polissacarídeos 

capsulares que podem estar conjugados ou não a uma proteína carreadora 

imunogênica (TAVARES, 2015). No Brasil, o Ministério da Saúde disponibiliza três 

vacinas contra S. pneumoniae: vacina Pneumocócica Polissacarídica 23-Valente 

(VPP23), a vacina conjugada 10-valente (VPC10) e a vacina conjugada 13-valente 

(VPC13) (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014; SBPT, 2019). 

A OMS recomenda o uso da VPP23 que contém antígenos dos sorotipos: 1, 2, 3, 

4, 5, 6B, 7F, 8 ,9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C,19A, 19F, 20, 22F, 23F e 

33F, por serem as cepas presentes entre 85 e 90% dos casos de doença pulmonar 

invasiva (DPI), principalmente em adultos (WHO, 2018). A resposta imune provocada 

pela VPP23 envolve a produção de anticorpos do tipo IgM. Nas situações em que o 

antígeno não estimula as células de memória (antígeno T-independente), a 

persistência dos anticorpos é limitada. As vacinas constituídas apenas de 

polissacarídeo apresentam uma boa proteção, mas com duração limitada (BAKER, 

1992; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014). 

As vacinas conjugadas são capazes de desencadear uma produção satisfatória de 

anticorpos específicos. A VPC10 (com antígenos dos sorotipos 1, 4, 5, 6B, 7F, 9V, 14, 

18C, 19F, 23F), indicada para criança com menos de 2 anos, é conjugada com a 

proteína D de Haemophilus influenzae e carreadores de toxoides diftérico e tetânico 

(FARKOUH et al., 2012). Além da VPC10, a vacina pneumocócica conjugada 13-

valente (VPC13) está licenciada no Brasil para o uso em crianças. A VPC13 contém 

os antígenos dos sorotipos 3, 6A e 19A juntamente com os antígenos presentes na 

VPC10, e é conjugada ao toxoide difitérico. A conjugação dos polissacarídeos do 

capsulares do pneumococo à uma proteína transportadora (vacina conjugada) resulta 

em antígeno indutor de resposta imune T dependente sendo, portanto, mais robusta 

e capaz de eliminar o patógeno de maneira mais eficaz (FARKOUH et al., 2012; SBIM, 

2018). A VPC13 passou a ser oferecida na rede pública de saúde para pacientes 

oncológicos, pacientes vivendo com HIV/AIDS, indivíduos submetidos a transplante 

de medula óssea ou de órgãos sólidos, a partir dos 5 anos de idade (SBPT, 2019). 

A vacinação é uma ferramenta importante para diminuir a disseminação e a 

gravidade de doenças causadas por S. pneumoniae. No entanto, as vacinas atuais 
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têm como alvo apenas um subconjunto de sorotipos pneumocócicos, e os tipos não 

vacinais permanecem em altas frequências após a vacinação. Em alguns casos, os 

tipos não vacinais exibem um aumento nas frequências de resistência aos 

antimicrobianos após a vacinação de uma população (OBOLSKI et al., 2018). 

A penicilina era o tratamento de escolha para as doenças pneumocócicas. No 

entanto, hoje existem cepas de S. pneumoniae que apresentam níveis de 

susceptibilidade distintas em vários países. Isso ocorre devido a capacidade de 

evolução e adaptação dos microrganismos, com resultante diminuição da 

sensibilidade a diversos fármacos (OLIVEIRA et al., 2021). A resistência à penicilina 

está associada à redução da afinidade do antimicrobiano com as proteínas ligadoras 

de penicilina, presentes na parede celular bacteriana. Os pacientes infectados com 

sorotipos resistentes possuem risco aumentado de desfecho desfavorável. 

Adicionalmente, resistência aos macrolídeos (p. ex., eritromicina), tetraciclinas, e 

cefalosporinas de terceira geração (p. ex., ceftriaxona) também se tornou comum. 

Assim, para as infecções pneumocócicas graves, é recomendado o tratamento com 

uma combinação de antimicrobianos, até que os resultados dos testes de 

suscetibilidade in vitro estejam disponíveis. A combinação de vancomicina com 

ceftriaxona é frequentemente utilizada no ambiente hospitalar para o tratamento 

empírico, seguida de monoterapia com uma cefalosporina, fluoroquinolona ou 

vancomicina (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2014; TORTORA; FUNKE; CASE, 

2017). 

1.4 A Resposta inflamatória e sua resolução  

A resposta inflamatória é um evento da imunidade inata, orquestrado espacial e 

temporalmente, no qual células e mediadores colaboram para neutralizar e/ou eliminar 

os estímulos nocivos, seja de natureza infecciosa ou não; e quando autolimitada evolui 

para resolução e restauração da homeostase (MEDZHITOV, 2010). Os mediadores 

pró-inflamatórios liberados durante a resposta são responsáveis pelo aparecimento 

dos sinais cardinais da inflamação (Figura 3): calor, rubor, edema, dor e perda de 

função (revisto por WALLACH; KANG; KOVALENKO, 2014). No contexto das 

infecções, a resposta inflamatória tem o propósito de proteger o hospedeiro 

eliminando o agente infeccioso e se eficiente e autolimitada, tende a progredir para a 

resolução completa (DUFFIN et al., 2010). No entanto, a inflamação descontrolada ou 
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uma resolução ineficiente pode causar danos nos tecidos e contribuir para a 

patogênese de doenças inflamatórias crônicas e autoimunes (revisto por SOUSA et 

al., 2013). 

 

Figura 3. Sinais cardinais da inflamação. Cornelius Celsus, no século I D.C., descreveu os sintomas 
clínicos da inflamação, reconhecidos atualmente como os quatro sinais cardinais da inflamação: o rubor 
(vermelhidão, devido à hiperemia), tumor (edema, causado por aumento da permeabilidade 
microvascular e extravasamento de proteínas para o espaço intersticial), calor (associado com o 
aumento do fluxo sanguíneo e hipertermia - aumento da temperatura corporal), e dor (em parte devido 
a alterações nas terminações nervosas). Um quinto sinal foi adicionado posteriormente por Rudolf 
Virchow em 1858, a perda da função, associada à disfunção dos órgãos envolvidos neste processo 
(MEDZHITOV, 2010) (Fonte: ETIENNE; VIEGAS; VIEGAS, 2021). 

A resolução da inflamação (Figura 4) é um processo ativo que envolve a produção 

e ativação de mediadores bioquímicos e vias de sinalização para garantir a 

restauração da homeostase tecidual (revisto por SOUSA et al., 2013; SUGIMOTO et 

al., 2019). Dentre os mediadores pró-resolutivos, podemos citar moléculas de 

natureza lipídica como lipoxinas, maresinas, resolvinas, protectinas e as de natureza 

proteica como as proteínas induzidas por glicocorticoides anexina A1 (AnxA1) e GILZ 

(Glucocorticoic-induced leucine zíper), dentre vários outros. Estes mediadores agem 

via receptores específicos e inibem vias de sobrevivência de leucócitos, estimulam a 

apoptose de neutrófilos, inibem a produção de citocinas pró-inflamatórias, estimulam 

a transmigração de monócitos de forma não inflamatória e aumentam a capacidade 

dos macrófagos em fagocitar debris e células apoptóticas (revisto por: ALESSANDRI 
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et al., 2013; SUGIMOTO et al., 2016). Mais recentemente, alguns mediadores pró-

resolutivos começaram a serem estudados em modelos pré-clínicos de doenças 

infecciosas (revisto por: BASIL & LEVY, 2016; DALLI, 2017; SOUSA; PINHO; 

TEIXEIRA, 2020; VAGO et al., 2021),  mostrando que também podem promover o 

clearance bacteriano (TAVARES et al., 2015; MACHADO et al., 2019; MELO et al., 

2021) e viral (WALKER et al., 2021), por meio dos mecanismos já previamente 

descritos (Figura 4), além do aumento da fagocitose de bactérias (MACHADO et al., 

2019; ZAIDAN et al., 2022) e a indução de peptídeos antimicrobianos (SERHAN, 

2014; BASIL & LEVY, 2016)  Essas ações dos mediadores pró-resolutivos levam à 

resolução do processo inflamatório e restauração da homeostase tecidual. 

 

Figura 4. Série orquestrada de eventos que levam à resolução do processo inflamatório agudo. 
A lesão tecidual (estéril ou infecciosa) leva ao reconhecimento de padrões moleculares (DAMPs e/ou 
PAMPs) pelas células residentes (macrófagos teciduais, células dendríticas e células epiteliais), as 
quais produzem rapidamente vários mediadores pró-inflamatórios (1). Leucócitos polimorfonucleares 
(sobretudo neutrófilos) são as primeiras células que extravasam para os tecidos inflamados (2), 
seguidos por células mononucleares (3). Com a progressão da resposta inflamatória, há intenso influxo 
de leucócitos para o tecido inflamado. Na fase de transição da inflamação, apesar do intenso acúmulo 
de leucócitos PMNs, sob a ação de sinais pró-resolutivos, inicia-se a apoptose (6), seguido de 
fagocitose por macrófagos teciduais (eferocitose) (7). Durante a eferocitose, macrófagos mudam seu 
fenótipo de M1 para M2 (8). Macrófagos M2 - (ou M2 like) são altamente eferocíticos e produzem 
moléculas anti-inflamatórias (tais como a IL-10 e TGF-β) e mediadores pró-resolutivos (9). Tais 
mediadores têm o potencial para inibir o recrutamento adicional de PMN, intensificar a migração de 
monócitos e amplificar a eferocitose. Macrófagos M2 se modificam para macrófagos resolutivos (Mres) 
(10), os quais apresentam capacidade fagocítica reduzida, mas, no entanto, produzem proteínas anti-
fibróticas e antioxidantes que limitam o dano tecidual e fibrose. O aumento da produção de citocinas 
anti-inflamatórias, de mediadores pró-resolutivos e anti-fibróticos por macrófagos resolutivos (Mres), a 
repovoação por linfócitos (11) e apoptose de macrófagos ou drenagem destas células para o linfonodo 
local (12) encerram o processo inflamatório e restauram a homeostase do tecido. Fonte: Adaptado de 
Alessandri et al. (2013). 
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A AnxA1 é uma proteína pró-resolutiva endógena, que também pode ser induzida 

por glicocorticoides, capaz de regular a inflamação sem bloquear a fase pró-

inflamatória (DA CUNHA; OLIANI; DAMAZO, 2012). Este conceito é muito importante 

visto que a regulação da inflamação exacerbada é essencial para restabelecer a 

homeostase e, por outro lado, o bloqueio do processo inflamatório pode prejudicar a 

eliminação do patógeno em questão (TAVARES; TEIXEIRA; GARCIA, 2017). Dentre 

seus efeitos pró-resolutivos, AnxA1 inibe a transmigração de neutrófilos, induz a 

apoptose de neutrófilos e promove a fagocitose desses neutrófilos apoptóticos pelo 

processo de eferocitose (revisto por: SUGIMOTO et al., 2016; SUGIMOTO et al., 2019, 

VAGO et al., 2020). Além disso, AnxA1 tem sido associada ao recrutamento não 

flogístico de monócitos, ao reparo tecidual e à fagocitose de bactérias e de partículas 

(LEONI et al., 2015; PATEL, DEVANG M et al., 2011; YONA et al., 2006; MACHADO 

et al., 2019). 

