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RESUMO

Os macrofagos sao ceélulas essenciais para a resolucdo da inflamacéo,
contribuindo para a eliminacdo de patdgenos e de células apoptoticas
(eferocitose), conduzindo assim ao processo de homeostase tecidual. Estudos
sobre a proteina GILZ (Glucocorticoid-induced Leucine Zipper) em modelos pré-
clinicos de inflamacédo tém demonstrado suas ac¢des anti-inflamatorias e pro-
resolutivas. Aqui, investigamos o papel de GILZ em um evento chave de
resolucdo da inflamacdo - o recrutamento ndo flogistico de células
mononucleares. Para tal, camundongos WT receberam uma injecdo intrapleural
de PBS, TAT ou TAT-GILZ (uma proteina de fusdo a GILZ permeével as células)
e foram sacrificados em diferentes momentos. Exsudatos pleurais foram
utilizados para contagem morfolégica de leucdcitos, fenotipagem celular,
dosagens de citocinas/quimocinas e avaliagdo da expressdo de proteinas. Em
um modelo auto-resolutivo de peritonite, camundongos WT e GILZ' foram
inoculados com 1x10° UFC de Escherichia coli e sacrificados em diferentes
momentos pos-infec¢do. Exsudatos peritoneais foram coletados para contagem
morfolégica de leucdcitos, fenotipagem celular, determinacdo da apoptose e
eferocitose, mensuracdo de citocinas/quimocinas e determinacdo da carga
bacteriana. Ensaios in vitro de quimiotaxia e fagocitose também foram
realizados. Os dados obtidos demonstram que TAT-GILZ induziu a quimiotaxia
de macréfagos RAW 264.7 e a injecdo de TAT-GILZ na pleura de camundongos
induziu um influxo de leucdcitos dependente do tempo, composto principalmente
por células mononucleares dotadas de fenétipo regulatorio, apresentando maior
expressao de CD206 e YM1 (marcadores do fenétipo M2). A migracao dessas
células foi acompanhada por aumento dos niveis de CCL2, IL-10 e TGF-pB.
Durante a fase de resolucdo da peritonite por E. coli, cuja celularidade é
composta principalmente por células mononucleares, animais GILZ7
apresentaram menor recrutamento dessas células associado com menores
niveis de CCL2. Além disso, apresentaram menor numero de macréfagos do
fendtipo M2 e menor frequéncia do marcador CD206, seguido de maior carga
bacteriana e menor porcentagem de neutrofilos apoptéticos e eferocitose.
Ensaios de fagocitose bacteriana in vitro utilizando macrofagos derivados da

medula 6ssea (BMDMs) ou do periténio de animais GILZ” mostraram menor



capacidade fagocitica quando comparadas as células de animais WT. De forma
interessante, o pré-tratamento com TAT-GILZ aumentou a fungéo fagocitica dos
macréfagos de animais WT e resgatou essa funcao efetora em macréfagos de
GILZ". Em resumo, TAT-GILZ induziu recrutamento de células mononucleares
dependentes de CCL2 e polarizacdo de macréfagos para um fendtipo
resolutivo/regulatério, caracterizado pelo aumento de P-STAT3, IL-10, TGF-8,
CD206 e YML. A deficiéncia em GILZ resultou em menor recrutamento de células
mononucleares e deficiéncia na polarizacdo de macrofagos para um fendétipo
regulatério durante a peritonite. Além disso, o tratamento in vitro com TAT-GILZ

promoveu aumento da fagocitose bacteriana.

Palavras chaves: GILZ; células mononucleares; migracdo; resolucdo da

inflamac&o; Escherichia coli.



ABSTRACT

Macrophages are critical cells for the resolution of inflammation, contributing to
the elimination of pathogens and apoptotic cells, paving the way to the tissue
homeostasis. Studies on GILZ (Glucocorticoid Induced Leucine Zipper) in
different pre-clinical models of inflammation have shown its anti-inflammatory and
pro-resolving actions. Herein, we investigated the role of GILZ in a key event of
inflammation resolution named non-phlogistic recruitment of mononuclear cells.
To assess GILZ-induced migration, WT mice received an intrapleural injection of
PBS, TAT or TAT-GILZ (a cell permeable GILZ-fusion protein) and were
euthanized at different time points. Pleural exudates were harvested for
morphological leukocyte counts, cell phenotyping, cytokine/chemokine levels
measurement and evaluation of protein expression. In a self-resolving model of
peritonitis, WT and GILZ” mice were inoculated with 1x10® CFU of E. coli and
euthanized at different times post-infection. Peritoneal exudates were harvested
for morphological leukocyte count, cell phenotyping, determination of apoptosis
and efferocytosis, cytokines/chemokines levels measurement and determination
of bacterial load. In vitro chemotaxis assays and bacterial phagocytosis were
performed. Our data demonstrated that TAT-GILZ induced chemotaxis of
RAW?264.7 macrophages and that injection of TAT-GILZ into the pleura of WT
mice induced a time-dependent influx of leukocytes, which was mainly composed
by mononuclear cells with a regulatory phenotype displaying high expression of
the M2 markers CD206 and YML1. The migration of these cells was accompanied
by increased levels of CCL2, IL-10 and TGF-B. During the resolution phase of
peritonitis, which the cellularity is composed mainly by mononuclear cells, GILZ
' mice showed lower recruitment of these cells associated with lower levels of
CCL2. In addition, GILZ”- mice showed a lower number of M2 macrophages and
a lower frequency of the CD206 marker, followed by a higher bacterial load and
lower percentage of apoptotic neutrophils and efferocytosis. Bacterial
phagocytosis assays using bone marrow-derived macrophages (BMDMS),
showed that pre-treatment with TAT-GILZ increased this effector function of
macrophages. Conversely, phagocytic capacity from peritoneal cells and BMDMs
from GILZ’- mice was lower than those of cells from WT mice, and this function

was rescued by treatment with TAT-GILZ. In summary, GILZ induced CCL2-



dependent mononuclear cells recruitment and macrophage polarization for a
regulatory phenotype characterized by increased P-STAT3 and up-regulation of
IL-10, TGF-B, CD206 and YM1. Conversely, GILZ” mice showed numbers of
mononuclear cells into the peritoneal cavity and defective macrophage
polarization towards a regulatory phenotype, culminating with lower effector
function of these cells. Furthermore, in the context of E. coli infection in vitro, TAT-

GILZ promoted increased phagocytosis.

Keywords: GILZ; mononuclear cells; migration; resolution of inflammation;

Escherichia coli.
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1 INTRODUCAO

1.1 Processo inflamatdrio

A inflamacéo é definida como um processo imunoldgico desencadeado
frente a um estimulo indutor, seja por danos quimicos ou fisicos, de natureza
autoimune ou em resposta a agentes infecciosos. Esse processo tem como
principal finalidade a protegc&o, adaptagéo e retorno da homeostase tecidual
(Nathan 2002). No primeiro século a.C., o médico Cornelius Celsus descreveu
0s sinais cardinais macroscopicos da inflamacao, o rubor, tumor, calor e a dor.
Posteriormente, Rudolf Virchow relatou a perda da funcéo associada a disfuncéo
dos érgaos envolvidos no processo inflamatério como o quinto sinal cardinal da
inflamagé&o (Medzhitov 2010).

Sabe-se que a resposta inflamatdria € um processo complexo, altamente
dindmico e organizado. Tal processo € guiado por inGmeros componentes, como
moléculas sinalizadoras e grupos celulares distintos, desde a fase inicial até a
fase de pds resolucdo, descrita recentemente como estado de “homeostase
adaptada” (Feehan and Gilroy 2019). Uma resposta inflamatoria efetiva se
caracteriza pela eliminacdo do agente indutor, interrup¢cdo do recrutamento de
células polimorfonucleares (PMN), como os neutrdfilos, baséfilos e eosindfilos
com posterior inducdo de apoptose das mesmas e remocado dos corpos
apoptéticos pelos macrofagos. Os macréfagos assumem um papel crucial na
resolucao, alterando seu fenétipo para perfis anti-inflamatérios e pré-resolutivos,
0s quais produzem mais mediadores pré-resolutivos e fazem a limpeza final do
tecido promovendo a homeostase tecidual. Esses eventos séo essenciais para
equilibrar e controlar a inflamacéo, visando a restauracao da arquitetura tecidual
e funcdo organica tecidual (Alessandri, Sousa et al. 2013). Uma resposta
inflamatoria falha ou disfuncional esta relacionada a patogénese de varias
doencas inflamatdrias crénicas ou autoimunes como artrite reumatoide, asma e
esclerose mdltipla, e também contribui para a gravidade e mortalidade de
doencas infecciosas (Sugimoto, Vago et al. 2019).

Do ponto de vista molecular, o inicio da resposta inflamatoria ocorre como
consequéncia da ativagao de receptores de reconhecimento de padrao (PRR)
por agentes indutores, como os padrdes moleculares associados a patdégenos
(MAMPs) e os padrbes moleculares associado ao dano (DAMPs). Os PRRs

estdo presentes nas células imunes residentes teciduais e circulantes, e sua
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ativacdo leva ao desencadeamento de vias intracelulares especificas (Prince,
Whyte et al. 2011). A via de sinalizacdo pro-inflamatéria é classicamente
centrada na ativacéo do fator de transcricdo do fator nuclear kappa B (NF-kB),
que, por sua vez, desencadeia a expressao de genes pro-inflamatérios e anti-
apoptoticos (Hagiwara, Iwasaka et al. 2009). Como resultado, ocorrem eventos
vasculares e celulares, alteracdes na microcirculacao, liberagédo de mediadores
inflamatdrios solUveis (quimiocinas, citocinas, radicais livres, aminas vasoativas
e eicosanoides) e acumulo de leucocitos no local acometido (Nathan 2002,
Norling and Serhan 2010).

A inflamacéo é caracterizada, em sua fase inicial, principalmente pela
liberacdo de mediadores pré-inflamatérios e quimiotaticos (CXCLS, IL-6, TNF-q,
CXCL1 e CXCL2) por células residentes no tecido lesado (células dendriticas,
macrofagos e mastdcitos). Tais mediadores promovem a ativacéo e migracao de
leucocitos circulantes para o sitio inflamatério, induzindo mudancas nas
propriedades dessas células e das células endoteliais (Nourshargh and Marelli-
Berg 2005, Simon and Green 2005). Uma das principais alteracfes € o aumento
da expresséo de moléculas de adesao (selectinas e integrinas) por ambos tipos
celulares (leucécitos circulantes e células endoteliais), permitindo a
transmigracéo e influxo de células PMNs e exsudacao de liquido e proteinas do
sangue para o tecido em direcdo ao estimulo quimiotatico (Simon and Green
2005, Petri, Phillipson et al. 2008, Yuan, Shen et al. 2012). Os neutrofilos
representam o grupo mais abundante de leucécitos encontrados na circulacdo
sanguinea humana e embora suas a¢cfes mais estudas e conhecidas sejam
centradas na inducdo da resposta pré-inflamatéria (Petri, Phillipson et al. 2008),
trabalhos recentes tem apontando que estas células podem também contribuir
para o processo resolutivo (Bird 2020, Mattos, Lopes et al. 2020). Além disso, 0s
neutroéfilos sdo as primeiras células recrutadas para o tecido lesado, seguida de
monaocitos (Petri, Phillipson et al. 2008). Ao atingir o sitio inflamatdrio, essas
células atuam no combate ao agente indutor e na eliminacdo de microrganismos
e os danos teciduais causados pela reacao inicial, por diferentes mecanismos.
Tais mecanismos podem compreender a fagocitose, netose, a liberacdo de
proteases e a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Hickey and
Kubes 2009, Wright, Gibson et al. 2016).
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A inflamacdo aguda € caracterizada pelo desenvolvimento de uma
resposta imune que se inicia rapidamente, com acgéo curta, tendo como principal
caracteristica o recrutamento e acumulo de leucdcitos, principalmente
neutrofilos, no tecido afetado ou foco inflamatoério. Porém, a chegada e funcao
excessiva/descontrolada dessas células podem ser mais deletério do que a
propria infeccdo ou lesédo e tem sido considerado um mau marcador da
homeostase do tecido (Tavares, Peh et al. 2020). Portanto, se houver acumulo
excessivo de neutrofilos e o dano tecidual for extenso e duradouro, 0 processo
inflamatorio pode culminar em um estagio cronico, onde ha depdsito de colageno
e cicatrizacao, usualmente levando a perda da funcéo tecidual (Gilroy, Lawrence
et al. 2004).

A atenuacdo da resposta inflamatoéria ocorre quando ha a remocao do
agente incitante, inibicdo da sinalizacao pré-inflamatéria seguido da eliminacéo
de seus mediadores. Esses eventos diminuem o recrutamento de células PMNs
para os locais inflamatorios e estabelece a base para os passos seguintes da
resposta inflamatoria. Vale ressaltar que os eventos que ocorrem no inicio da
inflamacé&o governam um programa de resolucéo ativo e coordenado, em outras
palavras “o inicio programa o fim” (Serhan and Savill 2005). Dessa maneira, 0
processo inicial da inflamacé&o é regido por varios eventos com o propésito de
controlar e equilibrar a resposta inflamatéria, caminhando idealmente a fase de

resolucao da inflamacao.

1.2 Resolucéo da inflamacao e mediadores pro-resolutivos

A fase de resolucéo da inflamagé&o consiste na eliminacdo completa das
células inflamatérias recrutadas na fase inicial, com o objetivo de reverter o
acumulo de granuldcitos no local inflamatério e reprogramar o tecido nos niveis
celular e molecular (Serhan and Savill 2005, Serhan, Chiang et al. 2008). Por
esse motivo, € necessario que, apls o inicio da resposta inflamatéria, se
estabeleca um programa resolutivo ativo e coordenado, a fim de criar um
ambiente favoravel para que a inflamacédo termine adequadamente (Sugimoto,
Sousa et al. 2016).

