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RESUMO
Influenza A é um virus da familia Orthomixoviridae que causa uma doenca inflamatoria

aguda com altos indices de morbidade de mortalidade. Atualmente, a intervencao mais eficiente
€ a vacinacdo e algumas terapias anti-inflamatodrias, tornando-se relevante estudos que busquem
outras alternativas terapéuticas no tratamento dessa infec¢do. Uma outra doenga que acomete
os pulmoes € a fibrose pulmonar. Ela € uma doenca inflamatdria cronica gerada pela constante
ativagao do processo inflamatdrio com consequente deposicao de coldgeno nos pulmdes e perda
de fungdo desse 6rgao podendo levar a morte. Devido ao fato do procedimento que melhor
combate esse quadro clinico ainda ser o transplante de pulmao, torna-se relevante o estudo e
desenvolvimento de terapias efetivas para o tratamento dessa condi¢@o clinica. Recentemente,
0 uso de moléculas pro-resolutivas t€ém se tornado promissor como tratamento de doencas
inflamatorias. Moléculas pro-resolutivas sdao molécula produzidas na fase resolutiva da
inflamacdo com propriedades anti-inflamatdrias e anti-fibréticas, capazes de coordenar o
clearence celular com consequente retorno do tecido a homeostase. Lipoxina A, e angiotensina
1-7 sd@ao moléculas pro-resolutivas conhecidas por diminuirem recrutamento de células
inflamatorias, por induzirem a diminuicdo da produgdo de quimiocinas, de citocinas pro-
inflamatdrias e pro-fibréticas. Em nosso trabalho, estudamos o uso dessas moléculas como
opcdo terapéutica para tratar fibrose pulmonar e infec¢do por Influenza A. Observamos que o
tratamento preventivo com a angiotensina 1-7 na fibrose pulmonar, comecando uma hora antes
da inducdo da fibrose, gerou a diminui¢do do recrutamento celular nos dias 3, 7, e 21 apds a
inducdo e aumento do numero de células apoptéticas. Houve também uma diminui¢do da
deposicdo de colageno no tecido nos dias 14 e 21 assim como melhorou, no dia 21, a fungdo
pulmonar de animais tratados com essa molécula. A melhora desses parametros foi relacionada
ao aumento da sobrevida desses animais. Porém, quando testamos o efeito terapéutico dessa
molécula observamos que ele € tempo-dependente. Quando iniciamos o tratamento 3 dias apds
a inducdo da fibrose, ndo conseguimos mais observar uma melhora na sobrevida dos animais,
apesar do tratamento gerar redu¢do do numero de células e de deposicdo de coldgeno nos
pulmdes dos animais tratados. J4 quando iniciamos o tratamento no dia 7 apds a inducdo da
fibrose, o efeito benéfico da angiotensina 1-7 foi perdido completamente. Resolvemos entdo
testar o andlogo de outro pré-resolutivo, benzo-lipoxina A4, na fibrose pulmonar. Apesar de
outro andlogo pro-resolutivo, a benzp-lipoxina A4, também nao ter melhorado os parametros na
fibrose pulmonar, o mesmo foi testado em um contexto de infeccdo por Influenza A.
Observamos que animais infectados com Influenza A/WSN/33 HINI e que receberam o

tratamento, iniciado no 3° dia apds infec¢@o, apresentaram aumento da sobrevida e diminui¢ao



do recrutamento celular, de niveis de IFN-y e do dano pulmonar. O tratamento também
diminuiu a expressdao do marcador de macréfago M1- iNOS- e aumentou o nimero de células
apoptdticas e eferocitose. Este estudo reforcou a importancia das diferentes agdes dos
marcadores pro-resolutivos dependentes do tempo de administracdo e da doenca inflamatoria
associada.

Palavras-chave: Resolugdo; Fibrose Pulmonar; Influenza A; Inflamac¢do; Angiotensina 1-7;

Lipoxina A,; Mediadores pro-resolutivos.



ABSTRACT

Influenza A is a virus from the Orthomixoviridae family responsible to cause an acute
inflammatory disease with high numbers of mortality and morbidity. Nowadays, the most
efficient intervention is vaccination and some anti-inflammatory therapies, which become
relevant studies that seek new therapeutic strategies to treat that infection. Lung fibrosis is
another lung disease with constant activation of the inflammatory process leading to high levels
of collagen deposition which can cause functional loss of this organ. It is a chronic disease that
can lead to death. Studies that attempt to find effective therapies to treat this disease are relevant
once the best strategy against this clinical condition is organ transplant. Recently, the use of
pro-resolving mediators has become promising as a treatment for inflammatory diseases. Pro-
resolving mediators are molecules produced in the resolution phase of inflammation with anti-
inflammatory and anti-fibrotic proprieties responsible for cell clearance and returning to
homeostasis. Lipoxin A, and angiotensin 1-7 are pro-resolving mediators known to decrease
not only cell recruitment but also chemokines, pro-inflammatory and pro-fibrotic cytokines.
Here, we studied the use of those pro-resolving mediators as therapeutic strategies to treat lung
fibrosis and Influenza A infection. We showed that the preventive treatment with angiotensin
1-7, starting one hour before the induction of fibrosis, decreased cell recruitment on days 3, 7
and 21 after the induction and increased the numbers of apoptotic cells. There was a decrease
in collagen deposition on days 14 and 21, and an improvement of lung function on day 21. The
treatment increased survival as well. Nevertheless, when we tested the therapeutic effect of this
molecule in this model, we noticed that its beneficial effect was time dependent. When the
treatment started on day 3, after induction of fibrosis, there was no difference in lethality
although the treatment decreased cell recruitment and collagen deposition in the lungs of treated
animals. But when the treatment started on day 7 after the induction, the beneficial effect of this
molecule was completely lost. Then, we decided to test an analog of another pro-resolving
mediator, benzo-lipoxin Ay, as a treatment for lung fibrosis, however, there was no difference
in the analyzed parameters. Once the same pro-resolving mediator shows different effects in
different models of diseases, we decided to test the use of benzo-lipoxin A, as a treatment for
Influenza A infection. Animals infected with Influenza A/WSN/33 HINI1 and treated with
benzo-lipoxin A, starting on day 3 post infection, presented an increase in survival and decrease
in cell recruitment, levels of IFN-y and lung damage. The treatment also decreased the

expression of M1 marker — iNOS- and increased apoptotic cells and eferocitosis. These results



show a promising therapeutic effect of lipoxin A, as a treatment for Influenza A infection,
contributing to an anti-inflammatory and pro-resolving scenario. Our work also shows the
importance of understanding the role of each pro-resolving mediator and to test them as a
therapeutic strategy both in acute inflammatory diseases and in chronic inflammatory diseases
since they could present different effects in each one of those diseases.

Keywords: Lung fibrosis; Influenza A; Inflammation; Resolution; Angiotensin 1-7; Lipoxin

Ay; Pro-resolving mediators.
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1 INTRODUCAO

11 Pulmao

O pulmao € um 6rgdo que tem como func¢do principal a troca gasosa. Estruturalmente
ele pode ser dividido em duas partes: (I) vias aéreas centrais, sendo composta pela traqueia,
bronquios e brioquiolos terminais (vias condutoras dos gases respiratorios) e (II) parénquima
periférico, que abrange os bronquiolos respiratorios, ductos alveolares e alvéolos (regides de
troca gasosa). 300 milhdes de alvéolos podem ser encontrados em um individuo adulto, tendo
cada um deles 0,25mm de didmetro. Em humanos adultos, estima-se que a drea da superficie
alveolar pode chegar a 100 m? enquanto a drea da superficie endotelial dos capilares um pouco
menor (~10-20%) (Weibel er al., 1984).

A superficie alveolar é recoberta por dois tipos celulares (figura 1). Os pneumdcitos do
tipo I sdo células epiteliais escamosas com a funcdo de formar extensdes citoplasmaticas, as
quais penetram os poros de Kohn (orificios na parece alveolar que conectam um alvéolo ao
outro). Os pneumdcitos do tipo II sdo células epiteliais em forma de cubo que sintetizam e
secretam o surfactante pulmonar que cobre a superficie alveolar (KUHN, 1978). Pneumdcitos
do tipo II possuem a capacidade de dar origem a novas células do tipo II, além de se diferenciar
em pneumdcitos do tipo I para substituir aqueles que sofreram danos (ADAMSON; BOWDEN,
1974). O volume ocupado pelos pneumdcitos do tipo I € de aproximadamente duas vezes maior
que o ocupado pelos pneumdcitos do tipo II, enquanto que a drea alveolar abrangida pelas
células do tipo I € cerca de 50 vezes maior do que a drea abrangida pelas células do tipo II.
Entretanto, ao avaliarmos, em porcentagem, o nimero de células dentro da parede alveolar, 8%
sdo pneumdcitos do tipo I, 16% sao pneumdcitos do tipo II, 30% sdo células endoteliais dos
capilares, 36% sdo células intersticiais e 10% constituem os macréfagos alveolares

(ADAMSON; BOWDEN, 1979).
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Fluido com sulfactante

Pneumdcito tipo 1 Pneumdcito tipo 2

Macréfago Alveolar

w— l Fibroblasto

Figura 1. Imagem ilustrativa do corte transversal de um alvéolo. Espaco alveolar é composto por pneumdcitos
tipo 1 e 2; o espaco onde se encontram os fibroblastos € denominado intersticio, sendo esse também o caminho de
passagem e de actimulo das células recrutadas dos capilares alveolares.

A drea alveolar de um adulto pode chegar a 100m? j4 que é nessa drea que a troca gasosa
ocorre. Assim, o pulmdo € um 6rgdo que pode ser exposto constantemente a uma variedade de
antigenos do ambiente. Devido a isso, o trato respiratdrio possui uma efetiva prote¢cdo mecanica,
tais como pelos nasais, cilios do epitélio respiratério, muco e surfactante, juntamente com um
elaborado sistema imune. Uma ampla quantidade de linf6citos pode ser encontrada distribuida
pelo tecido pulmonar (HOLT; SCHON-HEGRAD, 1987) e em compartimentos especializados
como o tecido linfoide associado aos bronquios (BALT) e linfonodos que drenam o 6rgao
(Breel et al., 1988). Além disso, células dendriticas, macréfagos intersticiais e alveolares sdao
encontrados no trato respiratorio e podem ser ativados, desencadeando processos inflamatérios
cronicos com consequente desenvolvimento de fibrose (HOLT; SCHON-HEGRAD, 1987;
SERTL et al., 1986).
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1.2 Doencas Pulmonares

12.1 Influenza
Influenza € um virus envelopado, composto por RNA de fita simples senso negativo,

pertencente a familia Orthomyxoviridae (HUTCHINSON; FODOR, 2013). E um patégeno que
gera um grande numero de mortes em todo mundo sendo o responsavel por causar milhdes de
mortes, consequéncia das pandemias de 1918 (gripe espanhola), de 1957 (gripe asidtica), de
1968 (gripe de Hong Kong) e de 2009 (gripe suina) (AKIN; GOZEL, 2020; TAVARES;
TEIXEIRA; GARCIA, 2017). Ele infecta o trato respiratdrio superior podendo também infectar
os bronquios, bronquiolos e alvéolos pulmonares no trato respiratério inferior sendo o dano
celular induzido por esse virus a principal causa dos sintomas clinicos e da viruléncia desse
agente infeccioso (IBRICEVIC et al., 2006; ROSEN et al., 2010).

Seu genoma € dividido em segmentos (oito no caso da Influenza A) e cada segmento é
envolvido por proteinas virais formando um complexo ribonucleoproteico (RNP) (figura 2). Os
RNPs virais entram no nucleo da célula hospedeira para que haja a replicagdo do seu material
genético. Como resultado desse processo, o recém-sintetizado RNP passa por uma série de
sistemas de transporte intracelular até a superficie celular onde ele serd empacotado e

exteriorizado (figura 3) (HUTCHINSON; FODOR, 2013).
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Figura 2 — Influenza A. A figura representa uma particula viral, ou virion. Composto por uma fita
negativa de RNA com genoma contendo 8 segmentos localizado no interior da particula viral. Os trés maiores
seguimentos de RNA codificam as trés subunidades de polimerase (PB1, PB2 e PA) que s@o responsdvel pela
sintese de RNA e replicacdo do virus nas células infectadas; dois segmentos de RNA codificam as glicoproteinas
virais hemaglutinina (HA) que se liga ao 4cido sidlico da células hospedeira e neuraminidase (NA) responsavel
pela saida do virus da célula infectada auxiliando da disseminag@o viral. O genoma de RNA ¢ ligado pelas
neuroproteinas virais (NP) que sdo codificadas pelo segmento 5 de RNA. Os seguimentos 6 e 8 codificam mais de
uma proteina, chamadas de proteina matrix (M1), proteina de membrana (M2), proteina NS1 (ndo demonstrada) e
proteina NS2 (NEP- Nuclear Export Protein). M1 € conhecida por promover o “esqueleto” estrutural e juntamente
com NEP auxiliar no deslocamento do virion dentro da célula; M2 € um canal de fon de prétons que auxilia na
entrada do virus na célula juntamente com HA e NA, localizadas na superficie do virus ancorada em uma
membrana lipidica derivada da célula infectada. NS1 € um fator de viruléncia responsdvel por inibir a resposta

anti-viral da célula hospedeira (KRAMMER et al., 2018).
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Figura 3 — Transporte dos RNPs da sintese até o empacotamento. Esquema demonstrativo do processo
translocac@o dos RNPs para o nticleo, sua replicagdo e seu caminho até a membrana celular. Proteinas virais sdo
transportadas para o nicleo das células infectadas (canto inferior esquerdo). Apods sua sintese, RNPs se ligam a
outros recém-sintetizado nos endossomo de reciclagem (RE) e sdo transportados para a membrana celular com o
auxilio do MTOC (do inglés, microtubule organising centre). Na membrana celular os RNPs sdo empactados com

outras proteinas virais formando os virions (HUTCHINSON; FODOR, 2013).
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O padrao de nomenclatura da Influenza inclui o tipo de virus (A, B ou C), sua origem
geogréfica, o nimero da cepa, ano de isolamento e o subtipo do virus. Como por exemplo, o
Influenza A/HINI1 isolado na Califérnia em 2009 € identificado da seguinte maneira: Influenza
A/Calif6rnia/04/2009 (HIN1). A classificagdo dos subtipos desse virus esta relacionada a
antigenicidade das duas principais glicoproteinas de superficie de suas células: hemaglutinina
(HA) e neuraminidase (NA) (SULLIVAN et al., 2010).

Quando o virus chega no trato respiratorio inferior ele infecta as células do epitélio
pulmonar e macréfagos alveolares (GROUSD; RICH; ALCORN, 2019) pela ligacao do acido
sidlico, presente na superficie das células, com a HA viral (EDINGER; POHL; STERTZ, 2014).
Essa infecc@o desencadeia a ativacdo de morte celular por apoptose e necroptose (NOGUSA et
al., 2016; ZHANG, TING et al., 2020), sendo que a viruléncia do Influenza A (IAV) é
determinada justamente pela sua capacidade de impactar na diminui¢cdo do numero dessas
células, ou seja, quanto mais virulento maior a porcentagem de perda tanto de pneumdcitos do
tipo I quanto do tipo II (SANDERS et al., 2013) (figura 4). A ativagao do processo de apoptose
em células infectadas também tem como objetivo controlar a replicacdo viral e,
consequentemente, diminuir a propagacao do virus. Esse processo € particularmente importante
quando o IAV “escapa” da acdo antiviral dos IFNs. Esse escape é gerado por meio do aumento
da expressdao de sua proteina ndo-estrutural NS1. NS1 € uma proteina produzida em poucas
horas apos o inicio da infec¢do e tem como a¢do o bloqueio da transcri¢do de genes antivirais
da imunidade inata por meio da sua ligagc@o direta com o DNA da célula infectada (SHIM et

al.,2017).



a Virus-host interactions

Sialic acid Lung
cleavage attachment

<«—Neuraminidase

ggj %ﬁ) Haemagglutinin—» ;

Influenza virion

Non-structural proteins
PB1-F2

@ ——— Cytokine storm
NS1

@ — IFN production

Lung alveolus

b Host physiology and immunity

Epithelial

Over-exuberant
inflammatory
response

N

TLR downregulation

Macrophage

Dying macrophage

Alveolar
macrophage
depletion

22

Figura 4 — Interaciio de IAV com as células pulmonares. O virus entra na célula por meio da ligagdo

da hemaglutinina de sua superficie com o 4cido sidlico na superficie da célula do hospedeiro (a). A infeccdo gera

dano tecidual, ativacdo da resposta inflamatdéria e apoptose e deplecdo de macréfagos alveolares (b)

(MCCULLERS, 2014)

Durante o processo de infeccdo e replica¢do viral o virus Influenza A (IAV - Influenza A

virus) € reconhecido por receptores de reconhecimento de padrdoes ou RRPs (do inglés pattern

recoginition receptors, PRRs). Receptores como do tipo toll (TLRs — toll-like receptors)



23

reconhecem padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPs, pathogen-associated
molecular patterns), moléculas comuns expressas por diversos microrganismos, inclusive IVA,
desencadeando a expressdao de interferons (IFNs), citocinas importantes para a producdo de

proteinas antivirais (figura 5) (TAVARES; TEIXEIRA; GARCIA, 2017) .
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Figura 5 — Esquema demonstrativo do reconhecimento de PAMPs por PRRs. Apés a entrada do virus
nas células, seu material genético é reconhecido por TLRs. Esses receptores também reconhecem fosfolipidios
oxidados (OxPLs), produtos formados pela infec¢do por IAV. O reconhecimento desses PAMPs ird ativar fatores
de transcri¢@o que irdo induzir a producdo de mediadores pro-inflamatdrios. Além disso, o material genético do
virus pode ativar a ativag@o de canais de fon, aumentando o influxo de préton na célula e ativando o inflamassoma

NLRP3 (TAVARES; TEIXEIRA; GARCIA, 2017).

TLRs sdo receptores, localizados na membrana plasmatica das células e dentro de
endossomos que reconhecem padrdes moleculares de virus, bactérias e fungos. O TLR3, por
exemplo, é um receptor localizado no interior de endossomos e € capaz de detectar diversos
RNA virais como o do virus da Influenza (LE GOFFIC et al., 2006; WANG, QIONG et al.,

2011). Esse receptor esta presente nas células alveolares e nas células epiteliais dos bronquios,
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assim como em vdrias células do sistema imune (GUILLOT et al., 2005). Ao reconhecer o RNA
viral, o TLR3 € ativado gerando uma cascata de ativacdo que ird culminar na producdo de
citocinas e quimiocinas importantes no combate ao virus. De fato, a auséncia de TLR3 esta
diretamente relacionado a gravidade da infec¢do por Influenza (HUO et al., 2018; LIM, HYE
KYUNG et al., 2019; TOTURA et al., 2015). Assim como o TLR3, os TLR7, 8 ¢ 9, também
sdo importantes receptores intracelulares responsaveis pelo reconhecimento € combate de
infeccoes virais (ASCOUGH; PATERSON; CHIU, 2018).

Outro receptor importante no contexto de infeccio por IAV é o TLR4. Ele ¢
naturalmente expresso a niveis baixos na superficie das células alveolares e bronquicas mas sua
expressdo € aumentada durante a resposta inflamatdria gerada pela infeccao viral (GUILLOT
et al.,2004; MONICK et al.,2003). Seu papel na infeccao por IAV € tao importante quanto os
TLRs intracelulares, como o TLR7 e 9, e se d4 de maneira indireta, pelo reconhecimento de
padrdes moleculares associados ao dano (DAMPs — damage associated molecular patterns).
Esse receptor reconhece fosfolipidios oxidados, originados pelo estresse oxidativo causado pela
infeccdo (IMAI et al., 2008). De fato, a importancia desse receptor € validada pela presenca de
seus agonistas como adjuvantes em vacinas de Influenza (LI, ZHUOFAN et al., 2021).

O reconhecimento de PAMPs e DAMPs na infec¢do por IAV € essencial para a ativacao
celular e para o influxo de células dando inicio ao processo inflamatdrio necessario no combate
a infeccao. Ao serem infectados, macréfagos e células do epitélio pulmonar reconhecem tais
padroes moleculares e muitas vias intracelulares sdo ativadas, inclusive o inflamassoma
NLRP3, um complexo de sinalizacdo da resposta imune inata (KALIL; THOMAS, 2019a).
Macréfagos infectados com IAV apresentam, 24 horas depois, um aumento na ativacio de
NLRP3, com aumento tanto da atividade de caspase-1 quanto de niveis de IL-1p (LIU, HUI et
al., 2020). A via da ativacdo do inflamassoma NLRP3 ativa caspase-1 que € a enzima
responsdvel pela clivagem do precursor de IL-1p3, pré- IL-1p, gerando a sua forma ativada, a
IL-1B (SCHRODER; TSCHOPP, 2010) e esse processo € importante para o recrutamento de
leucdcitos para o sitio de infec¢do (REN et al., 2017).

Macréfagos e neutréfilos sao as células que mais sdo recrutadas em pulmdes infectados
com JAV e animais nocautes para essas células apresentam maior titulo viral, sendo mais
susceptiveis a doenca com rapida perda de peso, pneumonia € morte (NARASARAIJU et al.,
2011; TATE et al.,2009). Além disso, animais que tém seus macrofagos alveolares depletados
se tornam mais susceptivel a infec¢do secunddria por bactéria (GHONEIM; THOMAS;
MCCULLERS, 2013).
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Ao serem infectados, macrofagos alveolares sdo classicamente ativados -Ml1-, se
tornando o subtipo mais presente nos primeiros dias da infec¢do e cruciais no combate a
replicacdo viral (LI, KE; MCCAW; CAO, 2021). Essas células sdo importantes ndo somente
para a producdo de proteinas antivirais, através da acdo de IFNs produzido por elas, mas
também pela producdo de quimiocinas como CCL2, CCLS5, MCP-1 e MIP-1a, e de citocinas
como TNF-a, IL-1f, IL-6 e IL-18, importantes para o recrutamento de celular para o sitio
infeccioso e ativagdo dessas células nesse local (JULKUNEN et al., 2000; LEHMANN et al.,
1996). Porém, a super expressao de CCL2 e CCLS esta relacionada as formas graves da doenga
(RUDEMILLER et al., 2016; TAVARES et al., 2020). Os IFNs produzidos ndo s6 por essas
células, mas também por células epiteliais pulmonares e por células dendriticas plasmocitoides
ativam os chamados genes estimulados por IFNs (ISGs — IFN stimulated genes) essenciais para
a producdo de protefnas antivirais nos estagios iniciais da infec¢do (GILL et al., 2018; SHIM
etal., 2017).