Tavares e colaboradores (2015) demonstraram que a administração de rolipram, 

um inibidor da fosfodiesterase-4 (PDE4), diminuiu a inflamação neutrofílica e o dano 

pulmonar durante a pneumonia pneumocócica, associada à queda dos níveis das 

citocinas TNF-α e IL-6 e das quimiocinas CXCL2 e CCL2, parâmetros importantes da 

resposta inflamatória desencadeada pela infecção por S. pneumoniae.  Nesse mesmo 

estudo foi demonstrado que a associação entre rolipram e o antimicrobiano 

ceftriaxona aumentou a eliminação de bactérias nas vias aéreas, diminuiu o dano 

pulmonar e vários parâmetros inflamatórios, sugerindo que os inibidores de PDE4 

podem ser úteis como terapia adjuvante contra a pneumonia pneumocócica. Ainda foi 

observado que o tratamento com rolipram promoveu o aumento da expressão de 

AnxA1, especificamente quando combinado com o antibiótico ceftriaxona, o que 

contribuiu para o aumento da fagocitose dos pneumococos. Em um estudo seguinte, 

Machado e colaboradores (2019) mostraram que a ausência de AnxA1 resulta em 

aumento da letalidade dos animais frente a pneumonia pneumocócica, a qual foi 

associada à resposta inflamatória exacerbada, ao aumento da ativação dos 

neutrófilos, perda da integridade do epitélio pulmonar e disseminação bacteriana para 

o sangue. De forma interessante, o tratamento com o peptídeo mimético da AnxA1, 

Ac2-26, diminuiu a inflamação, o dano pulmonar e a carga bacteriana nas vias aéreas, 

aumentando a fagocitose de bactérias por macrófagos. Além disso, dados anteriores 

do nosso grupo de pesquisa demonstraram a importância do peptídeo Ac2-26 e da 



24 
 

AnxA1 em promover a resolução da inflamação em modelo não infeccioso (pleurisia 

induzida por LPS) e na resolução induzida pelo glicocorticoide (GC) dexametasona 

(VAGO et al., 2012). No mesmo modelo de pleurisia foi demonstrado que GILZ induz 

a resolução da inflamação por induzir a apoptose de neutrófilos (VAGO et al., 2015). 

1.5 Mecanismo de ação dos glicocorticoides e de GILZ 

 

Os GCs são capazes de transpor a membrana citoplasmática devido a sua elevada 

lipossolubilidade se ligando no citoplasma aos receptores pertencentes à classe de 

receptores nucleares, os GR clássicos (DUQUE, 2013). No núcleo, o complexo GC-

GR se liga a sítios específicos no DNA chamados elementos responsivos aos 

glicocorticoides (GREs) e, por meio do mecanismo de transativação, atua como fator 

de transcrição induzindo a síntese de proteínas anti-inflamatórias (GILZ, AnxA1, IκB e 

IL-10), e também na indução de proteínas que atuam no metabolismo sistêmico ou na 

regulação de genes pró-inflamatórios (CLARK, 2007; VANDEVYVER et al., 2013). 

Devido a sua resposta sistêmica, os GCs possuem efeitos que incluem alterações no 

metabolismo dos carboidratos, proteínas e lipídeos; manutenção do equilíbrio 

hidroeletrolítico; e preservação da função normal do sistema cardiovascular e renal, 

sistema endócrino, sistema nervoso e sistema imune (VANDEVYVER et al., 2013). 

Os efeitos metabólicos dos GCs são geralmente mediados pela ativação da 

transcrição gênica, enquanto os efeitos anti-inflamatórios são mediados, em grande 

parte, por inibição ou transrepressão gênica, quando o complexo GC-GR se liga aos 

fatores de transcrição (NF-κB) (Nuclear fator kappa B) ou AP-1 (proteína ativadora-1), 

inibindo a transcrição de genes pró-inflamatórios (DE BOSSCHER et al., 2003; 

MCMASTER; RAY, 2008; BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012). Os GCs 

reduzem os níveis de TNF-α, IL-6, quimiocinas e outros mediadores pró-inflamatórios 

além da diminuição do recrutamento de células da imunidade inata como os 

neutrófilos. Uma resposta inflamatória global diminuída previne dano pulmonar 

relacionado à inflamação. No entanto, o momento e a dose para administração de 

corticosteroides são extremamente importantes, pois podem levar à imunossupressão 

grave, favorecendo o crescimento excessivo de patógenos nos pulmões (RHEN; 

CIDLOWSKI, 2005; REMMELTS et al., 2012; TAVARES; GALVÃO; FERRERO, 

2021). 
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GILZ é uma proteína que medeia vários efeitos dos glicocorticoides (GCs) (revisto 

por: D’ADAMIO et al., 1997; AYROLDI; RICCARDI, 2009; RONCHETTI; MIGLIORATI; 

RICCARDI, 2015; VAGO et al., 2021). GILZ possui funções anti-inflamatórias que 

mimetizam os efeitos anti-inflamatórios dos GCs, ao inibir os fatores de transcriação 

NF-κB e AP-1 (AYROLDI et al., 2009; MITTELSTADT et al., 2001). Até o momento, 

os estudos sobre os efeitos anti-inflamatórios de GILZ se mostraram dissociados dos 

efeitos adversos dos GCs, sugerindo que GILZ exerça seus efeitos anti-inflamatórios, 

assim como os GCs, porém por vias distintas (CHENG et al., 2014). A descoberta de 

que GILZ interage e inibe a atividade de NF-κB foi a primeira descrição de mecanismo 

de ação de GILZ, inicialmente caracterizado em células T (AYROLDI et al., 2009). 

Subsequentemente, outros alvos de GILZ foram identificados como Raf-1, Ras, e a 

MAPK (proteína cinase ativada por mitógenos) ERK1/2 (AYROLDI et al., 2002; 

AYROLDI et al., 2007; SOUNDARARAJAN et al., 2007). Devido à grande variedade 

de interações com proteínas e sua expressão em vários tipos celulares, GILZ exerce, 

de fato, um papel crucial no controle do tráfego de proteínas e na sinalização (VAGO 

et al., 2021; BRUSCOLI; RICCARDI; RONCHETTI, 2021). 

 

Figura 5. Mecanismo de ação de GILZ. Ilustração esquemática do papel de GILZ como mediador anti-

inflamatório e imunossupressor das atividades dos GCs. GILZ interage diretamente com NF-B, inibe 

a transcrição gênica dependente de NF-B, medeia os efeitos anti-inflamatórios e imunossupressores 
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nos compartimentos linfoide e mieloide. O complexo Shc/Grb2/SOS converte Ras à sua forma ativa 
ligada ao GTP, levando à ativação das vias ERK-1/2 e Akt/PKB. Ao se ligar a Ras e Raf-1, GILZ inibe 
a fosforilação de MEK e ERK, inibindo, assim, a proliferação celular dependente dessa via (Adaptado 
de AYROLDI e RICCARDI, 2009). 

 

Além das várias atividades anti-inflamatórias descritas acima, nosso grupo de 

pesquisa demonstrou algumas propriedades pró-resolutivas de GILZ. Durante a 

pleurisia induzida por LPS, um modelo pré-clínico em que a resolução da inflamação 

acontece fisiologicamente, foi mostrado que a expressão de GILZ é aumentada 

durante a fase resolutiva da inflamação e que a administração do peptídeo TAT-GILZ 

(uma proteína de fusão com GILZ e permeável à célula), no pico da inflamação, 

promove uma diminuição do número de neutrófilos viáveis e aumenta o número de 

neutrófilos apoptóticos, os quais são marca de uma resolução eficiente (VAGO et al., 

2015). Posteriormente, foi demonstrado que GILZ modula a polarização de 

macrófagos e aumenta a eferocitose (fagocitose de células apoptóticas) (VAGO et al., 

2020). No estudo de Vago e colaboradores (2020), foi demonstrado que GILZ está 

aumentado em macrófagos do tipo M2 e o tratamento in vitro de macrófagos 

estimulados com LPS/IFN-γ (M1-Like) com TAT-GILZ diminui a produção das 

citocinas IL-6 e TNF-α produzidas por estes macrófagos pró-inflamatórios. Além disso, 

TAT-GILZ diminuiu os números de macrófagos do tipo M1 durante a pleurisia induzida 

por LPS e aumentou a eferocitose de neutrófilos apoptóticos in vitro e in vivo, 

evidenciando o papel de GILZ como um modulador do fenótipo de macrófagos com 

efeitos diretos na resolução da resposta inflamatória. Em conjunto, os dados obtidos 

nos trabalhos citados acima mostram que GILZ induz eventos resolutivos chave, 

incluindo apoptose de neutrófilos, reprogramação de macrófagos e eferocitose (revisto 

por VAGO et al., 2020). Embora tenha se avançado no entendimento das 

propriedades pró-resolutivas de GILZ, é preciso entender melhor as ações de GILZ 

em modelos infecciosos, uma vez que o uso de GCs é comum como terapia adjuvante 

aos antimicrobianos neste contexto. 