Alguns eventos caracterizam a fase da resolucéo da inflamacéo, como o
tamponamento de quimiocinas e citocinas de perfil pro-inflamatorio, a modulacéo

das vias de sinalizagdo associadas a sobrevivéncia de neutrofilos, subsequente
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inducéo de apoptose de granuldcitos seguido de clearance pelos macréfagos.
Além desses eventos, é descrito a reprogramacdo de macrofagos para um
fenotipo regulador, com aumento da produgéo de mediadores anti-inflamatérios
e pro-resolutivos. Relata-se ainda, o recrutamento nao flogistico de
monaocitos/macréfagos, que consiste na migracdo destas células para o local
acometido de maneira néo flogistica, ou seja, independente da producédo de
mediadores pro-inflamatorios (Sousa, Alessandri et al. 2013, Sugimoto, Sousa
et al. 2016, Sugimoto, Vago et al. 2019). Esses eventos estdo demonstrados na

figura 1.
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Figura 1 — Eventos desencadeados que levam a resoluc¢ao ideal do processo inflamatério
agudo. A lesdo tecidual estéril ou infecciosa leva ao reconhecimento de padrdes moleculares
(DAMPs e/ou MAMPs) pelas células residentes, as quais produzem rapidamente varios
mediadores proé-inflamatérios. Na fase produtiva da inflamagdo, esses mediadores levam a
ativacdo endotelial e recrutamento de leucécitos para o local inflamado. Leucécitos
polimorfonucleares (PMNs) s@o geralmente as primeiras células a serem recrutadas, seguidas
de mondécitos. Essas células exercem, portanto, suas fungbes efetoras contra o agente
responséavel pela lesdo. Em uma fase de transicdo, ocorre intensa apoptose de PMNs, seguida
por eferocitose por macréfagos, que alteram, consequentemente, seu perfil inflamatério (M1)
para anti-inflamatério (M2). Esses macréfagos liberam mediadores anti-inflamatérios e
resolutivos, essenciais para o inicio do processo de resolugao. Nesse processo, macrofagos do
tipo M2 tém seu perfil alterado para macrofagos do tipo resolutivo (Mres), que produzem
moléculas antioxidantes e antifibréticas, conduzindo finalmente ao retorno da homeostase
tecidual com o minimo de lesdo. Adaptado de Alessandri et al., 2013.

A migracédo néo flogistica de mondcitos representa um passo importante
para a resolucdo da inflamagdo, pois desempenham um papel anti-

inflamatorio/pré-resolutivo e sdo necessarios para o clearance de células
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apoptoticas (Hochreiter-Hufford and Ravichandran 2013). Um defeito na
remocao de células apoptoéticas pode levar a necrose secundaria dessas células,
com liberacdo de contelido extracelular para o microambiente tecidual podendo
promover ativacdo de eventos inflamatorios prejudiciais ao tecido. Esse defeito
esta associado a muitas doencas inflamatorias autoimunes e crbénicas (Nathan
and Ding 2010, Poon, Lucas et al. 2014). Além disso, ensaios in vitro e in vivo
demonstraram que o processo de eferocitose modula a resposta inflamatoria,
pois promove a reprogramacao de macrofagos de um fenétipo pro-inflamatorio
para um fenotipo pro-resolutivo (Ariel and Serhan 2012, Sousa, Alessandri et al.
2013).

A resolucao da inflamag&o é um processo continuo e orquestrado por um
grande painel de moléculas. Essas moléculas sdo conhecidas como mediadores
pré-resolutivos e possuem a funcdo de limitar o dano tecidual excessivo,
culminando na restauracdo bem-sucedida da homeostase tecidual (Serhan
2007, Sousa, Alessandri et al. 2013).

As moléculas “imunoresolutivas” ou mediadores pré-resolutivos, sdo de
natureza diversa, incluindo os mediadores lipidicos especializados como
lipoxinas, resolvinas, protectinas, maresinas, os mediadores proteicos como
anexina Al (AnxAl), Galectina e GILZ e neuromoduladores, entre outros
(Sugimoto, Vago et al. 2019). Evidéncias indicam que a administracao de
moléculas pro-resolutivas contribui para a resolucao, aumentando as defesas do
organismo e acelerando o retorno da homeostase ap6s a infeccdo (Tavares,
Melo et al. 2022).

Algumas moléculas, como por exemplo, a plasmina (Carmo, Costa et al.
2014, Sugimoto, Ribeiro et al. 2017), a anexina Al (Vago, Nogueira et al. 2012,
Sugimoto, Vago et al. 2016, Vago, Tavares et al. 2016, Galvao, Vago et al. 2017,
Perucci, Sugimoto et al. 2017, Machado, Tavares et al. 2020), o AMP ciclico
(Negreiros-Lima et al., 2020) e o peptideo Ang-(1-7) (Barroso, Magalhaes et al.
2017, Magalhaes, Barroso et al. 2018, Zaidan, Tavares et al. 2022), foram
recentemente investigadas nesse contexto pelo nosso e por outros grupos de
pesquisa. Quanto a migragdo de mondcitos/macrofagos, foi demonstrado in vitro
e in vivo que a ang-(1-7) (Zaidan, Tavares et al. 2022), a anexina A1 (McArthur,
Gobbetti et al. 2015), o AMP ciclico (Negreiros-Lima, Lima et al. 2020) e a
plasmina (Carmo, Costa et al. 2014) possuem per si a capacidade de induzir a
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migracdo dessas ceélulas na auséncia de estimulo inflamatério. Foi observado
também, que as células recrutadas para a cavidade pleural apos injecéo destas
moléculas, eram quase inteiramente células mononucleares sem qualquer
modificacdo significativa no namero de neutrdéfilos, sugerindo recrutamento
especifico desse tipo celular. Ainda, os macréfagos recrutados apresentaram
fendtipos regulatorios/pré-resolutivos como M2 e Mres (Sugimoto, Ribeiro et al.
2017, Negreiros-Lima, Lima et al. 2020, Zaidan, Tavares et al. 2022).

1.3 Macroéfagos e a resposta inflamatoria

Os macroéfagos séo células altamente heterogéneas e se diferenciam a
partir dos mondcitos, células sanguineas oriundas de células tronco-
hematopoiéticas. Estdo localizadas estrategicamente em todos os tecidos do
corpo, participando do patrulhamento da homeostase e/ou gerando respostas
adicionais a sinais inflamatorios (Abdulkhaleq, Assi et al. 2018).

Os mondcitos sao reconhecidos como uma das principais células efetoras
da resposta imunoldgica devido sua plasticidade, ou seja, alta habilidade em se
diferenciar em diferentes populac¢des de células com fendtipos efetores distintos
sob determinados estimulos. Essas células possuem um papel relevante na
imunidade inata e adaptativa, pois interagem com um grande numero de
moléculas e células imunoldgicas (Geissmann, Manz et al. 2010).

O sistema fagocitario mononuclear representa um subgrupo de leucdcitos
originalmente descrito como uma populacédo de células mieloides derivadas da
medula 6ssea que circulam pela corrente sanguinea, como mondcitos, e povoam
os tecidos como macrofagos no estado de equilibrio e durante o processo
inflamatorio (Murray and Wynn 2011). Essas células possuem em sua superficie
receptores celulares que as permitem interagir e responder a mudancas em seu
microambiente, o que facilita suas fun¢cdes como os primeiros respondedores do
sistema imunoldgico a nivel tecidual. Além do reconhecimento de estimulos
inflamatorios, os macrofagos também expressam receptores e outras moléculas
de superficie para permitir a fagocitose de corpos estranhos, bactérias ou células
apoptoticas (Rasheed and Rayner 2021).

Apobs infeccdo ou lesdo tecidual, iniciam-se interagcdes complexas entre o
agente indutor e o hospedeiro, onde as células imunes reconhecem padrées

associados aos patogenos (PAMPS) ou associados ao dano (DAMPS). O



22

reconhecimento desses sensores desencadeia rapidamente uma série de
respostas imunes antimicrobianas através da inducdo de vérias citocinas
inflamatorias, quimiocinas e interferons tipo |, nas quais aumentam o
recrutamento de monécitos e neutrdfilos que conduzem as respostas
inflamatorias iniciais (Kumar, Kawai et al. 2011).

Os primeiros macréfagos a chegarem no local acometido séo estimulados
por IFN-y e ativam o arsenal microbiano adquirindo um perfil pré-inflamatorio e
sdo denominados M1. Esse perfil celular confere ao macréfago alta capacidade
fagocitica e estdo envolvidos com a liberacdo de mediadores inflamatorios,
como: citocinas (IL-1 e TNF-a), quimiocinas, espécies reativas de oxigénio
(ROS) e oxido nitrico (NO) (Figura 2).

Epithelial cell

l,["”n?"z‘il cell rthv-’Ig{
o | o | o' © 7 ,:; «© | o o o | o | o | o | o
- o Hr".. 2
& o f o
) 60— 2 0 o &5
"?; - o . ' \ - . 9’4
all  NKe II-12 : Mastcell T Zcell Nuocyte Basof
T, dcell  NKceell Macraphage A 5 T, 2cell  Nuocyte Eav..phllj
IFNy P e ® L4,
o2 \O1L-13
1 NO Antimicrobial
ROS defence P / \‘
- { Reaulator
IL-1 1,17 coll and (] \ Regulatory

— »
INI neutrophil recruitment

M1 macrophage | : M2 moacrophage ARG
Extracellular matrix
degradation

o macrophage

MMPs. | = TIMP1 POGF RELM«

MMP12 1 | TGFB IL-10

inflammatory antimicroblal 2t
response J_

1)
}

= M - = 2

Fibroblast - -
accumulation Fibrobdast proliferation

to myofibroblasts

Wound healing and fibrosis

Figura 2 — Atuacdo dos macrofagos na regulacdo da resposta inflamatéria. Quando os
tecidos sdo danificados, mediadores inflamatérios sdo liberados, ocorre dilatagdo dos vasos
sanguineos e o aumento da permeabilidade, permitindo o recrutamento eficiente de mondécitos
inflamatérios para o local da leséo tecidual, onde se diferenciam em macroéfagos e sdo ativados
por vérias citocinas, como o interferon-y (IFNy), que sado liberados de células inflamatérias
vizinhas, incluindo neutroéfilos, células natural killer (NK), macréfagos teciduais residentes e
células T. Durante esta fase inicial de migragdo de leucécitos, macrofagos inflamatorios
frequentemente apresentam um fenétipo semelhante ao M1, produzindo 6xido nitrico (NO),
espécies reativas de oxigénio (ROS), interleucina-1 (IL-1) e fator de necrose tumoral (TNF). Se
a injaria ao tecido persistir, as células M1 ativadas podem exacerbar ainda mais a resposta
inflamatéria. As células epiteliais danificadas também liberam IL-25, IL-33 e linfopoietina estromal
timica (TSLP), que induzem a secrecédo de IL-4 e IL-13 por uma variedade de células imunes
inatas e adaptativas. Quando o estimulo inflamatério ou patégeno é eliminado, a ativagcao das
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células M1 diminui, suprimindo a proliferacdo de células T e a sintese de colageno por
miofibroblastos ativados. Os macréfagos M2 também promovem a resolucdo da cicatrizacdo de
feridas antagonizando as respostas inflamatérias M1. Adaptado de Murray et al., 2011.

Além disso, na fase produtiva da inflamacéo, vias de sinalizacdo
correspondente a morte celular sdo desativadas. Porém, com o passar do tempo,
células que foram recrutadas no inicio da resposta inflamatéria, comecam a
sofrer apoptose e precisam necessariamente serem removidas pelo processo de
eferocitose para evitar o dano tecidual (Hochreiter-Hufford and Ravichandran
2013).

Apés a fagocitose de células apoptoticas, e sob estimulos do
microambiente inflamatorio, ocorre uma polarizacdo dos macréfagos para o
fenétipo M2, aumentam a sua capacidade eferocitica e produzem moléculas anti-
inflamatorias, como IL-10 e TGF-B. Essa transicdo de um ambiente dominado
por IFN-y e TNF-a para um rico em citocinas anti-inflamatorias e fatores de
crescimento (por exemplo, IGF-1) pode apoiar a transicdo funcional de
macrofagos (Oishi and Manabe 2018). Além disso, as moléculas e os
mediadores produzidos pelos macréfagos M2 induzem o recrutamento de
monaocitos de maneira ndo flogistica, tornando mais eficiente o processo de
eferocitose (Godson, Mitchell et al. 2000, Carmo, Costa et al. 2014, Negreiros-
Lima, Lima et al. 2020). Esses tipos de macréfagos, possuem em sua superficie
celular, marcadores que nos permite diferencia-los em fendtipos reguladores.
Por exemplo, a expressédo de CD206 por macrofagos, confere a essas células
um perfil do tipo M2 e estdo envolvidos com o reparo tecidual e tem um papel
importante no retorno da homeostase (Kawakubo, Miyagi et al. 2022).

Uma vez desempenhado seu papel de remocéao de células apoptéticas, in
vivo, 0s macrofagos M2 sofrem novamente uma polarizacéo para o fen6tipo Mres
(macro6fago resolutivo). Esse processo também causa reducéo na producao de
citocinas proé-inflamatérias e inducéo das citocinas pré-resolutivas e promotoras
de reparo tecidual TGF- e IL-10 (Fadok, Bratton et al. 1998, Byrne and Reen
2002). Além disso, a eferocitose induz alterac¢des tipicas de M2 nos macréfagos,
pois promove ativagao de vias de sinalizagao pro-resolutivas desencadeadas por
moléculas derivadas da degradacao fagolisossomal (Gerlach, Ampomah et al.
2021).
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O Mres é dito como um macrofago que apresenta baixa capacidade
eferocitica e esta envolvido com aumento da producdo de mediadores anti-
inflamatorios, pré resolutivos e anti-fibréticos, participando ativamente da
resolucao inflamatoria, sendo posteriormente drenado pelos vasos linfaticos
(Ariel and Serhan 2012).

Recentemente foi demonstrado que GILZ, uma proteina induzida por
glicocorticoide contendo ziper de leucina, atua na polarizacdo de macréfagos
para fendtipos resolutivos e depuracao de células apoptaticas, eventos chave na
resolucdo da inflamacéo (Vago, Galvao et al. 2020). Porém, mais estudos sao
necessarios para um melhor entendimento das propriedades pro-resolutivas

dessa proteina.

1.4 GILZ: efeitos anti-inflamatorios e pro-resolutivos

Em 1997, durante um estudo com o objetivo de caracterizar genes
induzidos pelo medicamento dexametasona, um glicocorticoide sintético, foi
identificada pela primeira vez, a proteina GILZ, que foi reconhecida como um
indutor dos efeitos anti-inflamatérios dos glicocorticoides (GC) (D'Adamio, Zollo
et al. 1997).