Dias ap6s infec¢ao, o nimero de macréfagos M1 decai progressivamente € 0os nimeros
de macrofagos alternativamente ativado - M2- comecam a aumentar. Isso ocorre tanto devido
a “repolarizacdo” de macréfagos M1 em dire¢do ao subtipo anti-inflamatério, M2, quanto
devido ao aumento de mondcitos ndo inflamatérios recrutados da corrente sanguinea (LI, KE;
MCCAW; CAOQ, 2021). Macréfagos M2 sdo células que estdo presentes apds a eliminagdo do
antigeno e possuem um papel importante no bloqueio da inflamacdo, no reparo tecidual e no
retorno do tecido a homeostase. Elas irdo eferocitar neutréfilos apoptéticos liberando citocinas
anti-inflamatorias, como IL-10 e pré-resolutiva, como TGF-J3, e, a0 mesmo tempo, inibindo a
expressao de citocinas pré-inflamatdrias, como TNF-a, IL-18 (GRABIEC; HUSSELL, 2016).
Essas células, assim com as células T reguladoras (Tregs), sdo importantes ndo somente no
bloqueio do recrutamento de células proé-inflamatdrias, mas também, possuem um papel
importante para o retorno do tecido a homeostase (BRENNAN ez al., 2018a; GRABIEC;
HUSSELL, 2016; SUGIMOTO et al., 2016). De fato, o aumento de macréfagos M2 nas vias
aéreas de camundongos infectados com um subtipo letal do IAV foi correlacionado ao seu
papel protetor na resposta inflamatoria gerada pela infec¢do, prevenindo o aumento da taxa de
mortalidade analisada (CHIDA et al., 2020).

O balango M1/M2 nas vias aéreas de animais infectados com IAV € determinante para
o progndstico da doenca. A super expressao do fator de estimulag@o de colonia de granuldcitos
e mondcitos (GM-CSF), trés dias apds a infecg@o por IAV, € capaz de redirecionar a ativacao

de macréfagos de M1 apara M2 nas vias aéreas de animais infectados, diminuindo a letalidade
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causada pelo virus (HALSTEAD et al., 2018). Da mesma forma, pacientes que possuem o
quadro grave dessa doenga, apresentam alta quantidade de macréfagos M1 no sangue periférico
expressando altos niveis de TNF-a e deplecdo nos nimeros de macréfagos M2 (COLE et al.,
2017).

O papel dos neutrdéfilos na infec¢do por IAV também tem sido estudado. A infiltracao
dessas células pode ser detectada nos estagios iniciais da infec¢do (TATE et al.,2009; WHITE,
MITCHELL R et al.,2007) e sdo fontes importantes de quimiocinas, como a CXCL12, que sdao
cruciais para o recrutamento de linféfitos T CD8 para as vias aéreas de animais infectados (LIM,
KIHONG et al., 2015; TATE et al., 2012). Essas células fagocitam microrganismos presentes
no tecido ativando a producao armadilhas extracelulares (NETs — neutrophil extracelular traps),
liberadas por um processo denominado netose, que se ligam a microrganismos, impedindo que
eles se espalhem, e garantindo uma alta concentragdo local de agentes microbianos
(BRINKMANN et al., 2004; CHAN et al., 2020). O aumento do recrutamento de neutréfilos
para o local da infeccdo se dd pela producdo de CXCL2 e CXCL8 e de CXCL10, que atua de
maneira autdcrina ativando vias de produg@o de substancia antimicrobianas (SHORT et al.,
2014).

Curiosamente, apesar dessas células serem importantes nos estigios iniciais da doenga
elas também sdo usados como “veiculo” para replicacdo e disseminacdo do virus em pacientes
com H5NI1, onde foram detectadas proteinas virais, como a HA, e RNA viral nessas células
(ZHAO et al., 2008). Por isso sdo um importante foco de estudo no entendimento da
fisiopatologia dessa doenga.

Um outro processo importante no curso da infec¢ao por IAV € a ativagdo da eferocitose.
Ela atua ndo somente na resolucdo da inflamacdo, mas também na ativagdo da resposta
adaptativa. Lim K. et al. estudaram o efeito da eferocitose de neutréfilos na resposta imune
adaptativa em um modelo de infec¢cdo por IAV na traqueia de camundongos. Eles observaram
que nos estagios iniciais da doenga, houve um aumento de neutréfilos e mondcitos recrutados
junto da diminui¢cdo de macréfagos residentes e células dendriticas. Apds seis dias de infec¢ao,
os nimeros de neutréfilo comecaram a diminuir devido a ativagdo do processo de apoptose.
Eles foram atraidos por um gradiente de concentracdo de CXCL2 liberadas por macréfagos
residentes para serem eferocitados, mas, ainda naquele momento, percebeu-se um alto nivel de
replicacdo viral. A eferocitose de neutréfilos por mondcitos recrutados mostrou ser essencial

para a ativacdo de linfécitos T CD8 (LIM, KIHONG et al., 2020), células importantes para
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combater a infeccdo viral (HILLAIRE; RIMMELZWAAN; KREUTZ, 2013; NUSSING et al.,
2018).

As células TCD8* sdo ativadas de maneira mais eficaz por meio da sua ligacdo com
células TCD4* (T helper cells). As células TCD4*, apOs serem ativadas pela apresentacao de
antigeno feita pelas células dendriticas, ativam uma via de co-estimulacdo necessaria para a
ativagao de TCD8*, por meio da expressao de CD28, que também € necessaria durante a fase
efetora desses linfécitos citotoxicos (JOHNSON et al., 2009; MORITA et al.,2011). O auxilio
para a ativagdo, ndo s6 das células TCD8* mas também, das células produtoras de anticorpos
— linfécitos B — se mostra, juntamente, por meio de mecanismos dependentes de IL-21
produzidas por células TCD4* (SON et al., 2021). TCD4* apresentam um importante papel na
prevencgao dos quadros graves de pneumonia em humanos quando infectados por estirpes novas
de TAV na auséncia de anticorpos especificos (WILKINSON et al., 2012).

Animais infectados com IAV produzem também as chamadas células de memoria
teciduais T CD8* (CD8* Trm) as quais, em uma segunda infec¢do, sdo responsaveis pelo rapido
clearance viral reduzindo o impacto causado por essa doenca (DUAN er al., 2015; WANG,
ZHONGFANG et al., 2015). A pandemia de 2009 trouxe mais oportunidades de determinacao
do papel dessas células na protecdo contra IAV. De fato, a pré-existéncia de células TCD8*
produtoras de IFNy em pacientes infectados foi associada a um menor indice de casos severos
da doenga (SRIDHAR et al., 2013). Casos de hiperativacio de células imunes inatas durante
infecgc@o pelo virus HSN1diminui a resposta de células TCD8* atrasando o clearance viral e
diminuindo os nimeros de células Try nos pulmoes de camundongos infectados, demonstrando
a importancia dessas células no combate ao virus (KANDASAMY et al., 2020).

Outras células linfoides, células T inatas, também estdo envolvidas nos estdgios iniciais
da infeccdo impedindo que o virus se espalhe. As células natural Killer (NKT), as células Tyo,
invariantes associadas a mucosa (MAIT) atuam ativando a producido de moléculas antivirais
pela acio de IFNs produzidos por elas (NUSSING et al., 2018). Além disso, as células Ty sdo
fontes de IL-17, citocina importante para ativar a resposta Thl7, sendo essa crucial para
combater a infec¢do (BAO et al., 2019; MAROOF et al., 2014). As células Tyd participam
também das etapas finais da infec¢do sendo cruciais nesse momento, ja que a quantidade dessas
células entre os dias 10-15 apds infec¢do sdo maiores do que nos dias iniciais (CARDING et
al., 1990). Elas também produzem a IL-33, citocina que ativa células linfoides inatas (ILCs —
innate lymphoid cells) (LAMICHHANE; SAMARASINGHE, 2019). As ILCs sao classificadas

em trés subtipos: ILC1, ILC2 e ILC3. Elas atuam contribuindo na imunidade antiviral (ILC1 e
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ILC3) (STIER et al., 2017; VASHIST et al., 2018), e também sdo importantes no reparo
tecidual pds infeccdo sendo uma fonte valiosa de IL-5, citocina que contribui para o
recrutamento de eosindfilos durante os estdgio finais da infecgdo (GORSKI; HAHN;
BRACIALE, 2013; MONTICELLI et al.,2011).

Portanto, as células do sistema imune possuem um importante papel no curso da
infecgdo por influenza e na viruléncia de cada subtipo desse virus, bem como na severidade da
doenca (KALIL; THOMAS, 2019; SHIM et al., 2017). De fato, a interagdo do virus tanto com
as células pulmonares quanto com as células do sistema imune ird determinar o desencadear da
infec¢@o. A Organizacdo Mundial da Saude estima, por ano, 1 bilhdo de casos de infeccao por
influenza sendo que 3-5 milhdes evoluem para casos graves com um numero de 300.000-
500.000 mortes (KRAMMER et al., 2018). Esses dados demonstram a relevancia de estudos

que visam minimizar as consequéncias geradas por essa infec¢do na saide publica mundial.

1.2.2 Fibrose Pulmonar

Fibrose pulmonar é uma condi¢do clinica que produz perda da capacidade respiratdria
com episddios de dispneia, tose seca e hipoxemia, podendo levar a morte (CALZAS
RODRGUEZ; CARMEN JUAREZ MORALES; CASERO, 2016). Ela € caracterizada pela
ativagao cronica da resposta inflamatdria pulmonar, com constante liberacdo de mediadores
pro-inflamatorios e pro-fibréticos que causardo a ativag@o e a diferenciacdo de fibroblastos
intersticiais em miofibroblastos. Essa diferenciacdo terda como consequéncia a producio de
componentes da matriz extracelular, dentre eles, a producdo e deposicao de coldgeno no tecido,
resultando na perda da complacéncia e funcio do 6rgdo (LOMAS et al., 2012).

A ativagdo do processo de fibrose pulmonar é observada em algumas doencas
pulmonares inflamatdrias cronicas. A inalacdo constante de cristais de aluminio, de silicio e de
titdnio, tem como consequéncia a continua induc¢do de uma resposta inflamatoria pulmonar que
desencadeara uma posterior fibrose (BOMHARD, 2017). Doengas inflamatdrias induzidas por
alergénicos, como a asma cronica, também podem induzir a fibrose pulmonar. Essa €
caracterizada por uma ativacdo permanente da inflamacdo pelo reconhecimento desses
alergénicos, o que provocard a ativacdo de células pré-inflamatdria, resultando no
desenvolvimento de fibrose (VARSANO; SEGEV; SHITRIT, 2017). Além disso, pode-se

observar um aumento na preocupacao com o indice de desenvolvimento de fibrose causado pela
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infec¢do por COVID-19. Apesar da prevaléncia da fibrose p6s COVID-19 aparecer somente
com o tempo, analises de tomografia computadorizada de alta resolu¢do de pacientes que
apresentaram a forma grave dessa infeccdo e que receberam alta hospitalar mostraram
desordens pulmonares sugestivas de fibrose pulmonar (GEORGE; WELLS; JENKINS, 2020;
0JO et al., 2020). A fibrogénese pulmonar também pode surgir como efeito adverso da
administracdo de medicamentos. Esse quadro clinico pode ser observado em pacientes
submetidos ao tratamento com bleomicina, a qual se tornou a droga mais usada no modelo de
inducdo da fibrose pulmonar em animais de experimentacdo (DELLA LATTA et al.,2015).

Bleomicina € capaz de realizar quebra nas fitas de DNA na presenca de O,.
Consequentemente, ha producdo exacerbada de espécies reativas de oxigénio (ROS) e de
espécies reativas de nitrogénio (RNS) o que explica o efeito antineoplasico desse medicamento,
pois, devido a isso, as células ativam seu mecanismo de morte. Uma tnica dose de BLM causa
mudancas subcronicas, enquanto que administracdes recorrentes geram lesdoes duradouras, ja
que somente uma molécula do medicamento pode ser reutilizada e reativada. Em contraste as
injecOes intravenosas e intraperitoneais, as quais geram uma cicatrizacao pleural, a instilacao
(administragdo intranasal) de BLM gera acentuadas mudangas fibréticas nos bronquiolos
respiratorios, inflamacdo alveolar e traqueal, ativacdo de macrofagos e fibroblastos,
recrutamento celular para o espaco alveolar e intersticial e produgdo de interleucinas e
quimiocinas (DELLA LATTA et al., 2015).

Os niveis baixos da hidrolase de BLM (BLH) no pulmao, principalmente nos
pneumdcitos do tipo II juntamente com os efeitos de citocinas e radicais livres sdo capazes de
gerar dano pulmonar induzido por BLM (BILI) (figura 6) (HAY, JOHN; SHAHZEIDI;
LAURENT, 1991; WHITE, D A; STOVER, 1984), provocando vulnerabilidade das células ao
efeito toxico da BLM (ADAMSON; BOWDEN, 1979).
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Figura 6. Esquema fisiopatolégico do dano produzido por bleomicina. Dano genético das células pulmonares
estimulando a produg¢do de citocinas. Recrutamento celular dos capilares alveolares e ativagdo dos fibroblastos,
sendo esses os responsaveis pela producdo de coldgeno no tecido pulmonar. Simbolos e abreviagdes: PuCl,
pneumdcito do tipo I; PuCIlI, pneumdcito do tipo II; granulos verdes, surfactante; EC, célula endotelial; N/M,
neutréfilo/macréfago; Le, linfécito; FB, fibroblasto; linhas continuas marrons, fibrina; linhas laranjas pontilhadas,
células apoptéticas; linhas continuas vermelhas; produgdo. Adaptado (FROUDARAKIS et al., 2013).

Sinais de dano pulmonar agudo (dano no epitélio alveolar, perda de surfactante e
extravasamento de proteinas plasmdtica para o espaco alveolar) estdo presentes na fibrose
pulmonar sendo inicialmente limitados as células do intersticio pulmonar. A inflamacdo aguda
tem um papel importante no desenvolvimento dessa doenga com um exsudato inflamatério que
consiste, principalmente, de neutréfilos, macréfagos e linfécitos (HAY,J G et al., 1987) (figura
4).

No contexto de fibrose pulmonar, macréfagos teciduais secretam citocinas inflamatorias
como TNF-a, IL-1B, IL-18 (HOSHINO et al., 2009), IL-22 e IL17a (SONNENBERG;
FOUSER; ARTIS, 2010) e células endoteliais secretam IL-6 (SAITO et al., 2008; SCHEULE
et al., 1992). As citocinas ativam os linfécitos que provocam a expressao de moléculas de
adesao nas células endoteliais facilitando o recrutamento de células inflamatdrias através do
endotélio; influxo no espago intersticial e dano de células endoteliais por meio da via Fas-FasL.

(KUWANO et al., 1999). Nesse contexto, necrose local dos pneumdcitos do tipo I e indugao
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de metaplasia em pneumdcitos do tipo II também podem ser observadas juntamente com
infiltrados inflamatérios (MOORE; HOGABOAM, 2008; MOURATIS; AIDINIS, 2011).

Neutrdfilos sdo as primeiras células responsivas na inflamacdo aguda derivadas
da circulacdo. Elas respondem ao estimulo de varias quimiocinas e interleucinas (IL) sendo que
a IL-8 (ou CXCLS8) ¢ a principal quimioatraente dessas células. De fato, células progenitoras
de endotélio de pacientes com Fibrose pulmonar idiopatica (do
inglés, Idiophatic pulmonary fibrosis - IPF) e produzem IL-8 se comparado a pacientes que
nao possuem a doenca.Juntamente com o aumento da produgdo dessa quimiocina pdde-se
observar um maior recrutamento de neutréfilos in vivo em modelo animal. Esse fato também
foi observado no plasma de pacientes com IPF onde havia uma elevada quantidade de
neutréfilos assim como altos niveis de IL-8 (BLANDINIERES et al., 2019). Entretanto, em
camundongos, 0  bloqueio do  recrutamento neutrofilico por ~ meio  da  inibi¢do
dessa citocina gerou uma diminui¢do do desenvolvimento da fibrose pulmonar induzida por
BLM comprovandoo  papel  fundamental = dessas  célulasna  progressdo dessa
doenca (GSCHWANDTNER et al., 2017).

No sitio inflamatdrio, os neutréfilos sdo responsdveis pela producdo e liberacdo
de produtos importantes na ativagdo do processo pro-fibrético, como espécies reativas de
oxigénio (ROS) e elastase. Esses produtos ativardao macréfagos e fibroblastos com consequente
liberacio de TGF-Be producdo de coligeno (GREGORY er al., 2015; MAYADAS;
CULLERE; LOWELL, 2014)

Uma vez responsivos, os macrofagos adquirem uma vasta capacidade plastica de
fendtipos € possuem um papel central no reparo tecidual. Macréfagos alternativamente
ativados apds sua exposi¢ao a IL-4, IL-10 e IL-13 (GORDON; MARTINEZ, 2010; WYNN;
CHAWLA; POLLARD, 2013), passam a apresentar propriedades pro-fibréticas por meio
da secrecdo de diversos fatores de crescimento, incluindo fator de crescimento de fibroblasto
(FGF), fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) e TGF-$ (DURU; WOLFSON;
ZHOU, 2016). De fato, ontmero de macréfagos com esse fendtipo, alternativamente
ativados, estd aumentado nos pulmodes de camundongos com fibrose pulmonar induzida por
BLM, contribuindo para a formagao de matriz extracelular pela ativacdo da sintese de colageno
(AYAUB et al., 2017). Além disso, essas células sdo capazes de
produzir metaloproteinases que auxiliam, ndo somente na degradacdo da matriz extracelular,
mas também na migracio de fibroblastos, o que ird resultar em uma exacerbada deposi¢ao de

coldgeno no pulmao (LI, GUANQUN et al., 2019).
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Fibroblastos sdo células derivadas de fibrdcitos e sdo ativados precocemente na fibrose
pulmonar pelo estimulo da fibronectina, a qual € produzida devido ao dano das células do
endotélio ou devido ao estimulo gerado por citocinas, como TNF, fator de crescimento derivado
de plaquetas (PDGF) e TGF-B1 (SCHMIDT et al., 2004).A diferenciacdo de fibroblastos em
miofibroblastos ocorre durante o processo de fibrose. As quatro fontes de miofibroblastos sao:
fibroblastos residentes do tecido, fibrocitos circulantes que sdo atraidos para as regioes de lesao
pulmonar, células epiteliais do pulmao por meio da transi¢do mesenquimal-epitelial (EMT) e
células endoteliais pela transi¢do mesenquimal-endotelial (EndEMT) quando essas células se
convertem em um fendtipo fibroblastéide (“Idiopathic Pulmonary Fibrosis: Diagnosis and
Treatment”, 2000).

O recrutamento e a proliferacdo/diferenciacio de células no pulmdo podem ser
induzidos por uma variedade de mediadores extracelulares ou pela combinacdo deles. Pode-se

citar as citocinas TGF-f3 (fator de crescimento transformador beta), TNF-a (fator de necrose

tumoral alfa) (ALTINTAS et al., 2016), IL-1 (interleucina 1 beta) e a quimiocina CCL5
(RUSSO et al., 2009).

As citocinas IL-1B e TNF-o s3o citocinas pré-inflamatdrias que possuem
atividades semelhantes e atuam em conjunto. O TNF-a tem como principal fonte de produgdo,
células mononucleares ativadas (BORRIELLO et al., 2017). Sua principal funcdo € o
recrutamento de neutréfilos € mondcitos para o sitio inflamatorio. Ele faz com que as células
do endotélio vascular expressem moléculas de adesdo, possibilitando a ligacdo das mesmas com
células sanguineas. Devido a isso o recrutamento leucocitdrio ocorre, inicialmente para os
neutrofilos e subsequentemente para linfécitos e mondcitos. O TNF-a atua em fagdcitos
mononucleares, estimulando a produg¢do de IL-1f o que auxiliard no recrutamento celular. Pode
agir no hipotdlamo induzindo febre, sendo, portanto, chamado de pir6geno enddgeno (derivado
do hospedeiro). A febre é mediada pelo aumento da sintese de prostaglandinas por células
hipotalamicas. Quando em grandes quantidades, produz a inibi¢gdo do movimento contratil do
miocardio e de tonus da musculatura lisa, o que resulta na perda exacerbada da pressao
sanguinea, ou choque. Essa citocina também causa trombose intravascular devido a perda das
propriedades anticoagulantes normais do endotélio (AKDIS et al., 2011).

TNF-a € uma citocina inflamatdria importante, pois promove resposta inflamatoria e
subsequente fibrose durante resposta pulmonar induzida por BLM. Estudo anterior comprova
que a deplecdo dessa citocina por meio de anticorpo, atenua a lesdo pulmonar em modelos de

BLM (PIGUET et al., 1993). Niveis altos dessa citocina podem ser observados ao longo dos
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dias em que a fibrose pulmonar € induzida, tornando sua presenga indispensdvel nesse processo
(LEE, YE JT et al.,2012; RUSSO et al., 2011; ZHANG, X et al., 2015).

Em semelhanca ao TNF-a, a IL-1p tem como fun¢do principal mediar a resposta
inflamatoria. Sua principal fonte celular assim como o TNF-a sdo fagdcitos mononucleares
ativados. A producdo de IL-1B pelos fagécitos mononucleares € induzida por produtos
bacterianos como LPS (lipopolissacarideo), e por outras citocinas, como o TNF-a.
Diferentemente do TNF-a., a IL-1f possui outras fontes de produ¢do além dos macréfagos. Ela
pode ser produzida por neutréfilos, células epiteliais (ex. queratindcitos) e células endoteliais.
IL-1P age nas células endoteliais para aumentar a expressdo de moléculas de superficie que
auxiliam na adesdo de leucdcitos, como ligantes para integrinas. Induz febre, sintese de
proteinas plasmaticas de fase aguda por células hepaticas e producio de neutrofilos e plaquetas
pela medula 6ssea (AKDIS et al., 2011).

Em modelo de fibrose pulmonar induzida por BLM em camundongos, IL-1f3 apresenta
papel importante na inducio de processos pro-inflamatdrios e pro-fibréticos sendo observada
em niveis elevados nos quatorze primeiros dias da inducdo juntamente com niveis igualmente
altos de TNF-a.. A explicacdo para os efeitos bioldgicos semelhantes entre essas duas citocinas
€ que seus receptores ativam cascatas intracelulares com proteinas homdlogas e ativam os
mesmos fatores de transcricdo (YARA et al.,2001).

Como citado previamente, o papel de moléculas quimiotaticas na fibrose pulmonar é
relevante. Quimiocinas sdo moléculas de estrutura homdloga que possuem como fungdo
bioldgica a movimentacio dos leucdcitos regulando sua migragdo do sangue para o tecido. A
nomenclatura quimiocina € uma contragdo de ‘“‘citocina quimiotatica”. As quimiocinas podem
ser produzidas por vdrias células devido, ou ndo, a um estimulo inflamatério. Sao lipeptideos
que possuem duas alcas dissulfetos internas. Divididas em quatro familias, as quimiocinas sao
separadas em relagdo ao nimero e a localizacdo dos residuos de cisteina N-terminais. As CC e
CXC sao as duas principais familias de quimiocinas. A primeira possui dois residuos de cisteina
adjacentes e a segunda possui um aminodcido entre esses residuos. Elas sdo produzidas por
leucdcitos e varios tipos de células teciduais como células endoteliais, epiteliais e fibroblastos.
Sua liberacdo pode ser causada pelo contato com microrganismos - por meio da sinalizacdo
com TLR , e por citocinas inflamatdrias, principalmente IL-13 e TNF-o. (BACHELERIE et al.,
2014; MURPHY et al., 2000).

CCL5/RANTES € um agente quimioatraente para linfocitos e media o influxo dessas

c€lulas para o pulmio. Os linfécitos apresentam um papel relevante no processo de fibrose
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pulmonar por meio do seu acimulo. Nesse processo, a quimiocina € produzida por macréfagos
residentes do pulmao que, ao serem ativados, recrutam os linfdcitos para o tecido contribuindo
assim para a progressdo do infiltrado inflamatério (PETREK er al., 1997). Esse agente
quimiotdtico pode ser observado nos pulmdes de animais tratados com BLM a partir do segundo
dia ap0s instilacdo permanecendo em quantidades elevadas até o vigésimo quinto dia (RUSSO
et al.,2009, 2011).