1.6 O efeito de GILZ em modelos pré-clínicos de infecção 

Pesquisas foram conduzidas a fim de segregar os efeitos farmacológicos benéficos 

dos efeitos adversos decorrentes de altas doses e do uso crônico dos GCs. Uma 

alternativa seria a descoberta de agonistas capazes de induzir os efeitos inibitórios 

dos GCs no sistema imune por meio de moléculas que não utilizassem o GR para 
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transativação gênica (BOSSCHER; HAEGEMAN, 2009; BUTTGEREIT, 2012). No 

entanto, o uso dos agonistas seletivos de GR (SEGRAs) não se mostraram tão 

eficazes, visto que a transativação induzida pelo GR é indispensável para as 

propriedades anti-inflamatórias global dos GCs (VANDEVYVER et al., 2013). 

 

Figura 6. Representação esquemática dos mecanismos de transativação e transrepressão de 
GCs e o efeito de GILZ. (A) Efeitos celulares dos GCs; a molécula de GC liga-se ao receptor GR e 
ativa as vias de sinalização intracelulares. Acreditava-se que a transativação fosse responsável pelos 
efeitos metabólicos dos GCs, enquanto a transrepressão mediava os seus efeitos anti-inflamatórios. 
(B) Esse conceito foi a estratégia utilizada para o desenvolvimento dos SEGRAs, com o objetivo de 
inibir os efeitos metabólicos dos GCs. (C) Os efeitos anti-inflamatórios de GILZ são independentes da 
ligação ao GR, não possuindo efeitos metabólicos. Fonte: adaptado de Cheng et al., 2014. 

 

Assim, terapias baseadas em proteínas induzidas por GCs tem um apelo 

farmacológico evidente e têm se mostrado eficientes em modelos pré-clínicos de 

infecção, como aquelas utilizando a proteína AnxA1 ou seus peptídeos miméticos 

como o Ac2-26 ou o Ac2-50-CR (resistente à clivagem) (GOBBETTI et al., 2014, 

SCHLOER et al., 2019, MACHADO et al., 2019). Além da AnxA1, a proteína GILZ 

parece ser uma alternativa interessante e o uso da proteína de fusão - GILZ com o 

peptídeo TAT (TAT-GILZ) tem se mostrado efetivo em atenuar a inflamação em 

modelos inflamatórios não infecciosos como colite (CANNARILE et al., 2009; GENTILI 

et al., 2021), pleurisia (VAGO et al., 2012, VAGO et al., 2020) e injúria renal (BABAN 

et al., 2018). 

No contexto das infecções, são poucos os trabalhos que investigaram até o 

momento o papel de GILZ em modelos pré-clínicos (RICCI et al., 2018; ELLOUZE et 

al., 2019; BALLEGEER, 2019). RICCI e colaboradores (2018) demonstraram o 
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aumento na atividade basal dos neutrófilos de camundongos GILZ KO frente à 

infecção intraperitoneal por C. albicans, sendo estes mais eficazes em eliminar o 

agente infeccioso quando comparado aos neutrófilos de camundongos do tipo 

selvagem (WT). Tal atividade foi verificada principalmente na fagocitose e na 

produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) por meio da via MAPK. No entanto, 

nesse estudo não foi avaliado a taxa de sobrevivência dos animais após infecção. 

Frente à essa resposta mais persistente dos neutrófilos, foi demonstrado a 

importância de GILZ na regulação do estado inflamatório contínuo e sugerido que sua 

ausência pode levar a doenças inflamatórias crônicas e autoimunes (RICCI et al., 

2018). Outro estudo, utilizando o modelo experimental de sepse polimicrobiana 

induzida por CLP (ligadura e perfuração do ceco) em camundongos transgênicos com 

superexpressão de GILZ, mostrou que estes animais apresentaram melhores taxas 

de sobrevivência associada a redução nas contagens bacterianas no sangue, 

aumento na fagocitose e da expressão de GILZ nas células do exsudato peritoneal 

(BALLEGEER, 2019). Ainda, utilizando o modelo de CLP em animais transgênicos 

que superexpressam GILZ em monócitos e macrófagos (M/M), ELLOUZE e 

colaboradores (2019) mostraram um aumento da capacidade fagocítica dessas 

células com menores níveis plasmáticos de citocinas inflamatórias, resultando em 

maiores taxas de sobrevivência desses animais. Foi observado também que os M/M 

de camundongos sépticos e de pacientes com choque séptico apresentaram uma 

menor expressão de GILZ, evidenciando a importância de GILZ na fisiopatologia do 

choque séptico e uma possível pista para a modulação da inflamação nessa doença 

(ELLOUZE et al., 2019). 
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2 JUSTIFICATIVA 
 

As infecções do trato respiratório inferior estão entre as 10 principais causas de 

morte no mundo, apresentando índices elevados em países em desenvolvimento 

(OMS, 2022). A PAC é um importante problema de saúde pública e é uma das 

principais causas de morbimortalidade em todo o mundo, principalmente entre 

crianças e idosos (SPOORENBERG et al., 2014). O S. pneumoniae é o principal 

patógeno causador da PAC (SONG; EUN; NAHM, 2013) e, apesar da utilização de 

vacinas e antimicrobianos como eficientes alternativas profiláticas e terapêuticas, a 

incidência de infecções pneumocócicas com complicações graves está aumentando 

em muitas partes do mundo (MACLNTYRE et al., 2018; CHEN et al., 2020). 

A resposta inflamatória contínua e exacerbada desencadeada pela infecção 

contribui para o dano pulmonar e gravidade da pneumonia (TAVARES et al., 2017). 

Assim, tem sido sugerido que a modulação do processo inflamatório possa ser 

benéfica para diminuir o dano associado à resposta inflamatória (GHONEIM et al., 

2014; TAVARES et al., 2016). O estudo de moléculas pró-resolutivas endógenas tem 

chamado atenção por oferecer uma oportunidade terapêutica única, uma vez que 

mimetizam moléculas endógenas (PERRETTI et al., 2015). 

Desde a descoberta dos mediadores pró-resolutivos nos anos 90, os estudos 

iniciais em modelos inflamatórios agudos de resolução espontânea vêm ganhando 

maior complexidade, e, nos últimos anos, vários estudos com aplicação terapêutica 

de mediadores pró-resolutivos em modelos experimentais infecciosos mais complexos 

tem apontado um benefício do uso dessas terapias em controlar o processo infecioso 

sem, contudo, diminuir a habilidade do hospedeiro em debelar a infecção (revisto por: 

LEGG, 2012; BASIL; LEVY, 2016; SOUSA et. al., 2020). A proteína GILZ possui 

atividade anti-inflamatória e pró-resolutiva e alguns estudos recentes mostram que 

também parece ser importante em promover o clearance bacteriano. Assim, 

pretendeu-se com este estudo, avaliar o papel de GILZ durante a resolução da 

inflamação pulmonar infecciosa ou não.  
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3 OBJETIVO 

3.1 Objetivo geral 
 

Estudar o papel da proteína GILZ na resposta inflamatória desencadeada durante 

a pneumonia experimental induzidas por LPS ou por Streptococcus pneumoniae e o 

efeito do tratamento com o peptídeo TAT-GILZ. 

3.2 Objetivos específicos 
 

3.2.1 Avaliar o papel da proteína GILZ em animais GILZ KO e C57BL/6 WT 

instilados com LPS quanto aos: 

 

a. Parâmetros inflamatórios e de resolução; 

b. Dano pulmonar. 

 

3.2.2 Avaliar o efeito do tratamento com o peptídeo TAT-GILZ em animais 

C57BL/6 ou BALB/c instilados com LPS ou infectados com S. pneumoniae, 

respectivamente, sobre: 

 

a. Parâmetros inflamatórios e de resolução, 

b. carga bacteriana; 

c. Dano pulmonar. 

 

3.2.3 Avaliar o efeito do tratamento com o peptídeo TAT-GILZ sobre a letalidade 

em animais BALB/c infectados com S. pneumoniae. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Animais 

Camundongos machos BALB/c (8-10 semanas de idade) foram obtidos do biotério 

central da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e mantidos com livre acesso 

a ração comercial e água. Camundongos C57BL/6 machos deficientes em GILZ (GILZ-

/-) e seus companheiros de ninhada (GILZ+/+ - WT) foram criados no biotério do 

Laboratório de Imunofarmacologia e gerados conforme descrito (NGO et al., 2013). O 

gene GILZ está ligado ao cromossomo X e os camundongos GILZ-/- machos são 

inférteis (BRUSCOLI et al., 2012; ROMERO et al., 2012). Portanto, fêmeas 

heterozigóticas são cruzadas com machos WT. Foram utilizadas ninhadas de 

diferentes criações, pareadas por idade e peso. Todos os procedimentos descritos 

foram aprovados pela comissão de ética no uso de animais (CEUA), protocolo 

162/2020 (ANEXO A). 

4.2 Bactéria 

Para a realização dos experimentos foi utilizada a cepa de S. pneumoniae ATCC 

6303, sorotipo 3, conforme padronização pelo nosso grupo de pesquisa (TAVARES et 

al., 2015; MACHADO et al., 2019). O cultivo das bactérias foi realizado em caldo de 

cultura Todd Hewitt acrescido de 0,5% de extrato de levedura (THY) ou ágar sangue 

(THY acrescido de 5% de sangue). No dia anterior à infecção, as bactérias foram 

semeadas em placas e incubadas a 37ºC em atmosfera rica em CO2, por 12h. 