GCs exdgenos representam uma classe de anti-inflamatérios amplamente
utilizada na préatica clinica para tratamento de muitas doencas reumaéticas,
desordens de natureza autoimune, inflamatéria ou alérgica (Vandevyver,
Dejager et al. 2013) e representa a primeira exploragdo bem-sucedida de uma
molécula endbégena (cortisol) que tem sido utilizada de forma eficaz durante
décadas (Kadmiel and Cidlowski 2013). A maioria das acfes dos GCs sédo
mediadas através da ligacdo a seus receptores especificos, denominados de
receptores de mineralocorticoides (MR) ou receptores de glicocorticoides (GR)
(Medzhitov 2010). Quando os GCs se ligam ao receptor especifico (GR),
promove a dissociacdo do heterocomplexo com consequente translocacdo do
homodimero GC-GR para o nucleo (Oakley and Cidlowski 2011). No nucleo, se
ligam a sitios especificos no DNA, denominados elementos responsivos aos
glicocortidoides (GRES). Essa ligacdo induz, principalmente, a sintese de
proteinas anti-inflamatérias, como GILZ, Anexina Al, fosfatase MPK-1 e
proteinas que atuam no metabolismo sistémico ou na regulagédo de genes proé-

inflamatorios (Clark 2007, Vandevyver, Dejager et al. 2013).
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Estudos posteriores, a fim de elucidar os efeitos induzidos pela proteina
GILZ no mecanismo inflamatorio, foi demonstrado capacidade de GILZ em
interagir e inibir os principais fatores pro-inflamatérios, como NF-kB e AP-1, bem
como outras moléculas de sinalizacéo, incluindo Raf-1, Ras, MAPK/ERK 1/2
(Ricci, Ronchetti et al. 2019). O primeiro relato do mecanismo de acao de GILZ
interagindo e inibindo a atividade do fator de transcrigdo NF-kB foi descrito e
caracterizado em células T (Ayroldi, Migliorati et al. 2001). Atualmente, é bem
esclarecido que GILZ se liga e inibe a subunidade p65/NF-kB, mediada por
dominios ricos em prolina presentes na porgcao terminal da proteina (Bruscoli,
Febo et al. 2021) — Figura 3.
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Figura 3 — Vias de interacf8es de GILZ durante um processo inflamatério. Representacao
esquematica da eficicia de GILZ em processos inflamatérios e atividade anti-inflamatéria de
moléculas, como peptideos derivados da regido rica em &cido glutamico e prolina (PER) da
proteina GILZ e proteina de full length TAT-GILZ. As setas verdes indicam regulagdo positiva;
linhas vermelhas indicam regulacdo negativa. DC, células dendriticas; Neut, neutréfilos; B,
células B; TH1, células T auxiliares Tipo-1; Thl7, células T auxiliares Tipo-17; M®,
mondcitos/macrofagos; Células T reguladoras. Adaptado de Bruscoli et al., 2021.

Desde entédo, GILZ foi descrito em diferentes modelos de inflamagéo,
como mediador de varios efeitos anti-inflamatoérios dos GCs, demonstrando ter
um papel anti-inflamatério e pro-resolutivo (Beaulieu and Morand 2011,
Hoppstadter, Kessler et al. 2015, Vago, Tavares et al. 2015, Ballegeer,
Vandewalle et al. 2019, Hoppstadter, Diesel et al. 2019, Ellouze, Vigouroux et al.
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2020, Vago, Galvao et al. 2020). Em modelo letal de sepse polimicrobiana
induzida por ligadura e puncédo cecal (CLP), camundongos transgénicos
superexpressando GILZ apresentaram melhores taxas de sobrevivéncia
associada a reducdo nas contagens bacterianas no sangue, aumento na
fagocitose e da expressdo de GILZ nas células do exsudato peritoneal
(Ballegeer, Vandewalle et al. 2019). Outro estudo mostrou que camundongos
superexpressando GILZ em mondcitos/macréfagos apresentam maior
capacidade fagocitica, menores niveis plasmaticos de citocinas inflamatorias e
maiores taxas de sobrevivéncia quando comparado aos camundongos
selvagens (Ellouze, Vigouroux et al. 2020).

Em um estudo recente, foi relatado que TAT-GILZ (GILZ associado a
proteina de fusdo TAT) reduziu a inflamacédo neutrofilica e preveniu o dano
pulmonar associado a pneumonia pneumocécica. Houve também aumento da
eferocitose por macréfagos e maior eliminagdo bacteriana em camundongos
tratados com TAT-GILZ. Esses achados foram associados ao controle da
inflamacé&o e da carga bacteriana pulmonar, levando a diminui¢do da letalidade
dos animais com pneumonia pneumocdcica (Souza, Carvalho et al. 2022).

Estudos do nosso grupo de pesquisa mostraram que a expresséao de GILZ
€ aumentada durante a fase de resolucdo da pleurisia induzida por LPS,
especialmente em macrofagos com fendtipos resolutivos. Foi mostrado também
gue a administracdo exogena de TAT-GILZ aumentou os indices de resolucéo
(Vago, Tavares et al. 2015). Tal resultado foi obtido por inducéo de apoptose de
neutrdfilos, diminuicdo de neutréfilos viaveis através da modulagédo da ativacao
de vias de sobrevivéncia (ERK 1/2, NF-kB e Mcl-1), reducdo do nivel de
infiltracdo de PMN e diminuicéo do intervalo de resolucao; eventos considerados
marcadores de uma resposta resolutiva eficiente (Vago, Tavares et al. 2015).
Nesse mesmo estudo, demonstrou-se que a injecdo do peptideo mimético da
AnxAl denominado Ac2-26 em camundongos inflamados por LPS aumentou a
expressao de GILZ em macréfagos, sugerindo que AnxA1l esta envolvida em um
mecanismo que leva a regulacéo positiva da expressao de GILZ in vivo (Vago,
Tavares et al. 2015).

Em estudo mais recente, foi demonstrado que a expresséo de GILZ esta
elevada em macroéfagos do tipo M2, e o tratamento in vitro de macrofagos M1

com TAT-GILZ diminui a producao das citocinas IL-6 e TNF-a produzidas por
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estes macréfagos pro-inflamatérios. Aléem disso, TAT-GILZ aumentou a taxa de
eferocitose de neutrofilos apoptoticos in vitro e in vivo, evidenciando o papel de
GILZ como um modulador do fenotipo de macrofagos com efeitos diretos na
resolucao da resposta inflamatéria (Vago, Galvao et al. 2020).

Assim, esses estudos mostraram que, além de induzir apoptose de
neutrodfilos, GILZ também induz reprogramacédo de macréfagos para fenétipos
resolutivos e aumenta a eferocitose (fagocitose de células apoptoticas).
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2 JUSTIFICATIVA

Dentro do contexto de estudos de processos inflamatérios existe um
grande interesse em elucidar os mecanismos envolvidos no recrutamento e
eliminacdo de células imunes no sitio inflamatério. Promover um recrutamento
eficiente dessas células com o minimo de dano ao tecido acometido &€ um dos
grandes desafios no controle do processo inflamatorio, visto que os mediadores
provenientes dos leucdcitos podem levar a leséo tecidual e disfun¢éo do 6rgéo.
Por outro lado, o recrutamento ndo flogistico de monécitos/macréfagos promove
a eliminacdo dos neutréfilos apoptoticos pelo processo de eferocitose,
prevenindo assim a necrose secundaria destas células e promovendo a
resolucdo do processo inflamatorio.

O efeito de GILZ em diferentes modelos de inflamagé&o tem sido explorado
utilizando varias abordagens que demonstram, de forma geral, que GILZ pode
atuar como um importante mediador anti-inflamatério e pré-resolutivo. Dentre
seus efeitos, destaca-se a inibicdo de vias pré-inflamatérias e seus mediadores
(IL-6 e TNF-a) (Ayroldi and Riccardi 2009), indugédo de apoptose de neutrofilos
(Vago, Tavares et al. 2015), reprogramacao de macréfagos para fenotipos
resolutivos com consequente aumento da eferocitose de neutrofilos apoptéticos
(Vago, Galvao et al. 2020). Além disso, alguns estudos recentes, incluindo do
NOSSO grupo de pesquisa, mostram que GILZ também tem um papel importante
na promocdo do clearance bacteriano durante a sepse polimicrobiana
experimental (Ellouze, Vigouroux et al. 2020) e a pneumonia pneumocadcica
(Souza, Carvalho et al. 2022), com consequente diminuicdo do dano tecidual e
aumento da sobrevida dos animais.

No entanto, ainda ndo € conhecido o potencial de GILZ em induzir o
recrutamento de células importantes para a resolucdo, como 0S
mondcitos/macréfagos, o papel das quimiocinas e 0s mecanismos intrinsecos a
este processo. O estudo dos diversos fatores envolvidos no acumulo leucocitario
no sitio inflamatério € fundamental para o desenvolvimento de estratégias
farmacoldgicas que possam interferir nessas vias, controlando a inflamacéao.

Dado o exposto, nesse projeto nos propusemos estudar o papel de GILZ
na migragcdo nao flogistica de monocitos/macréfagos e em um modelo

inflamatério infeccioso auto-resolutivo.
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3 OBJETIVO
3.1 Objetivo Geral

Estudar o papel de GILZ na migracdo de células mononucleares, no
contexto da administracdo da proteina ou da deficiéncia génica, avaliando a
capacidade de GILZ em modular a migracdo de leucécitos e 0s mecanismos

subjacentes a esse processo.

3.2 Objetivos Especificos

1- Avaliar a capacidade da proteina TAT-GILZ (proteina de fuséo
associada a GILZ) em induzir quimiotaxia in vitro, de células mononucleares
murinas (macrofagos RAW 264.7) e de neutrofilos humanos;

2- Avaliar a cinética de migracéo/recrutamento de leucdécitos, apos injecéao
de TAT-GILZ na cavidade pleural de camundongos;

3- Investigar o envolvimento do eixo CCL2/CCR2 na migracdo de
monadcitos/macrofagos, induzida por TAT-GILZ;

4- Avaliar o perfil de citocinas e quimiocinas produzidas durante a
migracdo celular induzida por TAT-GILZ,

5- Analisar o perfil dos macrofagos recrutados com TAT-GILZ, por meio
de marcadores fendtipos de macréfagos regulatoérios.

6- Analisar o papel do GILZ enddégeno na migracdo de células
mononucleares, utilizando um modelo auto-resolutivo da inflamacédo aguda
induzido por Escherichia coli, em animais WT (selvagens) comparando-0s aos
animais deficientes em GILZ (GILZ™).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Animais

Os experimentos com animais foram realizados em camundongos machos
C57BL/6 (8-10 semanas de idade) fornecidos pelo biotério central da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Foram utilizados também
camundongos machos deficientes para GILZ (GILZ) criados no Biotério do
laboratério de Imunofarmacologia do ICB — UFMG e 0s respectivos pareamentos
C57BL/6 WT da mesma ninhada, de 8 a 10 semanas de idade. Os animais foram
mantidos em gaiolas microisoladores, em estantes com filtros de entrada e saida
de ar, em condicbes controladas de temperatura e luminosidade, tendo livre
acesso (ad libitum) a 4gua e racao.

Camundongos C57BL/6 machos deficientes em GILZ (GILZ") foram gerados
conforme descrito (Ngo, Beaulieu et al. 2013). O gene GILZ est4 ligado ao
cromossomo X e os camundongos GILZ”- machos s&o inférteis (Bruscoli, Velardi
et al. 2012, Romero, Vuandaba et al. 2012). Portanto, fémeas heterozigoticas
sdo cruzadas com machos WT. Foram utlizadas ninhadas de diferentes
criacoes, pareadas por idade e peso. Todos os procedimentos descritos foram
aprovados pela comissdo de ética no uso de animais (CEUA), protocolo
183/2017 (anexo ).

4.2 Obtencéao do peptideo TAT-GILZ

O peptideo TAT e a proteina de fusdo TAT-GILZ foram construidos pela
insercdo de cDNA de GILZ no vetor TAT-C para produzir uma proteina de fusédo
in-frame, gerados conforme descrito anteriormente (Cannarile, Cuzzocrea et al.
2009, Vago, Tavares et al. 2015, Baban, Marchetti et al. 2018). Cada lote de TAT
e TAT-GILZ foi preparado em condic@es livres de LPS (Delfino, Agostini et al.
2004, Baban, Marchetti et al. 2018, Vago, Galvao et al. 2020), ressuspensas em
DMSO 100% e diluidas posteriormente em salina. Para todos os experimentos
foram utilizadas doses equimolares de TAT e TAT-GILZ, considerando que o
peso molecular de TAT é metade do TAT-GILZ.

A proteina de fuséo TAT associado a GILZ foi obtida em parceria com o Prof.
Carlo Riccardi, do Departamento de Medicina da Universidade de Perugia —
Italia, nosso colaborador neste projeto.



31

4.3 Escherichia coli

Para a realizacdo dos experimentos de infec¢éo foi utilizada a cepa de E.coli
(ATCC 25922), que foi cultivada em meio Miller Hinton (MH) ou caldo de cultura
LB (Luria Bertani) ou agar MacConkey. Nos dias anteriores a infeccdo, as
bactérias foram semeadas em placas de MH e incubadas a 37°C em estufa
incubadora, por 18h. Posteriormente, algumas colbnias de bactérias foram
transferidas para 15 mL de caldo de cultura LB e incubadas a 37°C por 12 horas.
Apés esse periodo, a cultura foi submetida a analise de densidade optica (D.O.)
e centrifugada para retirada do meio. Foram também realizadas duas lavagens
com 10 mL de salina 0,9% estéril apirogénica, o pellet foi ressuspenso em 1 mL
de salina estéril. A suspensao foi usada para ensaios de infec¢éo in vitro e in
vivo. Em todos os experimentos o inéculo foi confirmado por meio da semeadura
de diferentes diluicbes da suspensdo de bactérias em agar MacConkey e

contagem das colbnias apés 18h de incubacao a 37°C.

4.4 Cultura celular
4.4.1 Cultivo de células RAW

Células RAW 264.7 foram descongeladas e centrifugadas a 1.300 RPM
por 5 minutos, ressuspensas e cultivadas em meio DMEM (Cultilab),
suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado (SBF) e antibiéticos
(100U/mL de penicilina G e 100ug/mL de gentamicina). A cultura celular foi
mantida em garrafas pequenas (25 cm? — Kasvi), apés o descongelamento e
observada a confluéncia, repicadas para garrafas médias (75 cm? — Kasvi). As
células foram mantidas sob 37°C e 5% de CO2, em estufa incubadora
(ThermoScientific). A viabilidade celular foi determinada usando o ensaio de

exclusao por Azul de Tripan.