Estudos tém demonstrado que em animais com fibrose pulmonar, o TGF-f3 estd
aumentado (AHLUWALIA; SHEA; TAGER, 2014; COVVEY; MANCL, 2014). E
considerado um agente chave no processo de fibrose, ja que estimula a producdo de matriz
extracelular, diferenciacdo de fibroblastos em miofibroblastos e inibi¢do da autofagia em
fibroblastos (COVVEY; MANCL, 2014; DATTA; SCOTTON; CHAMBERS, 2011; MAHER;
ADAMALLI, 2012). Esse subtipo pode ser encontrado em animais submetidos a inducdo de
fibrose pulmonar por BLM, sendo encontrado no pulmao a partir do dia quatro até o dia vinte
e oito apds instilacdo do farmaco (BURGY et al., 2016; YOON et al., 2013; ZHANG, X et al.,
2015).

Alguns estudos t€ém demonstrado que durante o processo de reparo, a expressao de TGF-
B1 fica aumentada e estimula a transcricdo de genes COL1A1 e COL1A2, os quais podem
conduzir a um aumento anormal da deposicao do coldgeno tipo 1 (COL1) (AZAMBUIJA et al.,
2005; WHITE, D A; STOVER, 1984). Alguns dos efeitos pré-fibréticos de TGF-B1 e a ativacao
da expressdo de COL1 podem ser mediados por CTGF, uma proteina da matriz extracelular que
age como mediador central da remodelagem tecidual e fibrose e € altamente expressa na fibrose
pulmonar induzida por BLM (DE LENA et al., 1972; KEIJZER; KUENEN, 2007).

Exposi¢ao pulmonar continua a BLM pode gerar um crescimento na sintese de colageno
e deposicdo de vdrias proteinas de matriz extracelular incluindo coldgeno, elastina e
proteoglicano (REISER et al., 1986). Além disso, pode ativar também macrdfagos teciduais
que sao estimulados a produzir dcido hialurénico, uma molécula tecidual de conexao que esta
presente em pulmdes fibrosados (ADAMSON; BOWDEN, 1979). Linf6citos T também estao
envolvidos no dano pulmonar mediado por inflamagao. Eles sao responsdveis pela secrecao de
citocinas durante sua fase inflamatdria Th1l (como por exemplo o interferon-y - INF-y ) ou na
fase Th2 (como por exemplo a IL-13) que modula a expressdo de fatores de crescimento
ativados pela familia STAT de fatores de transcricdo (BONNER, 2010).

Na clinica, nos estagios iniciais da fibrose pulmonar, testes de fun¢cdo pulmonar se

encontram alterados, sendo a capacidade de difusdo pulmonar (D, o) o indicador mais sensivel
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de diagndstico. Apesar de que a diminui¢do do Dy condo seja especifica para pacientes com
BILI, a diminui¢do de D.co>40% € comumente aceitivel, como um sinal de alerta para a
interrup¢do do tratamento com BLM. A diminuicdo do volume pulmonar, tal como a
capacidade pulmonar total e a diminuicdo da capacidade vital com um™ volume expiratorio
forcado em 1 segundo (FEV1), define uma sindrome restritiva tipica de pacientes com BILI e
estd associada com alcalose respiratdria e diminui¢ao da pO, e pCO, (pressao de oxigénio e de
gds carbonico, respectivamente) (LUURSEMA et al., 1983). Radiografia do térax pode acusar
consolidagdo bilateral combinada por infiltrados intersticial e alveolar, possibilitando também
a constatacdo de alteracdes pleurais (WHITE, D A; STOVER, 1984). A tomografia de alta
resolugdo do tdrax € o teste ouro para constatar achados intersticiais e alveolares (ROSSI et al.,
2000).

Até entdo, estratégias clinicas, que mimetizem o surgimento da fibrose pulmonar em
pacientes submetidos a tratamento quimioterdpicos, para aumentar a qualidade de vida desses
individuos, tem sido motivo de estudo. Entretanto, o procedimento clinico indicado ainda € o
transplante de pulmdo, o que torna relevante o estudo e desenvolvimento de terapias efetivas

para o tratamento dessa condi¢ao clinica (LOMAS et al., 2012).

1.3 Resolucio e moléculas pro-resolutivas
Resposta inflamatoria aguda € um processo protetivo que idealmente deve ser local e

culminar em retorno a homeostase (figura 7) (SUGIMOTO et al., 2019a). Caso contrario, esse
processo pode resultar na ativacao cronica do processo inflamatdrio tendo como consequéncia

um quadro de fibrose tecidual e perda de fun¢do do 6rgao fibrosado.
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Figura 7 — Curso da resposta inflamatéria. Apds serem ativadas pelo reconhecimento de PAMPs ou DAMPs
(estimulo), as células residentes sdo ativadas produzindo citocinas pré-inflamatdrias (1) que serdo essenciais para
o recrutamento de leucdcitos circulantes (2), os quais serdo fundamentais para a eliminacdo do estimulo (3). Apds
a eliminagdo desses estimulos, células inflamatérias ativam seu processo de morte celular e passam a expressar
sinais de “eat me” (4) que serdo reconhecidos por macréfagos derivados de mondcitos ndo inflamatérios
circulantes. Esses macrdofagos irdo eferocitar essas células apoptéticas aumentando a produc@o de molélulas anti-
inflamatdrias e pré-resolutivas no tecido o que ird ativar a sua reprogramacéo para um subtipo alternativamente
ativado — M2 (5-9). Células ndo apoptética sai do tecido por migracdo reversa (10) ou por vasos linféticos (11).
Ap6s a resolugdo, o tecido é “repopulado” com o influxo de células do sistema imune adaptativo (12) e com
macréfagos e células dendriticas (13). Essa homeostase € conhecida como “homeostase adaptada”, uma vez que
as células que ali se encontram ja se encontram responsivas a um segundo estimulo (SUGIMOTO et al., 2019a).

Ap6s o pico de infiltragdao de polimorfonucleares (PMN) para o tecido inflamado, tem-
se o inicio da fase de resolu¢do com biossintese de moléculas pré-resolutivas especializadas
(SPM - specialized pro-resolving mediators) responsdveis pelo bloqueio do recrutamento de
c€lulas pro-inflamatorias e producdo das citocinas derivadas dessas células (SERHAN,
CHARLES N; LEVY, 2018a). Essas moléculas, da familia das lipoxinas, resolvinas,
protectinas € maresinas, sao também responsaveis pela reprogramacdo macrofdgica para o
subtipo M2 (alternativamente ativado) para que essas células realizem a eferocitoses de PMNs
apoptoticos no local (SERHAN, CHARLES N, 2010; SERHAN, CHARLES N; SAVILL,
2005) (figura 8).
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Nas fases iniciais no processo inflamatério, ha uma producgdo elevada de leucotrienos e
prostaglandinas que amplificam a resposta inflamatéria aguda (CAI, TING et al., 2019;
SASTRE et al., 2021; WILEY et al., 2019). Essas moléculas sdo fundamentais para uma
eficiente resposta inflamatdria, uma vez que animais deficientes para leucotrieno B., por
exemplo, se tornam mais susceptiveis a infeccdo (PERNET er al., 2019). Durante a fase
resolutiva da inflamacao ocorre a “troca de classe” de mediadores lipidicos derivados do 4cido
araquidonico (figura 9)(SERHAN, CHARLES N; LEVY, 2018).

Mediadores pré-resolutivos devem apresentar caracteristicas como: bloquear a
infiltracao de PMN no tecido; contra regular a producdo e acdo de citocinas pro-inflamatorias;
induzir o processo de apoptose nos PMN e sua posterior eferocitose por macréfagos; ativar o
recrutamento de mondcitos ndo inflamatérios e polarizacdo de macréfagos para o subtipo
alternativamente ativado; induzir o retorno de células ndo apoptdtica via vasos linfaticos ou
vasos sanguineos; aliviar dor; estimular a regeneracao tecidual; induzir a repopulacdo tecidual

para um estado de “homeostasia adaptada” (SUGIMOTO et al., 2019a).
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Além de mediadores lipidicos, outras moléculas tém sido estudadas pelas suas
propriedades pro-resolutivas, como mediadores proteicos — anexina A1, AMPc (AMP ciclico)
e GILZ (Glucocorticoide-Induced Leucine Zipper) (GL et al., 2020; MG et al., 2020; VAGO
et al.,2021). Alguns desses mediadores t€m demonstrado ser essenciais no controle da resposta
inflamatéria em diversos modelos experimentais em camundongos (D et al.,2020; MACHADO
et al., 2020; RUIZ; VIGNE; POT, 2019). Galvao et al., demonstrou o papel da anexina Al
(AnxAl) na resposta inflamatdria induzida por gota. Eles observaram que quando animais
knockout (AnxA1”) para esse pré-resolutivo tiveram seus joelhos inflamados pela inje¢do de
cristais de MSU, o recrutamento de neutréfilo para o joelho desses animais foi
significativamente maior se comparado aos animais WT. Além disso, animais AnxAl”
apresentaram um atraso na resolu¢do demonstrado pela diminui¢dao da apoptose neutrofilica e
sua eferocitose (GALVAO et al., 2017). Em um outro estudo, Vago et al. demonstrou a
relevancia da expressdo de AnxAl em um contexto de resolucdo. Eles mostraram que a
populacao de macréfagos que apresentou diminui¢do na sua capacidade de fagocitar neutréfilos
apoptdticos, também tiveram diminuicdo da expressio de AnxAl e CD206 (marcador
especifico para M2), mostrando assim a importancia dessas moléculas em um cenario pro-
resolutivo (VAGO et al.,2019). Em um outro estudo, Vago et al. demonstrou o papel de GILZ
na reprogramacgao de macrofagos e eferocitose. A auséncia de GILZ aumentou a quantidade de
macréfagos classicamente ativados, M1, in vivo e in vitro, assim como aumentou citocinas pro-
inflamatérias como IL-6 e TNF-a e diminuiu IL-10 nos experimentos in vitro. Além disso,
animais injetados com LPS e tratados com GILZ, apresentaram diminui¢do dos nimeros de
macrofagos M1 e aumento de eferocitose se comparado aos animais ndo tratados mostrando
que GILZ é um importante regulador da fungdo macrofagica e de eferocitose, sendo ambos
passos importantes para a resolu¢do da inflamagao (VAGO et al., 2020).

Outros estudos tém demonstrado o uso de moléculas pro-resolutivas como medida
terapéutica em animais no contexto de infeccdo pulmonar por influenza e pneumoccocica
(MELO et al.,2021); isquemia e reperfusao renal (H et al., 2020); trombose (CHERPOKOVA
et al., 2019); fibrose (GJ; EJ; CH, 2020) e artrite (LC et al., 2017). Em humanos, Souza et al.
estudou o efeito da suplementacdo com 6leos marinhos na concentracdo de SPM plasmaticas
desses individuos. Seu estudo demonstrou que individuos que receberam a suplementacdo com
0 Oleo tiveram um aumento da concentragdo plasmatica de SPMs. Esses individuos também
apresentaram diminuicdo da expressdo de moléculas de adesdo em leucdcitos e também

aumento da capacidade fagocitica de neutr6filos e macrofagos (SOUZA et al., 2020).
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O papel de SPM in vitro também tem sido estudado. Estudos mostram que macrofagos
classicamente ativados, M1 (polarizado pela acdo de IFNy ou LPS) apresentam aumento da
producdo de mediadores pro-inflamatdrios, como por exemplo, prostaglandina E2 e
prostaglandina D2 (BUCZYNSKI er al., 2007; DALLI; SERHAN, 2012). J4 macréfagos
alternativamente ativados, M2, possuem aumento da expressdo de mediadores pro-resolutivos,
como por exemplo resolvinas, maresinas, protectinas e lipoxinas (DALLI; SERHAN, 2012).
De fato, moléculas pro-resolutivas possuem um papel importante na polarizagdo de macréfagos.
De Carvalho Santuchi et al., mostrou que, in vitro, quando macréfagos foram estimulado com
LPS e entdo tratados com angiotensina-(1-7), essas célula apresentaram uma diminui¢do na
produgdo de citocinas pro-inflamatérias (DE CARVALHO SANTUCHI et al., 2019). In vivo,
o papel dessas moléculas na polarizagdo de macréfagos também ja foi demonstrado em diversos
modelos de experimentagcdo animal (AN et al., 2019; CHIANG et al., 2019; MAGALHAES et
al.,2018; RYMUT et al., 2020).
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Figura 9 — Troca de classe de mediadores lipidicos. No inicio do processo inflamatério hd um aumento de edema
e infiltrado de células inflamatérias assim como producdo de mediadores como leucotrienos e prostaglandinas.
Com o passar do tempo, ocorre a troca de classe desses mediadores gerando diminui¢do do recrutamento células
inflamatérias e aumento do recrutamento de mondcitos ndo inflamatérios (a). Os SPM sdo estruturalmente

distintos e possuem potentes acdes pro-resolutivas (b) (SERHAN, CHARLES N; LEVY, 2018a).
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As moléculas pro-resolutivas possuem um papel ndo somente na resposta imune inata,
mas também, na resposta imune adaptativa. Chiurchiu et al. mostraram em seu estudo que
SPMs, tais como resolvinas e maresinas, apresentaram a capacidade de reduzir a producdo de
citocinas por linfécitos TCD8, TCD4 e Th17 ativados. Esses mediadores foram tanto capazes
de reduzir a diferenciacio de linfécitos TCD4 em Thl e Th17 quanto capazes de aumentar a
diferenciacdo dessas células em linfécitos Treg (CHIURCHIU et al., 2016); fato também
observado em um estudo com GILZ (BABAN er al., 2017). De fato, a biossintese de
mediadores lipidicos € importante para a diferenciagdo de linfocitos TCD4 em Tregs uma vez
que a auséncia da enzima 15-lipoxigenase (enzima de uma das vias do metabolismo do acido
araquidonico que dé origem as lipoxinas) diminui a diferenciacdo de linfécitos T naives em
Treg, e aumenta, em contrapartida, a diferenciacdo dessas células em Thl (MARQUES et al.,
2021).

Uma vez que mediadores pro-resolutivos possuem papeis importantes na regulagao da
inflamacdo, orquestrando ndo somente a resposta imune inata, mas também adaptativa, essas
moléculas se tornaram foco em estudos que buscam novas opgdes terapéuticas no tratamento

de doencas inflamatorias.

1.3.1 Angiotensina 1-7
O sistema renina-angiotensina (RAS) (figura 5) é conhecido como um sistema

hormonal envolvido no controle dos niveis de sal e 4gua e no controle da pressdo sanguinea.
Evidéncias experimentais e clinicas indicam que a ativagao do RAS pulmonar esta diretamente
ligada a fisiopatologia da fibrose pulmonar (ARTAUD-MACARI et al., 2013; ASHCROFT;
SIMPSON; TIMBRELL, 1988). Angiotensina II (Angll) é um peptideo desse sistema, gerado
pelo metabolismo da angiotensina I por meio da enzima conversora de angiotensina (ECA), que
se liga ao receptor de Angll do tipo 1 (ATIR). E um importante mediador pré-fibrético que
induz proliferagcdo de fibroblastos e sua diferenciagdo em miofibroblasto (CARNESECCHI et
al., 2011; KREUTZ et al., 1996). Essa diferenciacdo causard a sintese de colageno
(ASHCROFT; SIMPSON; TIMBRELL, 1988; GOODWIN; JENKINS, 2009) por meio da
producdo de TGF-B, um importante mediador da fibrogéneses (CAI, GUO-QIANG et al.,
2010). Além disso, Angll estd envolvida na inflama¢cdo pulmonar por meio da geracdo de
espécies reativas de oxigénio e liberacdo de citocinas pro-inflamatérias (CHEN et al., 2013;
COOK et al.,2010).

Em contraste, ECA2, uma enzima homdloga a ECA, foi descoberta pela sua
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capacidade de metabolizar AnglI, dando origem ao heptapepitideo denominado angiotensina 1-
7 [Ang-(1-7) ]Dessa forma, o eixo ECA2/ Ang-(1-7) consiste em novos componentes do RAS
que contra regula o eixo ECA/Angll/ATIR (A. et al.,2017).

Angiotensinogénio

W mblo

Renina

NEP, PEP

Figura 10. Esquema simplificado do sistema renina angiotensina (RAS). Abreviacdes: ACE, enzima
conversora de angiotensina; ACE2, enzima conversora de angiotensina 2; Amp, aminopeptidase; Ang I,
angiotensina I; Ang II, angiotensina II; Ang-(1-7), angiotensina 1-7; Ang-(1-9), angiotensina 1-9; NEP,
endopeptidase neutra; PEP, Prolil endopeptidase. Adaptado de Silva D. et. al., 2016. Adaptado. (PASSOS-SILVA;
BRANDAN; SANTOS, 2015b).

Os efeitos da atividade anti-inflamatdrias e antifibréticas da Ang-(1-7) vem sendo estudado. W.
Lu et al., estudaram o efeito do tratamento com Ang-(1-7) em que ratos com dano renal causado
por apnéia do sono obstrutiva. Os ratos tratados apresentaram uma supressao na producdo de
espécies reativas de oxigénio, reducdo da inflamag@o renal e diminuicdo da fibrose renal.
Efeitos benéficos do tratamento foram associados com a reducdo do estresse oxidativo celular,

além de reduzir a inflamacao e a fibrose (LU et al., 2017). Em outro estudo foi demonstrado o
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efeito anti-inflamatério de um agonista do receptor de Ang-(1-7) em um modelo de
arteriosclerose em camundongos. Foi observado que o pré tratamento com o agonista do
receptor de Ang-(1-7) (AVE(0991) inibiu a inflamag@o perivascular por meio da redugdo da
expressao de quimiocinas e citocinas como IL-1f3, TNF-a,, MCP-1 and CXCL10, impedindo a
ativagdo de mondcitos/macrofagos e sua diferenciacdo para o fendtipo M1. Também foi
observado a inibi¢do da migracdo de mondcito do tipo THP-1 no animais tratados (SKIBA et
al.,2016).

O papel da Ang-(1-7) na inflamacao foi descrito no artigo abaixo.
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Angiotensin 1-7 and Inflammation

Izabela Galvao, Flavia Rago, Isabella Zaidan Moreira,
and Mauro Martins Teixeira

Introduction

Inflammation is a physiological response of tissues to noxious stimulation of infec-
tious nature or not. The immune system senses noxious stimuli and initiates an
inflammatory process that ultimately aims to remove the threat and restore tissue
structure and function homeostasis. Both processes, i.e., the initiation of the
response and its resolution, are actively mediated by release of mediators of inflam-
mation and recruitment and function of leukocytes and other cell types, including
endothelial cells and tissue structural cells such as fibroblast [13, 32].

Acute inflammation has rapid onset and short duration. It is characterized ini-
tially by exudation of fluid and plasm proteins. During acute inflammation, cells
from the innate immune system recognize damage or pathogen-associated molecu-
lar patterns. Recognition of these molecules by receptors on the surface of innate
immune cells triggers several cellular responses, which result in the production of
pro-inflammatory mediators (cytokines and chemokines) and consequent leukocyte
recruitment to the site of injury, where they are able to deal with the inciting stimu-
lus and initiate the repair of tissue damage. During acute inflammation, leukocyte
accumulation is characterized predominantly by neutrophils [16].

Acute inflammation is induced and controlled by mediators produced by the host
cells. These mediators act in the blood vessel to induce reversible changes, such as
increased blood flow into the affected tissue, vessel dilatation, increased adhesive-
ness of leukocyte to the endothelial line, and increased permeability of capillaries
and venules to plasm protein and fluid. All these changes are responsible for the
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cardinal signs of inflammation, as described by Celsus in the first century: Calor
(heat), rubor (redness), tumor (swelling), dolor (pain). In the nineteenth century,
Rudolf Virchow added the last cardinal sign: fuctio laesa (loss of function) [32].

In most cases, the acute inflammatory response is controlled in intensity, self-
limited and accompanied by full restoration of tissue architecture and function.
Once the stimulus that triggers inflammation is eliminated, activated cells and medi-
ators are removed and degraded. This is normal resolution of inflammation. If the
inciting stimulus is not properly eliminated or tissue injury is prolonged or exces-
sive, the result can be the chronification of inflammation with serious consequences.
Chronic inflammation is characterized by influx of lymphocytes and macrophages
associated with vascular proliferation and fibrosis, and is seen in diseases such as
rheumatoid arthritis, atherosclerosis and asthma [58]. During resolution of inflam-
mation, biosynthesis of active mediators promotes the return to homeostasis by act-
ing on specific targets to inhibit the neutrophil recruitment to the site of inflammation
and promote the activation of apoptosis (programmed cell death in the recruited
effector leukocytes), efferocytosis (clearance of apoptotic cell by macrophage), and
reprogramming of macrophages from a pro-inflammatory to a resolutive phenotype.
[46]. There has been much recent interest in the discovery of novel mediators of
resolution of inflammation, as it is appreciated that there is much to be understood
in the biology of resolution.

One of the endogenous mediators that has been studied in the context of inflam-
mation is Angiotensin 1-7 (Ang-(1-7)). Ang-(1-7) is a biologically active peptide
synthetized from the action of ACE2 on Angiotensin I (Angio I) and Angiotensin II
(Angio II). It binds to a 7-transmembrane G-protein-coupled receptor, MAS, and
exerts many beneficial actions in the context of acute inflammation. In this chapter,
we will summarize the relevance of Ang-(1-7) and its MAS receptor in the context
of inflammation, highlighting the advances and potential clinical use of this system
for the treatment of inflammatory diseases.

The Evidence for the Anti-Inflammatory Actions of Angio-(1-7)

The renin-angiotensin system (RAS) is a very complex and dynamic system, com-
posed of a cascade of enzymes and peptides that are believed to play an important
role in many physiological processes such as blood pressure regulation and water
balance [54]. The RAS has been described to participate in two opposite axes: one
acting on AT1 receptors mediating pro-inflammatory effects and another one acting
on Mas receptors mediating anti-inflammatory effects [35]. Angiotensin II (AnglI)
has pro-inflammatory and pro-fibrotic effects caused by the activation of its
AT receptor. On the other hand, Angl and AnglI can be cleaved by Neprilysin and
angiotensin converting enzyme 2 (ACE2), respectively, generating Angiotensin-(1-7)
[Ang-(1-7)]. Ang-(1-7) binds to its Mas receptor activating anti-inflammatory and
anti-fibrotic processes [11, 33]. Angl can also undergo the action of the ACE 2 to
produce Ang-(1-9) which binds on AT?2 receptor and exerts anti-inflammatory actions
[40]. Ang-(1-9) may form Angi-(1-7) through ACE in a less efficient way ([12, 61]
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(Fig. 1). Other recently found end-products of RAS system besides Ang-(1-7) and
Ang-(1-9) include Ang-(1-5), Ang A, Ang III, Ang IV and alamandine [3].

There is much evidence to link the function of the renin-angiotensin system
(RAS) and that of the immune system. Much initial work was focused on the ACE/
Angll/AT, axis until we suggested that the ACE2/Ang-(1-7)/Mas receptor axis
could also play a role in the context of inflammation [51, 52]. While the action of
the ACE/AnglI/AT, axis is mostly pro-inflammatory and pro-fibrotic, the action of
the ACE2/Ang-(1-7)/Mas receptor axis is mostly anti-inflammatory and anti-fibro-
genic [54].