Posteriormente, as bactérias foram transferidas para 10 mL de caldo de cultura e 

incubadas a 37ºC em atmosfera rica em CO2 até atingir a fase exponencial de 

crescimento - densidade óptica (D.O) de 0.4 (600 nm). Após centrifugação e duas 

lavagens com 10 mL de salina 0,9% estéril apirogênica, o pellet foi ressuspenso em 1 

mL de salina estéril e a partir dessa suspensão de bactérias, foram realizadas 

diluições em salina estéril de forma que 40 μL de solução continha os inóculos de 105. 

Em todos os experimentos o inóculo foi confirmado por meio da semeadura da 

suspensão de bactérias em diferentes diluições e contagem das colônias após 18h de 

incubação a 37ºC em atmosfera rica em CO2. 
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4.3 Modelos de lesão pulmonar aguda (LPA) e protocolos de tratamento 

Os camundongos foram anestesiados com cetamina/xilazina (80 mg/kg e 10 

mg/kg, respectivamente) e a LPA foi induzida por instilação de LPS ou Streptococcus 

pneumoniae. 1 µg (500 unidades de endotoxina) de LPS ou 105 CFU de S. 

pneumoniae foram instilados por via intranasal em 40 µL. Os grupos controles 

receberam solução salina. O modelo de LPA induzida por LPS foi previamente 

padronizado em nosso laboratório e o pico de inflamação mostrou-se entre 12 a 24 h 

(SANTOS-SOUZA, 2019). O modelo de pneumonia pneumocócica foi realizado em 

camundongos BALB/c machos conforme descrito anteriormente (TAVARES et al., 

2015; MACHADO et al., 2019) e o modelo ALI foi realizado em camundongos C57BL/6 

machos, uma vez que é este o background dos camundongos GILZ-/-. Doze horas 

após a infecção ou instilação de LPS, os camundongos foram tratados com 200 µL de 

TAT-GILZ (0,2 mg/kg, i.p.) ou somente TAT (0,1 mg/kg, i.p.). As proteínas foram 

dissolvidas em DMSO e diluídas em solução salina estéril. A dosagem de TAT e TAT-

GILZ foi escolhida de acordo com estudos publicados anteriormente (CANNARILE et 

al., 2009; VAGO et al., 2014; VAGO et al., 2020, GENTILI et al., 2021). Doses 

equimolares de TAT e TAT-GILZ foram injetadas, considerando que o peso molecular 

(PM) de TAT é metade do TAT-GILZ. Os animais do grupo controle receberam apenas 

solução salina estéril. O peptídeo TAT e a proteína de fusão TAT-GILZ, construídos 

pela inserção de cDNA de GILZ no vetor TAT-C para produzir uma proteína de fusão 

in-frame, foram gerados conforme descrito anteriormente (CANNARILE et al., 2009; 

VAGO et al., 2015; BARBAN et al., 2018). Cada lote de TAT e TAT-GILZ foi preparado 

em condições livres de LPS (BARBAN et al., 2018). Para analisar as taxas de 

sobrevivência, os camundongos foram tratados 12, 24 e 48h após a infecção por S. 

pneumoniae. 

4.4 Acompanhamento da letalidade 

Os animais infectados foram pesados e acompanhados durante 10 dias para a 

observação da letalidade. Os que atingiram perda de mais de 25% do seu peso 

corporal inicial foram eutanasiados de acordo com a Resolução Normativa Nº 33, de 

18 de novembro de 2016 do Conselho Nacional de Controle de Experimentação 

Animal (CONCEA). 
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4.5 Eutanásia e coleta das amostras para análise 

Para todos os experimentos os animais foram anestesiados com uma solução de 

80 mg/kg de cetamina e 10 mg/kg de xilazina. Posteriormente, a eutanásia ocorreu 

pelo método de exsanguinação por meio coleta de sangue da veia cava para posterior 

contagem de bactérias e dosagem de citocinas. Após a eutanásia, os animais foram 

submetidos à exposição da traqueia para a realização do lavado broncoalveolar (BAL). 

O lavado consiste na introdução de uma cânula de 1,7 mm na traqueia do animal, a 

qual foi posteriormente conectada a uma seringa de 1 mL com PBS. Este volume foi 

recolhido e reintroduzido 3 vezes. Para a obtenção de uma quantidade satisfatória de 

células, o lavado foi realizado duas vezes, totalizando 2 mL de PBS. O lavado 

broncoalveolar foi utilizado para contagem de células, contagem de bactérias e 

dosagem de proteínas e citocinas. Após a realização do BAL, os animais tiveram os 

seus pulmões perfundidos com 5 mL de PBS por meio de uma seringa conectada a 

uma agulha de 21G. O ventrículo esquerdo foi cortado e os 5 mL de PBS foram 

injetados no ventrículo direito até o pulmão inflar e a solução de PBS sangue sair pelo 

ventrículo esquerdo. O lobo esquerdo foi coletado para análise histológica. 

4.6 Contagem de células e bactérias 

4.6.1 Contagem de bactérias no lavado broncoalveolar (BAL) 

Após a coleta do BAL, 50 μL do fluido recuperado passou por diluições seriadas 

e foi semeado em placas de ágar sangue. As placas foram incubadas a 37ºC em 

atmosfera rica em CO2 por 18h. Em seguida, as placas com a diluição contendo 

colônias em número entre 30 e 300 foram contadas. 

4.6.2 Contagem de bactérias no sangue 

20 μl de sangue foram semeados diretamente em placa de ágar sangue. As 

placas foram incubadas a 37ºC em atmosfera rica em CO2 por 18h. 

4.6.3 Contagem total e diferencial de células 

O fluido recuperado do BAL foi submetido à centrifugação a 4°C a 300g por 8 

minutos. O sobrenadante foi recolhido e congelado, para posterior dosagem de 

proteínas totais pelo método de Bradford e citocinas por ELISA, enquanto ao pellet foi 

adicionado 100 μL de albumina sérica bovina (BSA) 3% em PBS. A alíquota das 

células em albumina foi diluída 10 vezes na solução de Turk para lise de hemácias 
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(IMBRALAB®), e posterior realização da contagem total de leucócitos utilizando 

câmara de Neubauer. A partir dessa contagem, foram preparadas lâminas de 

contendo 50.000 células, utilizando a citocentrífuga (Shandon III). As lâminas foram 

coradas por coloração de May-Grunwald-Giemsa, utilizando-se o kit Panótico Rápido 

(LB Laborclin). Posteriormente foi realizada a contagem diferencial de células no 

aumento de 1000 vezes usando microscópio óptico. As células foram diferenciadas 

utilizando critérios morfológicos, por meio de três contagens em campos aleatórios 

totalizando cem células em cada contagem. 

4.7 Dosagem de proteínas no BAL 

A concentração de proteínas foi determinada pelo método colorimétrico de 

Bradford. Após diluir a solução estoque 5x de Bradford da Biorad ® para a 

concentração de 1x, adicionou-se 200 μL à uma placa de 96 poços. Em seguida, 10 

μL do sobrenadante do BAL em duplicata foi adicionado em cada poço contendo a 

solução de Bradford e homogeneizado. A leitura da placa foi realizada no 

espectrofotômetro com comprimento de onda de 595 nm, descontando a leitura do 

branco. Os resultados obtidos da absorbância foram comparados à uma curva padrão 

feita com concentrações conhecidas de BSA. 

4.8 Dosagem de citocinas por ELISA 

As concentrações de TNF-α, IL-6, CXCL-1 e CXCL-2 foram mensuradas no BAL 

de acordo com os procedimentos fornecidos pelo fabricante (R&D Systems, EUA). O 

protocolo utilizado está estabelecido no kit de ELISA murino da R&D Systems, em 

placa de 96 poços. Os anticorpos de captura foram diluídos em PBS, e adicionados à 

placa de 96 poços para que a sensibilização ocorresse overnight à 4ºC. A placa foi 

lavada 3 vezes e, em seguida, realizou-se o bloqueio da placa com 1% de albumina 

bovina diluída em PBS por 2h à temperatura ambiente, para evitar a ligação 

inespecífica durante o ensaio. Após o bloqueio, a placa foi lavada e 50 µL de amostra 

foram adicionados a cada poço e incubado overnight. No dia seguinte, após a 

lavagem, os anticorpos de detecção (diluídos em 0,1% de BSA/PBS) foram 

adicionados à placa e essa incubada por 2h à temperatura ambiente. A detecção foi 

realizada pela incubação com estreptavidina conjugada com peroxidase (“HRP-

Streptavidin Pharmingem” - 1:4000) e revelada com o substrato OPD 

(ophenylenediamine dihidrocloride - Sigma) com 0,006% peróxido de hidrogênio. Após 

20 minutos a reação foi interrompida com H2SO4 1 M. A leitura foi feita no 
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espectrofotômetro (Spectra Max 190, Molecular Devices) com filtro para um 

comprimento de onda de 492 nm. A cor obtida pela reação é diretamente proporcional 

à concentração da citocina na amostra analisada. As absorbâncias obtidas pela leitura 

foram comparadas à uma curva padrão contendo concentrações conhecidas de cada 

citocina analisada, fornecida no kit (TNF-α: 31.2 – 2.000 pg/mL; IL-6: 15.6 – 1.000 

pg/mL; CXCL-1: 0.5 – 1.810 pg/mL; CXCL-2: 7.8 - 500 pg/mL). 

4.9 Análise histológica 

Os pulmões esquerdos foram fixados em formalina tamponada neutra (10%) por 48 

h e então gradualmente desidratados em etanol e incluídos em parafina. Seções de 

5μm foram cortadas e coradas com H&E para exame sob microscopia de luz. O escore 

histopatológico foi realizado conforme descrito (ANDRADE et al., 2021) por um 

patologista experiente de forma cega para os grupos experimentais e avaliou as 

seguintes categorias: inflamação das vias aéreas (0-4), inflamação vascular (0-4), 

inflamação do parênquima (0-5) e infiltrado de PMN (0-4). 5), totalizando 18 pontos. 