4.4.2 Isolamento e cultivo de macréfagos derivados da medula 6ssea (BMDMSs)

Foram retirados os fémures e tibias de camundongos C57BL/6 machos
WT (tipo selvagem) e deficientes para o gene GILZ (GILZ7). Posteriormente, 0s
ossos ficaram imersos em RPMI em tubo tipo Falcon, sendo as epifises cortadas
e a agulha inserida no interior dos ossos para retirada da medula 0ssea. Foi

usado o meio RPMI ndo suplementado utilizando seringa de 5mL. As células
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obtidas do lavado foram colocadas em tubo Falcon ja contendo meio RPMI, e
posteriormente centrifugadas a 1300 RPM, 5 minutos. O sedimento obtido foi
ressuspenso em meio RPMI suplementado com 10% de SFB e 30% de LCCM
(sobrenadante de células L929) e antibioticos (penicilina e estreptomicina),
dissociando levemente os grumos com a pipeta soroldgica. A suspensao celular
foi colocada em garrafas de cultura médias juntamente com 20 mL de meio RMPI
completo. No terceiro dia de diferenciagao retirou-se 1/3 do volume total contido
na garrafa (aproximadamente 7 mL) e adicionou-se mais 7 mL de meio completo
as garrafas. No sétimo dia os sobrenadantes da cultura foram descartados e os
macréfagos aderentes foram desprendidos da superficie da garrafa através de
raspador de células, sendo manipuladas cuidadosamente em uma Unica direcéo.
O contetudo de cada garrafa foi centrifugado em tubo Falcon de 50 mL, o
sobrenadante descartado e as células ressuspensas e plaqueadas na
concentracdo de 1x10° células por poco (placa de 24 pocos) para ensaio de
cinética de tratamento com TAT-GILZ e 2 x 10° células/poco em placas de 96

pocos para ensaio de fagocitose.

4.4.3 Isolamento de neutrofilos do sangue periférico humano

Uma amostra de sangue venoso foi coletada de doadores voluntarios
saudaveis (Comité de Etica em Pesquisa — COEP da UFMG, protocolo nimero
0319.0.203.000-11) em tubos com sistema Vacuette® contendo citrato (3,2%).
Os neutrdfilos foram isolados utilizando o protocolo de gradientes de Histopaque
(Histopaque 1077 e 1119 - Sigma-Aldrich) (Vago, Tavares et al. 2016). Apés a
adicdo de 3 mL de Histopaque 1119 seguida de 3 mL de Histopaque 1077 em
tubos FalconTM de 15 mL, foram adicionados 6 mL de suspenséo preparada
com 3 mL de meio RPMI 1640 e 3 mL de sangue citratado. Os tubos foram entao
centrifugados a 1.300 RPM durante 30 minutos, com desaceleragdo nula. As
camadas correspondentes a cada perfil celular foram recolhidas separadamente,
com auxilio de pipeta Pasteur estéril (BD Bioscience), sendo novamente lavados
em meio RPMI 1640 e centrifugados a 1.500 RPM por 15 minutos. O grau de
pureza dos neutrofilos obtidos foi avaliado em preparacao de citospin e foi acima
de 95%.
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4.4.4 Obtencéo de macrofagos peritoneais para ensaio de fagocitose
Camundongos naive C57BL/6 machos, WT e GILZ", foram submetidos ao
protocolo de eutanasia mediante utilizacdo de diéxido de carbono (CO2),
previamente aprovado pelo comité de ética da Universidade Federal de Minas
Gerais (CEUA, numero do protocolo: 183/2017). Posteriormente foram
submetidos a lavagem peritoneal para recolhimento dos macréfagos presentes
na cavidade. O processo foi realizado de forma asséptica e em capela de fluxo
laminar. As células foram coletadas utilizando pipeta de Pasteur com 3 mL de
PBS 1x estéril e, adicionadas gentimente em tubos Falcon de 15 mL.
Posteriormente foram centrifugadas a 1.300 RPM por 5 minutos e ressuspensas
em 1 mL de PBS/BSA 3%. Uma aliquota de 20 ul da suspenséo foi diluida 1:10
em solugdo de Turk para contagem celular. 2,6 x 10° células foram plaqueadas
por poco em placas de 96 pocos e apos aderéncia foram submetidas ao ensaio

de fagocitose.

4.5 Ensaios in vitro
4.5.1 Experimentos de migracéo celular com células mononucleares e neutrdfilos
A migracao celular induzida por TAT-GILZ foi analisada por quimiotaxia
utilizando-se placas Transwell de 24 pogos (Corning Incorporated, Corning, NY)
com membranas de policarbonato com tamanho de poro de 5,0 uM. Células
RAW 264.7 foram suspensas em DMEM sem SFB e adicionadas ao
compartimento superior de cada poco na concentracdo de 5x10° células. TAT-
GILZ (0,2 e 2ug/mL) ou CCL2 (quimiocina quimioatrativa para células
mononucleraes - 100ng) ou meio, foram adicionados aos compartimentos
inferiores e as células foram permitidas migrar durante 4 horas a 37°C. As
membranas de policarbonato foram fixadas e coradas com hematoxilina
(Accustain; Sigma). Para avaliar os efeitos da proteina TAT-GILZ sobre a
migracdo de neutrdfilos, aliquotas da suspenséo celular contendo 5x10° células
foram adicionadas ao compartimento superior da placa transwell sobre uma
membrana com diametro médio de poro de 3,0 uM. Nos compartimentos
inferiores da placa foram adicionados somente meio de cultura (RPMI) ou meio
contendo o agente quimiotatico fMLP (10-°M). O sistema foi incubado por 3 horas

(atmosfera umida, 37 °C, 5% CO2) e, ap0s este periodo, a membrana foi
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removida para posterior fixagcdo e coloragdo com Pandtico. As contagens de
células foram realizadas com uma ampliacdo de 100X. Os experimentos foram

realizadas em triplicatas experimentais.

4.5.2 Fagocitose bacteriana

A fagocitose foi avaliada conforme descrito anteriormente (Machado,
Tavares et al. 2020, Zaidan, Tavares et al. 2022). Para os ensaios de fagocitose,
2,6 x 10° macro6fagos peritoneais ou BMDMSs 2,0 x 10° isolados de camundongos
WT ou GILZ7, foram plaqueados e incubados com E.coli (MOI 1:10) durante 1h
a 4°C para adesdo das bactérias, seguido de 2h a 37°C e 5% de CO: para
permitir a fagocitose. As bactérias nao internalizadas foram lavadas e a células
incubadas com gentamicina (30 pg/mL em meio por 30 minutos). Apos 30
minutos, as células foram lavadas com PBS 1x e lisadas. O extrato obtido foi
plaqueado em placas de &agar MacConkey para se avaliar as bactérias
fagocitadas. As bactérias internalizadas viaveis foram contadas apés incubacao
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 concentracdo foi baseada em estudos

prévios (Delfino, Agostini et al. 2004, Vago, Galvao et al. 2020).

4.5.3 Teste de sensibilidade

Com uma alca bacterioldgica de platina devidamente flambada e resfriada
colénias recentes de E. coli foram suspensas em salina estéril (NaCl) até se obter
uma turvacdo compativel com o grau 0,5 da escala Mac-Farland (1x108
CFU/mL). Em seguida, um swab estéril foi embebido na suspenséo bacteriana,
sendo comprimido contra as paredes do tubo para tirar o excesso da suspensao,
para entdo ser semeado de forma suave abrangendo toda a superficie da placa
de cultura MH. Assim que a superficie do agar secou, os discos com gentamicina
ou impregnados com TAT ou TAT-GILZ foram colocados, com auxilio de uma
pinga flambada e resfriada, sobre a superficie do meio inoculado, exercendo uma
leve pressdo com a ponta da pinga para uma boa adesdo dos discos. A
presenca/auséncia de zona de inibicdo foi analisada apés 18h de incubacéo a
37°C.
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4.5.4 Experimentos cinéticos in vitro utilizando BMDMs

O experimento foi conduzido em células BMDMs de animais C57BL/6
machos WT e conforme descrito anteriormente (Zaidan, Tavares et al. 2022). As
células foram plagueadas em placas de 24 pocos, na concentracdo de 1x10°
macrofagos por poco. Doses equimolares de TAT ou TAT-GILZ foram utilizadas
para estimulo das células e foram deixadas sob estimulo durante 6, 12, 24 e 48
horas. ApoOs os periodos estabelecidos, os sobrenadantes da cultura celular foi
recolhido para dosagem de citocinas por Elisa e as células guardadas para

avaliacdo da expressédo de proteinas por Western Blot.

4.6 Ensaios in vivo e expressao de proteinas
4.6.1 Recrutamento induzido por TAT-GILZ

Os camundongos receberam uma injecao intrapleural (i.p.) de TAT-GILZ
(100 ng/cavidade) ou TAT (50 ng/cavidade) ou PBS (mesmo volume). Células
da cavidade pleural foram coletadas em diferentes tempos posteriormente a
injecdo, lavando-se a cavidade com 1 mL de PBS 1x estéril. Em alguns
experimentos foi utilizado o inibidor de CCR2 (RS504393 — 2mg/kg) de acordo
com (Carmo, Costa et al. 2014), sendo injetado 1 hora antes da injecao de TAT-
GILZ. Os lavados pleurais foram coletados e centrifugados, sendo o
sobrenadante utilizado para dosagens de quimiocinas/citocinas e as células para
contagem morfologica, analise de expressao de proteinas por western blot e

marcacao extracelular para citometria de fluxo.

4.6.2 Modelo inflamatério murino auto-resolutivo

Camundongos WT e GILZ” foram infectados por injecdo de 1x10® UFC
de E. coli na cavidade peritoneal. Apds 6, 24, e 48 horas pos infeccao os animais
foram submetidos a eutanasia e as amostras coletadas. Foi realizado a lavagem
da cavidade com 3mL de PBS 1x para recolhimento e contagem dos leucécitos
recrutados. O lavado foi plagueado em agar MacConkey para contagem de UFC,
0 sobrenadante foi guardado para dosagens de citocinas/quimiocinas e as
células foram destinadas a analise de expressdo de marcadores por citometria

de fluxo.
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4.6.3 Contagem total e diferencial das células

Células da cavidade pleural e peritoneal foram centrifugadas a 1.200
RPM, por 5 minutos, a 4°C em centrifuga (ThermoScientific) e o sedimento
celular ressuspenso em BSA 3% (p/v) diluido em PBS 1x. Uma aliquota das
células foi diluida 10 vezes na solucéo de lise de heméacias (Solucéo de Turk -
Imbralab) e, utilizando uma camara de Neubauer, foi realizada a contagem total
das células. A partir dessa contagem, uma parte das células foram cito-
centrifugadas a 450 RPM, por 5 minutos, com as células ressuspensas em 100pL
de BSA, de forma que cada lamina contivesse aproximadamente 100 mil células.
ApoOs a secagem das laminas, essas foram coradas com o método de May-
Grunwald-Giemsa utilizando o kit Pandtico Rapido (LB Laborclin), para a
realizacdo da contagem diferencial de células no microscépio 6tico (no aumento
de 100 vezes). As células foram diferenciadas em mononucleares (macréfagos
e linfocitos) e neutrofilos, por meio de trés contagens em campos aleatorios

totalizando cem células a cada contagem.

4.6.3.1 Contagem de neutrofilos apoptéticos e avaliagdo da eferocitose

A identificacdo e contagem de neutrdfilos apoptéticos e macrofagos com
corpos apoptoticos englobados foi realizada por microscopia Optica (objetiva
100x, 500 células/laminas). Os resultados foram expressos como a média *
SEM (erro padrdo da média) da porcentagem de neutréfilos apoptoticos e
macrofagos com células apoptoticas em seu interior (Souza, Carvalho et al.
2022).

4.6.4 Perfil fenotipico das células recrutadas para a cavidade pleural e peritoneal
dos animais

Foi avaliado o fenétipo dos leucdcitos recrutados para o periténio apés 48
horas de infec¢éo por E. coli e para pleura apos a injecao TAT-GILZ, sendo as
aquisicoes realizadas utilizando o equipamento BD FACSCanto II (BD
Bioscience). Para isso, células presentes na cavidade pleural e peritoneal foram
coletadas, contadas, plaqueadas e marcadas com anticorpos fluorescentes
contra F4/80 (PE, eBioscience), Ly6C (PeCy7, eBioscience), Ly6G (BV421),
CD3 (Alexa 488), CD11b (BV-500), CD206 (APC, eBioscience). As analises

foram realizadas através do Software FlowJo (Tree Star). Como estratégia para
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caracterizacdo dos leucadcitos, foram considerados macréfagos - células F4/80
positivas, neutrofilos - Ly6G positivas, mondcitos - Ly6C positivas - F4/80
negativas, e linfocitos - CD3 positivas.

Também foi utilizada a estratégia de gating para fenotipar a populacéo de
macrofagos, definida pela expressao de F4/80, CD11b, Ly6C e CD206, conforme
descrito anteriormente (Vago, Sugimoto et al. 2019, Negreiros-Lima, Lima et al.
2020, Zaidan, Tavares et al. 2022).