The effects of Ang-(1-7) have been studied in several disease models in which
there is an inflammatory component [7, 14, 27, 28, 43, 44, 56]. These data are sum-
marized in Table 1.

In an Arthritis model, the treatment with Ang-(1-7) decreased neutrophils recruit-
ment and increased efferocytosis of apoptotic human neutrophils by macrophages
[4]. In a DSS-induced colitis model, Ang-(1-7) was able to reduce inflammation by
modulating plasma levels of cytokines and chemokines such as IL-1a, TNF-a, IL-5,
IL-6, IL-13, GM-CSF, M-CSF, C5/C5a, MCP-5, and MIP-1. Daily treatment with
Ang-(1-7) previously improved the severity of colitis, showed a significant reduc-
tion in the circulating levels of several cytokines and chemokines, and recruitment
of neutrophils into the colon tissue [20].

In acute lung injury (ALI) model, Ang-(1-7) reduced lung edema, myeloperoxi-
dase activity, histological lung injury score, and pulmonary vascular resistance [21].
Besides that, Ang-(1-7) reduced the release of pro-inflammatory cytokine and
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Table 1 Studies evaluating the relevance of Ang-(1-7) and its MAS receptor in the context of

inflammation

Organ/model
Hepatic fibrosis

Ischemia/reperfusion
injury

Lung fibrosis and
pulmonary
hypertension

Arthritis

Asthma

Renal ischemia/
reperfusion (I/R)

Atherosclerosis

Hyperalgesia model
High-fat diet
(HFD)-induced
hepatic steatosis
Acute lung injury
model

Asthma

Intracranial
aneurysms

Compounds or strategy
used

AT79

Expression of ACE2/
Ang-(1-7)/Mas receptor
axis

Lentivirus (Lenti-ACE2
or Lenti-Ang-(1-7)

Ang-(1-7), AVE0991 and
Mas receptor null mice

Ang-(1-7) and A779

AVE(0991 and Mas
receptor null mice

AVE0991

Ang-(1-7)

Ang-(1-7)

Ang-(1-7)

AVE0991

Ang-(1-7)

Effects

1 Levels of OH-proline and
TGF-p

| Levels of mRNA of
Ang-(1-7) and ACE2 1 1
Expression of Mas
receptor

| Lung fibrosis

| Levels of TGF-p

| Levels of TNFa, IL-6 and
IL-1P

| Neutrophils accumulation

| Levels of TNFa, CXCLI,
and IL-1§

| Histological parameters

1 Levels of TNF-a, CXCLI,
and neutrophils
accumulation

| Recruitment of
neutrophils, lymphocytes,
eosinophils, and
macrophage

| Fibrosis

Prevented the improvement

caused by Ang-(1-7)

treatment

| Levels of CXCL1

| MPO

| Tissue damage
No effect in I/R model

| CD86, CD80, CD40 in
macrophage and dendritic
cells

| CD69 expression in CD4+
T cells

| Nociception

| Levels of IL-6 and TNF-a

| Lung edema

| MPO

| Histological score

| Pulmonary vascular
resistance

| Levels of IL-5

1 Levels of IL-10

| Levels of MMP-9 and

TNF-«

1 Levels of HGF and COX-2

References
[44]

[53]

[49]

[53]

[12]

[9]

[18]

[10]
[14]

(21]

[48]

[43]
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Table 1 (continued)
Compounds or strategy
Organ/model used Effects References
Ehrlich’s ascites Ang-(1-7) | Tumor weight and levels [1]
carcinoma (EAC) of IGF-I and VEGF
Lung Fibrosis Ang-(1-7) | Lung fibrosis [34]
| Levels of CTGF and
collagen I
| Levels of TNF-« and IL-6
Type 2 diabetes (db/  Ang-(1-7) | Renal fibrosis [38]
db) | Reactive oxygen species
| Macrophage infiltration
Lung fibrosis Ang-(1-7) and lentivirus | Collagen deposition [33]
(Lenti-ACE-2) | Production of NOX4
protein and H202
| Production of NOX4 and
H202
| Levels of ACE and ATIR
Intracranial Ang-(1-7) | Levels of IL-1p and [50]
aneurysms TNF-a
Hyperalgesia model ~ Ang-(1-7) | Peripheral nociception [8]
Chronic allergic lung  Ang-(1-7) | Levels of IgE [31]
inflammation | Total number of cells
| Levels of IL-4, IL-5,
GM-CSEF, CCL5, and
CCL2
| Histology score of
inflammation
| Collagen deposition
| Pulmonary vascular
hyperplasia/hypertrophy
Acute respiratory Ang-(1-7) | Recruitment of leukocytes  [68]

distress syndrome
Autoimmune
encephalomyelitis
(EAE)

Chronic allergic
pulmonary
inflammation

Mas receptor deficiency
and AVE0991

Mas receptor deficiency

| Collagen deposition
1 M(LPS/INFY) profile [17]
genes
| M(IL-4/IL-13) gene
expression
1 T cells proliferation
| M(LPS/INFy) expression
1 M(IL-4/IL-13) expression
1 Total cells [29]
1 Levels of eosinophils and
mononuclear cells
1 Histology score of
inflammatory cells
infiltrate
1 IL-13TNF-a, CCL2/
MCP-1, and CCL5/
RANTES
1 Deposition of airway
extracellular matrix

(continued)
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Table 1 (continued)

Organ/model
Type 2 diabetes (db/
db)

Atherosclerosis

High salt (HS) diet

Antenatal
corticosteroid
(ANCS) treatment
Renal injury

Cardiomyopathy

Diabetic
cardiomyopathy

Compounds or strategy
used

Ang-(1-7)

AVE0991

Expression of ACE2/
Ang-(1-7)/Mas receptor
axis and on the expression
of ACE/Angll/ATIR axis
Expression of Angll and
Ang-(1-7)

Ang-(1-7)

Adenovirus carrying the
murine ACE2 (Ad-ACE2)

AT inhibition
(Azilsartan)

Effects

| Fibrosis

L IL-IB

| Macrophage infiltration in
the lungs

1 Oxidative stress

| Macrophage, T cells and
NK cells recruitment

| CCL2, CCL5, CXCL10,
TNF-a and IL-6

| M1 population

Expression of ACE2 and

Mas receptor

1 Expression of Angll and
ATIR

1 Urinary Angll

1 Urinary Angll/Ang-(1-7)

1 Plasma Ang-(1-7)

1 Oxidative stress

| Extracellular matrix
proteins

| Levels of CTGF and
TGF-p

| Fibrosis

| IL-6 and TNF-«

1 Survival rate

1 Expression of ACE2

| Recruitment of
inflammatory cells, loss of
myofibrils, and
disorganization

| Cell death

1 pAMPK(Thrl72)/AMPK,
pP13K/P13K, and pAKT/
AKT radio

| c-caspase3/caspase3 ratio

| VCAM, TNF-«a, and
ICAM-1

| p-ERK, NOX2, P47, and
iNOX

| Collagen deposition and
TGF-p

1 MMP-9

1 Expression of ACE2 and
Mas receptor

| Oxidative stress
cardioprotection

References
[42]

[55]

(71

[56]

[27]

[28]

[59]
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Table 1 (continued)

Compounds or strategy
Organ/model used Effects References
Arthritis Ang-(1-7) and A779 1 Apoptosis of neutrophils [4]
| NFxB activation
1 Efferocytosis of apoptotic
neutrophils blocked the
effects of Ang-(1-7)

treatment
Arthritis Expression of ACE2 and | Levels of cardiac and [2]
Ang-(1-7) kidney ACE2 and
Ang-(1-7)

NSAIDs restored the levels
of cardiac Ang-(1-7)
Asthma Ang-(1-7) | Levels of eosinophils [30]

| EPO activity

| Apoptosis eosinophils

1 Efferocytosis is PMN cells

| Levels of NFkB

| ERK1/2, IxB-a, and
GATA3

| Extracellular matrix
deposition

| Collagen 1 and collagen
III mRNA

Legend: A779 antagonist of Mas receptor, Ang I angiotensin I, Ang II angiotensin II, Ang(1-7)
angiotensin 1-7, ACE angiotensin converting enzyme, ACE2 angiotensin converting enzyme 2,
AT angiotensin receptor type 1, AVE0991 nonpeptide agonist of Mas receptor, MAS Mas receptor,
MMP9 matrix metallopeptidase, EPO eosinophilic peroxidase, TGF-f transforming growth factor
beta, TNF-a tumor necrosis factor alfa, /L interleukin, CXCL chemokine, MMP-9 matrix metal-
lopeptidase 9, HGF hepatocyte growth factor, COX-2 cyclooxygenase 2, IGF-1 insulin growth
factor 1, VEGF vascular endothelial growth factor, CTGF connective tissue growth factor, AT/R
angiotensin II receptor type 1, GM-CSF granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, LPS
lipopolysaccharides, INF-y interferon gamma, c-caspase 3 cleaved caspase 3, VCAM vascular cell
adhesion protein 1, ICAM1 intercellular adhesion molecule 1, MMP-9 matrix metallopeptidase 9,
NFkB factor nuclear kappa B, NSAIDs nonsteroidal anti-inflammatory drugs

suppressed the expression of Nox4 and its subunits in the lungs in a model of
hypoxia [26]. In a model of pulmonary fibrosis, treatment with Ang-(1-7) decreased
lung fibrosis, the production of type I collagen, and the production of connective
tissue growth factor (CTGF). In addition, it decreased the levels of TNF-o and IL-6
[34].

In asthma models, Ang-(1-7) reduces the production of pro-inflammatory cyto-
kines and the activation of downstream pathways. For example, the treatment of
Ang-(1-7) decreased immune cells recruitment and fibrosis [12]; decreased the lev-
els of erythropoietin (EPO) activity in the lung; increased apoptotic eosinophils and
its efferocytosis; induced resolution of inflammation by the down-expression of
ERK1/2, IxkB-a and GATA3 [30]. The treatment with Ang-(1-7) prevented the
increase of plasma IgE and pro-inflammatory cytokines such as IL-4, IL-5, GM-CSF,
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CCL5 and CCL2 in lungs of OVA-challenged mice. These effects were associated
with reduced levels of p-ERK1/2 and p-JNK in lungs [31].

In a mouse model of type 2 diabetes (db/db), treatment with Ang-(1-7) reduced
the levels of circulating pro-inflammatory cytokines, decreased lung fibrosis, oxida-
tive stress and macrophage infiltration in the lungs [42]. Mori et al., [38] suggested
that Ang-(1-7) represents a promising therapy for diabetic nephropathy by exerting
renoprotective effects associated with reduction of oxidative stress, inflammation
and fibrosis. Similar results were observed by Lu et al., [27], where the treatment
with Ang-(1-7) reduced oxidative stress, extracellular matrix proteins, pro-inflam-
matory cytokines and fibrosis in a renal injury model. Ang-(1-7) also induced neu-
roprotection by reduction of TNF-a and IL-1 levels, attenuation of oxidative stress
and reduction of phosphorylation of IxkB and NFkB p65 subunit [19].

Further studies are needed to elucidate the mechanisms by which Ang-1-7 coop-
erates with other mediators to modulate inflammation. Nevertheless, current knowl-
edge do support the possibility that drugs which mimic or enhance the function of
the ACE2/Ang-(1-7)/Mas axis may be beneficial for the treatment of inflammatory
diseases [54].

Further evidence for the relevance of the ACE2/Ang-(1-7)/Mas receptor axis in
the control of inflammatory response derives from studies using the compound AVE
0991, a nonpeptide Mas receptor agonist [47]. It has been demonstrated that
AVEQ991 treatment decreased neutrophil accumulation and pro-inflammatory cyto-
kines production in a model of arthritis [53]. During renal ischemia and reperfusion,
the administration of AVE 0991 promoted renoprotective effects, such as decrease
of tissue injury, leukocyte infiltration and release of CXCL1 [9].

Treatment with AVE 0991 significantly reduced disease incidence and slightly
ameliorated the clinical course of experimental autoimmune encephalomyelitis
(EAE) [17]. In a model of spontaneous atherosclerosis, the use of a nonpeptide Ang-
(1-7), AVE 0991, inhibited perivascular inflammation by reducing chemokine
expression and monocyte/macrophage activation [55] and also reduced the expres-
sion of co-stimulatory molecules in macrophage and dendritic cells, consequently
reducing T-cell activation [18]. The use of AVE0991 in a murine model of asthma
reversed the increased airway wall and pulmonary vasculature thickness, reduced
IL-5 and increased IL-10 levels [48].

Moreover, there is evidence to suggest that that Ang-(1-7) has anti-nociceptive
effects by Mas receptor activation. Besides the blockage of hypernociception in
arthritis [53], Ang-(1-7) attenuated cancer-induced bone pain [15]. Inhibition of
Mas receptor improved neuropathic pain [70] and the absence of Mas receptor
reduced hyperalgesia induced by carrageenan and prostaglandin E2 [10]. Other
studies also demonstrated that Ang-(1-7) has an anti-nociceptive role via Mas recep-
tor activation [8, 10].

In contrast to the overall anti-inflammatory effects of the ACE2/Ang-(1-7)/Mas
receptor axis, the ACE/AnglI/AT, axis is, in general, associated with pro-inflamma-
tory and pro-fibrotic responses [54]. In this regard, blockade of the ACE/AnglI/AT;,
axis is expected to have anti-inflammatory effects. The activation of AT1 can be
inhibited through specific and competitive angiotensin II receptor blockers (ARBs)
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called sartans. Sartans, together with inhibitors of ACE, are efficient inhibitors of
the ACE/Angll/AT, axis [60]. Interestingly, some of the anti-inflammatory effects
observed after treatment with losartan were dependent on Ang-(1-7)/Mas receptor.
The long-term administration of losartan exerts an antithrombotic effect mediated
by Ang-(1-7) [22] and treatment with telmisartan and losartan effectively increased
the plasma levels of Ang-(1-7) [71]. In a model of Adriamycin-induced renal injury,
the protective effects of losartan were ablated in Mas receptor-deficient mice ([51]
PLOS one), whereas the effects of this compound were Mas receptor-independent
in a model of antigen-induced arthritis [51, 52]. These studies clearly show that
blockade of the ACE/Angll/AT, axis may decrease inflammation by facilitating the
release of An-(1-7) and activation of Mas receptors.

In addition to the biological effects of Ang-(1-7) in the context of different ani-
mal models of human diseases, several studies have now shown that Ang-(1-7)
through its MAS receptor may modify the function of cells associated with the
inflammatory response (Table 2). Akin to the in vivo data, most studies in cell types

Table 2 Studies of Ang-(1-7) effects on MAS receptor in different cell types associated with
inflammation

Compounds or

Cell type strategy used  Effects References
Human lung Ang-(1-7) | Cell migration [39]
adenocarcinoma cells | MMP-2 mRNA expression. |
(AS49) P13K/Akt, INK1/2 and
p38MAPK phosphorylation
Peritoneal macrophage Ang-(1-7) | IL-6 and TNF-a mRNA levels [57]
| Src kinases activity
Astrocytes Ang-(1-7) | IL-1pB and IL-6mRNA. [36]
| COX-2 and GFAP protein
expression
1 DUSP1
Skeletal muscle cells Ang-(1-7) | Angll-induced TGF-B1 [37]

| Angll-induced ROS and NOX
subunit p47/phox protein
levels

| Angll-induced p38, and
smad-2 phosphorylation, and
smad-4 nuclear translocation

Rat pancreatic acinar AR42J  Ang-(l-7)and 1 Levels of IL-10 [63]
cells A779 1 IL-6 and IL-8.
1 Levels of IL-6 and IL-8 P13K/

AKT pathway and eNOS
Human brain vascular Ang-(I-7) and | NFxB [5]
smooth muscle cells A779 1 IxkBa
(HBVSMC) | TNF-a, MCP1, IL-8

Blocked Ang-(1-7) effects
Umbilical vein endothelial Ang-(1-7) and | ICAM-1, VCAM-1, and [24]
cells (HUVECs) A779 MCP-1 expression and secretion

| NFxB and p38 activation
Blocked Ang-(1-7) effects

(continued)
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Table 2 (continued)

Compounds or
Cell type strategy used  Effects References

Human vascular smooth
muscle cells

Vascular smooth muscle
cells (VSMCs)

Bone marrow-derived
macrophage (BMDM)

Microglia

Human peripheral blood
isolated neutrophils

Bone marrow-derived
neutrophil and spleen-
derived mononuclear cells

THP-1 Monocyte/
macrophage

Human aortic endothelial
cells (HAECs)

Mouse pancreatic acinar
cancer (MPC-83)

Ang-(1-7) and
A779

Ang-(1-7) and

A779

AVE 0991

Ang-(1-7)

Ang-(1-7)

Ang-(1-7) and
A779

AVE 0991

Ang-(1-7)

Ang-(1-7) and
A779

Rat pancreatic acinar AR42J  Ang-(1-7)

cells

1 INOS elicited by IL-1B, and this [62]
effect was blocked by A779

| NF-kB activation

- blocked Ang-(1-7) effects

1 IVSMC proliferation induced  [69]
by Ang II

| Angll-induced Akt and
ERK1/2 phosphorylation
Blocked Ang-(1-7) effects

1 Alternative activated [17]
macrophage

| T cell activation mediated by
macrophage

| IL-1 and TNF-oe mRNA levels [25]

1 IL-10 mRNA levels

| Expression of NF-kB subunits

1 Apoptosis [4]

| NFkB activation

1 Neutrophil and mononuclear ~ [20]
cells apoptosis

| Neutrophil chemotactic
migration

| Superoxide release by
neutrophils

Blocked Ang-(1-7) effects

| TNF-a, IL-1f, CCL2, and [55]
CXCL-10mRNA

| Monocyte/macrophage
activation and migration

| Differentiation in M1
phenotype

| Monocyte/macrophage [41]
adhesion and migration

| Reactive oxygen species
(ROS)

| TNF-a, IL-6, and IL-8 [67]

1 Levels of IL-10

| p38 MAPK and NFxB
signaling pathway
Blocked Ang-(1-7) effects

| TLR4/NF-xB signaling [64]
pathway

| TNF-a, IL-6, and IL-8 mRNA
levels

| IL-10 mRNA levels

Legend: A779 antagonist of Mas receptor, Ang II angiotensin II, Ang (I-7) Angiotensin 1-7,
AVE0991 nonpeptide agonist of Mas receptor, MAS Mas receptor, MM P-2 matrix metallopeptidase
2, IL interleukin, TNF-a tumor necrosis factor alfa, TGF-f transforming growth factor beta, ROS
reactive oxygen species, eNOS endothelial nitric oxide synthase, NFxB factor nuclear kappa B,
MCP-1 monocyte chemoattractant protein-1, /CAM-1 intercellular adhesion molecule 1, VCAM-1
vascular cell adhesion protein 1, iNOS inducible nitric oxide synthase, TLR-4 Toll-like receptor 4,

WKYMYV fMLP-like peptide
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suggest that the overarching effects of Ang-(1-7) is to decrease cell functions asso-
ciated with active pro-inflammatory responses. For example, in neutrophils, Ang-
(1-7) reduced survival and induced apoptosis, and reduced recruitment and NFxB
activation [4, 20].

The treatment of Ang-(1-7) or AVE0991 in macrophage attenuated the expres-
sion of TNF-a, IL-6, IL-1p, CCL2 and CXCL10 pro-inflammatory cytokines, and
reduced Src kinase activity [55, 57], M1 polarization, and the number of proliferat-
ing T cells [17, 55]. Ang-(1-7) has also shown anti-proliferative effects in human
peripheral blood mononuclear cells (HPBMC) [12].

In cultured hypothalamic microglia, treatment with Ang-(1-7) decreased the
basal levels of mRNA for the pro-inflammatory cytokines such as IL-1p and TNF-«
and increased in basal levels the anti-inflammatory cytokine IL-10 [25].

In human lung adenocarcinoma epithelial cells (A549), Ang-(1-7) reduced
migration and phosphorylation of PI3K/AKT, JNK1/2, and p38 MAPK signaling
pathways [39]. Ang-(1-7) decreases the activation of oxidative stress in epithelial
cells [33]. It was also demonstrated in pancreatic cells that the treatment with Ang-
(1-7) reduced pro-inflammatory cytokine release, increased IL-10 levels and
reduced pro-survival signaling pathways including PI3K/AKT [63], TLR4/NF«xB
[65] and p38 MAPK [67].

It was demonstrated that pre-treatment with Ang-(1-7) in human aortic endothe-
lial cells (HAECS) prevented monocyte adhesion and migration impairment induced
by thrombin via downregulation of reactive oxygen species (ROS) production [41].
Similar effects were observed in Umbilical vein endothelial cells (HUVECSs). The
treatment with Ang-(1-7) reduced cell adhesion molecule expression and NFkB and
p38 activation [24]. Ang-(1-7) could counteract the pro-inflammatory effects of Ang
II in skeletal muscle cells [23, 37]. Ang-(1-7) attenuated the induction of iNOS
through its binding to Mas receptor [62].

Resolution of Inflammation and Ang-(1-7)

During inflammation, leukocytes interact with the endothelial cells, scanning the tis-
sue for molecular cues for migration, a process called rolling and this is dependent on
a group of adhesion molecules named selectins. Once these leukocytes find a che-
moattractant molecule to which they bind, integrins on their surface switch into an
active conformation state. The activation of integrins allows firm adhesion to endothe-
lial cells and consequent migration into tissues [45]. There is now much interest in
understanding not only the mechanisms by which cells migrate into tissues, but also
the understanding of the mechanisms responsible for keeping cells there or clearing
them from tissue. There is a feeling that novel therapies may be derived from the
knowledge of the mechanisms that resolve inflammation. The resolution of acute
inflammation is an active process, which is characterized by active biosynthesis pro-
resolving mediators that limit the duration of inflammatory response and induce the
return to homeostasis [6]. Therefore, different from anti-inflammatory therapy, pro-
resolving strategies should balance the inflammatory response to reach homeostasis.
The key steps for the induction of resolution of inflammation include reduction
or blockade of neutrophil recruitment to the site of inflammation, induction of
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neutrophil apoptosis, increase expression of find-me and eat-me signals, induction
of phagocytosis of apoptotic neutrophil by macrophages (efferocytosis), a non-
phlogistic recruitment of monocytes, reprogramming of macrophages from classi-
cally activated to alternative activated, instructs the adaptive immune system and
induction of repair and regeneration [46, 58].

Pro-resolving mediators initiate resolution programs by acting on specific cell
surface G-protein-coupled receptor to drive cellular response to restore the homeo-
stasis [46]. Of note, the Mas receptor is a G-protein-coupled receptor [66]. As dis-
cussed above, there is much evidence to suggest that Ang-(1-7) and its Mas receptor
have potent anti-inflammatory effects. More recently, we have shown that this mol-
ecule also has relevant pro-resolving activity. Indeed, Ang-(1-7) induced apoptosis
of neutrophils and increased their clearance by macrophage, therefore enhancing
efferocytosis. The resolution of neutrophilic inflammation was associated with a
decrease of NFkB phosphorylation [4]. The same was observed for in a model of
eosinophilic inflammation. Ang-(1-7) increased the number of apoptotic eosinophil,
which was associated with decreased NFkB, ERK1/2 and GATA3 expression [30].
The treatment with Ang-(1-7) also significantly improved apoptosis of immune
cells, and reduced neutrophil chemotaxis and superoxide release in vitro [20].