4.10 Macrófagos derivados de medula óssea (BMDMs) 

Camundongos C57BL/6 do tipo selvagem foram sacrificados e tíbias e fêmures 

foram coletados para isolamento de medula óssea. A suspensão de células obtida foi 

então centrifugada por 5 minutos a 1.200g. O pellet foi ressuspenso em meio 

condicionado completo para diferenciação de BMDMs (meio RPMI acrescido de 

antibióticos, 10% de soro fetal bovino inativado pelo calor e 30% de sobrenadante de 

células L929), semeado em frascos e incubados a 37°C e 5% de CO2. No terceiro dia 

de cultura 30% do meio foi retirado e adicionado meio novo completo. Após 7 dias, o 

sobrenadante foi removido e os macrófagos aderentes foram separados por meio de 

raspador de células e plaqueados (2 x 105 células/poço) em placas de 96 poços para 

ensaio de fagocitose. 

4.11 Ensaio de fagocitose 

A fagocitose foi avaliada conforme descrito anteriormente (MACHADO et al., 

2019; ZAIDAN et al., 2022). Para os ensaios de fagocitose, 2 × 105 macrófagos 

alveolares AMJ2-C11 (ATCC CRL-2456) ou BMDMs isolados de camundongos WT 

ou GILZ-/-, foram plaqueados e incubados com S. pneumoniae (MOI 1:10) por 3 h para 

permitir a fagocitose (1h de adesão a 4oC seguido de 2h a 37°C e 5% de CO2). As 

bactérias não internalizadas foram lavadas com penicilina e estreptomicina (30 µg/mL 
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em PBS por 30 minutos). Para avaliar as bactérias fagocitadas, os macrófagos foram 

lisados e as bactérias internalizadas viáveis foram contadas em placas de ágar 

sangue após incubação durante 15h a 37°C e 5% de CO2. O pré-tratamento com TAT 

ou TAT-GILZ foi de 18 h antes dos experimentos e a dose foi baseada em estudos 

prévios (DELFINO et al., 2004; VAGO et al., 2020). 

4.12 Avaliação da eferocitose 

A identificação e contagem de macrófagos com corpos apoptóticos englobados 

foi realizada por microscopia de luz (objetiva 100x, 500 células/lâminas). Os 

resultados foram expressos como a média ± SEM (erro padrão da média) da 

porcentagem de macrófagos com células apoptóticas em seu interior (VAGO et al., 

2020; ZAIDAN et al., 2022). 

4.13 Teste de sensibilidade in vitro 

Com uma alça bacteriológica em platina devidamente flambada e resfriada 

colônias recentes de S. pneumoniae foram suspendidas em salina estéril (NaCl) até 

se obter uma turvação compatível com o grau 0,5 da escala Mac Farland (1x108 

CFU/mL). Em seguida, um swab estéril foi embebido na suspensão bacteriana, sendo 

comprimido contra as paredes do tubo para tirar o excesso da suspensão, para então 

ser semeado de forma suave em todas as direções na placa abrangendo toda a 

superfície. Assim que a superfície do ágar secou, os discos foram colocados, com 

auxílio de uma pinça flambada e resfriada, sobre a superfície do meio inoculado, 

exercendo uma leve pressão com a ponta da pinça para uma boa adesão dos discos. 

O resultado foi analisado após 18h de incubação a 37ºC em atmosfera rica em CO2. 

Embora não existam halos definidos pelo CLSI (Clinical & Laboratory Standard 

Institute) para cefalosporinas pelo método de disco difusão, um disco de cefotaxima 

foi utilizado aqui apenas com efeito comparativo, uma vez que as cefalosporinas são 

os antimicrobianos de escolha no tratamento da pneumonia pneumocócica grave. 

4.14 Análise estatística 

As estatísticas foram realizadas usando GraphPad Prism 8.0. Os testes de 

Two-way (Figuras 7 e 8) seguido de correção de Tukey ou one-way ANOVA, seguido 

de pós-teste de Newman-Keuls foram usados para comparar mais de dois grupos. O 

teste t não pareado foi usado para comparações entre dois grupos. As curvas de 
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sobrevida foram analisadas pelo teste Log-rank. Resultados com P < 0,05 foram 

considerados estatisticamente significantes.  
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5 RESULTADOS 

5.1 GILZ é crucial para o controle da inflamação durante a lesão pulmonar aguda 

induzida por LPS 

Para entender o papel de GILZ durante a inflamação pulmonar aguda, 

estabelecemos um modelo murino de ALI (acute lung injury ou lesão pulmonar aguda 

-LPA), o qual apresenta intensa infiltração de neutrófilos dentro de 12-24h após 

estímulo intranasal com LPS, com a resolução ocorrendo após 72h (SANTOS-

SOUZA, 2019). Nesse modelo investigamos a resposta inflamatória de camundongos 

deficientes em GILZ (GILZ-/-) em comparação aos animais WT (desenho experimental 

esquemático em 7A). De forma interessante, os camundongos GILZ-/- apresentaram 

maiores números de leucócitos (Figura 7B), especialmente neutrófilos (Figura 7C), 

quando comparados aos animais WT. Os números de macrófagos não foram 

modificados pelo desafio com LPS (Figura 7D). As concentrações de TNF-α e IL-6 

foram aumentadas no lavado broncoalveolar (BAL) após a instilação de LPS, sendo 

ainda mais elevadas nos camundongos GILZ-/- (Figura 7 E-F). De forma interessante, 

os níveis das quimiocinas ativas de neutrófilos, CXCL-1 e CXCL-2, também foram 

mais elevados em animais GILZ-/- (Figura 7G-H), em consonância com o maior 

número de neutrófilos vistos nesses animais (Figura 7C). Houve diminuição da 

eferocitose nos animais GILZ-/-, evidenciado por meio da porcentagem de macrófagos 

que internalizaram neutrófilos apoptóticos (Figura 7I e imagens representativas na 

Figura 7J). 

A análise histopatológica dos pulmões 24h após instilação com LPS mostrou 

que o grupo de animais GILZ-/- apresentou dano pulmonar mais grave e maior infiltrado 

de células inflamatórias em comparação ao grupo de animais WT (Figura 8A-B). Além 

disso, a deficiência em GILZ levou a uma acentuada degeneração do epitélio 

bronquiolar no tempo de 24h após a instilação de LPS (caixa vermelha na Figura 8A), 

a qual foi observada apenas em camundongos GILZ-/- instilados com LPS. Nenhum 

sinal histológico de dano foi observado nos pulmões de camundongos instilados com 

solução salina (Figura 8B). De acordo com a maior lesão pulmonar observados nos 

animais GILZ-/-, os níveis de proteína total no BAL, uma medida indireta de edema, 

foram mais elevados nos animais GILZ-/- quando comparados aos animais WT (Figura 

8C). Em conjunto, esses dados mostram que, na ausência de GILZ a instilação de 

LPS causa maior dano pulmonar e ruptura da barreira epitelial. 
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Figura 7. A deficiência de GILZ leva a uma resposta inflamatória mais intensa durante a Lesão 

Pulmonar Aguda induzida por LPS. Camundongos C57BL/6 WT ou GILZ-/- foram estimulados com 

LPS (1 µg, i.n.) e sacrificados 24 h depois (protocolo experimental em A). O BAL foi colhido para 

quantificar o número de leucócitos totais (B), neutrófilos (C) e macrófagos (D). Os níveis das citocinas 

TNF-α (E) e IL-6 (F) e das quimiocinas CXCL-1 (G) e CXCL-2 (H) no BAL foram mensurados por ELISA. 

O gráfico (I) mostra a porcentagem de eferocitose pela contagem morfológica das lâminas de citospin 

coradas com May-Grunwald-Giemsa. Em J, as setas indicam neutrófilos apoptóticos dentro dos 

macrófagos. Ampliação 1000×. Os dados são média ± SEM de N = 6 animais por grupo. *p < 0,05, **p 

< 0,01, ***p < 0,001 ou ****p < 0,0001 quando comparado ao grupo salina; ou conforme indicado: #p < 

0,05, ##p < 0,01, ###p < 0,001 ou ####p < 0,0001 ao comparar animais GILZ-/- desafiados com LPS ao 

grupo WT, por two-way ANOVA. 



40 
 

  
Figura 8. Camundongos com deficiência de GILZ apresentam exacerbação de lesão pulmonar 

aguda induzida por LPS. Camundongos C57BL/6 WT ou GILZ-/- foram estimulados com LPS (1 µg, 

i.n.) e eutanasiados 24 h depois. Lâminas representativas de pulmões corados com hematoxilina e 

eosina (H&E) são mostradas (A). Barras de escala = 200 µm (menor ampliação) e 50 µm (maior 

ampliação). Os slides da direita são ampliações maiores (400×) das áreas selecionadas (caixas) nos 

slides da esquerda (100×). O escore histopatológico avaliou inflamação das vias aéreas, vascular e 

parenquimatosa, infiltração neutrofílica e lesão epitelial (B). A caixa vermelha representa degeneração 

do epitélio bronquiolar, observada apenas no grupo de animais GILZ-/- instilado com LPS. (C) Níveis de 

proteínas totais no BAL. Os dados são mostrados como média ± SEM de N = 4 animais (histopatologia) 

ou N = 6 (níveis de proteína) por grupo. **p < 0,01 ou ***p < 0,001 quando comparado aos grupos 

instilados com solução salina; ou conforme indicado: ###p < 0,001 por two-way ANOVA ou p=0,06 ao 

comparar os animais GILZ-/- desafiados com LPS aos animais WT (teste t). 
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Em seguida, nos perguntamos se a administração exógena de GILZ protegeria 

os camundongos da inflamação e danos induzidos por LPS. Para tal, camundongos 

instilados com LPS foram tratados com TAT-GILZ, uma proteína de fusão à GILZ e 

permeável às células, no pico da inflamação (esquema terapêutico mostrado na 

Figura 9A). Observamos que o tratamento com TAT-GILZ diminuiu as contagens de 

leucócitos no BAL (Figura 9B), principalmente do número de neutrófilos (Figura 9C), 

sem alterar o número de macrófagos (Figura 9D). Em consonância com a redução da 

inflamação neutrofílica, TAT-GILZ também diminuiu os níveis de TNF-α e IL-6 no BAL 

de camundongos instilados com LPS (Figuras 9E-F). De forma interessante, o 

tratamento com TAT-GILZ também aumentou a porcentagem de eferocitose (gráfico 

na Figura 9G e imagens representativas na Figura 9H). Em resumo, a LPA induzida 

por LPS foi diminuída após o tratamento com TAT-GILZ, por meio da modulação da 

inflamação e indução da eferocitose, um determinante chave para a resolução da 

inflamação pulmonar (ROBB et al., 2016; GREENLEE-WACKER, 2016). 
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Figura 9. O tratamento com TAT-GILZ durante a LPA induzida por LPS modula a inflamação 

neutrofílica e aumenta os índices de eferocitose. Camundongos C57BL/6 WT foram estimulados 

com LPS (1 µg, in), tratados com TAT (0,1 mg/kg, ip) ou TAT-GILZ (0,2 mg/kg, ip) 12 h pi, e 

eutanasiados 24 h depois (protocolo experimental em A). O BAL foi coletado para quantificação do 

número de leucócitos totais (B), neutrófilos (C) e macrófagos (D). Os níveis das citocinas TNF-α (E) e 