4.6.5 Dosagens de citocinas e quimiocinas por ELISA

Os niveis de TNF-q, IL-6, IL-10, TGF-3, CXCL1 e CCL2 foram dosados
nos sobrenadantes congelados, obtidos através das lavagens das cavidades
pleural e peritoneal, pela utilizacdo de kits de ELISA murino da R&D Systems
(DuoSet). Na realizacdo do ensaio, cada anticorpo de captura foi diluido em PBS
1X e pipetado na placa de 96 pocos. Na sequéncia, a placa foi vedada e incubada
a 4°C por 18-24 horas. Ao término da sensibilizacdo, a placa foi lavada com
solucéo de PBS-Tween 0,05% e bloqueada por 2 horas com solucdo a 1% de
BSA em PBS 1X, sob agitacdo. Apds essa etapa, procederam-se novas lavagens
com PBS-Tween 0,05% e paralelamente foi preparada a diluicdo seriada da
curva padrédo. Foram pipetados o padrdo, o branco (ambos em duplicata) e as
amostras na placa que, na sequéncia, foi vedada e incubada, novamente a 4°C
por 18-24 horas. Ap0s outras lavagens, o anticorpo de deteccéo (diluido em 0,1%
de BSA/PBS) foi adicionado a placa e esta foi incubada por 2 horas a
temperatura ambiente. Posteriormente a placa foi lavada e a deteccdo foi
realizada pela adicdo de estreptavidina conjugada a peroxidase (“‘HRP-
StreptavidinPharmingem” - 1:4000) em cada po¢o com posterior incubacéo a
temperatura ambiente, por 30 minutos, sob agitacdo. A revelacdo ocorreu apés
novas lavagens e adi¢cdo do substrato OPD (o-phenylenediaminedihidrocloride)
(Sigma). Apds cerca de 20 minutos as reagfes foram interrompidas com H2SO4
(1M). A leitura foi realizada no espectrofotbmetro (Spectra Max 190, Molecular
Devices) no comprimento de onda de 490nm. As coloragbes obtidas pelas
reacoes foram diretamente proporcionais as concentracfes das citocinas e

guimiocinas nas amostras analisadas.
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4.6.6 Western Blot para analise de expressao de proteinas
4.6.6.1 Obtencédo dos extratos protéicos

Células obtidas do lavado pleural e peritoneal e de cultura celular de
BMDM's foram lavadas com PBS 1X e lisadas pela adi¢cdo de 200uL de solucao
de lise (0,5% p/v de NP-40, 100 mM de Tris/HCI pH 8,0, 10% de glicerol, 0,2 mM
de EDTA, 1 mM de NavO3, 1 mM de DTT, 1 mM de PMSF, 200 mM de NaCl,
25 mM de NaF, leupeptina e aprotinina) mantidas em banho de gelo por 15min.
Posteriormente, o lisado foi centrifugado a 10.000 RPM em microcentrifuga por
15 minutos a 4°C, sendo o sobrenadante aliquotado e guardado a -20°C até o

momento de uso.

4.6.6.2 Quantificacdo de proteinas totais nas amostras obtidas

Para realizar a dosagem de proteinas totais foi utilizado o kit Bio-Rad
Protein Assay (Bio-RadLaboratories) baseado no método de Bradford. O ensaio
foi realizado em uma microplaca de 96 pogos (NUNC™), e consistiu na adigéo
de 2 pL de cada amostra a 200 pL do corante diluido 5 vezes em agua destilada,
em duplicatas. Paralelamente foi confeccionada uma curva padréo utilizando
como solucéo padrdo BSA 1mg/mL. Apds 5 minutos de incubacéo, a leitura foi
feita em espectrofotdbmetro (Spectra Max 190, Molecular Devices) a 595 nm. As
absorbéancias das amostras foram comparadas com as absorbéncias da curva

padrao, e as concentragdes calculadas e expressas em mg/mL (ou pg/uL).

4.6.6.3 Fracionamento eletroforético e transferéncia

Os extratos protéicos totais (60 ug) foram desnaturados, misturando-se a
amostra com tampéo LB 5X (10% SDS, 10% B-mercaptoetanol, 40% glicerol,
0.05% azul de bromofenol, 0.250 M Tris/HCI pH 6,8) e a mistura mantida a 100°C
por 5 minutos. Os extratos protéicos foram fracionados em gel de 8% ou 10% de
poliacrilamida/SDS. Ao final da corrida, foram transferidos para membrana de
nitrocelulose (Hybond™ ECL™, GE Healthcare) e coradas com o reagente
Ponceau para verificagdo do padrdo de transferéncia. Posteriormente, a
membrana foi lavada 5x com a solucédo de PBS/Tween 0,1% até que o corante

fosse totalmente eliminado.



39

4.6.6.4 Imunoblot e revelacao

As membranas foram bloqueadas com PBS/Tween 0,1% contendo 5% de
leite em pd desnatado por uma hora. Em seguida, elas foram lavadas com
PBS/Tween e, incubadas com o anticorpo de interesse a 4°C overnight. Apés
novas lavagens com PBS/Tween e incubacdo durante 1 hora a temperatura
ambiente com o respectivo anticorpo secundario ligado a peroxidase, as
membranas foram incubadas em solucao reveladora ECL™ (GE Healthcare) e
expostas contra filme de raio X (Hyperfilm ECL™, GE Healthcare). O filme foi
revelado utilizando-se revelador e fixador (Kodak), conforme indicacbes do
fabricante. Os anticorpos utilizados foram: anti-P-STAT3 1:1000 (CellSignaling
Technology), anti-Yml (STEMCELL - Technologies) e anti-B-actina 1:10000
(SigmaAldrich) e anticorpos secundarios conjugados com peroxidase - anti-
rabbit 1:3000 e anti-mouse 1:3000 (Santa Cruz Biotechnology). As analises

densitométricas foram realizadas utilizando-se o programa Image J.

4.6.7 Analises estatisticas

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente por analise de
variancia (One-way ou two-way ANOVA), seguida do teste Newman-Keuls, e as
diferencas foram consideradas estatisticamente significativas se P<0.05. Em
alguns resultados foi utilizado o teste t. Os resultados sdo apresentados como
média + SEM (Erro Padrdo da Média). As analises estatisticas e os graficos

foram elaborados utilizando-se o Software GraphPadPrism 6.0.
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5 RESULTADOS
5.1 GILZ induz quimiotaxia de células mononucleares in vitro

Tendo em vista a importancia do recrutamento eficiente de células
mononucleares durante uma resposta inflamatoéria (Carmo, Costa et al. 2014,
Negreiros-Lima, Lima et al. 2020, Zaidan, Tavares et al. 2022), buscamos avaliar
o efeito de TAT-GILZ na migracéo dessas células.

Inicialmente realizamos um ensaio exploratério de quimiotaxia in vitro,
utilizando macrofagos RAW 246.7, observou-se que TAT-GILZ foi capaz de
induzir a migracdo de macréfagos dependente da concentracdo quando
comparada a células que nao tiveram contato com nenhum agente quimiotéatico
(CM- control medium) (Figura 4A). A menor concentragéo utilizada (0,2 pg/mL)
promoveu quimiotaxia das células RAW de forma significativa, que foi
aumentada ainda mais pela concentragcdo crescente da proteina. As
concentracfes de TAT-GILZ utilizadas para o teste foi estipulada de acordo com
estudos anteriores (Vago, Galvao et al. 2020). O controle TAT (proteina de fusao)
ndo apresentou efeito quimiotatico nessa linhagem celular (Figura 1A). A
quimiocina CCL2 foi utilizada como padrdo para a quimiotaxia de macréfagos -
controle positivo do ensaio. Como resultado esperado, 0 agente quimiotatico
CCL2 induziu migracédo das células RAW 246.7.
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Figura 4 - TAT-GILZ induz migracdo de macréfagos in vitro. As células RAW 264.7 foram
incubadas durante 4h e permitidas migrar através de membranas de policarbonato usando TAT
ou TAT-GILZ em diferentes concentragdes (0,2 e 2 ug/mL) (A). A quimiocina CCL2 (100 ng/mL)
foi utilizada como controle positivo. ** p<0,01 *** p<0,001 quando comparado nimero de células
que migraram a TAT-GILZ, TAT e aos grupos controles, por one-way ANOVA. Os resultados séo
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expressos e apresentados como média + SEM de, pelo menos, cinco campos aleatdrios,
representativo de 2 experimentos.

5.2 GILZ e quimiotaxia de neutrdéfilos

Os resultados dos experimentos realizados em macrofagos murinos
(RAW 264.7) mostram que TAT-GILZ é capaz de induzir a quimiotaxia dessas
células (Figura 4A). Sabendo que o término da resposta inflamatoéria requer uma
série de eventos, como a inibicdo do recrutamento de células PMN,
principalmente neutrdéfilos e, tendo em vista o papel relevante de GILZ nessas
células (Vago, Tavares et al. 2015, Espinasse, Pépin et al. 2016) e nos eventos
que antecedem a mudanca do ambiente inflamatorio para pro-resolutivo
(Alessandri, Sousa et al. 2013, Vago, Tavares et al. 2020), nos perguntamos se
TAT-GILZ influenciaria a quimiotaxia de neutrdfilos.

Entdo, paralelamente, foram realizados ensaios de quimiotaxia com
neutréfilos humanos. Podemos observar que TAT e TAT-GILZ ndo foram
capazes de induzir migracao dessas células, uma vez que o numero de células
que migraram foram semelhante ao ndmero de células que migraram sem
presenca de estimulo quimiotatico. Por outro lado, o agente quimiotatico padréo
utilizado aqui - fMLP (10-° M) induziu a quimiotaxia de neutréfilos como esperado
(Figura 5A).
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Figura 5 — Efeito do TAT-GILZ na migracdo de neutrofilos humanos. Neutréfilos humanos
foram isolados a partir de sangue periférico humano e em seguida permitidos migrar em
membranas de policarbonato (tamanho do poro igual a 3um) durante 3 h, utilizando TAT, TAT-
GILZ (2 ug/mL) ou o quimioatrativo padréo para neutrdfilos, fMLP (10-°M) (A). RPMI foi usado
como controle negativo. Os resultados sao expressos como o nimero de células que migraram
e sdo apresentados como média + SEM de, pelo menos, cinco campos aleatorios. ** p<0,01 ***
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p<0,001 quando comparado ndmero de células que migraram a TAT-GILZ, TAT e aos grupos
controles, por one-way ANOVA. Os resultados sdo expressos sao apresentados como média +
SEM de, pelo menos, cinco campos aleatérios.

Esses resultados in vitro mostram que TAT-GILZ per si possui acao
apenas na inducdo da quimiotaxia de macréfagos em auséncia de estimulos

inflamatorios.

5.3 TAT-GILZ induz migracao de células mononucleares in vivo, dependente do
tempo e acompanhado do aumento de CCL2

A partir dos resultados obtidos in vitro, nos propusemos a avaliar a
habilidade de TAT-GILZ em induzir migracdo de leucécitos in vivo. Entdo demos
seguimento ao ensaio de cinética de migracdo, sendo um grupo de animais foi
injetado na cavidade pleural com 100ng de TAT-GILZ e outro com 50ng de TAT
e as células da cavidade pleural coletadas apds diferentes intervalos de tempo.

A injecdo de TAT-GILZ foi capaz de promover um influxo celular para
cavidade pleural dos animais, com aumento significativo do numero de células
no tempo de 48 horas (Figura 6A). Por meio das contagens celulares e
imunofenotipagem das células recrutadas, pode-se inferir que a migracdo
induzida pela proteina TAT-GILZ foi praticamente exclusiva da populacdo
mononuclear (Figura 6B), ndo havendo, portanto, recrutamento da populacdo de
neutroéfilos para a cavidade pleural nos tempos aqui analisados.

Também foram dosadas citocinas e quimiocinas envolvidas na resposta
inflamatéria e recrutamento celular. Pode-se observar que a sinalizacao induzida
por TAT-GILZ foi capaz de elevar os niveis de CCL2, com pico de 4h, sem
modificar os niveis de CXCL1 e das citocinas pro-inflamatérias IL-6 e TNF-a
(Figura 6C).
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Figura 6 — TAT-GIZ induz recrutamento de mondcitos/macréfagos para cavidade pleural

de animais de formatempo-dependente e associado ao aumento dos niveis da quimiocina
CCL2. Camundongos C57BL/6 receberam uma injecdo intrapleural (i.pl.) de TAT-GILZ (100

ng/cavidade) ou PBS (controle) — desenho experimental (A), e as células recrutadas para a

cavidade foram coletadas apés 4, 12, 24 e 48 horas para contagem total e diferencial de

leucocitos por microscopia Optica (B). Os niveis de IL-6, TNF-a, CXCL1 e CCL2 foram

mensurados por ELISA nos sobrenadantes do lavado pleural (C). A analise de citometria de fluxo

de leucdcitos coletados 48 horas ap6s a injecdo de TAT, TAT-GILZ ou PBS também foi realizada

(D-E). Sao apresentados grafico de numero de leucdcitos (D) e Dot plots representativos (E). Os

resultados sédo apresentados como média + SEM (graficos Bn=5-7,Cn=5,De En=6-7), *
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para p<0,05 e ** para p<0,01 - quando comparado ao controle (PBS), # para <0,05 — quando

comparado ao controle TAT, por one-way ANOVA.

Vale ressaltar que, assim como no ensaio in vitro, a proteina de fusdo TAT néo
apresentou efeito indutor na migracdo de leucdcitos in vivo e também néo
apresentou alteracdo nos niveis de citocinas e quimiocinas. Os dados

relacionados ao efeito de TAT estéo disponibilizados a seguir.
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Figura 7 — Efeitos causados pela proteina de fusdo TAT in vivo. O grafico A representa
a cinética de migracdo de leucdcitos para a cavidade pleural de animais C57BL/6
desencadeada pela injecdo de TAT. As citocinas inflamatérias e quimiocinas foram
dosadas no exsudato pleural dos camundongos nos diferentes tempos (B), assim como
citocinas anti-inflamatérias (C-D). Os resultados sdo expressos através da média + SEM.

5.4 TAT-GILZ induz o recrutamento de macréfagos via CCR2

Dada a importancia da sinalizagdo canodnica induzida pela quimiocina
CCL2 para recrutamento de células mononucleares (Kuziel, Morgan et al. 1997),
investigamos se o recrutamento de macrofagos, induzido por TAT-GILZ, foi

dependente da ativacdo de CCR2. Para isso, utilizamos um antagonista desse
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receptor, 0 RS504393, que foi administrado por via intraperitoneal 1h antes da
injecao de TAT-GILZ.

Observou-se que o pré-tratamento com o antagonista RS504393,
diminuiu o recrutamento de leucdcitos para a cavidade pleural dos camundongos
(Figura 8A), com consequente reducao significativa no numero de macrofagos
(Figura 8B). Também pode-se observar uma tendéncia de diminuicdo no nimero
de linfocitos recrutados para cavidade (Figura 8C), contudo, ndo houve alteragédo

na migracao de neutrofilos (Figura 8D) como observado anteriormente.
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Figura 8 — Efeito do receptor CCR2 na migracdo de macro6fagos induzida por TAT-GILZ.
Animais WT foram pré-tratados intraeritonealmente (i.p.I) com o antagonista seletivo de CCR2
(RS504393 — 2mg/Kg) 1h antes da injecdo de TAT-GILZ (100ng) ou PBS e apds 48h foram
eutanasiados. Os exsudatos foram colhidos e procedeu-se a contagem das células através das
caracteristicas morfolégicas de cada populagdo. Quantificagdo do nimero total de leucdcitos (A),
macroéfagos (B), linfécitos (C) e neutrdéfilos (D). Os dados sdo média £+ SEM de N = 5-6 animais
por grupo. *p < 0,05, **p < 0,01 ou ***p < 0,0001 quando comparado ao grupo PBS, por one-way
ANOVA.