Altogether, these studies suggest that Ang-(1-7) has a role in the resolution of
inflammation by fulfilling some fundamental criteria: limitation of neutrophil recruit-
ment, counter regulation of chemokine and cytokines, induction of apoptosis of neutro-
phils and their subsequently efferocytosis and reprogramming of macrophages.
Molecules that fulfil these criteria are qualified as pro-resolving mediators [58] (Fig. 2).

. 3 Macrophage
i, < 5 L Pro-inflammatory cytokine
. . L Recruitment

3 T Efferocytosis
Neutrophil L M1 differentiation

L Accumulation Endothelial cells

L Recruitment 1 Pro-inflammatory cytokine
T Apoptosis 1 Adhesion molecule
L NF-«B activation .

Eosinophil Monocyte

. Accumulation L Pro-inflammatory cytokine

L Recruitment 1 Migration

T Apoptosis L Activation
popis T Apoptosis

Ang-(1-7)

Microglia -
9 Dendritic cell
L pro-inflammatory citokines X X )

1 NF-xB expression 1 Co-stimulationation
°
- Limphocyte
1 Proliferation Fibroblast NK cells

L Recruitment 4 Recruitment

L Activation L Migration
L a-collagen | synthesis
‘+ Apoptosis
. L TGF-p mRNA

Signalling pathway inhibition

Fig.2 Ang-(1-7) effects in different type of cells
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Concluding Remarks

In the last decade, many insights of renin-angiotensin system (RAS) axis have been
revealed. An important advance in the understanding of RAS was the recognition of
Ang-(1-7) as a biologically active peptide produced from the cleavage of Ang-II by
the angiotensin converting enzyme type 2 (ECA2) and acts through a receptor cou-
pled to the specific G-protein, the Mas receptor. Identification of the Mas and MrgD
protein as the Ang-(1-7) receptor provided an important molecular basis for the
biological significance of this peptide, although there is no evidence of the down-
stream signaling.

Ang-(1-7) has been demonstrated to have many beneficial actions in the context
of inflammatory response. In most studies, Ang-(1-7) reduced leukocyte recruit-
ment, and the production and expression of chemokines, cytokines and adhesion
molecules. Moreover, there was downregulation of signaling pathways, such as
PI3K/Akt, p38 MAPK and NFkB, usually associated with an active inflammatory
response. In addition to preventing crucial aspects of the productive phase of the
inflammatory response, the binding of Ang-(1-7) to Mas receptor increases neutro-
phil apoptosis, efferocytosis and macrophage reprogramming from classically
active to alternatively activated. All these functions appear to contribute to the
capacity of this molecule to induce the resolution of inflammation in various animal
models of inflammation.

It is unclear and further studies are needed to elucidate the downstream events
triggered by Ang-(1-7)/Mas receptor and that modulate inflammation. In addition,
further studies are needed to evaluate the role and relevance of Ang-(1-7) in the
context of adaptive immunity and T cell function.

Understanding the ACE2/Ang-(1-7)/Mas receptor pathway may represent a
valuable pharmacological opportunity to reveal new strategies to attenuate the pro-
inflammatory environment that promotes and sustains the development of various
chronic diseases. Activation of this pathway may not only attenuate pro-inflamma-
tory responses but may also improve the resolution of inflammation and minimize
inflammatory tissue damage and disease.
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13.2 Lipoxina A4

Os componentes da familia de mediadores lipidicos possuem um importante papel
naresolucdo da inflamacdoe sdo gerados logo apds ocontato com o estimulo
danoso. Lipoxina A, (LXA4), um dos componentes dessa familia, é gerada pela sintese
bioquimica do acido araquidonico por meio da acdo das enzimas 5- e 15-lipoxigenase (5-LOX
e 15-LOX) (figura 9) e éndo somente conhecida pela sua capacidade anti-inflamatoria
mas também por sua potencial propriedade pré-resolutiva e anti-fibrética (BANNENBERG;
SERHAN, 2010).
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Figura 11 — Vias do metabolismo do icido araquidonico. Produtos do dcido araquidénico com propriedades
pré-inflamatérias (prostanoides e leucotrienos) e anti-inflamatérias e pré-resolutivas (lipoxinas) (SERHAN,

CHARLES N; YACOUBIAN; YANG, 2008)

Lipoxina A, diminui o recrutamento de neutréfilos e aumenta a ativacdo do processo de
apoptose nessas células (WEINBERGER et al., 2008). Décadas atras, Serhan et al. ja4 haviam
demonstrado o papel da LXA, na diminuicao da adesdo e transmigrag@o de neutréfilos humanos
(SERHAN, C N et al., 1995). Em camundongos, o efeito anti-inflamatério desse mediador
lipidico no recrutamento de neutréfilos também foi demonstrado. Em um modelo de hepatite
alcoolica, Queck et al. mostraram que o tratamento com LXA, diminuiu os nimeros de
neutrofilos no figado dos animais tratados, assim como diminuiu o dano tecidual desses animais
(QUECK et al., 2020). Em um outro estudo, o tratamento com LXA4 diminuiu o dano ocular

causado por Aspergillus fumigatus associado a diminuicdo do recrutamento de neutréfilos e de
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citocinas pro-inflamatérias como IL-6, TNF-a e IL-1p (ZHU et al., 2021). Dai et al. também
demonstraram a capacidade em inibir a producdo de citocinas pré-inflamatérias por meio do
tratamento de células estromais do endométrio de pacientes com endometriose com LXA,. O
tratamento gerou a inibicdo da liberacdo de IL-1 e consequente inibicdo de cicloxigenase-2 e
teve seu efeito perdido por meio do inibidor de seu receptor FPR2/ALX (DAI et al., 2019). A
diminuicdo de citocinas pro-inflamatérias, inclusive IL- 13, por meio da LXA,também pdde ser
observadaem modelos de aterosclerose induzida por diabetes (BRENNAN et al.,
2018). Emum modelo de isquemia e reperfusdo renal os efeitos anti-inflamatérios da
LXA,também foram observados onde houve uma diminui¢do do recrutamento celular e da
liberagdao de mediadores inflamatorios pela supressdo do fator de transcricdo NF-kB (LIU,
ZHAOHUI et al., 2019) fato igualmente observado em modelo de sepse (WALKER et al.,
2011).

Assim como ja foi demonstrado a capacidade anti-inflamatéria da LXA4, suas
propriedades pro-resolutivas também j4 foram estudadas. Uma caracteristica importante de todo
mediador pré-resolutivo € a sua capacidade de ativar o processo de apoptose em neutrofilos e,
ao mesmo tempo, estimular sua eferocitose por meio da reprogramacao macrofagica (VAGO
et al.,2021). LXA, possui a capacidade de diminuir o recrutamento de PMNs além de ativar o
processo de apoptose nessas células. Além disso, essa molécula é capaz de induzir a eferocitose
desses neutrofilos apoptoticos por macrofagos M2, sendo, esses, processos essenciais para a
homeostasia tecidual (CHIANG; SERHAN, 2017; SERHAN, CHARLES N ez al., 2014). A
reprogramacgao macrofagica é importante para que haja a eferocitose de células apoptoéticas € a
LXA, é capaz de modificar o fenétipo macrofagico direcionando sua programacgdo para o
subtipo M2 (VASCONCELOS et al., 2015). De fato, Hawkins et al. demonstraram que o
tratamento de animais, que foram submetidos a isquemia cerebral, com um analogo de LXA,
diminuiu o dano cerebral causado pela oclusdo arterial, o que foi relacionado a diminuicao de
macrofagos M1 e citocinas pro-inflamatdrias, assim como ao aumento de macréfagos M2 no
cérebro dos animais tratados se comparado ao cérebro dos animais que nao receberam o
tratamento (HAWKINS et al., 2017).

A LXA, possui um papel importante ndo somente na resposta imune inata, mas também
na resposta imune adaptativa. Em um modelo de uveite autoimune experimental, a producao
enddgena dessa molécula € crucial para limitar o desenvolvimento da doenca. Do mesmo modo,
o tratamento com esse mediador lipidico limita o desenvolvimento da doenca por meio da

reducdo dos numeros de linfécitos TCD4 e niveis de cicloxigenase 2 (WEI et al., 2020). LXA,4
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estd, de fato, relacionada ao aumento de linfécitos T regulatorios e diminui¢do de linfécitos Thl
e Th17 (GAO et al.,2018). Em relacdo aos linfécitos B, Ramon et al. demonstraram a agao da
LXA, e do seu receptor, ALX/FPR2 em células B humanas. Eles mostraram que o tratamento
de linfécitos B com esse mediador diminuiu a proliferacdo dessas células e a producdo de
anticorpos IgM e IgG por meio da ligagcdo dessa molécula com seu receptor. Também em um
modelo animal de imunizacdo com ovalbumina o tratamento com LXA,; diminuiu
consideravelmente a quantidade de anticorpos no sangue dos animais tratados (RAMON et al.,
2014). O papel do receptor de LXA, no controle de produgdo de anticorpos também foi
observado em outros modelos inflamatdrios (WANG, CHING-SHUEN; BAKER, 2018)

No contexto pulmonar, LXA, possui um papel relevante em modelos de dano pulmonar
agudo induzido por LPS. Nesse contexto, tanto in vivo quanto in vitro, o tratamento com o
agonista do receptor de LXA,causou uma diminui¢do na apoptose de macréfagos alveolares,
sendo que, além disso, in vivo, o tratamento causou a diminui¢do da liberacdo de citocinas pro-
inflamatoérias (LIU, HUAIZHENG et al., 2018). Em outro modelo de dano pulmonar agudo
induzido por maldria, o tratamento com LXA, gerou uma melhora na fun¢do pulmonar, assim
como nos parametros histopatolégicos da doenca. O tratamento teve como consequéncia a
diminui¢do do recrutamento neutrofilico por meio da inibicdo da quimiocina CXCL1 e devido
a inibicdo do processo migratério dessas células gerada pelo tratamento (PADUA ef al.,
2018). Em um outro modelo de dano pulmonar agudo induzido por sepse o tratamento com
LXA, aumentou a taxa de sobrevivéncia dos animais tratados e diminuiu os numeros de
neutréfilos e citocinas pro-inflamatérias, como TNF-a e IL-6. Foi observado que a diminui¢do
dos parametros inflamatdrios analisados estava relacionada a diminui¢do da ativacdo da
expressao proteica de p38/MAPK (HU et al., 2020). De fato, a capacidade anti-inflamatéria da
LXA, estava relacionada a diminuicdo da ativacdo da via de p38/MAPK em varios outros
modelos inflamatérios (DAI et al., 2019b; GUO, YAN-PING et al., 2018; GUO, ZONGDUO
etal.,2016; WU et al.,2019). Em um outro estudo, Lou ef al. demonstrou que, em um modelo
de hiperoxia, o tratamento de células epiteliais pulmonares com LXA, ndo somente diminuiu a
ativagao de p38/MAPK mas também diminuiu a producdo de citocinas pré-inflamatdrias como
IL-6 e MCP-1. Além disso, o tratamento aumentou a taxa de sobrevivéncia e viabilidade das
células em estudo, mostrando que a protecdo gerada pelo tratamento estava relacionada a
diminui¢do dos niveis de citocinas pré-inflamatdrias e inibi¢do da via de p38/MAPK (LUO et

al.,2020).
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Além de propriedades anti-inflamatdrias, ja se sabe que LXA4 e seu receptor também
possuem propriedades anti-fibréticas (BORGESON et al., 2011; KIM et al., 2020; YANG et
al.,2019), porém o papel terapéutico da LXA,na fibrose pulmonar permanece desconhecido. O
que se sabe € que esse mediador lipidico é capaz de inibir a diferenciacdo de fibroblasto
em miofibroblasto causada pela acdo de TGF-3, com consequente diminuicdo da produgdo e
deposicao de coldgeno (ROACH et al., 2015; ZHENG et al.,2016). Além disso, LXA4 ¢ capaz
de inibir a producdo de caderina (ZHENG et al., 2016) uma molécula de adesdo
essencial para o contato entre macrofagos e miofibroblastos, o que causara
o estabelecimento de um nicho pré-fibrético por meio da acdo de TGF-B (LODYGA; HINZ,
2019). Esses estudos demonstram o efeito preventivo da LXA,, sendo, portanto, necessario
estudos com estratégias terapéuticas para entender o papel desse mediador em momentos mais
tardios da fibrose pulmonar.

Visto que a LXA, possui propriedades anti-inflamatdrias e pré-resolutivas promissoras,
essa molécula e seus andlogos t€m se tornado interessante op¢ao de estudo com o objetivo de

buscar novas estratégias terap€uticas para o tratamento de doencas inflamatdrias.



65

2 JUSTIFICATIVA

Moléculas pro-resolutivas vem sendo estudadas pelos seus efeitos anti-inflamatdrios, pro-
apoptdticos e pela sua capacitade de clearance celular por ativagao do processo de eferocitose
macrofégica, auxiliando no retorno tecidual a homeostase (F et al., 2019; MACHADO et al.,
2020; MELO et al., 2021c; SEKHERI et al., 2020). Lipoxina A, e angiotensina 1-7 sdo
moléculas pré-resolutivas conhecidas por diminuirem recrutamento de células inflamatorias,
por induzirem a diminui¢do da produg@o de quimiocinas, de citocinas pro-inflamatdrias e pro-
fibréticas (GALVAO et al., 2021; KIM et al., 2020; MA et al., 2016; PASSOS-SILVA;
BRANDAN; SANTOS, 2015a).

Essas moléculas possuem um grande potencial para se tornarem estratégia terap€utica no
tratamento das doengas inflamatdrias. Entretanto foi observado que elas podem apresentar
efeitos diversos conforme a doencga estudada. Melo et al., demonstraram que, em um contexto
de doenca inflamatdria aguda, o uso terapéutico da angiotensina 1-7 diminuiu parametros
inflamatorios e letalidade. Foi observado, também, o aumento de parametros pro-resolutivos
nos pulmdes e no lavado broncoalveolar de animais tratados e infectados com Influenza e co-
infectados com Streptococcus pneumoniae, em uma infeccdo pos Influenza (MELO et al.,
2021c). Em contra partida, quando essa mesma molécula foi utilizada também como estratégia
terapéutica em um contexto de doenca inflamatdria cronica, como fibrose pulmonar, tal efeito
nao foi observado (F et al., 2019). Diante disso, € importante estudar a mesma molécula em
diversos contextos.

Um exemplo de doenca inflamatdria aguda € a Influenza que ainda é uma doenga com altos
indices de morbidade de mortalidade (PIROTH et al., 2021). Esses indices gerados se ddo pelas
complicacOes causadas durante a infeccdo, sendo as quatro principais: pneumonia por IAV,
pneumonia bacteriana secunddria, Sindrome Distress Respiratério Agudo (ARDS — Acute
Respiratory Distress Syndrome) ou Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo (SDRA), e
sepse (KALIL; THOMAS, 2019b). Atualmente, a intervencdo mais eficiente € a vacinagao.
Elas sdo desenvolvidas anualmente pois hd uma alta variancia associada a eficacia das mesmas
devido a incompatibilidade entre os virus circulantes e as cepas dessas vacinas. Além disso, ha
uma caréncia de estudos sobre a imunidade especifica pré-existente para Influenza e seu
impacto na eficdcia da vacinacdo (JANG; ROSS, 2019; POLAND, 2018; SANO et al., 2017).
Outra medida terap€utica nesse contexto € o uso de antiinflamatdrios como antagonistas de
CCR2 (GURCZYNSKI et al., 2019) e inibidores do sistema complemento (GARCIA et al.,
2013).



66

Por outro lado, a fibrose pulmonar € uma condi¢do clinica multifatorial que acomete uma
grande parte da populacdo com doencas inflamatdria cronicas tendo como consequéncia a perda
de funcdo desse 6rgao. Atualmente existe duas drogas anti-fibréticas aprovadas para tratar essa
doenca, mas, ainda assim, ndo impactam significativamente na mortalidade gerada (KRISHNA;
CHAPMAN; ULLAH, 2021; LIU, YI-MIN; NEPALI; LIOU, 2017). Em vista disso, €
importante estudar alternativas terapéuticas para prevenir ou minimizar os danos de tecidos ou

orgao afetados.

Portanto, sabendo que uma mesma molécula pré-resolutiva pode apresentar efeitos diversos
em modelos de doencas inflamatdrias agudas e cronicas, esse estudo teve como objetivo
analisar o efeito da angiotensina 1-7 e da lipoxina A; em um contexto de infeccao por Influenza

e de fibrose pulmonar.
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo geral
Usar moléculas pré-resolutivas como medida terap€utica para tratar fibrose pulmonar e

infecgdo por Influenza.

3.2  Objetivos especificos

. Estudar o efeito do pré-tratamento e terapéutico da Angiotensina 1-7 em um
modelo de fibrose pulmonar induzida por bleomicina em camundongos avaliando:
o O recrutamento celular;
o Os niveis de citocinas no BAL dos animais em estudo;
o A func¢@o pulmonar;
o O dano pulmonar por meio de andlises histoldgicas.
. Estudar o papel da lipoxina A, e o efeito terapéutico do seu andlogo (benzo-
Lipoxina A,) na infec¢@o por Influenza A em camundongos avaliando:
o A importincia do receptor de lipoxina A4 (FPR2) na infec¢@o por Influenza no:
o Recrutamento celular de animais WT e FPR2-/- infectados com Influenza;
o Nivel de citocinas no BAL dos animais em estudos;
o Dano pulmonar por meio de andlises histoldgicas.
o A letalidade e perda de peso;
o O recrutamento celular;
o O niimero de células apoptéticas e na eferocitose dessas células;
o A polarizacdo de macréfagos pela expressao de iNOS, arginase e CD206, assim
como na quantidade de linfécitos;

o O dano pulmonar por meio de andlises histoldgicas.
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4 METODOS E RESULTADOS
4.1  Capitulo 1 - Fibrose pulmonar e Angiotensina 1-7
Effect of preventive or therapeutic treatment with angiotensin 1-7 in a model of

bleomycin-induced lung fibrosis in mice.

Flavia Rago, Eliza Mathias Melo, Lucas Kraemer, Izabela Galvao, Geovanni D. Cassali,

Robson A. S. Santos, Remo C. Russo, Mauro Martins Teixeira.

PUBLICADO: Journal of Leukocyte Biology, 22 de Fevereiro de 2019.

Nesse trabalho avaliamos o efeito do tratamento preventivo e terapéutico da
angiotensina 1-7 em um modelo de fibrose pulmonar induzida por bleomicina em
camundongos.

O tratamento preventivo com Ang-(1-7), iniciado uma hora antes da indugao da fibrose
pulmonar pela instilagdo dos animais com bleomicina, gerou um aumento da sobrevida e uma
diminui¢do do recrutamento celular para o BAL dos animais tratados, assim como a deposi¢ao
de colageno no pulmao desses animais se comparado aos animais ndo tratados. Além disso, o
tratamento prévio com essa molécula causou um aumento do nimero de células apoptoticas e
melhorou a fun¢do pulmonar dos animais tratados.

Resolvemos, entdo, avaliar o efeito terapéutico dessa molécula iniciando o tratamento
no 3° dia apos a inducdo da fibrose. O tratamento iniciado nesse momento ndao aumentou a
sobrevida dos animais tratados, porém, diminuiu o recrutado celular e a deposi¢@o de colageno.
Quando avaliamos a fun¢@o pulmonar dos animais em estudo, constatamos que o tratamento
teve efeito em somente um dos parametros avaliados (FEV100 — Forced expiratory volume).
Decidimos atrasar ainda mais o comego do tratamento € em um outro experimento, come¢amos
a tratar os animais no 7° dia apds a inducdo da fibrose. Nesse novo experimento observamos
que o tratamento teve seu efeito completamente perdido e o grupo de animais tratados nao
apresentou parametros diferentes quando comparado ao grupo dos animais ndo tratados.

Portanto, apesar da Ang-(1-7) apresentar prevenir o desenvolvimento da fibrose
pulmonar quando usado como pré-tratamento na fibrose pulmonar induzida por bleomicina,
mostramos que seu efeito benéfico nesse modelo ¢ dependente do momento em que o
tratamento € iniciado, sendo seu efeito prejudicado quando iniciamos o tratamento poucos dias

apos a inducdo da fibrose. Assim, nossos resultados mostraram que Ang-(1-7) pode ndo ser
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eficiente se usada para tratar pacientes com fibrose pulmonar. Veja abaixo o artigo em sua

integra.
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1 | INTRODUCTION
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Abstract

Idiopathic pulmonary fibrosis is characterized by aberrant fibroblast activation and excessive
collagen deposition that may eventually lead to organ dysfunction. Lung fibrosis is frequently
observed in cancer patients undergoing bleomycin (BLM) treatment. Therefore, BLM instilla-
tion in mice is the most frequent model used to investigate pulmonary fibrosis. Angiotensin 1-7
[Ang-(1-7)] is a heptapeptide with anti-inflammatory and proresolving activity. Here, we studied
the effects of preventive and therapeutic oral administration of Ang-(1-7) in a model of BLM-
induced lung fibrosis in mice. Male C57BI/6j mice were instilled with BLM and followed for weight
loss and survival or euthanized to examine pulmonary inflammation, fibrosis, and lung function.
For preventive treatment, mice were treated with Ang-(1-7) 1 h before instillation and then twice
daily. We observed that preventive treatment with Ang-(1-7) decreased weight loss, inflamma-
tion and collagen deposition, increased survival, and ameliorated lung function. Therapeutic treat-
ment with Ang-(1-7), starting 3 days after BLM instillation resulted in decreased inflammation,
decreased collagen deposition, and ameliorated lung function, although the effects were of lower
magnitude than the preventive treatment. Therapeutic treatment with Ang-(1-7) starting 7 or
14 days after BLM instillation failed to alter any of the changes observed. Therefore, although
oral preventive treatment with Ang-(1-7) is effective to decrease pulmonary inflammation, fibro-
sis, and functional changes induced by BLM, therapeutic effects are much less significant, arguing
against its use in patients with chronic fibrosis. It remains to be determined whether other prore-
solving molecules will have better therapeutic effects in the context of chronic pulmonary fibrosis.