IL-6 (F) no BAL foram mensuradas por ELISA. O gráfico (G) mostra a porcentagem de eferocitose pela 

contagem morfológica das lâminas de citospin coradas com May-Grunwald-Giemsa. Em H, as setas 

indicam neutrófilos apoptóticos dentro dos macrófagos. Ampliação 1000×. O grupo veículo recebeu 
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DMSO 0,6%. Os dados são representados como média ± SEM de N = 4-5 animais por grupo. *p < 0,05, 

**p < 0,01, ***p < 0,001 ou ****p < 0,0001 quando comparados aos grupos instilados com solução salina; 

ou conforme indicado: #p < 0,05, ##p < 0,01 ou p=0,07 ao comparar camundongos desafiados com LPS 

tratados com TAT-GILZ com os grupos veículo ou TAT, por one-way ANOVA. 

5.2 O tratamento TAT-GILZ modula a resposta inflamatória, aumenta a eferocitose 

e a depuração bacteriana durante a pneumonia pneumocócica 

Dado o papel do GILZ na modulação da inflamação pulmonar durante a LPA 

induzida por LPS e que a inflamação exacerbada está correlacionada com a gravidade 

nas pneumonias (ZAR et al., 2013; DRIJKONINGEN & ROHDE, 2014), nos 

perguntamos se a administração exógena de GILZ poderia promover proteção em um 

modelo de pneumonia bacteriana induzida por S. pneumoniae. Para verificar essa 

hipótese, os animais foram infectados por via intranasal com 105 CFU de S. 

pneumoniae e tratados 12h depois com TAT-GILZ (0,2 mg/kg, i.p.). Camundongos 

tratados apenas com TAT (0,1mg/kg) ou veículo foram usados como grupos controles 

da infecção. Os animais foram eutanasiados 24h após a infecção e os parâmetros 

inflamatórios foram avaliados (delineamento experimental apresentado na Figura 

10A). O tratamento sistêmico com TAT-GILZ diminuiu significativamente o acúmulo 

de leucócitos nas vias aéreas (Figura 10B), composto principalmente por neutrófilos 

(Figura 10C). Embora em menores números quando comparado aos neutrófilos, os 

macrófagos foram aumentados pelo tratamento com TAT-GILZ (Figura 10D). O 

tratamento com TAT-GILZ também reduziu os níveis de de TNF-α e IL-6 e da 

quimiocina quimioatrativapara neutrófilos CXCL-1 (Figura 10E-G), não apresentando 

efeito sobre os níveis de CXCL-2 (Figura 10H). Esses resultados sugerem que a 

diminuição do infiltrado de células inflamatórias para os alvéolos em resposta ao 

tratamento com TAT-GILZ é acompanhada por uma redução na produção local de 

mediadores pró-inflamatórios. 

Uma vez observado os efeitos anti-inflamatórios do tratamento com TAT-GILZ na 

pneumonia pneumocócica, avaliamos em seguida os efeitos dessa proteína na 

eliminação de células apoptóticas por macrófagos e no clearance  bactériano. TAT-

GILZ aumentou significativamente a eferocitose por macrófagos (Figura 10I), um 

importante marcador para a resolução da inflamação pulmonar (ROBB, 2016). Além 

disso, TAT-GILZ, mas não TAT sozinho, diminuiu a contagem de bactérias no BAL 

(Figura 10J). Consistente com um estudo prévio do nosso grupo (MACHADO et al., 

2019), os pneumococos raramente são encontradas no sangue de camundongos 24h 

pós-infecção (Figura 10L) e os tratamentos não apresentaram efeito nesse parâmetro. 
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Em conjunto, esses dados mostram que o tratamento com TAT-GILZ além de modular 

a inflamaçao pulmonar durante a infecção, reduz as contagens de bactérias no BAL. 

 

 

Figura 10. Efeito do tratamento com TAT-GILZ no curso da pneumonia pneumocócica. 
Camundongos BALB/c foram infectados com S. pneumoniae (1 × 105 CFU, i.n.) e então tratados com 
TAT (0,1 mg/kg, i.p.) ou TAT-GILZ (0,2 mg/kg, i.p.) 12 h p.i. Os camundongos foram sacrificados 24h 
p.i. (protocolo experimental em A). Quantificação do número de leucócitos totais (B), neutrófilos (C) e 
macrófagos (D) no BAL. Os níveis das citocinas TNF-α (E), IL-6 (F) e das quimiocinas CXCL-1 (G) e 
CXCL-2 (H) no BAL foram realizadas por ELISA. O gráfico (I) mostra a porcentagem de eferocitose. 
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Contagens da carga bacteriana no BAL (J) e no sangue (L). O grupo mock (não infectado) recebeu 
solução salina e o grupo veículo recebeu DMSO 0,6%. Os dados são média ± SEM de N = 5-6 animais 
por grupo. *p < 0,05, **p < 0,01 ou ****p < 0,0001 quando comparado ao grupo mock; ou conforme 
indicado por #p < 0,05, ##p < 0,01, ###p < 0,001 ou ####p < 0,0001 ao comparar animais com pneumonia 
pneumocócica tratados com TAT-GILZ aos grupos veículo ou TAT, por one-way ANOVA. 

5.3 O tratamento com TAT-GILZ diminui o dano pulmonar causado durante a 

pneumonia pneumocócica 

A análise histológica dos pulmões 24h após a infecção por S. pneumoniae mostrou 

pneumonia considerável caracterizada por dano pulmonar acentuado e infiltração 

acentuada de células inflamatórias em bronquíolos e alvéolos de camundongos 

(Figura 11A). De acordo com a redução do quadro inflmatório geral e das contagens 

de bactérias no BAL, os camundongos tratados com TAT-GILZ apresentaram 

pneumonia leve, com preservação da arquitetura pulmonar e redução da infiltração 

leucocitária (Figura 11A). A pontuação histopatológica mostrou que enquanto uma 

proporção maior de camundongos tratados com veículo ou TAT apresentou 

pneumonia grave a moderada, todos os camundongos que receberam TAT-GILZ 

apresentaram sinais histológicos leves de pneumonia (Figura 11B). 

De acordo com a redução da lesão pulmonar, os níveis de proteínas totais no BAL, 

também foram menores nos animais tratados com TAT-GILZ, em comparação com os 

outros grupos infectados (Figura 11C). Em conjunto, esses dados sugerem que a 

regulação da inflamação e da carga bacteriana induzida por TAT-GILZ, contribuiram 

para a reduçao da lesão pulmonar associada à pneumonia pneumocócica. 
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Figura 11. Efeito do tratamento com TAT-GILZ no dano pulmonar associado à infecção 

pneumocócica. Camundongos BALB/c foram infectados com S. pneumoniae (1 × 105 CFU, i.n.) e, em 

seguida, tratados com TAT (0,1 mg/kg, ip) ou TAT-GILZ (0,2 mg/kg, ip) 12h p.i. e eutanasiados no 

tempo de 24h. O grupo mock (não infectado) recebeu solução salina e o grupo veículo recebeu DMSO 

0,6%. Lâminas representativas de pulmões corados com hematoxilina e eosina (H&E) são mostradas 

em (A). Barras de escala = 200 µm (menor ampliação) e 50 µm (maior ampliação). Os slides da direita 

são ampliações maiores (400×) das áreas selecionadas (caixas) nos slides da esquerda (100×). O 

escore histopatológico avaliou inflamação das vias aéreas, vascular e parenquimatosa, infiltração 

neutrofílica e lesão epitelial (B). Os níveis de proteínas totais no BAL (C). Os dados são apresentados 

como média ± SEM de N = 5-6 animais por grupo. **p < 0,01, ****p < 0,0001 quando comparado ao 

mock, ou conforme indicado: #p < 0,05, ###p < 0,001 ao comparar camundongos com pneumonia 

pneumocócica tratados com TAT-GILZ aos grupos veículo ou TAT, por one-way ANOVA. 
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5.4 GILZ estimula macrófagos alveolares e macrofágos derivados da medula óssea 

(BMDMs) a fagocitarem pneumococos 

Uma vez que os camundongos tratados com TAT-GILZ apresentaram menores 

contagens bacterianas no BAL e números de macrófagos aumentados, avaliamos em 

seguida se TAT-GILZ poderia aumentar diretamente a fagocitose de bactérias por 

macrófagos. Para tal, macrófagos alveolares (AMJ2-C11) foram pré-tratados com TAT 

(1 µg/mL) ou TAT-GILZ (2 µg/mL) por 18h, seguido da infecção com 2 x 106 CFU de 

S. pneumoniae por 3 h (desenho experimental na Figura 12A), e as bactérias 

fagocitadas por macrófagos alveolares foram quantificadas. O pre-tratamento com 

TAT-GILZ promoveu um aumento da fagocitose de penumococos em comparação 

com as células tratadas com veículo ou TAT (Figura 12B). A mesma estratégia foi 

realizada em macrófagos derivados da medula óssea (BMDMs), com achados 

semelhantes (Figura 12C). 