A reducdo do recrutamento de macréfagos através do efeito do RS504393
foi acompanhada, inicialmente, de menores niveis de CCL2 sugerindo que o0 eixo
CCL2/CCR2 possui um papel importante na migracdo de células

mononucleares, in vivo, induzidas por essa proteina.

5.5 Macréfagos recrutados por TAT-GILZ apresentam fendtipos
resolutivos/regulatorios

De posse desses resultados, avaliamos em seguida qual seria o perfil
fenotipico das células recrutadas. Com esse intuito, utilizamos citometria de fluxo
para imunofenotipagem celular, analise da expressao de proteinas por western

blot e também avaliamos a liberag&o de citocinas. Podemos observar, na Figura
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9A, que TAT-GILZ induziu um aumento da frequéncia de macréfagos positivos
para CD206, um marcador de macréfagos M2 que confere as células fenotipos
envolvidos na regulacéo/resolugcédo da inflamacéo (Korns, Frasch et al. 2011).
Além disso, também foi observado que a expressdo de Ym1l, um marcador
classico de macrofagos M2, teve sua expressdo aumentada nos tempos de 24 e
48h pos estimulo (Figura 9D). De forma interessante, a inje¢do de TAT-GILZ
promoveu a liberacdo de maiores niveis de citocinas anti-inflamatorias/pro-
resolutivas IL-10 e TGF-B, atingindo o pico de liberacdo no tempo de 48h
(Figuras 9B-C).

Em consonancia com nossos resultados in vivo, experimentos conduzidos
in vitro mostraram que TAT-GILZ induz a liberacdo de IL-10 e TGF- em
macrofagos derivados da medula 6éssea (BMDMSs) (Figura 9E-F) e aumentou a
fosforilacdo de STAT3 (Figura 9G), uma via de sinalizacdo importante para
inducdo do fendtipo M2 em macrofagos em diferentes contextos (Shiraishi,
Fujiwara et al. 2012, Mu, Shi et al. 2018, Yao, Li et al. 2018, Degboé, Rauwel et
al. 2019, Vago, Sugimoto et al. 2019). Nota-se, ainda, que o tratamento com TAT
também induz a liberagdo de IL-10 e TGF-f in vitro (avaliados no tempo de 48h),
porém em niveis expressivamente menores que os induzidos por TAT-GILZ
(Figura 9E-F).

Dessa forma, nossos dados sugerem que TAT-GILZ foi capaz de
promover migracao de células mononucleares para cavidade pleural dos animais

e, induziu o fenétipo regulatério dos macréfagos.
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Figura 9 — Perfil dos macrdfagos recrutados para cavidade pleural dos animais e citocinas
produzidas ap6és estimulo com TAT-GILZ. Camundongos C57BL/6 receberam uma dose i.pl.
de TAT-GILZ (100 ng/cavidade) ou PBS (controle), e os macréfagos recrutados para a cavidade
foram coletados apds 48 horas para imunofenotipagem por citometria de fluxo e analise da
expressdao de proteinas. Adicionalmente foram realizados ensaios de cinética de tratamento com
TAT-GILZ in vitro. O gréafico apresentado na letra A representa o nimero de macréfagos
recrutados para a cavidade que se mostraram positivos para o marcador CD206. Os niveis de
IL-10 e TGF-B foram avaliados no sobrenadante da lavagem pleural de camundongos injetados
com TAT-GILZ em diferentes pontos de tempo poés-injecao (B-C). Os leucdcitos recrutados na
cavidade pleural foram processados para andlise dos niveis de Ym1 por Western blot (D). A B-
Actina foi usada como para normalizagdo dos Blots. Durante os ensaios in vitro, a cinética de
producédo de IL-10 e TGF- por BMDMs foi avaliada (E-F). A linha tracejada representa os niveis
meédios das citocinas apés 48 horas de tratamento com TAT. Os niveis de P-STAT3 também
foram avaliados (G). Os dados séo apresentados como média + SEM de 5-6 camundongos por
grupo (in vivo) ou sao resultados representativos de 2 experimentos independentes com BMDMs
realizados em quadruplicados biolégicas (n = 4). A quantificagdo de Western blot foi realizada
usando o software ImageJ representatos em D, que usaram extratos de células de 3
camundongos. * para p < 0,05 e *** para p < 0,001 quando comparado com o grupo controle
(PBS) por one-way ANOVA.

5.6 GILZ é importante para o recrutamento de células mononucleares,
depuracéo bacteriana e eferocitose

Dada a relevancia funcional de GILZ na migracdo e polarizagdo de
macrofagos, nosso proximo objetivo foi avaliar a influéncia enddégena desse
peptideo na migracdo de células mononucleares em um modelo auto-resolutivo
de peritonite induzido por E. coli. Este € um modelo experimental de inflamacé&o
aguda, em que o hospedeiro WT consegue naturalmente lidar com a infecgéo
desenvolvendo uma resposta inflamatoria ideal com consequente termino da
inflamacédo (Chiang, Fredman et al. 2012, Zaidan, Tavares et al. 2022). Dessa
forma, a fase resolutiva acontece de forma espontanea no tempo de 48h e é
acompanhada por aumento de células mononucleares, caracteristico desse
processo.

Assim, utilizamos animais do tipo selvagem (WT) e animais deficientes
para o gene GILZ (GILZ"") e comparamos a cinética de infiltracdo de leucécitos
no peritdnio apds o desafio com E. coli 10° (desenho experimental — Figura 10A).
Observamos que em ambos 0s genotipos houve uma migracdo de leucocitos

para a cavidade peritoneal dos animais em resposta a infecgdo com cinéticas
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similares. No entanto, os animais GILZ” apresentaram menor recrutamento de
leucécitos no tempo de 48h (Figura 10B), que foi refletida pela diminuicdo do
recrutamento de mondcitos/macrofagos e linfécitos (Figura 10C-D) sem efeito
dos gendtipos no perfil de migracdo de neutrdfilos (Figura 10E). De forma
interessante, 0 menor niumero de células mononucleares recrutadas nos animais
GILZ'- apds desafio com E. coli, foi associado a menores niveis da quimiocina
CCL2 (Figura 10F), maiores contagens bacterianas na cavidade (Figura 10G) e
menores porcentagens de neutrofilos apoptéticos e eferocitose (Figura 10H),

guando comparados aos animais WT.
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Figura 10 - Efeito da deficiéncia génica de GILZ no recrutamento de células

mononucleares no modelo auto-resolutivo de peritonite induzido por Escherichia coli.
Camundongos WT e GILZ"- foram infectados com E. coli (1 x 10® UFC) e as células foram
coletadas nos tempos de 6, 24 e 48 horas p6s infec¢do — esquema experimental (A). O nimero
de leucécitos totais (B), macréfagos (C), linfécitos (D) e neutréfilos (E) foram avaliados em
diferentes momentos pos-infecgéo. Os niveis de CCL2 foram mensurados nos sobrenadantes
isentos de células das lavagens peritoneais 24 horas p6s infeccao (F). (G) O grafico mostra os
numeros de UFC nos lavados de de 6 e 48 horas apés a infeccao (n = 5-7). A porcentagem de
neutrofilos apoptéticos e eferocitose (% de macréfagos contendo corpos apoptéticos) foram
avaliados a partir de contagens em laminas de citospin (H). Os dados sdo apresentados como
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média £ SEM, * para p < 0,05 e *** para p < 0,001, por two-way ANOVA (B-E) ou teste t ao
comparar 2 grupos (F-H).

Em resumo, os dados sugerem que GILZ participa do recrutamento de
macrofagos, células essenciais para o processo resolutivo e, sugerindo que apos
estimulos inflamatoérios mais intensos sua auséncia possa culminar em uma

progressdo ndo ordenada do término da inflamacao.

5.7 A auséncia de GILZ promove a diminuicdo da expressao de marcadores pro-
resolutivos em macréfagos

Nosso préximo passo foi avaliar se a auséncia do gene GILZ afetaria o
perfil fenotipico dos leucdcitos recrutados durante a fase resolutiva da peritonite
por E. coli.

Para tal, foram realizados experimentos de citometria de fluxo utilizando-
se os marcadores F4/80, que caracterizam macrofagos, Ly6G que caracterizam
neutréfilos, além das marcacbes para a populacdo de mondécitos (Ly6C) e
linfécitos T (CD3). O fendtipo de macrofagos foi avaliado conforme populacdes
previamente identificadas (Schif-Zuck, Gross et al. 2011, Vago, Sugimoto et al.
2019).

Em consonancia com os dados das contagens morfologicas, neste
modelo experimental a deficiéncia génica de GILZ ndo modifica a populacao de
neutréfilos (Ly6G*) recrutadas para a cavidade dos animais no tempo avaliado
(Figura 11A). No entanto, foi possivel observar uma diminuicdo das populacdes
de mondcitos (Figura 11B) e linfocitos (CD3*) (Figura 11D) nos animais GILZ7
quando comparados aos WT. Quanto aos macrofagos, foi observado uma
dispersdo muito grande dos dados, ndo sendo possivel detectar diferencas
estatisticamente significativas entre os dois grupos experimentais (Figura 11C).
A falta de GILZ nao alterou o nimero de macrofagos classicamente ativados M1
(F4/80"°"/Ly6C*/CD11b™ed) — Figura 11E, no entanto, comprometeu o nimero de
macréfagos do fenotipo M2 (F4/80M/Ly6C~/CD11b") e Mres (F4/80™e4/CD11b'oY)
encontrados no peritdnio dos camundongos GILZ' (Figura 11F-G), quando
comparados aos animais WT. Também podemos observar uma diminui¢do na
expressdo do receptor de manose (CD206) nos animais GILZ' (Figura 11H),
reforcando a hipotese de que GILZ € importante para reprogramacdo de

macrofagos para fenétipos regulatorios.
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Figura 11 — Efeito da deficiéncia génica de GILZ no fenétipo de macr6fagos no modelo
auto-resolutivo de peritonite induzido por E. coli. A andlise de citometria de fluxo da
populagédo de leucdcitos recrutados para a cavidade peritoneal dos animais foi realizada apds 48
horas da infeccdo por E. coli. Figura A representa o nimero absoluto de neutréfilos (F4/80-
/Ly6G*), B mondcitos (F4/80-/Ly6C*), C macrofagos (F4/80*/CD11b*) e D linfocitos (CD3*). As
subpopulagées dos macréfagos classificados em M1 (F4/80'°w/Ly6C*/CD11b™ed), M2
(F4/80"/Ly6C-/CD11b") e Mres (F4/80med/CD11b'%) também foram analisadas e expressas em
namero absoluto (E-G). As frequéncias de macréfagos CD206* e a média de intensidade de
fluorescéncia (MFI) séo representadas graficamente em H. Os resultados sdo mostrados como

a média + SEM de n = 5-6 camundongos. * para p < 0,05, ** para p < 0,01 quando comparado
ao grupo WT, por teste t.

5.8 A auséncia de GILZ afeta a capacidade fagocitaria de macréfagos e esta
funcao é restaurada pelo pré-tratamento com TAT-GILZ

Uma vez que os camundongos GILZ'- apresentaram maiores contagens
bacterianas no lavado peritoneal e numeros reduzidos de
monocitos/macrofagos, avaliamos se o GILZ endogeno impactaria na
capacidade fagocitaria dos macrofagos, por meio de ensaio in vitro com o
propésito de eliminarmos o viés do numero de céulas recrutadas. Assim, BMDMs

e macréfagos peritoneais de camundongos GILZ”- ou WT foram infectados com
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2 x 10% UFC de Escherichia coli por 3 h, e a fagocitose foi avaliada como
mostrado no esquema experimental da Figura 12A. Curiosamente, em ambos
tipos celulares, os animais GILZ” mostraram um numero significativamente
menor de bactérias internalizadas e da porcentam de fagocitose do que células
de camundongos WT (Figura 12B-C).

Avaliamos em seguida se TAT-GILZ poderia aumentar diretamente a
fagocitose de E. coli pelos macrofagos. Para isso, BMDMs de animais WT foram
pré-tratados com TAT (1 pug/mL) ou TAT-GILZ (2 pg/mL) por 18h, seguido da
infeccdo com 2 x 10 UFC de E.coli por 3 h, sendo a fagocitose avaliada como
acima (Figura 12A) e as bactérias fagocitadas quantificadas.

O pre-tratamento com TAT-GILZ promoveu um aumento da fagocitose
das bactérias em comparagédo com as ceélulas tratadas com veiculo ou com TAT
(Figura 12D). Também nos perguntamos se TAT-GILZ seria capaz de restaurar
a funcéao fagocitaria de macréfagos deficientes no gene GILZ. Entao procedemos
com o protoloco experimental tratando os BMDMs de GILZ” com a proteina
TAT-GILZ utilzando o mesmo protocolo descrito acima. De forma interessante,
TAT-GILZ foi capaz de restaurar a funcdo fagocitica dos macréfagos de animais
GILZ' para valores similares aos encontrados nos macrofagos de animais WT
(Figura 12E).