KEYWORDS
bleomycin, inflammation, resolution, lung fibrosis, angiotensin 1-7

a group of fatal lung diseases without treatment, once the etiol-
ogy of IPF remains unknown. IPF is characterized by activation of

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is an aggressive and progres-
sive disease responsible for the decrease of lung function caused by
excessive activation of myofibroblasts and consequently irreversible
collagen deposition. Fibrotic lung diseases, including IPF, represent

Abbreviations: ACE 2, angiotensin 1 converting enzyme 2; Ang-(1-7), angiotensin 1-7; BLM,
bleomycin; Cdyn, dynamic compliance; FEV100, forced expiratory volume at 100
milliseconds; IC, inspiratory capacity; IPF, idiopathic pulmonary fibrosis; RI, resistance; TLC,
total lung capacity.
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fibroblasts and their differentiation to myofibroblasts, leukocyte accu-
mulation in the lungs, chronic production of proinflammatory and
profibrotic mediators that lead to the intense tissue remodeling. Of
importance, myofibroblast differentiation is responsible for collagen
production and deposition in the lung tissue causing a restrictive dis-
ease that compromises lung function.!? To date, there are few studies
showing promising strategies to treat pulmonary fibrosis.38
Bleomycin (BLM) instillation is the most frequently used animal
model of lung fibrosis in mice.? In this model, it has been shown that
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levels of angiotensin |l are increased after BLM instillation and there is
downregulation of the expression of angiotensin 1 converting enzyme
2 (ACE2) and consequent decrease in angiotensin 1-7 [Ang-(1-7)] pro-
duction. This is associated with increased collagen deposition in the
lungs.19 Other studies have also shown the association of the activa-
tion of ACE2/ang-(1-7) axis and protection against BLM-induced lung
fibrosis.#10-12 Chronic infusions of Ang-(1-7) resulted in decreased
collagen deposition in the lungs and it was associated with increased
expression of ACE2.4 Other study showed that lungs of patients
with IPF presented significantly decreased ACE2 activity and in a
murine model of BLM induced-lung fibrosis, when animals received
subcutaneous administration of a recombinant human ACE2 there
was a decrease on collagen accumulation.l© Here, we have evalu-
ated the effects of the oral administration of a formulation contain-
ing Ang-(1-7) when given in preventive or therapeutic schedules in a
model of BLM-induced pulmonary fibrosis in mice. We also examined
whether Ang-(1-7) would affect the lung dysfunction associated with
BLM-induced fibrosis.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Mice

Male C57BL/6J mice (8-10 weeks old), weighting 18-25g, were
obtained from the Central Animal Facility from Universidade Federal
de Minas Gerais (UFMG/Brazil) and were maintained with free access
to commercial chow and water in a 12-h dark-light cycle in the ther-
moneutral zone for mice. All procedures described had prior approval
of the local animal ethics committee (CETEA/UFMG 54/2016).

2.2 | Model of BLM-induced pulmonary fibrosis

in mice

The model of BLM-induced pulmonary fibrosis was performed, as pre-
viously described.13 Briefly, mice were anesthetized subcutaneously
with 80 mL of a ketamine and xylazine solution (3.2 mg/kg and
0.16 mg/kg, respectively). Then, a single 40-uL injection containing
3 mg/kg of BLM (Blenoxane; Bristol-Meyers) diluted in saline, or saline
only (control group), was administered by intranasal instillation. Ineach
time-point after BLM or saline instillation, mice were anesthetized
with ketamine and xylazine to perform lung function analysis, and
then euthanized to collect BAL and lung samples for biochemical and
histological analysis.

2.3 | Treatment protocol

Inclusion of Ang-(1-7) into an oligosaccharide HPACD cavity protects
the peptide during its passage through the gastrointestinal tract.!
Therefore, in this study Ang-(1-7)/HPACD inclusion compound was
used to perform oral administration of Ang-(1-7). Ang-(1-7)/HPSCD
inclusion compound (60 ug/Kg of Ang-(1-7) and 92 ug/Kg of HPBCD
in 200 uL distilled water; via gavage) or the empty HPSCD (vehicle,

92 ug/Kg of HPACD in 200 uL distilled water) were given by the oral
route starting 1 h before, for preventive treatment, or 3, 7, or 14 days
after the induction of fibrosis by BLM instillation, for therapeutic treat-
ment. Thereafter, the compound or vehicle was given twice a day until
the day when animals were euthanized. The animals were divided into
three groups: control (saline only), vehicle (mice treated with HPbCD
only) and Ang-(1-7) [mice treated with Ang-(1-7) compound - Ang-(1-
7)/HPbCD]. Previous experiments have shown that Ang-(1-7) did not
affect baseline parameters in the lung.2> The dose of Ang-(1-7) chosen
was shown to cause significant decrease in various parameters in other
models of inflammation.1617 The weight of animals was evaluated on
every 3 days and any death daily. For the experiments of preventive
treatment, animals were euthanized on day 3, 7, 14, and 21 after BLM
instillation and for experiments using a therapeutic schedule, animals
were euthanized on day 21 after BLM instillation, as indicated in each
experiment. In each time points, pulmonary inflammation, fibrosis, and
function were analyzed.

2.4 | Assessment of respiratory function

Respiratory function was measured by invasive spirometry under
anesthesia. Briefly, mice were tracheostomized, placed in a body
plethysmograph and connected to a computer-controlled ventila-
tor (Forced Pulmonary Maneuver System; Buxco Research Systems,
Wilmington, NC), as previously described.181? Under mechanical res-
piration, the dynamic compliance (Cdyn) and lung resistance (RI) were
determined by Rl and compliance test. The total lung capacity (TLC)
was calculated by FRC + IC. Fast-flow volume maneuver was per-
formed, and lungs were first inflated to +30-cm H,O and immedi-
ately afterward connected to a highly negative pressure to enforce
expiration until =30 cm H,O. The forced expiratory volume at 100
ms was recorded during this maneuver. Suboptimal maneuvers were
rejected and for each test in every single mouse, and at least three
acceptable maneuvers were conducted to obtain a reliable mean for all
numeric parameters.18

2.5 | BAL and tissue removal

After the evaluation of respiratory function, BAL was performed, and
tissues were taken for further analysis. For the BAL, two aliquots of
1 mL of PBS were flushed three times into the lungs to collect leuko-
cytes of the airways of mice, as previously described.?® Briefly, BAL
samples (2 mL each) were centrifuged at 600 x g for 10 min at 4°C. The
total number of leukocytes was determined by counting leukocytes
in a modified Neubauer chamber. Differential counts were obtained
from cytospin (Shandon IIl) preparations by evaluating the percent-
age of each leukocyte on a slide stained with May-Grunwald-Giemsa,
based on morphological criteria. Each slide was counted three times
and the percentage was used to calculate the absolute number of each
leukocyte type. The right lung of mice was collected for indirect quan-
tification of mononuclear cells recruitment into the tissue (NAG—n-
acetilglicosaminidase). The left lobe of the lungs was fixed in formalin
for further histological analysis.2!
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FIGURE 1 Proresolving effect of previous treatment with Ang-
(1-7) on inflammation in lungs of animals instilled with bleomycin.
Lung fibrosis was induced by a single bleomycin instillation (3 mg/kg)
on day 0. Control animals received an instillation of saline alone (black
circles). Ang-(1-7) [Ang-(1-7) + vehicle-92 ug/kg] (red triangles) and

HPBCD (Vehicle-92 ug/kg) alone (gray squares) were given orally twice
(continued on the next column)
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2.6 | Histological analyses

After the reperfusion of the lungs, the left lung was collected
and fixed in 4% neutral phosphate-buffered formalin (pH 7.4), as
described previously.?2 The tissues were dehydrated gradually in
ethanol, embedded in paraffin, cut into 4um sections, stained with
Gomori’s trichrome, and analyzed under light microscopy by a pathol-
ogist blinded to the treatments.

For qualitative score of areas stained with Gomori’s trichrome,
images of lung sections were captured with a digital camera (Optron-
ics DEI-470) connected to a microscope (Olympus IX70) with a mag-
nification of 200x. Collagen (green areas) deposition was analyzed as
previously described.?® At least 20 images, covering the entire lung
slide area, were obtained for each sample. Results were expressed as
the mean score. This morphometrical index was used to describe lung
collagen deposition.

2.7 | Statistical analyses

Statistical Analysis Statistics were done using GraphPad Prism 4.0.
One-way ANOVA, followed by Bonferroni post-hoc test was used to
compare more than two groups and unpaired t-test was used for com-
parisons between two groups in normally distributed data. The sur-
vival curves were analyzed by Long-rank test and the weight loss
curves were compared using analyses of area under the curve. Results
with P < 0.05 were considered statistically significant.

3 | RESULTS

3.1 | Effects of the preventive treatment with
Ang-(1-7) in a model of BLM-induced lung fibrosis

The instillation of BLM increases inflammation, which leads to the acti-
vation of fibroblasts and collagen deposition. We evaluated whether
Ang-(1-7) would prevent cell recruitment and fibrosis. For that, animals
were divided in three groups: (i) control group (instilled with saline—
NaCl 0.9% and treated with water); (ii) vehicle (animals given BLM and
treated with HPbCD 92 ug/kg); (iii) Ang-(1-7) (animals given BLM and
treated with HPbCD 92 ug/kg + Ang-(1-7) 60 ug/kg). The treatment
started 1 h before the instillation of BLM and was continued for every
12 h (Fig. 1A and 2A). Airway inflammation was evaluated at days 3 and
7 after BLM instillation and fibrosis at days 14 or 21 after instillation.

a day starting 1 h before bleomycin instillation. Treatment scheme is
shown in (A). Number of total cells (B), mononuclear cells (C), and neu-
trophils (D) in bronchoalveolar lavage fluid was counted on days 3
and 7 after bleomycin instillation. Apoptotic cells were observed and
counted on day 3 after the induction of fibrosis (E). Individual and
median values are shown. n = 6 for vehicle group and 5 for Ang-(1-7),
except for (E). Results represent * for P < 0.05 when compared to the
control group and # for P < 0.05 when compared to the vehicle-treated
group and in (B), (C), and (D) are from one experiment representative
of two experiment
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FIGURE 2 Effects of previous treatment with Ang-(1-7) on the
survival, weight lost, and number of mononuclear cells in lungs of
animals instilled with bleomycin. Lung fibrosis was induced by a sin-
gle bleomycin instillation (3 mg/kg) on day 0. Control animals received
an instillation of saline alone (black circles). Ang-(1-7) [Ang-(1-7)+

Vehicle-92 ug/kg] (red triangles) and HPBCD (Vehicle-92 pg/kg) alone
(continued on the next column)

Treatment with Ang-(1-7) led to reduction of the number of total
leukocytes recovered from BAL (Fig. 1B). There was reduction in num-
ber of mononuclear cells on day 3 (Fig. 1C) and on day 21 (Fig. 2D-E)
after BLM instillation and in number of neutrophils on day 3 and 7 after
the instillation (Fig. 1D). Reduction of leukocyte recruitment was asso-
ciated with increased percentage of neutrophils with apoptotic mor-
phology, showing a potential proresolving activity of early treatment
with Ang-(1-7) (Fig. 1E). Overall, the preventive treatment with Ang-
(1-7) failed to affect weight loss significantly (Fig. 2C) but significantly
increased survival rate (Fig. 2B).

BLM instillation caused chronic and restrictive respiratory dysfunc-
tion, and these effects were associated to loss of elasticity, as detected
by decreased lung compliance and increased lung RI (Fig. 3). Preventive
treatment with Ang-(1-7) improved lung function, as demonstrated by
the parameters of lung respiratory resistance (RI), forced expiratory
volume at 100 ms (FEV100) and compliance (Cdyn) at day 21 after BLM
instillation (Fig. 3A-D) but not at day 14 after the induction of fibrosis
(Supplemental Information).

Amelioration of lung function was associated with decreased colla-
gen deposition on days 14 and 21 after BLM instillation, as shown and
quantified by histology (Fig. 4). BLM induced a progressive collagen
accumulation as depicted by Gomoris Thrichome staining in vehicles
at days 14 (Fig. 4A) and 21 after instillation (Fig. 4B) when compared
to control group (Fig. 4E). This was characterized by dense and diffuse
interstitial lung fibrosis. Indeed, the treatment with Ang-(1-7) reduced
collagen accumulation at days 14 (Fig. 4C) and 21 after BLM instillation
(Fig. 4D). In the latter animals, there was focal and less intense intersti-
tial lung fibrosis when compared to vehicles-treated mice. Morphome-
tric analysis showed that the fibrosis score in Ang-(1-7)-treated mice
was lower than in vehicle-treated mice (Fig. 4F). Treatment with Ang-
(1-7) did not alter the baseline parameters of mice instilled with saline
alone (Fig. 4F).

3.2 | Effects of the therapeutic treatment with
Ang-(1-7) starting at day 3 after BLM instillation

As the preventive treatment with Ang-(1-7) demonstrated an anti-
inflammatory and antifibrotic effect, we wondered whether Ang-(1-
7) would decrease BLM-induced lung inflammation and fibrosis when
given therapeutically after BLM instillation. To investigate this, we
started to treat animals 3 days after BLM instillation. As seen in Fig. 5,

(gray squares) were given orally twice a day starting 1 h before
bleomycin instillation. Treatment scheme is shown in (A). Survival was
monitored daily (B) and weight lost (C) was monitored every 3 days
after bleomycin instillation. Number of total cells (D) and mononuclear
cells (E) in bronchoalveolar lavage fluid was counted on days 14 and 21
after bleomycin instillation. In (C), median values are shown. In (D) and
(E), individual and median values are shown. There were six animals per
group. In (D) and (E) n = 6 for control group, 5 for vehicle on day 14 and
6 onday 21 and 4 for Ang-(1-7). Results represent * for P < 0.05 when
compared to the control group and # for P < 0.05 when compared to
the vehicle-treated group and are from one experiment representative
of two experiment
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FIGURE 3 Effects of previous treatment with
Ang-(1-7) on lung function in animals instilled with
bleomycin. Lung fibrosis was induced by a single
bleomycin instillation (3 mg/kg) on day 0. Con-
trol animals received an instillation of saline alone
(black squares). Ang-(1-7) [Ang-(1-7) + Vehicle-
92 pug/kg] (red diamonds) and HPSCD (Vehicle-
92 ug/kg) alone (gray triangles) were given orally
twice a day starting 1 h before bleomycin instilla-
tion. Treatment scheme is shown in Fig. 2A. After 14
(Supplemental Information) and 21 days lung func-
tion was performed. Analyses of total lung capac-
ity (TLC) (A) (n = 5 for control group and 6 for vehi-
cle and Ang-[1-7]), Resistance (RI) (B) (n = 5), forced
expiratory volume in 100 milliseconds (C) (FEV100)
(n = 5), dynamic complacency (D) (Cdyn) (n = 5).
Results represent * for P < 0.05 when compared to
the control group and # for P < 0.05 when com-
pared to the vehicle-treated group and are from one
experiment representative of two experiment

FIGURE 4 Effects of previous treatment with
Ang-(1-7) on pulmonary fibrosis in animals instilled
with bleomycin. Lung fibrosis was induced by a sin-
gle bleomycininstillation (3 mg/kg) onday 0. Control
animals received an instillation of saline alone (black
circles). Ang-(1-7) [Ang-(1-7)+ Vehicle-92 ug/kg]
(red triangles) and HPBCD (Vehicle-92 ug/kg) alone
(gray squares) were given orally twice a day starting
1 h before bleomycin instillation. Treatment scheme
is shown in Fig. 2A. After 14 and 21 days, the ani-
mals were euthanized. Histopathological changes in
lung fibrosis was observed by green areas, scored (F)
as described in Methods, for control group (Saline)
(E), vehicle group of day 14 (A) and day 21 (B), and
for treated mice [Ang-(1-7)] of day 14 (C) and day 21
(D). Results represent * for P < 0.05 when compared
to the control group and # for P < 0.05 when com-
pared to the vehicle-treated group and are from one
experiment representative of two experiment
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FIGURE 5 Effects of the delayed treatment (3 days) with Ang-(1-
7) on survival, weight lost, and levels of mononuclear cells in lungs of
animals instilled with bleomycin. Lung fibrosis was induced by a sin-
gle bleomycin instillation (3 mg/kg) on day 0. Control animals received
an instillation of saline alone (black circles). Ang-(1-7) [Ang-(1-7) +
Vehicle-92 ug/kg] (red triangles) and HPCD (Vehicle-92 ug/kg) alone
(gray squares) were given orally twice a day starting 3 days after

bleomycin instillation. Treatment scheme is shown in (A). Survival was
(continued on the next column)

animals treated with Ang-(1-7) presented similar survival and weight
loss when compared to the vehicle-treated group (Fig. 5B and C).
Nevertheless, treatment was still capable of inducing a decrease in
the number of mononuclear cells found in BAL fluid (Fig. 5D and E).
This was confirmed in the histopathological analysis, which showed
that treatment with Ang-(1-7) starting at day 3 after BLM instilla-
tion was associated with reduced collagen accumulation and a focal
and less intense interstitial lung fibrosis (Fig. 6B) when compared to
vehicles-treated mice (Fig. 6A). These results were also reflected in
the fibrosis score (Fig. 6D). However, the therapeutic treatment start-
ing on day 3 after induction of fibrosis did not alter the pulmonary
dysfunction associated with BLM instillation (Fig. 7A-D). This was sim-
ilar to the lack of effect of Ang-(1-7) on the lethality rate (Fig. 5B).

3.3 | Effects of the therapeutic treatment with
Ang-(1-7) starting at day 7 after BLM instillation

Next, we evaluated whether the start of the treatment with Ang-(1-7)
when fibrosis had already been established (i.e., days 7 or 14) would
reverse collagen deposition or decrease lung inflammation and dys-
function. The animals were treated from day 7 today 21 or from day 14
to day 28 after BLM instillation. In the last experiment, we followed till
day 28, so that animals could be treated for a full 2 weeks. As expected,
animals instilled with BLM had pulmonary inflammation, mononuclear
cell recruitment, fibrosis and lung dysfunction, as seen by decreased
lung complacence (Fig. 8). Nevertheless, mice treated from days 7 to
21(Fig. 8) or from days 14 to 28 (data not shown) after BLM instil-
lation had no improvement on lung function, lung inflammation, or
collagen deposition.

4 | DISCUSSION

Ang-(1-7) has been shown to have anti-inflammatory and proresolu-
tive effects in murine models of arthritis and asthma.1617 Due to this,
we wondered if the oral treatment with Ang-(1-7) would decrease
inflammation and collagen deposition in a model of pulmonary fibrosis
induced by BLM. Our results can be summarized as follows: (i) preven-
tive oral treatment with Ang-(1-7) was associated with decreased num-
bers of neutrophils and mononuclear cells in the lungs and increased
numbers of apoptotic cells. (i) Preventive administration of Ang-(1-7)
was also associated with reduced weight loss, reduced collagen depo-
sition, improved lung function, and greater survival. (i) Therapeutic
effects of Ang-(1-7) were observed when treatment was started at

monitored daily (B) and weight lost (C) were monitored every 3 days
after bleomycin instillation. Number of mononuclear cells (D) and total
cells (E) in bronchoalveolar lavage fluid was counted on day 21 after
bleomycin instillation. In (C), median values are shown. In (D) and in (E),
individual and median values are shown. There were seven animals per
group. Results represent * for P < 0.05 when compared to the control
group and # for P < 0.05 when compared to the vehicle-treated group
and are from one experiment representative of two experiment
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FIGURE 6 Therapeutic effects of Ang-(1-
7) on pulmonary fibrosis in lungs of animals
instilled with bleomycin. Lung fibrosis was
induced by a single bleomycin instillation (3
mg/kg) on day 0. Control animals received an
instillation of saline alone (black circles). Ang-
(1-7) [Ang-(1-7)+ Vehicle-92 ug/kg] (red trian-
gles) and HPSCD (Vehicle-92 ug/kg) alone (gray
squares) were given orally twice a day start-
ing 3 days after bleomycin instillation. Treat-
ment scheme is shown in Fig. 5A. After 21 days
the animals were euthanized. Histopathological
changes in lung fibrosis were observed as green
areas, scored (D) as described in Methods, in
control group (Saline) (C), vehicle group (A), and
intreated mice [Ang-(1-7)] (B). Results represent
* for P < 0.05 when compared to the control
group and # for P < 0.05 when compared to the
vehicle-treated group and are from one experi-
ment representative of two experiment

FIGURE 7 Effects of the delayed treatment
(3 days) with Ang-(1-7) on lung function in
animals instilled with bleomycin. Lung fibrosis
was induced by a single bleomycin instillation (3
mg/kg) on day 0. Control animals received an
instillation of saline alone (black squares). Ang-
(1-7) [Ang-(1-7)+ Vehicle-92 ug/kg] (red dia-
monds) and HPBCD (Vehicle-92 ug/kg) alone
(gray triangles) were given orally twice a day
starting 3 days after bleomycin instillation.
Treatment scheme is shown in Fig. 5A. After
21 days lung function was performed. Analy-
ses of total lung capacity (TLC) (A), resistance
(RI) (B), forced expiratory volume in 100 mil-
liseconds (FEV100) (C), dynamic complacency
(Cdyn) (D) [n = 4 for control group, 5 for vehi-
cle, and 6 for Ang-1-7)]. Results represent * for P
< 0.05 when compared to the control group and
# for P < 0.05 when compared to the vehicle-
treated group and are from one experiment rep-
resentative of two experiment

day 3 after BLM instillation but it was of lower magnitude. Therapeu-
tic effects were completely lost when the compound was given from
days 7 or 14 after BLM instillation.

Neutrophils are thought to play an important role in the activation
of fibrogenesis.23 Here, we showed that the preventive treatment with
Ang-(1-7) caused reduction in the number of neutrophils and mononu-
clear cells in the lungs of mice given BLM. The ability of Ang-(1-7) to
prevent neutrophil influx could be due to a direct effect on neutrophil
migration in vivoZ4 or the ability of this compound to induce neutrophil

apoptosis and resolution.é The exact mechanism by which Ang-(1-7)
causes inhibition of neutrophil migration was not investigated here,
but there was a clear reduction in neutrophil numbers and an increase
in number of apoptotic cells in animals given preventive Ang-(1-7)
treatment. There was also reduction in number of mononuclear cells
in BAL and lung tissue and mononuclear cells, especially macrophages,
are known to have central role in the migration and activation of fibrob-
lasts to produce collagen in the context of pulmonary fiborsis.2> The
decrease in leukocyte accumulation caused by preventive treatment
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FIGURE 8 Therapeutic effects of Ang-(1-7) treatment on the sur-
vival, number of mononuclear cells, score of fibrosis, and compla-
cence in lungs of animals instilled with bleomycin. Lung fibrosis was
induced by a single bleomycin instillation (3 mg/kg) on day 0. Con-
trol animals received an instillation of saline alone (black circles).
Ang-(1-7) [Ang-(1-7)+ Vehicle-92 ug/kg] (red triangles) and HPSCD

(continued on the next column)

with Ang-(1-7) was associated with decreased lung fibrosis and colla-
gen content, suggesting that prevention of leukocyte influx may under-
lie the beneficial effects of Ang-(1-7) in the model. The observation
that the effects of Ang-(1-7) are lost after day 3 are in agreement
of the last idea, as leukocyte influx peaks in the first few days after
BLM instillation.

Collagen is produced by interstitials fibroblasts that differenti-
ate in myofibroblasts activated by its binding to TGF-4. Thus, acti-
vation of fibroblasts by TGF-p is an important and essential step by
which fibrosis develops.2¢ Previous studies have shown that the incu-
bation of human lung fibroblasts with the Ang-(1-7) agonist, A779,
reduced levels of TGF-$ and collagen type .27 Therefore, a direct effect
of Ang-(1-7) on myofibroblast could have accounted for the antifi-
brotic effects observed. However, the effects of Ang-(1-7) adminis-
tration were decreased and eventually lost when the compound was
started from 3 days after BLM instillation. As collagen production
peaks between days 7 and 14 (data not shown), as observed on day 14
collagen deposition is significantly increased, it seems that there is no
direct effect of Ang-(1-7) on myofibroblast function and it does not
appear that these cells are the major cellular site of action of this
molecule in our system, emphasizing its preventive, but not therapeutic
effect. Therefore, although the study of fibroblast and myofibroblast
activation is relevant for the study of drugs that affect fibrosis, Ang-(1-
7) was only effective at early stages of BLM-induced fibrosis, suggest-
ing an effect on these cells was an unlike mechanism of action of the
drugin the system.