Em seguida, avaliamos se o GILZ endógeno impactaria na capacidade fagocitária 

dos macrófagos. Assim, BMDMs de camundongos GILZ-/- ou WT foram infectados 

com 2 x 106 CFU de S. pneumoniae por 3 h, e a fagocitose foi avaliada como acima 

(Figura 12A e métodos). Curiosamente, as células de animais GILZ-/- mostraram um 

número significativamente menor de bactérias internalizadas do que BMDMs de 

camundongos WT (Figura 12D). Em seguida foi avaliada se GILZ poderia apresentar 

açao antibacteriana direta. Assim, discos impregados com TAT, TAT-GILZ ou com o 

antibiótico cefotaxima foram adicionados em placas de ágar sangue após semeadura 

com S. pneumoniae e após 18h de incubacáo à 37oC e 5% CO2 as placas foram 

avaliadas. TAT-GILZ na concentração utilizada no ensaio não apresentou nenhum 

halo de inibição, sugerindo que não tenha efeito inibitório direto no crescimento 

bacteriano (Figura 12E). Juntos, esses dados sugerem que GILZ estimula 

mecanismos antibacterianos celulares do hospedeiro e que o tratamento com TAT-

GILZ é uma estratégia terapêutica potencial para aumentar a resistência do 

hospedeiro à infecção. 
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Figura 12. TAT-GILZ aumenta a fagocitose de Streptococcus pneumoniae por macrófagos. 
Fagocitose de bactérias - protocolo experimental em (A) - foram avaliadas em macrófagos alveolares 
(AMJ2-C11) (B) ou BMDMs obtidos de camundongos WT (C). Macrófagos (2 × 105) foram pré-tratados 
com TAT (1 μg/mL) ou TAT-GILZ (2 μg/mL) por 18 h e depois incubados com S. pneumoniae (MOI 
1:10) por 3 h para permitir a adesão e fagocitose. As bactérias não internalizadas foram excluídas pela 
incubação das células com penicilina/estreptomicina (Abx), seguida da lise dos macrófagos e 
plaqueamento em ágar sangue para identificar o número de bactérias fagocitadas viáveis. Em outro 
grupo experimental, BMDMs de camundongos WT e GILZ-/- (2 × 105) também foram submetidos à 
fagocitose conforme descrito acima (D). Os resultados são expressos como CFU de bactérias 
internalizadas ou % de fagocitose (contagens de CFU em placas de ágar sangue, N=4-5) e são 
apresentados como média ± SEM; #p < 0,05, ##p < 0,01 ao comparar células tratadas com TAT-GILZ 
com veículo ou TAT, por one-way ANOVA (B-C). A comparação entre BMDMs de WT e GILZ-/- foi por 
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teste t (#p < 0,05). Os dados são representativos de 3 experimentos independentes realizados em 
quadruplicatas ou quintuplicatas biológicas. TAT-GILZ (2 μg/mL), TAT (1 μg/mL) ou cefotaxima 
(controle) impregnados em filtros estéreis foram então adicionados a placas de ágar sangue contendo 
S. pneumoniae. A zona de inibição de crescimento foi avaliada após incubação por 18h à 37°C (E).
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5.5 O tratamento TAT-GILZ previne 30% da  letalidade induzida pela pneumonia 

pneumocócica 

Considerando que o tratamento com TAT-GILZ mostrou efeito benéfico em vários 

parametros inflamatórios, aumentou a eferocitose e diminuiu a contagem de bactérias 

no BAL durante a infecção por S. pneumoniae, investigamos em seguida se este 

tratamento poderia influenciar a sobrevivência dos animais infectados. Para tanto, 

camundongos WT foram infectados por via intranasal com 105 CFU de S. pneumoniae 

e receberam TAT-GILZ, TAT ou veículo por via intraperitoneal às 12, 24 e 48h após a 

infecção (delineamento experimental na Figura 13A) e foram acompanhados por 10 

dias para avaliação de sobrevida e peso. Todos os camundongos tratados com 

veículo ou TAT morreram entre os dias 6-7 pós infecção, mas o tratamento com TAT-

GILZ resultou em sobrevivência de 30% dos animais (Figura 13B). Além disso, 

enquanto os animais tratados com veículo ou TAT apresentaram alta porcentagem de 

perda de peso no quinto dia pós infecçao, o grupo de camundongos tratados com 

TAT-GILZ teve uma perda de peso menor (Figura 13C) e começou a recuperá-lo a 

partir do sexto dia, apresentando sinais de recuperação mais rápida, como a maior 

mobilidade dentro das caixas. 
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Figura 13. O tratamento com TAT-GILZ protegeu 30% dos camundongos da pneumonia 

pneumocócica letal. Camundongos BALB/c foram infectados com S. pneumoniae (1 × 105 CFU, i.n.) 

e tratados com TAT (0,1 mg/kg, i.p.), TAT-GILZ (0,2 mg/kg, i.p.) ou veículo às 12, 24 e 48 h p.i. (A), os 

grupos foram monitorados quanto às taxas de letalidade (B) e porcentagem de peso perdido no quinto 

dia pós-infeção (C). O grupo veículo recebeu DMSO 0,6%. N = 6-7 animais por grupo. ####p < 0,0001 

ao comparar camundongos com pneumonia pneumocócica tratados com TAT-GILZ com veículo ou 

grupo TAT, por one-way ANOVA.  
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6 DISCUSSÃO 

A pneumonia é definida como uma inflamação do parênquima pulmonar e das 

vias aéreas desencadeada por patógenos como bactérias, vírus, fungos ou outros. 

Apesar da disponibilidade de antibióticos e vacinas, a pneumonia pneumocócica é 

uma das principais causas de mortalidade, principalmente em crianças e idosos 

(revisto por: ZAR et al., 2013; DRIJKONINGEN; ROHDE, 2014). A inflamação é 

importante para proteger o hospedeiro por meio da eliminação do agente infeccioso, 

mas deve ser autolimitada, progredindo até a resolução completa (revisto por: BASIL; 

LEVY et al., 2016; SOUSA; PINHO; TEIXEIRA, 2020; VAGO et al., 2021). A resolução 

da inflamação é um processo ativo que envolve a produção e ativação de mediadores 

bioquímicos e vias de sinalização para garantir a restauração da homeostase tecidual 

(revisto por: SOUSA et al., 2013; SUGIMOTO et al., 2019). Por outro lado, respostas 

inflamatórias exacerbadas desencadeadas por infecção podem causar intenso dano 

e disfunção pulmonar aumentando a gravidade da pneumonia (QUINTON; WALKEY; 

MIZGERD, 2018).  

Os glicocorticoides (GCs) são medicamentos importantes para o tratamento de 

muitas doenças inflamatórias e têm se mostrado benéficos no tratamento de 

inflamações causadas por certas doenças infecciosas, incluindo meningite, 

tuberculose e pneumonia bacteriana (RHEN & CIDLOWSKI, 2005) e, mais 

recentemente, COVID-19 (RECOVERY, 2021). De fato, estudos pré-clínicos 

demonstraram que a combinação de GCs com antibióticos previne danos pulmonares 

relacionados à inflamação durante pneumonia pneumocócica (GHONEIM & 

MCCULLERS, 2014; YANG et al., 2019). No entanto, o tratamento com GCs a longo 

prazo ou em altas doses geralmente está associado a efeitos colaterais importantes 

(VANDEVYVER et al., 2013). 

Proteínas induzidas por GCs, as quais medeiam várias ações 

imunomoduladoras dessa potente classe de fármacos, sem apresentarem efeitos 

deletérios, como a proteína GILZ (AYROLDI; RICCARDI et al., 2009; CHENG; 

MORAND; YANG et al., 2014), podem representar candidatos para o tratamento de 

doenças inflamatórias. De fato, os benefícios da AnxA1, outra proteína pró-resolutiva 

induzida por GCs, foram descritos recentemente no tratamento da pneumonia 

pneumocócica experimental (MACHADO et al., 2019) e apoiam esse conceito. O 

tratamento com o peptídeo mimético da AnxA1, Ac2-26, diminuiu a inflamação, o dano 

pulmonar e a carga bacteriana nas vias aéreas, aumentando a fagocitose bacteriana 
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pelos macrófagos (MACHADO et al., 2019). Até o momento, poucos estudos 

investigaram os efeitos de GILZ em modelos pré-clínicos de infecção (RICCI et al., 

2019; BALLEGEER et al., 2019; ELLOUZE et al., 2020). Nesse trabalho, identificamos 

o papel protetor de GILZ em dois modelos de lesão pulmonar aguda: causada por LPS 

e por S. pneumoniae. Mostramos que TAT-GILZ foi capaz de (i) diminuir a inflamação 

neutrofílica, aumentar a eferocitose de células apoptóticas e a depuração bacteriana 

nas vias aéreas; (ii) atenuar o dano pulmonar; (iii) aumentar a fagocitose de bacterias 

in vitro; e (iv) reduzir a letalidade da pneumonia pneumocócica. Esses principais 

achados estão ilustrados na Figura 14. 

 

Figura 14. Efeitos anti-inflamatórios e pró-resolutivos do tratamento com TAT-GILZ na 

inflamação pulmonar infecciosa. Durante a infecção pneumocócica grave (painel esquerdo), os 

macrófagos alveolares (1) reconhecem e sinalizam bactérias através da liberação vários mediadores 

pró-inflamatórios (2) que ativam o endotélio e aumentam o recrutamento de leucócitos (3) para os 

pulmões. A inflamação persistente e excessiva leva a danos pulmonares significativos (4). O tratamento 

com TAT-GILZ (painel direito), controla a inflamação excessiva aumentando o clearance bacteriano (1) 

(através da fagocitose de pneumococos), diminuindo a liberação de mediadores pró-inflamatórios (2) e 

reduzindo o acúmulo de leucócitos (3). TAT-GILZ também aumentou a eferocitose de neutrófilos 

apoptóticos (4) e protegeu o epitélio pulmonar do dano inflamatório associado (5). De forma geral, TAT-

GILZ promoveu a resolução da infecção e inflamação durante a pneumonia pneumocócica. 