Em seguida foi avaliado se GILZ poderia apresentar acao antibacteriana
direta. Assim, discos impregnados com TAT, TAT-GILZ ou com o antibiético
gentamicina (10 yg) foram adicionados em placas de agar Miller Hinton (MH)
apos semeadura com E.coli. Apés 18h de incubacao a 37°C e 5% CO: as placas
foram avaliadas. Como esperado, a gentamicina apresentou um halo de inibicao
para esta cepa de E. coli, enquanto TAT ou TAT-GILZ nas concentracdes
utilizadas no ensaio n&do apresentaram halos de inibigdo, sugerindo que TAT-
GILZ n&o tenha efeito inibitorio direto no crescimento bacteriano (Figura 12F).
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Figura 12 — Efeito de GILZ na fagocitose de E. coli. Fagocitose de bactérias - protocolo
experimental (A) - foram avaliadas em macrofagos derivados da medula 6ssea (BMDMs) (B) ou
macréfagos peritoneais (C) obtidos de camundongos WT ou GILZ". Macréfagos de animais WT
(2 x 105células/poco) foram pré-tratados com TAT (1 pg/mL) ou TAT-GILZ (2 ug/mL) por 18 h
(D) e depois incubados com E. coli (MOI 1:10) por 3 h para permitir a adesdo e posterior
fagocitose. As bactérias ndo internalizadas foram removidas pela incubacdo das células com
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gentamicina (Abx), seguida da lise dos macréfagos e plaqgueamento em agar MacConkey (McC)
para identificar o nimero de bactérias fagocitadas viaveis. Em um experimento paralelo, BMDMs
de camundongos GILZ'- foram pré-tratados com TAT-GILZ e submetidos a fagocitose conforme
descrito acima (E). Os resultados séo expressos como UFC de bactérias internalizadas ou % de
fagocitose (contagens de UFC em placas de agar McC, N=4-5) e séo apresentados como média
+ SEM; "p < 0,05, "p < 0,01 ao comparar células tratadas com TAT-GILZ com veiculo ou TAT,
por one-way ANOVA (D-E). A comparacédo entre BMDMs de WT e GILZ" foi por teste t ('p <
0,05). Os dados s&o representativos de 3 experimentos independentes realizados em
quadruplicatas ou quintuplicatas biologicas. TAT-GILZ (2 ug/mL), TAT (1 pg/mL) ou gentamicina
(controle) impregnados em filtros estéreis foram entdo adicionados a placas de agar MH
contendo E. coli. A zona de inibicdo de crescimento foi avaliada apds incubacao por 18h a 37°C

(F).

Juntos, esses dados sugerem que GILZ pode auxiliar nas defesas do
organismo estimulando mecanismos de fagocitose em macrofagos. Embora nédo
testado aqui, podemos sugerir gue o tratamento combinado de TAT-GILZ com
antimicrobianos pode ser uma estratégia terapéutica potencial para aumentar a
resisténcia do hospedeiro as infec¢bes. Além disso, GILZ enddgeno participa
ativamente da fase resolutiva da inflamacdo, atuando no recrutamento e
polarizacdo de macrofagos para o fenétipo regulatério M2/Mres com

consequente liberacao de citocinas anti-inflamatérias/pré-resolutivas.
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6 DISCUSSAO

A inflamacgao aguda localizada faz parte da resposta protetora normal do
hospedeiro a lesdo tecidual e infeccdo por patdgenos microbianos invasores
(Nathan 2002). A ativacdo da resposta inflamatéria € essencial e € mediada,
inicialmente, por células imunes residentes que liberam mediadores sollveis,
como citocinas inflamatdrias, que, em seguida, ativam vias pro-inflamatorias
(Abdulkhaleq, Assi et al. 2018). Concomitantemente, ocorre a regulagéo positiva
de moléculas de adeséo celular em leucdcitos circulantes e células endoteliais,
promovendo o influxo de granuldcitos e fagocitos mononucleares do sangue para
o local acometido (Yuan, Shen et al. 2012, Wright, Gibson et al. 2016). Esse
processo visa, exclusivamente, eliminar o agente indutor da inflamagéo e
conduzir a resposta inflamatoria a sua proxima fase, a resolugéo (Serhan 2007).
Por isso, a fase resolutiva da inflamacdo € um evento ativo, coordenado e
fundamental para o clearance do microambiente inflamatério, no qual as células
recrutadas na fase inicial da inflamagcdo deverdo, necessariamente, ser
digeridas/eferocitadas tendo como principal propésito fisiolégico o retorno da
homeostase tecidual e o término da inflamacédo (Buckley, Gilroy et al. 2013).
Além disso, vias enddgenas ativadas durante o estagio final das reacdes de
defesa podem contra regular a inflamacéao e promover a resolucao (Serhan and
Savill 2005).

Sabemos que embora essa resposta inflamatoria desencadeada frente a
uma série de estimulos nocivos seja protetora para o hospedeiro, se ativada e
mantida de forma descontrolada, pode resultar em uma ampla gama de
distarbios inflamatérios agudos, crénicos e sistémicos (Riccardi, Levi-Schaffer et
al. 2018).

Nesse contexto, nos Ultimos anos, as pesquisas tém se concentrado no
entendimento das origens das doencas inflamatdrias e autoimunes crénicas com
intuito de buscar alternativas terapéuticas para tratamento das mesmas.
Contudo, as terapias farmacoldgicas utilizadas atualmente sdo destinadas a
interromper a sintese ou agdo de mediadores produzidas durante a fase inicial
da inflamagdo. No entanto, existe um interesse crescente com a outra
extremidade do espectro inflamatério — o processo de resolucdo, um requisito

critico para o término da resposta inflamatdria, com o objetivo de desenvolver
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terapias pro-resolutivas que conduzam ao termino da inflamacéao e sua resolucao
(Sousa, Alessandri et al. 2013).

Assim, enquanto atualmente o tratamento da inflamagéao se baseia em
inibir os eventos da fase produtiva do processo inflamatério, incluindo a inibicdo
do influxo de leucécitos, a “farmacologia da resolugao” propfe a inducéo de
mediadores e moléculas e ativacdo de vias intracelulares naturais da fase
resolutiva da inflamacé&o (Perretti, Leroy et al. 2015). Essa estratégia beneficiaria
0 recrutamento e acdo de células mononucleares, especialmente macréfagos
promotores de resolucao.

Dessa forma, o estudo dos mecanismos da resposta resolutiva e as
interagOes existentes entre todo processo inflamatoério, tem levado a constante
descoberta de novos mediadores participantes desse processo (Headland and
Norling 2015). De forma interessante, algumas moléculas com caracteristicas
pro-resolutivas, como a plasmina (Carmo, Costa et al. 2014, Sugimoto, Ribeiro
et al. 2017), a anexina Al (Vago, Nogueira et al. 2012, Sugimoto, Vago et al.
2016, Galvao, Vago et al. 2017, Lima, Vago et al. 2017, Perucci, Sugimoto et al.
2017) e a angiotensina(1-7) (Zaidan, Tavares et al. 2022) foram descritas como
novos mediadores pro-resolutivos, por agirem em eventos chaves da resolugéo
como, por exemplo, no recrutamento de células mononucleares e modulagéo do
fenétipo de macréfagos.

Além desses mediadores citados acima, GILZ, um peptideo induzido por
glicocorticoides (GC) contendo ziper de leucina, tem sido estudado em diferentes
contextos relacionados a inflamacao (Cannarile, Cuzzocrea et al. 2009, Beaulieu
and Morand 2011, Hoppstadter, Kessler et al. 2015, Ricci, Ronchetti et al. 2019,
Vago, Galvao et al. 2020, Bruscoli, Febo et al. 2021). Inicialmente, foi mostrado
que GILZ estd envolvido na modulacdo das mesmas vias relacionadas aos
efeitos anti-inflamatérios induzidos por GC, inibindo as vias classicas da
inflamacédo (NF-kB e AP-1) (Ayroldi, Migliorati et al. 2001, Bruscoli, Febo et al.
2021). Com o avanco das pesquisas € o0 interesse em estudar possiveis acdes
pré-resolutivas dessa proteina, estudos foram conduzidos afim de fornecer
evidéncias do efeito de GILZ na resolugéo da inflamacéo.

VAGO e colaboradores (2015) mostraram em um modelo auto-resolutivo
de pleurisia induzido por LPS, que a expressao de GILZ é aumentada durante a

fase resolutiva da inflamacéo e que a administragdo de TAT-GILZ (proteina de
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fusdo a GILZ permeavel as células), no pico da inflamacédo, promove uma
diminuicdo do numero de neutrdéfilos vidveis e aumenta o numero de neutrofilos
apoptoticos (Vago, Tavares et al. 2015). Além disso, foi relatado posteriormente
que além de promover a apoptose de neutrofilos (Vago, Tavares et al. 2015,
Espinasse, Pépin et al. 2016) GILZ induz outros eventos resolutivos chave,
incluindo a reprogramacdo de macrofagos e eferocitose, 0os quais séo
marcadores de uma resolucao eficiente (Vago, Galvéao et al. 2020).

Embora tenha se progredido no entendimento das propriedades pro-
resolutivas de GILZ, é preciso explorar ainda mais as acdes desse peptideo em
outros eventos celulares importantes para o processo de resolugdo, como, por
exemplo, o recrutamento de células mononucleares. Assim, foram realizados
ensaios utilizando experimentagéo in vitro e in vivo, visando esclarecer os efeitos
exercidos pela proteina TAT-GILZ na migracdo de mondcitos/macrofagos.

Dessa forma, por meio de experimentos exploratérios utilizando culturas
de células RAW 264.7 (macréfagos murinos), submetidos ao ensaio de
quimiotaxia, foi possivel observar que TAT-GILZ induz quimiotaxia de
macrofagos de forma dose-dependente, ou seja, a maior concentracdo de TAT-
GILZ (2upg/mL) utilizada no experimento recrutou maior quantidade de células.
Também foi observado que TAT-GILZ influenciou somente na migracdo de
macrofagos, visto que nado foi capaz de promover quimiotaxia de neutrofilos
humanos. Vale ressaltar que, em modelos experimentais de inflamacao aguda a
administracdo do peptideo TAT-GILZ modula negativamente a migracdo de
neutréfilos para o ambiente inflamatério (Vago, Tavares et al. 2015, Vago,
Tavares et al. 2020, Souza, Carvalho et al. 2022) e induz mecanismos de morte
celular nesses leucacitos. De fato, TAT-GILZ induz a apoptose de neutréfilos por
meio da desativacédo de vias de sobrevivéncia, como MCL-1 (Vago, Tavares et
al. 2015). Em consonéancia com o efeito de GILZ na desativagdo de neutrdfilos,
em um modelo de colite induzida por acido dinitrobenzeno sulfénico (DNBS), a
auséncia de GILZ resultou em um estado inflamatoério excessivo com ativagao
persistente de neutréfilos (Ricci, Ronchetti et al. 2019). Esses fatos sugerem que
GILZ age desativando o neutrdfilo, uma vez que a migracdo em direcdo a um
ambiente quimiotatico € uma caracteristica de ativagdo neutrofilica. Portanto,
essa proteina parece exercer uma acao seletiva na inducdo da migracdo de

leucdcitos, agindo primordialmente em células mononucleares.
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A partir dessa evidéncia, seguimos para 0S ensaios in vivo, com
camundongos desafiados por injecao intrapleural com a proteina TAT-GILZ e as
amostras coletadas por lavado pleural, nos tempos determinados. De forma
interessante, e de maneira a confirmar os resultados obtidos durante os ensaios
in vitro, TAT-GILZ foi capaz de induzir de forma significativa o recrutamento de
leucécitos no tempo de 48 horas pos injecdo. Através das contagens pleurais
das laminas de citospin e a analise de citometria de fluxo, foi demonstrado que
a populacdo celular recrutada foi majoritariamente composta de células
mononucleares ndo havendo interferéncia no recrutamento de neutréfilos e
linfécitos quando comparada a camundongos injetados com PBS. Além disso,
TAT-GILZ promoveu aumento da populacdo de mondcitos (F4/807/Ly6C*) e
macrofagos (F4/80*) em relacdo aos animais desafiados somente com TAT,
sugerindo que esse efeito seja exclusivo de GILZ. Dessa forma, pode-se dizer
que o recrutamento induzido por TAT-GILZ foi especifico de células
mononucleares, com foco na populacdo de mondcitos/macréfagos. Além disso,
durante a cinética de recrutamento, TAT-GILZ nd&o promoveu aumento de
citocinas envolvidas na resposta pro-inflamatoria, porém, os niveis de CCL2
aumentaram 4h apds a injecdo, intervalo que antecede o recrutamento de
macréfagos para cavidade pleural dos animais. Essa quimiocina € responsavel
por induzir o recrutamento de mondcitos e a ativacao de subpopulacbes de
linfécitos T (Daly and Rollins 2003, Dalli and Serhan 2017), através da ligacao a
seu receptor especifico, o CCR2. Essa ligacao promove tanto a egressao de
mondcitos da medula 6ssea para a corrente sanguinea (Serbina and Pamer
2006) quanto a migracdo de células mononucleares do sangue para os tecidos
(Kurihara, Warr et al. 1997).

Para avaliar o papel de CCR2 na migracdo de macréfagos in vivo
promovida por TAT-GILZ, animais C57BL/6 foram pré-tratados com antagonista
seletivo de CCR2 (RS504393) 1 hora antes da injecéo da proteina. Observou-se
que o bloqueio farmacologico do receptor inibiu a migracao celular induzida por
TAT-GILZ, sugerindo que o eixo CCL2/CCR2 possui um papel importante nesse
contexto e reforgando a hipétese que TAT-GILZ induz um aumento da liberagéo
de CCL2 que por sua vez se liga ao seu receptor CCR2, promovendo assim a

migracao celular de mondocitos de forma néo inflamatoria.
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A migracao celular requer eventos especificos da cascata de sinalizacéo
intracelular e GILZ mostrou interagir fisiologicamente com varios fatores de
transcricdo e vias de sinalizagdo, exercendo um papel crucial no controle do
trafego de proteinas e na sinalizacdo de uma resposta inflamatoria (VAGO et al.,
2021; BRUSCOLI; RICCARDI; RONCHETTI, 2021).

Em estudos publicados pelo nosso grupo de pesquisa, foi demonstrado
os efeitos desencadeados por moléculas pré-resolutivas na inducéo da migragédo
celular de leucdcitos e as vias de sinalizacdo participantes desse processo.
Como exemplo, Ang(1-7), um peptideo que se liga ao receptor Mas, promoveu
o recrutamento de macréfagos através da fosforilagdo de ERK1/2 e producdo de
CCL2, promovendo um recrutamento néo flogistico de mondcitos para pleura
dos animais. Também néo foi evidenciado a participacdo de citocinas proé-
inflamatoérias no processo. Além disso, os macrofagos recrutados para a
cavidade dos camundongos possuiam fendtipos resolutivos/reguladores, com
aumento da populacdo M2 e Mres, expressdo de proteinas relacionadas ao
fendtipo M2 e citocinas anti-inflamatdrias e pro-resolutivas (Zaidan, Tavares et
al. 2022). Plasmina e db-cAMP um mimético do AMPc, também induziram
migracdo de mondcitos de uma maneira dependente do eixo CCL2/CCR2. Além
disso, o db-cAMP promoveu a reprogramacdo de macrofagos derivados da
medula O6ssea para um fenotipo M2, conforme observado pelo aumento da
expressdo de Arg-1/CD206/Ym-1 e dos niveis de IL-10 (Carmo, Costa et al.
2014, Negreiros-Lima, Lima et al. 2020).