In addition, the improvement of pulmonary inflammation and fibro-
sis followed by improved pulmonary function are likely due to Ang-
(1-7) ability to decrease lung fibrosis. Collagen deposition is known
to reduce lung compliance and to increase lung RI, as observed in our
model of BLM-induced lung fibrosis.

At least two other studies have shown that administration of Ang-
(1-7) is beneficial in rat models of BLM-induced lung fibrosis.>12 In
the latter studies, Ang-(1-7) was given by a subcutaneous route and
only as a preventive therapy. Therefore, this is the first study to show
the oral efficacy of Ang-(1-7) administration and to suggest that effi-
cacy is restricted to early treatment (either preventive or the first few

(Vehicle-92 ug/kg) alone (gray squares) in A, B ,and D. In C, control
animals are shown as black squares, Ang-(1-7) [Ang-(1-7)+ Vehicle-
92 ug/kgl as red diamonds and HPBCD (Vehicle-92 ug/kg) alone as
gray triangles. Treatment administration was orally performed twice
a day starting 7 days after bleomycin instillation. Treatment scheme
is shown in (A). Survival was monitored daily (B). Number of mononu-
clear cells (C) in bronchoalveolar lavage fluid was counted on day 21
after bleomycin instillation (n = 5 for control group, 7 for vehicle and
Ang-[1-7]). Histopathological changes in lung fibrosis were scored (D)
as described in Methods [n = 4 for control group, 6 for vehicle and Ang-
(1-7)]. In (E), analyses of dynamic complacency (Cdyn) is shown [n =5
for control group, 6 for vehicle and Ang-(1-7)]. Results are shown in
median values. There were six animals per group. Results represent *
for P < 0.05 when compared to the control group and # for P < 0.05
when compared to the vehicle-treated group and are from one experi-
ment representative of two experiment
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days after BLM administration). The loss of efficacy correlates with
the decrease in tissue inflammation and increase in fibrosis after BLM
instillation, again suggesting that an effect in the early stages account
for the observed effects.

At least one other study has shown the effect of another prore-
solving molecule, resolving D1,28 in a model of fibrosis in mice. Indeed,
treatment with resolving D1 decreased inflammatory cell recruitment,
production of TGF-g, and collagen content in a murine model of BLM-
induced lung fibrosis.2? In the latter experiments, resolving D1 was
effective even when given many days after BLM instillation. In con-
trast, therapeutic administration of Ang-(1-7), which also has clear
proresolving activities,?8 failed to decrease BLM-induced lung fibro-
sis at a dose that worked in a preventive manner. Further studies are
necessary to define whether proresolving molecules (as a class and
not only resolving D1) are actually capable of treating and decreasing
established fibrosis. In our studies, the proresolving molecule Ang-(1-
7) failed to have that effect.

In conclusion, our study clearly showed the strong effects of the
preventive oral administration of Ang-(1-7) in a model of BLM-induced
lung fibrosis. However, therapeutic effects are lost when treatment is
started only a few days after the fibrogenic stimulation. These results
suggest Ang-(1-7) may not be useful in patients with ongoing fibrosis.
Further studies are clearly needed to identify any beneficial therapeu-
tic effect of other proresolving molecules.
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4.2 Capitulo 2 — Influenza A e lipoxina A,

42.1 Materiais e métodos:
4.2.1.1 Animais

Neste estudo foram utilizados camundongos C57BL/6j, provenientes do Biotério
Central da Universidade Federal De Minas Gerais (UFMG), com idade de 8 a 10 semanas,
pesando entre 18-25g. Os animais knockout para FPR2 foram cedidos pelo Centro de
Bioterismo do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG (CEBIO). Durante o periodo
experimental, os animais ficaram mantidos em gaiolas, no biotério do Laboratério de
Imunofarmacologia, localizado no Departamento de Bioquimica e Imunologia do Instituto de
Ciéncias Biologicas - UFMG. Os animais tiveram livre acesso a 4gua e racao; a temperatura foi
mantida entre 22-25°C e o ciclo claro/escuro foi de 12 horas. Todos os procedimentos foram
avaliados e realizados de acordo com as normas da Comissio de Etica no Uso de Animais -

UFMG (CEUA - UFMG), sob o protocolo 65/2021.

4.2.1.2 Infeccao com Influenza A
A cepa de Influenza A/WSN/33 HINI1 foi produzida em ovos de galina e, entdo,

cultivadas em células MDCK como descrito previamente(GARCIA et al., 2010). Os animais
foram anestesiados, por via subcutanea, com 80 a 100 mg/kg de cetamina e 10-15 mg de xilasina
e, em seguida, instilados com 10* PFU (dose letal 50%) como descrito previamente (TAVARES
etal.,2017).

4.2.1.3 Tratamento com benzo-lipoxina A,(benzo-LXA,)
Benzo-LXA, é um anédlogo de lipoxina A, em que um grupamento aromatico € adicionado ao

composto para diminuir a sua rapida inativacdo metabdlica, sintetizado no Centro de Sinteses
e Biologia Quimica da Universidade de Dublin (UCD) (TIMOTHY P. O’SULLIVAN et al.,
2007). Os animais tratados receberam a administracdo de benzo-LXA, foi feita por via
intraperitoneal, uma vez ao dia todos os dias, na dose de 1,7ug/kg, no volume de 100ul e os
animais ndo tratados receberam a administracdo de salina 0,9% + etanol 0,1%, no mesmo
volume de 100ul como previamente descrito (BORGESON et al., 2011; BRENNAN et al.,
2018b; TIMOTHY P. O’SULLIVAN et al., 2007). A duragdo do tratamento variou de acordo
com o experimento. No experimento de letalidade, a duracdo do tratamento foi do 3° dia apds

infecgdo até o 10° dia ou até o dia em que se observou alguma letalidade. No experimento em
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que foram analisados parametros inflamatorios, o tratamento teve inicio no 3° dia apds infec¢ao

até o 5° dia, dia da eutanasia dos animais em estudo.

4.2.14 Lavado bronco alveolar (BAL) e coleta dos pulmoes
Ap6s a analise da mecanica pulmonar, os animais foram eutanasiados por overdose de

anestésico, € novamente canulados com um cateter de polipropileno de 1,7mm. O BAL foi
realizado pela administragdo de duas aliquotas de 1 mL de tampao salina-fosfato (137mmol/L
NaCl; 2.7mmol/L. KCl; 10mmol/L Na2HPO4; 1.8 mmol/L. KH2PO4pH 7,2) a 4°C. Cada uma
dessas aliquotas foi injetada e removida 3 vezes obtendo, ao final, aproximadamente 2 mL do
lavado, como previamente descrito (RUSSO et al., 2009).

Ap6s a coleta do BAL, os pulmdes foram perfundidos com a administracdo de 5 mL de
tampao salina-fosfato (PBS) no ventriculo direito para que os vasos sanguineos e capilares
pulmonares fossem lavados. Apoés a perfusdo, o pulmao esquerdo (lobo tnico) foi coletado para
posterior analise histologica e o pulmdo direito foi coletado e congelado para posterior
processamento e andlise de: citocinas/quimiocinas, atividade da Mieloperoxidase (MPO) e

histologia.

4.2.1.5 Avaliagdo de neutrdfilos apoptoticos e eferocitose
Apoptose e eferocitose foram avaliadas morfologicamente como descrito previamente

(GALVAO et al., 2017; VAGO et al., 2012). Células do BAL foram coletadas no dia 5 pds
infecgdo por Influenza. Leucdcitos foram centrifugados fixados e corados com May-Griinwald-
Giemsa e contados ao microscopio 6Otico usando 6leo de imersdo (objetiva de 100x) para
determinar a propor¢do de neutréfilos totais e neutr6filos com morfologia apoptética (retracao
celular, condensacdo de cromatina, fragmentacdo nuclear e formacdo de corpos apoptdticos
dentro e fora de macrofagos). Do mesmo modo, para avaliagdo de eferocitose, foi determinada
a propor¢ao de macrofagos totais e macrofagos com corpos apoptdticos eferocitados. No
minimo 300 células foram contadas e o resultado foi expresso como mediana da porcentagem
de células com as morfologias descritas.

A avaliag@o da eferocitose também foi demonstrada por meio de citometria de fluxo.

Foram considerados macréfagos com perfil eferocitico células F4/80+/Ly6G+.
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4.2.1.6 Citometria de fluxo
As células do BAL dos animais foram marcadas com anticorpos fluorecentes anti-F4/80

(25-4801- 82, PEcy7, eBioscience, USA). Apds a marcacdao de superficie, as células foram
fixadas com um tampao fixador e permeabilizadas com um tampado de permeabilizacdo. As
c€lulas foram entdo marcadas com um anticorpo fluorescente anti-Ly6G (127628, V421,
Biolegend) e passadas no citometro BD FACSCanto II cell (BD Biosciences). As analises foram

feitas no software FlowJo (Tree Star, Ashland, OR).

4.2.1.7 Western Blot para andlise da expressdo de iNOS e CD206
Amostras de pulmao foram lisadas pela adi¢dao de 500 uL de solucdo de lise (0,5% p/v de

NP-40, 100mM de Tris/HCI pH 8,0, 10% de glicerol, 0,2 mM de EDTA, ImM de NaVO3,
ImM de DTT, 1mM de PMSF, 200mM de NaCl, 25 mM de NaF, leupeptina e aprotinina), e
deixadas em banho de gelo por 15 minutos. Posteriormente, o lisado foi centrifugado a 12.000
r.p.m. por 15 minutos a 4°C (centrifuga Jouan, modelo BR4i), sendo o sobrenadante aliquotado.

Para realizar a dosagem de proteinas totais, foi utilizado o kit Bio-Rad Protein Assay (Bio-
Rad Laboratories) baseado no método de Bradford. O ensaio foi realizado em uma microplaca
de 96 pocos, e consiste na adi¢do de 2 yL. de cada amostra a 200 uL. do corante diluido 5 vezes
em agua destilada, em duplicatas. Paralelamente € realizado uma curva padrao utilizando como
solucdo padrao BSA Img/mL. Apdés 5 minutos de incubacdo, a leitura é feita em
espectrofotometro (Spectra Max 190, Molecular Devices) a 595 nm. A absorbancia das
amostras € comparada com a absorbancia da curva, com concentra¢des variando de 0.063
mg/mL a 2 mg/mL e os resultados sdo expressos em mg/mL.

Os extratos protéicos totais (60 pg) foram desnaturados, misturando-se a amostra com
tampao (10% SDS, 10% p-mercaptoetanol, 40% glicerol, 0.05% azul de bromofenol, 0.250M
Tris/HCI pH 6,8) e a mistura mantida a 100°c por 5 minutos. Os extratos protéicos foram
fracionados em gel de 10-15% de poliacrilamida/SDS e transferidos para membrana de
nitrocelulose (HybondTM ECLTM, GE Healthcare). Posteriormente, as membranas foram
bloqueadas com PBS-Tween 0,1% contendo 5% de leite em pé desnatado, lavadas com PBS-
Tween, e incubadas com o anticorpo de interesse a 4°C overnight (iNOS e CD206, Santa Cruz).
Ap6s nova lavagem com PBS/Tween e incubacdo durante 1 hora a temperatura ambiente, com
o anticorpo secunddrio respectivo ligado a peroxidase, as membranas foram incubadas em

solu¢do reveladora ECL-Plus (GE Healthcare) e as bandas imunorreativas foram visualizadas
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usando ChemiDoc MP Imaging System (Bio-Rad Laboratories). As andlises densitométricas

foram realizadas usando o programa Image J.

4.2.1.8 Contagem total e diferencial dos leucocitos
Logo apds a realizagao do BAL, o liquido recuperado foi centrifugado por 8 minutos a

1.800 RPM e 4°C. O sobrenadante foi coletado e congelado para posteriores andlises de
citocinas enquanto o precipitado formado foi separado e re-suspendido em 100 pL de BSA
3%. Essa suspensdo de células foi homogeneizada e, uma aliquota, foi diluida 10x em uma
solucdo de lise para hemdcias (Solucdo de Turk - IMBRALAB). Essa solucido contendo as
células foi colocada em cimara de Neubauer e, entdo, foi realizada a determinacdo do total de
leucdcitos presentes nas vias aéreas utilizando-se um microscopio optico (Motic BA310) com
aumento de 400X.

A partir dessa contagem, um volume contendo aproximadamente 5x10* células foi
diluido em 100 pL de BSA 3% para a confec¢do de laminas em citocentrifuga (Cytospin 3,
Shandon) — centrifugacdo por 5 minutos a 450 rpm em temperatura ambiente. As Laminas
foram coradas com um Kit de pandético rapido seguindo o protocolo do fabricante (Renylab). A
determinagdo diferencial da populacdo de células foi realizada em microscopio optico de campo
claro com aumento de 1.000X em 6leo de imersao. Foram contadas 300 células por 1amina, em
campos aleatdrios, e as células foram diferenciadas entre mononucleares, neutréfilos e
eosindfilos. Os caracteres utilizados para a diferenciacao das células foram: morfologia nuclear

e citoplasmatica e coloracdo nuclear e citoplasmatica.

4.2.1.9 Processamento de pulmao para dosagem de citocinas e ensaio de mieloperoxidase
(MPO)
Ap6s a coleta, 50 mg do pulmao direito foi separado para ser processado para analise

de citocinas e as respectivas atividades enzimaticas. A amostra foi homogeneizada em 500 mL
de solugdo de extracdo de citocinas (NaCl 0,4M, NaPO4 10 mM, PMSF 0,1 mM, cloreto de
benzetonio 0,1 mM, EDTA 10 mM, tween 20 0,05%, BSA 0,5%, 20 KI aprotinina) e
centrifugada a 10.000 rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e armazenado em
um novo microtubo e congelado para posterior andlise.

O precipitado formado foi novamente homogeneizado em 0,95 mL de solu¢@o tampao
1 (NaCl 0,1 M; Na3PO4 0,02 M e Na2EDTA 0,015 M; pH 4,7) e novamente centrifugado a
10.000 rpm por 10 minutos a 4°C. Para lisar eventuais hemdcias, o precipitado foi submetido a

lise hipotonica (0,75 mL de NaCl 0,2% seguido da adi¢do de 0,75 mL de NaCl 1,6% +Glicose
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5%.

Ap6s centrifugados novamente a 10.000 rpm por 10 minutos a 4°C foi adicionado nos
tubos 0,5 mL de tampdo 2 (Na3PO4 0,05M, HETAB 0,5%; pH 5,4) e as amostras foram
homogeneizadas e submetidas a lise térmica. Para isso, as amostras foram congeladas e

descongeladas por 3 vezes em nitrogénio liquido.

4.2.1.10 Ensaio da atividade da MPO
Ap6és a lise térmica por criofratura através de 3 ciclos de

congelamento/descongelamento em nitrogénio liquido, 25 L das amostras diluidas 5 vezes em
tampdo 2 e foram adicionadas em placa de 96 pocos. Em seguida, foi adicionado 25 pL do
reagente 3,3’-5,5’-tetrametilbenzidina (TMB, Sigma) diluido em dimetilsulf6xido (DMSO,
Merck) na concentra¢do de 1,6 mM e a placa foi incubada a 370C por 5 minutos.

Ao final desse periodo, foi adicionado 100 pLL de H202 (0,002% em tampao 2) e a placa
foi novamente incubada por 5 minutos a 370C. Apés a incubagdo, a reacdo foi interrompida
pela adicdo de 100 pL de H,SO, IM e a leitura da absorbancia foi determinada por
espectofotometro (SpectraMax 190, Molecular Devices) com um filtro para o comprimento de

onda de 450 nm.

4.2.1.11 Dosagem de quimiocinas e citocinas
Os niveis de citocinas e quimiocinas foram quantificados por ELISA. Microplacas de

96 pocos (Nunc Maxi Sorb) foram cobertas com anticorpo de captura, na dilui¢do recomendada
pelo fabricante, em tampao carbonato (Na2CO3 15mM, NaHCO3 35 mM, NzN3 3.1 mM; pH
9.5) e incubados overnight.

Ap6s a incubagdo, a placa foi lavada com PBS suplementado com 0,05% de Tween20,
entdo, foi feito o bloqueio das reacdes inespecificas, utilizando solugdes de bloqueio
recomendadas pelo fabricante (PBS-BSA 1%), por 1 hora. Posteriormente ao bloqueio, 100 puL.
das amostras ou de solucdo contendo concentragcdes seriadas das amostras avaliadas foram
pipetados em duplicata e incubados por mais 2 horas a temperatura ambiente. Apds esse
periodo, a placa foi lavada para retirar o excesso das amostras, e foram adicionados os
respectivos anticorpos de detec¢do, nas concentracOes recomendadas, por mais 1 hora a
temperatura ambiente. Em seguida, as placas foram lavadas novamente com PBS/Tween20
0,05% e incubadas com soluc¢do de estreptavidina, por 30 minutos. As placas foram novamente

lavadas com PBS/Tween20 0,05% e incubadas com solucdo reveladora (OPD) da atividade da
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peroxidase, por mais 30 minutos. A reagdo foi, entdo, bloqueada com a adicao de 50 pL de
solucdo de bloqueio H2SO4 2N e a leitura da absorbancia determinada logo em seguida em 492
nm em espectrofotometro (SpectraMax 190, Molecular Devices). As concentragdes das
amostras foram expressas em pg/mL de sobrenadante a partir da andlise da curva padrdo através

do software SOFTmax PRO 6.3 (Molecular Devices Corp.).

4.2.1.12 Ensaio de placa
Para determinar o titulo viral nos pulmdes, os orgdos foram coletados, pesados e

homogeneizados em um volume de PBS na propor¢ao de 1ml para 100mg de tecido. O ensaio
de placa foi realizado com previamente descrito (GARCIA et al., 2010). Para adsor¢do viral, as
amostras foram diluidas e incubadas por 1 hora em uma monocamada de células MDCK. Entao,
foi adicionado as células 1% de agarose em DMEM seguida de incubagdo por 72 horas. As
células foram fixadas e coradas com cristal de violeta para contagem de placas. O titulo viral
foi expresso em numero de unidade formadora de placa (PFU) por grama de tecido (PFU/100mg

de tecido)

4.2.1.13 Analise histologica e score inflamatorio
Amostras de pulmao foram fixadas em formol neutro e tamponado a 10% e processadas

pela técnica rotineira de inclusdo em parafina. Sec¢des histologicas de 4pum foram coradas pela
técnica de hematoxilina-eosina (H&E), para anélise do score histopatoldgico e coradas com
Tricomio de Gomori,para as andlises de fibrose pulmonar.

O score histopatoldgico foi realizado como descrito anteriormente por Garcia et al.,
simultaneamente por dois patologistas experientes e de forma cega. O score de 18 pontos levou
em consideracdo a inflamacdo das vias aéreas (até 4 pontos), inflamacdo perivascular (até 4
pontos), inflamac¢do parenquimal (até 5 pontos) e infiltracdo de neutr6filos nos pulmdes (até 5

pontos) (GARCIA et al., 2010).

4.2.1.14 Andlises estatisticas
A andlise estatistica dos dados, bem como a elaboracdo dos graficos, foi realizada com

o auxilio do software GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, Inc). Testes estatisticos de
normalidade como D’ Agostino & Pearson, Shapiro-Wilk e KS foram utilizados para determinar
se houve ou ndo normalidade nos resultados de cada grupo. Com o teste de normalidade

positivo, aplicamos o teste T, o qual foi expresso como média + EPM (erro padrdo da média).
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Quando os resultados ndo passaram no teste de normalidade, foi entdo utilizado o teste nao
paramétrico Kruskal-Wallis, o qual foi expresso como mediana. Foram considerados

significativamente diferentes resultados com valor de p foi menor do que 0,05.
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4.2.2 RESULTADOS

4.2.2.1 Avaliagdo do papel do receptor de lipoxina A,- FPR2"- na inflamacdo pulmonar de
animais infectados com Influenza A

ApOs testar o efeito do tratamento com benzo-LXA4 na fibrose pulmonar induzida por silica
e verificar que o tratamento ndo apresentou efeito eficaz (figura suplementar), testamos o
tratamento com essa molécula em um modelo de doenga inflamatdria aguda.

A Influenza A é uma doenca viral que continua sendo a causa de um alto indice de
mortalidade no mundo todo devido sua alta taxa de mutagdo génica, permitindo sua evasao do
sistema imune (HUTCHINSON, 2018). Apesar da existéncia de métodos de intervengao dessa
doenca como vacinagdo (PANDOLFI et al.,2018) e terapias anti-inflamatdrias - com o objetivo
de bloquear mediadores inflamatorios relacionados a casos graves da doenga visando reduzir
os sintomas gerados - (TAVARES; TEIXEIRA; GARCIA, 2017), esse virus ainda é o agente
responsavel por surtos sazonais em muitos paises. Por isso, estudos que abranjam as
possibilidades terapéuticas para essa doenga continuam sendo necessarios.

Uma vez que medidas terapéuticas com efeito anti-inflamatdério sdo relevantes nesse
contexto, moléculas com essa caracteristica se tornam alvo de estudos que visam abranger as
op¢Oes de tratamento para essa doenga. Nesse estudo, tivemos como objetivo estudar o
potencial terapéutico da lipoxina A4 e o papel do seu receptor na infec¢do por IAV. A lipoxina
A, € uma molécula com efeitos anti-inflamatdrios e pro-resolutivos bem descritos, porém ainda
nao se sabe o seu papel na infec¢ao por IAV. Para isso, inicialmente, investigamos o papel do
seu receptor na resposta imune durante essa infec¢do usando animais deficientes de FPR2
(receptor ao qual a lipoxina A, se liga). Apds serem anestesiados, camundongos ¢57 machos
selvagens (WT — Wild type) e deficientes para FPR2 (FPR2"), foram instilados com 40ul de
solucdo salina 0,9% (grupo Mock ou Mock FPR2” — controle) ou infectados com um indculo
de 10* PFU/animal, no mesmo volume, e eutanasiados 7 dias apds o inicio da infeccdo. O peso
dos animais foi checado diariamente durante todo o experimento.