 

A LPA se manifesta como um processo inflamatório clinicamente caracterizado 

por infiltrado de leucócitos nos pulmões, hipoxemia e edema, sendo a pneumonia a 

principal causa de morbidade e mortalidade desta enfermidade (PAREKH; DANCER; 

THICKETT, 2011). O acúmulo de mediadores pró-inflamatórios e neutrófilos é uma 
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característica importante da LPA. Aqui, mesmo usando um modelo moderado de LPA 

(por instilação de 1 μg LPS), observamos uma exacerbação da pneumonia induzida 

por LPS na ausência de GILZ, o qual foi caracterizada por aumento da infiltração 

neutrofílica, de citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas ativas de neutrófilos nas vias 

aéreas, e lesão pulmonar pronunciada. Além disso, e de acordo com achados 

anteriores de estudos in vitro (utilizando BMDMs) e in vivo em um modelo auto 

resolutivo de pleurisia (VAGO et al., 2020), GILZ foi mostrado como um importante 

indutor de eferocitose, sendo que os camundongos deficientes em GILZ apresentam 

eferocitose reduzida quando comparados aos animais WT. 

Consistente com nossos achados anteriores obtidos no modelo de pleurisia 

induzida por LPS, no presente estudo, animais com LPA que foram tratados TAT-GILZ 

apresentaram diminuição da inflamação neutrofílica pulmonar e citocinas/quimocinas 

pró-inflamatórias e aumento do mecanismo de eferocitose, um evento importante para 

o processo resolutivo pulmonar (ROBB et al., 2016). Esses dados corroboram estudos 

anteriores mostrando que GILZ reduz a inflamação e melhora a sobrevivência de 

camundongos durante a endotoxemia induzida por LPS (PINHEIRO et al., 2013) e 

parece estar envolvido na atenuação da resposta sistêmica ao LPS, promovida por 

álcoois de cadeia curta (NG et al., 2020). Esses achados sugerem que o GILZ 

endógeno modula a resposta inflamatória e sua administração exógena (por exemplo, 

por meio do TAT-GILZ) favorece a resolução da inflamação em ambos os modelos 

pré-clínicos utilizados neste trabalho. 

Já foi demonstrado que a expressão de GILZ é aumentada durante a fase 

resolutiva do processo inflamatório e que a administração de TAT-GILZ no pico da 

inflamação promove diminuição do número de neutrófilos viáveis e aumento de 

neutrófilos apoptóticos (VAGO et al., 2015). Além de induzir a apoptose de neutrófilos, 

TAT-GILZ também modula a polarização de macrófagos e induz o processo de 

eferocitose (VAGO et al., 2020). A eferocitose de neutrófilos apoptóticos por 

macrófagos é um processo mediado principalmente por macrófagos do tipo M2 e é 

um estágio crítico na resolução da inflamação (ARIEL & SERHAN, 2012; ZAIDAN et 

al., 2022). Macrófagos do tipo M2 produzem mediadores anti-inflamatórios como IL-

10 e TGF-β (ARIEL & SERHAN, 2012; ZAIDAN et al., 2021) e quantidades 

biologicamente ativas de mediadores pró-resolutivos lipídicos (DALLI & SERHAN, 

2012). De fato, sob estímulo polarizante para M1 (IFN-γ + LPS), BMDMs de 

camundongos GILZ-/- apresentaram aumento da produção de citocinas pró-
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inflamatórias (IL-6 e TNF-α) e diminuição dos níveis  da citocina anti-inflamatória IL-

10, em comparação aos BMDMs de animais WT. Além disso, camundongos GILZ-/- 

apresentam maior número de macrófagos M1 durante a pleurisia induzida por LPS, o 

qual foi associado com menores taxas de eferocitose, quando comparados aos 

camundongos WT (VAGO et al., 2020). Corroborando com o papel de GILZ na indução 

de eventos pró-resolutivos, nesse mesmo modelo inflamatório de pleurisia o 

tratamento com TAT-GILZ diminuiu as citocinas pró-inflamatórias IL-6 e TNF-α e os 

números de macrófagos M1, promovendo aumento da eferocitose de neutrófilos 

(VAGO et al., 2015; VAGO et al., 2020).  

Em consonância com estes achados, no presente estudo mostramos que o 

tratamento com TAT-GILZ induziu aumento da eferocitose de neutrófilos no BAL, em 

ambos os modelos inflamatórios utilizados. No entanto, no time point que os 

experimentos foram realizados (24h), não encontramos níveis aumentados de IL-10 

(dados não mostrados), o que corrobora com um estudo anterior que mensurou os 

níveis da IL-10 em vários momentos após a infecção pneumocócica e não observou 

aumento dessa citocina, em relação ao grupo que recebeu salina (MACHADO et al., 

2019). Ressalta-se ainda que o tratamento da pneumonia pneumocócica com o 

peptídeo mimético da AnxA1, Ac2-26, não modificou os níveis de IL-10, enquanto 

reduziu a resposta inflamatória, o dano pulmonar, a carga bacteriana e aumentou a 

fagocitose de penumococos (MACHADO et al., 2019). Portanto, pode-se sugerir que 

outros mediadores pró-resolutivos liberados durante a eferocitose podem contribuir 

para a resolução da inflamação da pneumonia pneumocócica (MARTIN-RODRIGUEZ 

et al., 2021). 

Como a pneumonia pneumocócica é a principal causa de LPA, utilizamos no 

presente estudo um modelo clinicamente relevante de pneumonia experimental, 

visando compreender melhor o papel de GILZ na resposta do hospedeiro frente à uma 

infecção. Assim como no modelo de LPA induzida por LPS, a infecção pulmonar 

pneumocócica levou ao rápido acúmulo de neutrófilos, com aumento da produção de 

citocinas no BAL e dano pulmonar. Estes achados são semelhantes às características 

clínicas da pneumonia pneumocócica grave, que pode progredir para a síndrome do 

desconforto respiratório agudo (SDRA). Curiosamente, a expressão de GILZ é 

suprarregulada em neutrófilos de pacientes com SDRA grave, sugerindo GILZ como 

um potencial mecanismo contrarregulador para a inflamação pulmonar exacerbada 

(ESPINASSE et al., 2016). Também foi observado que animais GILZ-/- tem uma maior 
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ativação de neutrófilos com produção de ROS aumentada durante a infecção por 

Candida albicans (RICCI et al., 2018). Aqui, mostramos que o tratamento com TAT-

GILZ diminuiu o acúmulo de neutrófilos nas vias aéreas e as concentrações de 

citocinas pró-inflamatórias, resultando em redução da lesão pulmonar induzida pela 

infecção por S. pneumoniae. É conhecido que a intensa resposta inflamatória durante 

pneumonia pneumocócica grave, está associada à proliferação exacerbada de 

patógenos, mais que sua eliminação eficiente (MACHADO et al., 2019). No presente 

trabalho, a modulação das respostas do hospedeiro por GILZ levou ao controle dos 

danos secundários causados pela inflamação e diminuiu significativamente a 

contagem de bactérias nas vias aéreas de camundongos. Portanto, aqui descrevemos 

outra atividade pró-resolutiva de GILZ - indução da fagocitose de bactérias por 

macrófagos. 

Os resultados obtidos no presente estudo corroboram com os achados de 

contagens bacterianas reduzidas no sangue e fagocitose aumentada em 

camundongos que superexpressam GILZ quando submetidos ao modelo sepse 

polimicrobiana (CLP) (BALLEGEER et al., 2019). Além disso, a superexpressão de 

GILZ especificamente em monócitos e macrófagos, aumentou o clearance bacteriano 

por meio da fagocitose, reduziu citocinas pró-inflamatórias e melhorou a sobrevivência 

de camundongos com CLP (ELLOUZE et al., 2020). Juntos, os dados evidenciam o 

papel de GILZ nas funções antibacterianas de macrófagos durante infecções. Em 

contraste com os dados in vivo obtidos nos estudos com os modelos de sepse 

polimicrobiana e pneumonia pneumocócica (presente estudo), foi demonstrado que a 

regulação negativa de GILZ aumenta a produção de mediadores inflamatórios e a 

fagocitose de S. typhimurium por macrófagos (HOPPSTÄDTER et al., 2019).  

Embora ainda precise ser esclarecido se este dado contrastante, obtido de 

experimentos in vitro, está relacionado com a cepa de bactéria utilizada, aqui 

demonstramos que o tratamento com TAT-GILZ aumenta a sobrevivência de animais 

com pneumonia pneumocócica em consonância com os dados de aumento da 

sobrevivência de animais sépticos que superexpressam GILZ em 

monócitos/macrófagos (ELLOUZE et al., 2020). Como no lendário ditado de Leonardo 

da Vinci “pobre é o aluno que não supera seu mestre”, GILZ pode ter efeitos mais 

promissores na sepse (VANDEWALLE & LIBERT, 2020) e em outros tipos de 

infecções, como mostrado no presente estudo, que os glicocorticoides. 
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7 CONCLUSÃO 

 

Demonstramos um efeito protetor do GILZ endógeno e exógeno sobre a 

inflamação, proliferação de bactérias e dano tecidual, associado à redução da 

letalidade após o tratamento com TAT-GILZ. Sabendo-se que o aumento do DNA 

bacteriano pode prejudicar a apoptose e a eferocitose dos neutrófilos, perpetuando 

ainda mais a inflamação durante a infecção (NORLING & PERRETTI, 2020; SEKHERI 

et al., 2020), a redução das contagens bacterianas e a promoção da eferocitose pelo 

TAT-GILZ podem ser considerados eventos cruciais para a regulação da inflamação 

e restauração da homeostase tecidual no contexto infeccioso. Em conjunto, esses 

achados sugerem que terapias baseadas em GILZ podem representar uma alternativa 

terapêutica como adjuvante aos antibióticos, no tratamento da pneumonia grave. 
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