Dessa forma, nosso proximo passo foi avaliar o fenétipo dos macréfagos
recrutados para a cavidade dos animais desafiados com TAT-GILZ. Por meio da
expressdo de CD206, um receptor de manose evolvido no fenétipo de
macrofagos do tipo M2, foi possivel avaliar aumento da inducao desse marcador
nos animais que receberam a injecdo de TAT-GILZ, assim como aumento da
expressdo de Ym-1. De interesse, o marcador CD206 €& necessario para O
engolfamento de corpos apoptéticos (Korns, Frasch et al. 2011). As citocinas
anti-inflamatérias e pré-resolutivas, IL-10 e TGF-f3, foram liberadas durante os
ensaios in vitro e in vivo. Além disso, TAT-GILZ também induziu a fosforilagéo
de STAT3. Dessa forma, os dados sugerem que TAT-GILZ promove a
polarizagdo de macrofagos para fenoétipos regulatorios, associado a fosforilagéo

de STAT3 e liberacéo de IL-10 e TGF-B. Importante ressaltar que o aumento de
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IL-10 produzida por macrofagos esta associado a ativacdo de P-STAT3 e
eferocitose durante a resolugéo da inflamagéo (Proto, Doran et al. 2018).

Utilizado modelos auto-resolutivos in vivo os macréfagos podem ser
classificados nos fendtipos M1, M2 e Mres, também conhecidos como
macrofagos ativados de forma classica ou alternativa, e macréfagos pro-
resolutivos, respectivamente (Ariel and Serhan 2012, Vago, Tavares et al. 2015).
De fato, os perfis funcionais dos macrofagos tem sido correlacionados com
funcdes pro-inflamatdrias (M1) e anti-inflamatorias/regulatorias (M2 e Mres). Ja
€ bem estabelecido que macrofagos M2 liberam citocinas anti-inflamatorias
como IL-10 e niveis muito baixos de citocinas pré-inflamatérias (Fadok, Bratton
et al. 1998, Korns, Frasch et al. 2011). Assinaturas adicionais desse fenétipo,
como YM1 (um membro da familia das quitinases) também séo identificadas
(Raes, Van den Bergh et al. 2005). Macrofagos com esses perfis sdo
protagonistas importantes na resolucao da resposta inflamatéria, pois promovem
a fagocitose de bactérias/detritos, e eferocitose de granuldcitos apoptéticos
mediando respostas regenerativas dos tecidos (Korns, Frasch et al. 2011, Schif-
Zuck, Gross et al. 2011, Oishi and Manabe 2018).

E importante mencionar que a polarizacdo de macrofagos para 0s
fenétipos M1-M2 é um processo altamente dindmico e pode ser revertido em
condicdes fisiologicas e patologicas (Mosser 2003). No curso de varias situacdes
fisiopatolégicas, a mesma via de sinalizacéo pode estar envolvida na polarizacao
de macrofagos M1 ou M2 (Labonte, Tosello-Trampont et al. 2014). Além disso,
um desbalanco de vias de sinalizacdo e transducao de sinal, assim como da
polarizacdo M1-M2 dos macrofagos, estdo associados a varias doencgas
inflamatérias crbnicas, de origem infecciosa ou ndo (Wang, Liang et al. 2014).

Em um modelo de hipdxia utilizando células RAW 264.7, foi evidenciado
0 aumento da expressado de GILZ em mondcitos/macréfagos apos estimulacdo
com citocinas envolvidas na polarizacdo de macrofagos M2: IL-4, IL-10 e IL-13
(Berrebi, Bruscoli et al. 2003, Hoppstadter, Kessler et al. 2015). Os autores
correlacionam esses achados com a hipotese de que a ativacao de receptores
de glicocorticoides leva a inibicdo de genes pro-inflamatérios associados aos
fatores de transcricdo NF-kB e AP1, e GILZ leva ao aumento da expressao de
genes anti-inflamatdérios (Berrebi, Bruscoli et al. 2003, Hoppstadter, Kessler et al.
2015, Ronchetti, Migliorati et al. 2015, Maciuszek, Rydz et al. 2019). Ao encontro
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com esses achados, Vago e colaboradores (2020), mostraram um aumento da
expressdo de GILZ em macrofagos estimulados com IL-4 ou o GC sintético
dexametasona (ambos agentes polarizadores para o perfil M2-like), enquanto
nao houve aumento de GILZ apds estimulo com agentes polarizadores classicos
de macrdéfagos do perfil M1-Like, LPS/IFN-y.

No contexto de doencas inflamatérias crénicas, GILZ tem chamado
atencdo como um meio potencial de dissociar os efeitos anti-inflamatérios
benéficos dos glicocorticoides de seus efeitos deletérios sobre o metabolismo
celular (Beaulieu and Morand 2011). Varios estudos analisaram seu aspecto
protetor na colite, em que camundongos transgénicos que superexpressam GILZ
apresentaram niveis mais baixos de inflamag¢do do célon. Este resultado foi
associado a uma diminuicdo no niumero de células Thl e aumento no nimero de
células Th2 induzidas pela superexpressao de GILZ (Cannarile, Cuzzocrea et al.
2009, Bruscoli, Sorcini et al. 2018). A presenca de GILZ diminuiu a prevaléncia
da doenca, demonstrando assim uma acéo protetora contra inflamacao grave
(Cannarile, Cuzzocrea et al. 2009). Em modelos animais com artrite induzida por
colageno, o silenciamento de GILZ foi associado com exacerbacédo da doenca,
ao passo que camundongos superexpressando O gene, tiveram artrite
significativamente menos grave, tanto clinica quanto histologicamente, do que
0s animais controle (Beaulieu, Ngo et al. 2010, Ngo, Beaulieu et al. 2013). Além
disso o uso da proteina de fusdo TAT- GILZ tem se mostrado efetivo em atenuar
a inflamacdo em modelos inflamatorios ndo infecciosos como colite
(CANNARILE et al., 2009; GENTILI et al., 2021), pleurisia (VAGO et al., 2012,
VAGO et al., 2020), injaria renal (BABAN et al., 2018). Recentemente, nosso
grupo demonstrou a eficacia do tratamento com TAT-GILZ na protecdo da leséo
pulmonar e letalidade induzida pela infeccdo, no modelo de pneumonia
pneumocadcica (Souza, Carvalho et al. 2022).

Embora as atividades pro-resolutivas de GILZ tenham sido descritas em
varios modelos de inflamacdo n&o infecciosa, também h& um esfor¢co para
entender sua acdo em doencas inflamatérias infecciosas. Por exemplo, dois
estudos utilizando o modelo de sepse induzida por CLP (ligadura e perfuracéo
do ceco) em animais transgénicos que superexpressam GILZ na linhagem
macrofagica, mostraram que estes animais apresentam melhores taxas de

sobrevivéncia associada a reducdo nas contagens bacterianas no sangue,
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aumento na fagocitose e da expressdo de GILZ nas células do exsudato
peritoneal (Ballegeer, Vandewalle et al. 2019, Ellouze, Vigouroux et al. 2020).
Durante a lesédo promovida pelo pneumococos, o tratamento com TAT-GILZ
reduziu a inflamacdo neutrofilica e preveniu o dano pulmonar associado a
infeccdo. Houve também aumento da populacdo de macréfagos com
consequente aumento da eferocitose e eliminagdo bacteriana. Em contraste,
camundongos deficientes em GILZ apresentaram lesdo pulmonar aguda (LPA)
mais grave, caracterizada por aumento da inflamacé&o, diminuicédo da eferocitose
de macrofagos e dano pulmonar acentuado (Souza, Carvalho et al. 2022). Esses
achados sugerem que o GILZ endégeno modula a resposta inflamatoéria e sua
administracdo exogena (por meio do TAT-GILZ) favorece a resolucdo da
inflamacao.

Diante disso, buscamos estudar o efeito da abstencdo de GILZ em um
modelo infeccioso auto-resolutivo de peritonite, em que a migracéo de células
mononucleares é caracteristico da resposta inflamatdéria resolutiva. No presente
trabalho demonstramos que a deficiéncia em GILZ prejudicou o recrutamento de
monaocitos/macrofagos e linfocitos durante a fase de resolucéo da peritonite (48
horas), sem alterar a cinética de recrutamento de neutrdfilos para a cavidade
peritoneal. O nimero reduzido de células mononucleares foi associado com uma
reducao significativa dos niveis de CCL2 e contagens bacterianas mais altas nos
camundongos GILZ”- em comparagdo aos WT. Além disso, animais deficientes
em GILZ apresentaram menor quantidade de macrofagos de perfis
regulatérios/resolutivos na cavidade peritoneal. Esse resultado foi demonstrado
por meio da menor expressdo de CD206 e menor numero absoluto das
populagbes de macroéfagos do tipo M2 e Mres. Animais GILZ7 também
apresentaram menor porcentagem de neutréfilos apoptéticos e eferocitose
guando comparado aos animais WT.

Ainda séo poucos trabalhos que exploram o efeito de GILZ em modelos
infecciosos (Ballegeer, Vandewalle et al. 2019, Ricci, Ronchetti et al. 2019,
Ellouze, Vigouroux et al. 2020). No estudo desenvolvido por RICCI e
colaboradores (2018), utilizando um modelo de peritonite por C. albicans, foi
demonstrado um aumento na atividade basal dos neutréfilos de animais GILZ™
gue foi responsavel por eliminar de forma mais eficaz o agente infeccioso, sem,

no entanto, alterar o nimero de neutréfilos recrutados, quando comparado aos
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animais WT (Ricci, Ronchetti et al. 2019). No presente estudo, também né&o
identificamos efeito da deficiéncia em GILZ na migracao de neutrofilos utilizando
o modelo auto-resolutivo de peritonite por E. coli. De forma interessante, e em
contraste aos achados de Ricci utilizando modelo infeccioso com levedura,
observamos aqui um maior nimero de bactérias nos animais GILZ", o que pode
ser explicado pelas diferencas do agente infeccioso. No modelo de peritonite por
E. coli a expressédo de GILZ em macrofagos parecem ser importantes para o
clearance uma vez que a deficiéncia em GILZ leva ao maior nimero de bactérias
na cavidade peritoneal, mesmo em momentos que as contagem celulares séo
semelhantes nos dois gendtipos (6h).

GILZ também foi reportado em aumentar a sobrevida de animais sépticos
associado ao aumento da fagocitose de bactérias por macréfagos
superexpressando GILZ e reducdo de citocinas pro-inflamatorias (Ballegeer,
Vandewalle et al. 2019, Ellouze, Vigouroux et al. 2020). Além disso, durante a
pneumonia induzida por Streptococcus pneumoniae o tratamento com TAT-GILZ
diminuiu significativamente a carga bacteriana nas vias aéreas dos
camundongos. No mesmo estudo, foram conduzidos ensaios de fagocitose in
vitro utilizando BMDMs de animais GILZ”- e WT, e foi mostrado que a fagocitose
bacteriana foi prejudicada na auséncia do gene GILZ, ao passo que o tratamento
com TAT-GILZ aumentou essa funcdo de macréfagos de animais WT (Souza,
Carvalho et al. 2022). Esses achados estdo em consonancia com os do presente
estudo, mostramos que a deficiéncia de GILZ interferiu na fagocitose de E.coli
em duas linhagens macroféagicas (derivados da medula éssea e peritoniais).
Também observamos o efeito do tratamento com TAT-GILZ, em que 0 pré-
tratamento com TAT-GILZ aumentou a funcéo fagocitaria dos macréfagos de
células WT e resgatou essa funcdo em macréfagos deficientes em GILZ. Em
contraste aos dados obtidos nos estudos com o0s modelos de sepse
polimicrobiana, pneumonia pneumocdcica e peritonite auto-resolutiva (presente
estudo), foi demonstrado que a regulacdo negativa de GILZ aumenta a
fagocitose de S. typhimurium por macrofagos (Hoppstadter, Diesel et al. 2019).
Embora necessite de estudos adicionais, acreditamos que esse dado
contrastante esteja relacionado a cepa da bactéria utilizada. Portanto, no

presente estudo, demonstramos que GILZ participa na indugao da fagocitose de
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E. coli por macrofagos peritoniais e derivados da medula 6ssea, evidenciando o

papel de GILZ nas func¢des antibacterianas durante infeccoes.
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7 CONCLUSAO

Nossos dados sugerem uma nova funcdo pro-resolutiva de GILZ: a
inducéo do recrutamento de macrofagos de maneira ndo-flogistica, dotados de
fendtipo anti-inflamatorio/regulatério. Mecanisticamente, GILZ, por meio do uso
da proteina TAT-GILZ, aumenta a liberacdo de CCL2 que induz o recrutamento
de mondcitos dependente de CCR2 e a polarizagdo de macréfagos para um
fenotipo regulador, associado ao aumento da fosforilagdo de STAT3, dos
marcadores CD206 e Ym1 e da producédo de IL-10 e TGF-B. Além disso, no
contexto da infeccao por E. coli, a auséncia de GILZ interferiu no recrutamento
e fendtipo de macréfagos na fase resolutiva, sendo associado a menores niveis
de CCL2, menor apoptose/fagocitose e menor clearance bacteriano.

Assim, o presente estudo, em consonancia com os dados j& descritos do
papel de GILZ na apoptose de neutrofilos, eferocitose e fagocitose de bactéria
Gram positiva, que mostram a participacdo de GILZ em etapas chave do
processo resolutivo da inflamacgéo, contribui com uma nova descri¢cao funcional
de GILZ - o recrutamento néo flogistico de macréfagos e sua polarizagéo para
fendtipos regulatoérios/resolutivos e a atuacao na fagocitose de E. coli (resumidos

no esquema da Figura 13).
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Figura 13 - Desenho esqueméatico do papel de GILZ no recrutamento de
mondcitos/macrofagos, reprogramacdo macrofagica e clearance de E. coli no
peritbnio. A inje¢do de TAT-GILZ na cavidade pleural de animais C57BL/6 induziu a
migracdo de macréfagos via CCL2, dotados de fendtipo resolutivo/regulador caracterizado
pelo aumento da frequéncia de CD206, expressao de Ym1, liberagdo de citocinas anti-
inflamatérias (IL-10 e TGF-B) associado a maiores niveis de P-STAT3 (A). No contexto da
peritonite por E. coli, a deficiéncia de GILZ foi associada a maiores contagens bacterianas,
menor fagocitose e eferocitose por macréfagos, assim como menor frequéncia de CD206
e liberacdo de CCL2, quando comparados aos animais WT (B).
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