Apesar da porcentagem do peso dos animais ndo ter sido diferente entre os grupos (figura
12B), os animais FPR2" infectados com influenza apresentaram maior recrutamento celular
para o BAL (figura 12C); sendo essas células mononucleares (figura 12D) e neutréfilos (figura
12E). Esse aumento foi significativamente maior nos animais FPR2”- do que nos animais WT.
Apesar dos animais FPR2" terem apresentado maior niimero de células recrutadas, eles ndo

apresentaram um aumento de niveis de citocinas se comparados aos animais WT (figura 13).
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Analisamos também a diferenca do nimero de células presentes nos pulmdes utilizando o
corante Hematoxilina-Eosina. Observou-se um aumento de recrutamento celular nos pulmdes
dos animais infectados, se comparados aos animais Mock. Além disso, animais FPR2"
infectados com AV apresentaram maior score inflamatdrio se comparados aos animais WT

infectados (figura 14)
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Figura 12 — Papel do receptor FPR2 na infeccio por Influenza A em camundongos. Animais ndo infectados
(Mock) selvagens (WT - Wild Type) e deficientes de FPR2 (FPR2”); e animais WT infectados (Flu) e FPR2"
infectados (Flu FPR2”) foram representados. Os Animais foram infectados com 10* PFU de IAV no dia O e
eutanasiados no dia 7 apés infeccdo (A). Peso didrio dos animais estudados (B). Andlise celular do BAL com
nimeros de células totais (C), mononucleares (D) e neutréfilos (E). Valores expressos como média +
EPM/mediana. Teste T seguido do teste de normalidade KS. Gréficos representativos de um experimento, onde
n= 4 — 6. Os animais infectados foram comparados com seus respectivos controles (¥*=p<0,05); #=p<0,05.
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Figura 13 — Papel do receptor FPR2 nos niveis de citocinas no BAL de animais infectados com Influenza A.
Os Animais foram infectados com 10* PFU de IAV no dia 0 e eutanasiados no dia 7 apds infec¢do. Animais ndo
infectados (Mock) selvagens (WT - Wild Type) e deficientes de FPR2 (FPR2"); e animais WT infectados (Flu) e
FPR2" infectados (Flu FPR2") foram representados. Animais foram infectados com 10* PFU de IAV no dia 0 e
eutanasiados no dia 7 ap6s infeccdo. Niveis de INFy no BAL (A). Niveis de CXCL1 no BAL (B). Niveis de IL-10
no BAL (C). Valores expressos como média + EPM/mediana. Teste T seguido do teste de normalidade KS.

Gréficos representativos de um experimento, onde n= 4 — 7. Os animais infectados foram comparados com seus
respectivos controles (¥*=p<0,05); #=p<0,05.
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Figura 14 — Histologia pulmonar de animais WT e FPR2" infectados com influenza. Os Animais foram
infectados com 10* PFU de TAV no dia 0 e eutanasiados no dia 7 ap6s infecgdo. Cortes histologicos do grupo WT
infectado (Flu) (A), do grupo FPR2”- infectado (Flu FPR27) (B) e dos grupos controles WT e FPR2"- (Mock WT
€ Mock FPR2", respectivamente) (C). Aumento de 20x. Coloragdo Hematoxilina-Eosina. Score inflamatério total
(inflamagdo das vias aéreas, inflamagdo vascular ¢ inflamagao parenquimal) (D). Valores expressos como média
+ EPM/mediana. Teste T seguido do teste de normalidade KS. Gréficos representativos de um experimento, onde
n= 4 — 6. Os animais infectados foram comparados com seus respectivos controles (¥*=p<0,05); #=p<0,05.
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4.2.2.2 Avaliagdo do tratamento com o andlogo de lipoxina A, (benzo-lipoxina A,) em
animais infectados com Influenza A

Ap6s verificarmos a importancia do receptor de lipoxina A4 no controle do processo
inflamatdrio no contexto de infec¢ao por Influenza, resolvemos testar o analogo dessa molécula
como estratégia terap€utica para tratar essa infecc¢ao.

Benzo-lipoxina A4 (benzo) é um andlogo de lipoxina A, produzido por nossa colaboradora
na Irlanda, Dr. Catherine Godson, em que um grupo benzeno € adicionado com o objetivo de
deixar a molécula de lipoxina mais estavel possibilitando sua administracdo via intraperitoneal
(TIMOTHY P. O’'SULLIVAN et al., 2007).

Assim, ap6s serem anestesiados com 80 a 100 mg/kg de cetamina e 10-15 mg de xilasina
camundongos ¢57 machos, entre 8-12 semanas, foram instilados com 40ul solugao salina 0,9%
(grupo Mock — controle) ou infectados com um in6culo de 10* PFU/animal, no mesmo volume.
Os animais infectados foram divididos em tratados com benzo e ndo tratados. Animais nao
tratados receberam 100ul de veiculo — solug@o salina 0,9% + 0,1% de etanol. O tratamento com
100pl de benzo, na dosagem de 1,7pg/kg, foi diario, via i.p (BRENNAN et al., 2018a) a partir
do 3° dia apds a infecg@o. Os animais foram eutanasiados no 5° dia apds o inicio da infec¢ao
como demonstrado anteriormente (MELO et al., 2021a).

O tratamento com o andlogo de lipoxina A, tendeu a aumentor a sobrevida dos animais
(figura 15B). Nao houve diferenca tanto na perda de peso (figura 15C) quanto na carga viral
(figura 15D) dos animais tratados quando comparados aos animais ndo tratados. Animais
infectados apresentaram aumento nos nimeros de células totais (figura 16A) no BAL, sendo
elas neutréfilos (figura 16B) e mononucleares (figura 16C). O tratamento gerou diminui¢cdo do
numero dessas células (figura 16) mas ndo gerou diferenca na expressdo de iNOS e CD206
(figuras 16 D, E e F). Os animais tratados também apresentaram diminui¢@o nos niveis de IFNy
no BAL se comparado aos animais ndo tratados (figura 17A). Porém, essa diminui¢do nao foi
observada nos niveis de CXCL1 e IL-10 (figuras 17B e 17C, respectivamente). O tratamento
gerou um aumento significativo no numero de células apoptéticas (figuras 18A e B) e de
eferocitose (figuras 18C e D e figura 19). Além disso, as analises histologicas dos pulmdes dos
animais mostraram que o tratamento diminuiu significativamente a inflamacao pulmonar das
vias aéreas, inflamacao vascular e parenquimal (representadas pelo score inflamatorio total) se
comparado a inflamacdo observada nos pulmdes de animais infectados e nao tratados (figura

20).
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Figura 15 — Efeito do tratamento com benzo-LXA, na letalidade, na perda de peso e na carga viral de
animais infectados com IAV. Animais foram instilados com 10* PFU de IAV WSN ou com salina 0,.9% (Mock
— controle) no volume de 40ul. No 3° dia apds infecc¢do, os animais infectados foram divididos em tratados com
benzo-LXA4 (Benzo + Flu) e tratados com veiculo (Flu). Todos os animais foram sacrificados no 5° dia ap6s
infeccdo (A). Animais ndo infectados (Mock — circulo preto) e animais infectados néo tratados (Flu — quadrado
vermelho) e animais infectados e tratados (tridngulo cinza) foram representados. Andlise da letalidade (B). Perda
de peso (C). Carga viral (D). Valores expressos como média + EPM/mediana. Teste T seguido do teste de
normalidade KS. Gréaficos representativos de um experimento, onde n= 6. Os animais infectados foram
comparados com seus respectivos controles (*=p<0,05); #=p<0,05.



93

A Células Totais B Neutrofilos * p<0,05 vs Mock
# #p<0,05
250m * 100- #
3 ; 3 :
3 200~ E 3 75 "
£ 1504 " N E s
e S
x 100= x *
[72] 7] A
© (]
= S 25«
= 50+ a 2
3 3 A
0'# T T 0 ool T |
& & xQ\\’ & & ‘Q\\‘
~ o ~ o
& &
< F*
c Mononucleares D
# iNOS
200= 1.0m
— ]
3 * S 0.8+
@ 150- ‘I- . 2 -
E N T
E — z Z 0.6+ ]
2 100+ % Y 1y
>< 1 0] 0.4~ |
8 50 8
2 A S o2 -
o
ol Segme®, . . 0.0 r Y T
S d. Q\Q 5 Q\Q & Q\o ’8\0
~ o o S
& < &
* Q
E CD206 F
Flu (10¢ PFU WSN)
1.04 Benzo (1,7 pgkg
5 i |A NI - benzo-LXA,
0.8~
< _ .
I ™ _L iNoS — ' b . ¥ : ‘ q — 170kDa
S 064 I a & - . . . . -
<
S o 1 oW '“‘."' -
< 206 — |
2 ‘ Nwwww
O 0.2+ it . R . R
o Garos 1  ; ; i L8 & .4 8" 5 — 37kDa
0.0 . r ' 0] £
efé ~ ox((\o
&
&° 00‘\

Figura 16 — Efeito do tratamento com benzo-LXA no recrutamento celular e nos processos de apoptose
e eferocitose. Animais foram instilados com 10* PFU de IAV WSN ou com salina 0,9% (Mock — controle) no
volume de 40ul. No 3° dia ap6s infeccdo, os animais infectados foram divididos em tratados com benzo-LXA,
(Benzo + Flu) e tratados com veiculo (Flu). Todos os animais foram sacrificados no 5° dia apds infeccdo. Animais
ndo infectados (Mock — circulo preto), animais infectados ndo tratados (Flu — quadrado vermelho) e animais
infectados e tratados (tridngulo cinza) foram representados. Andlise celular do BAL com niimeros de células totais
(A), neutréfilos (B) e mononucleares (C). Expressdao de iNOS (D). Expressao de CD206 (E). Gel Western Blot
(F). Valores expressos como média + EPM/mediana. Teste T seguido do teste de normalidade KS. Gréaficos
representativos de um experimento, onde n= 6. Os animais infectados foram comparados com seus respectivos
controles (*=p<0,05); #=p<0,05.
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Figura 17 — Efeito do tratamento com benzo-LXAsnos niveis de citocinas no BAL. Animais foram
instilados com 10* PFU de IAV WSN ou com salina 0,9% (Mock — controle) no volume de 40ul. No 3° dia apds
infec¢do, os animais infectados foram divididos em tratados com benzo-LXA, (Benzo + Flu) e tratados com
veiculo (Flu). Todos os animais foram sacrificados no 5° dia apds infeccdo. Animais ndo infectados (Mock —
circulo preto), animais infectados néo tratados (Flu — quadrado vermelho) e animais infectados e tratados (tridngulo
cinza) foram representados. Niveis de IFNy no BAL (A). Niveis de CXCL1 no BAL (B). Niveis de IL-10 no BAL
(C). Valores expressos como média + EPM/mediana. Teste T seguido do teste de normalidade KS. Gréficos

representativos de um experimento, onde n= 6. Os animais infectados foram comparados com seus respectivos
controles (*=p<0,05); #=p<0,05.
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Figura 18 — Analise morfolégica do processo de apoptose e eferocitose em animais infectados com
influenza e tratados ou nao com benzo-LXA,. Animais foram instilados com 10* PFU de IAV WSN ou com
salina 0,9% (Mock — controle) no volume de 40ul. No 3° dia apds infecgdo, os animais infectados foram divididos
em tratados com benzo-LXA4 (Benzo + Flu) e tratados com veiculo (Flu). Todos os animais foram sacrificados no
5° dia ap6s infecgdo. Animais infectados ndo tratados (Flu — quadrado vermelho) e animais infectados e tratados
(triangulo cinza) foram representados. Numero de neutréfilos com morfologia apoptéticas em relacdo ao total de
neutréfilos (A). Imagem demonstrativa da morfologia de neutréfilos apoptéticos (setas grossas) (B). Nimero de
macréfagos com morfologia eferocitica em relagdo ao total de macréfagos (C). Imagem demonstrativa da
morfologia do processo de eferocitose (seta fina) (D). Valores expressos como média + EPM/mediana. Teste
T seguido do teste de normalidade KS. Gréficos representativos de um experimento, onde n= 6. Os animais
infectados foram comparados com seus respectivos controles (*=p<0,05); #=p<0,05.
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Figura 19 — Estratégia de gate de citometria de fluxo para eferocitose em animais infectados com
influenza e tratados ou ndo com benzo-LXA,. Animais foram instilados com 10* PFU de IAV WSN ou com
salina 0,9% (Mock — controle) no volume de 40ul. No 3° dia apds infecgdo, os animais infectados foram divididos
em tratados com benzo-LXA4 (Benzo + Flu) e tratados com veiculo (Flu). Todos os animais foram sacrificados no
5° dia ap6s infecgdo. Animais infectados ndo tratados (Flu — quadrado vermelho) e animais infectados e tratados
(triangulo cinza) foram representados. Nimero de células F4/80*/Ly6G*. Valores expressos como média +
EPM/mediana. Teste T seguido do teste de normalidade KS. Graficos representativos de um experimento, onde
n= 6.); #=p<0,05.
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Figura 20 - Histologia pulmonar de animais infectados com influenza tratados ou nio com benzo-
LXA4. Animais foram instilados com 10* PFU de IAV WSN ou com salina 0,9% (Mock — controle) no volume de
40ul. No 3° dia apés infecgdo, os animais infectados foram divididos em tratados com benzo-LXA, (Benzo + Flu)
e tratados com veiculo (Flu). Todos os animais foram sacrificados no 5° dia apés infecc@o. Cortes histoldgicos do
grupo infectado e ndo tratado (Flu) (A), do grupo infectado e tratado com benzo -LXA4 (Benzo + Flu) (B) e do
grupo controle (Mock) (C). Aumento de 20x. Coloragdo Hematoxilina-Eosina. Score inflamatoério total
(inflamagdo das vias aéreas, inflamagdo vascular ¢ inflamagao parenquimal) (D). Valores expressos como média
+ EPM/mediana. Teste T seguido do teste de normalidade KS. Gréficos representativos de um experimento, onde
n= 6. Os animais infectados foram comparados com seus respectivos controles (*=p<0,05); #=p<0,05.
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423 DISCUSSAO

Lipoxina A, é capaz de diminuir respostas inflamatdrias em doengas pulmonares (LI,
YUHUA et al., 2021; SEKHERI et al., 2020) e possui um papel importante no reparo e
homeostase tecidual (TAN et al., 2017). Porém, pouco se sabe sobre seu papel na infec¢do por
Influenza A.

Visto isso, decidimos estudar o papel da LXA, durante a infeccdo analisando animais
deficientes para seu receptor — FPR2 — e seu efeito como medida terapéutica para tratar animais
infectados com IAV. Nossos dados mostraram que (i) animais FPR2" apresentaram maior
susceptibilidade a infeccdo do que animais WT. Essa susceptibilidade foi associada ao (ii)
aumento do recrutamento celular para o BAL e (iii) para os tecidos desses animais juntamente
com aumento de dano tecidual. Ainda que (iv) LXA, ndo tenha apresentado efeito benéfico em
um modelo de fibrose pulmonar induzida por silica (material suplementar), (v) quando usada
como medida terapéutica em um modelo de infec¢dao por IAV gerou aumento da taxa de
sobrevivéncia de animais tratados, o que foi associado a (vi) diminui¢do de células no BAL e
nos (vii) pulmdes desses animais, assim como a (viii) diminui¢do do dano pulmonar e ao (ix)
aumento dos nimeros de células apoptdticas e a eferositose dessas células.

O papel do FPR2 vem sendo investigado em modelos de infec¢do por IAV. Em 2017,
Courtin et al. demonstraram o efeito antiviral de antagonistas de FPR2 in vitro e in vivo. Eles
demonstraram que quando células epiteliais pulmonares eram pré tratadas com antagonistas de
FPR2 e infectadas com IAV PR8 havia uma redugdo significativa na producdo de particula
virais dosadas no meio de cultura dessas células se comparado a quantidade de particulas virais
no meio de cultura de células ndo tratadas. Eles também estudaram o efeito desses antagonistas
em camundongos infectados com IVA PR8. Andlises do sexto dia apds infec¢do mostraram
uma diminuicdo do titulo viral, assim como aumento da sobrevivéncia dos animais quando
tratados com os antagonistas um dia antes da infeccdo. Da mesma maneira, quando o tratamento
ocorreu no mesmo dia da infec¢do, os animais tratados apresentaram uma maior taxa de
sobrevivéncia se comparado aos animais ndo tratados (COURTIN et al., 2017). Por outro lado,
outros estudos mostraram a relacdo da auséncia de FPR2 com o aumento da replicacdo viral de
IAV.(ALESSI et al.,2017; RAHMAN et al.,2018). Em nosso estudo, as analises do titulo viral
e da sobrevivéncia de animais WT e FPR2" infectados foram prejudicadas devido a pandemia
e a falta de animais gerada pela paralizagdo das atividades da nossa universidade. Porém,
reconhecemos a importancia da realizacdo dessas analises para melhor entender o papel de

FPR2 no modelo de infec¢do por IAV.
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Outros estudos analisaram parametros inflamatorios e a expressdao de FPR2 em modelo
de coinfeccdo. Em 2017, um estudo demonstrou que animais coinfectados com IAV e
Streptococcus pneumoniae tiveram um aumento do recrutamento de neutréfilos, da atividade
de elastase e de niveis de proteinas no BAL, assim como aumento dos niveis de MPO no tecido
pulmonar. Esses parametros estavam associados ao aumento da expressao de FPR2 nos
pulmdes desses animais se comparado aos animais infectados somente com IAV. Entretanto,
quando animais coinfectados foram tratados com um epimero de resolvina D1 (aspirin-
triggered resolvin DI — At-RvD1), molécula que possui como um de seus ligantes o FPR2,
houve uma diminui¢do no dano pulmonar, assim como na atividade de elastase, nos numeros
de neutréfilos e mondcitos no BAL e nos niveis de MPO tecidual. Entretanto, nao foi
demonstrado que a a¢d@o anti-inflamatdria de At-RvD1 se deu por meio de FPR2 (WANG, HAO
et al., 2017). Em um outro estudo, Schloer et al. demonstraram o efeito protetivo da via de
sinalizag¢do anexina A1/FPR2 em um modelo de infec¢@o por influenza. Nesse estudo, animais
que foram previamente tratados com anexina Al e infectados com IAV PRS8 apresentaram
aumento da taxa de sobrevivéncia e diminui¢do dos niveis de IL-1f3, IL-6 e MCP-1 no 3° dia
ap0s infecg¢do se comparado a animais ndo tratados. O tratamento também gerou a diminuigdo
do dano pulmonar e aumento de macréfagos alveolares mediado pela via de sinalizacdo de
FPR2 (SCHLOER et al.,2019). Nossos resultados também sugerem que FPR2 possui um papel
protetivo em um modelo de infec¢do por [AV uma vez que animais FPR2"- apresentaram maior
recrutamento de células para o BAL e maior dano pulmonar se comparado aos animais WT

Ap6s analisarmos o papel de FPR2 na infec¢do por IAV, decidimos testar o efeito
terapéutico da LXA, nesse modelo de infec¢do. Uma vez que estudos anteriores mostraram
efeitos diversos de uma mesma molécula pré-resolutiva em modelos de inflamacdo cronica
como fibrose pulmonar (RAGO et al., 2019) e inflamacdo aguda como infeccdo por IAV
(MELO et al., 2021b), resolvemos testar o uso de benzo-LXA, como estratégia terapéutica na
infeccdo por IAV ainda que essa molécula tenha se mostrado ineficaz quando usada como
tratamento preventivo na fibrose pulmonar induzida por silica.

Aqui demonstramos que a benzo-LXA, foi capaz de reduzir o recrutamento de neutréfilos
para o BAL de animais tratados. Serhan et al. analisaram o efeito do tratamento de outros
andlogos de LXA, em neutrdfilos e observaram que quando essas células foram tratadas com
os analogos em estudo, o tratamento gerou uma diminui¢do na migracdo transepitelial dessas
c€lulas assim como sua adesdo em células endoteliais vasculares. Esses dados comprovam o

potencial anti-inflamatdrio de analogos de LXA, (SERHAN, C N et al., 1995). Além da reducao
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do recrutamento de neutr6filos, um outro processo importante para que haja a transi¢do da fase
inflamatdria para a fase resolutiva da inflamacdo e o posterior retorno do tecido a homeostase
¢ a ativacdo da apoptose de neutréfilos e a eferocitose dessas células por macréfagos M2
(SERHAN, CHARLES N et al., 2020; VASCONCELOS et al., 2015). Demonstramos ainda,
que o tratamento com benzo-LXA, aumenta tanto o nimero de células apoptéticas quanto o
numero de células eferociticas. A ativagdo aumentada desses processos em animais tratados
esté relacionada ao aumento da sobrevivéncia desses animais assim como a diminui¢do do dano
pulmonar causado pela infeccio viral. Outros estudos demonstraram a relagdo do aumento da
sobrevida de animais infectados com a diminuicao da polariza¢cdo de macréfagos M1 e aumento
de marcadores para M2. (CHIDA et al., 2020; HALSTEAD et al., 2018). Porém, nao
conseguimos observar polarizacdo de macrofago, uma vez que o tratamento ndo alterou a
expressao de iNOS e nem de CD206.

Estudo anterior também relacionou o aumento da expressdo de LXA,, de seu receptor e de
enzimas de sua via (lipoxigenases 5, 12 e 15) a um cendrio anti-inflamatorio e pré-resolutivo.
Camundongos foram instilados com bleomicina e tratados com células tronco (células epiteliais
amnidticas humanas). O tratamento gerou aumento da expressao de LXA,, de FPR2 e de
lipoxigenases e foi relacionado ao aumento de niveis de citocinas anti-inflamatdrias como IL-
10 e diminuicdo de citocinas pro-inflamatérias como IL-6. O tratamento também gerou
diminui¢do de niveis de MPO tecidual e aumento de fagocitose por macrofagos derivados de
medula (TAN et al., 2017). Nossos resultados também mostram que LXA, € capaz contribuir
para um cendrio anti-inflamatdrio e pré-resolutivo em um contexto de infec¢do por IAV uma
vez que € capaz de aumentar o potencial fagocitico de macréfagos, além de diminuir niveis de
IFNy no BAL dos animais tratados. Entretanto, devido a falta de animais gerada pela pandemia,
nao foi demonstrado aqui que a LXA, teria sua acdo por meio de sua ligagdo com FPR2, usando,
para isso, animais FPR2" e tratados com benzo-LXA,.

Além disso, nosso estudo mostra que benzo-LXA, possui um papel importante diminuindo
o dano tecidual pulmonar de camundongos infectados com IAV. De fato, a ativagcdo de uma das
vias das lipoxinas tem como consequéncia o bloqueio da produgcdo de ROS (SERHAN,
CHARLES N et al., 2020), molécula relacionada ao aumento do dano tecidual na infec¢ao por
IAV (LIU, HUI et al., 2020). Além disso, corroborando com nossos resultados, em 2020, Wang
et al. demonstraram que, em um modelo de dano pulmonar induzido por ventilagdo mecanica
em ratos, quando os animais foram tratados com LXA, por via venosa, houve uma melhora na

permeabilidade capilar desses animais e o dano pulmonar causado pela ventilacdo mecanica foi
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significativamente reduzido (WANG, QI er al., 2020). Esses resultados sdo de grande
relevancia ja que pacientes com faléncia respiratoria aguda induzida por influenza necessitam
de suporte ventilatério e a ventilacio em si pode exacerbar o dano pulmonar e aumentar a
mortalidade desses pacientes (PIMENTA et al., 2020).

Desse modo, nossos resultados sugerem que a LXA, apresenta um promissor potencial
terapéutico no tratamento de infecc¢do por Influenza A, minimizando o dano tecidual gerado
pelo processo inflamatdrio induzido por esse microrganismo em virtude de seus efeitos anti-

inflamatdrios e pré-resolutivos.
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424 CONCLUSAO
Esse estudo sugere que a intervencao farmacoldgica, via intraperitoneal, com o andlogo

de lipoxina A4, benzo-lipoxina A4, em camundongos, interfere na resposta inflamatoria da
infecgd@o por Influenza A por meio da diminui¢do do recrutamento celular tanto para o tecido,
quanto para as vias aéreas pulmonares, assim como a diminui¢ido da produgdo de mediadores
pro-inflamatoérios por meio do aumento da apoptose de neutréfilos e sua eferocitose e

diminui¢do do marcador para macréfagos M1 — iNOS-.



5 DISCUSSAO GERAL

Mediadores pro-resolutivos sdo moléculas classicamente capazes de reduzir o
recrutamento de neutréfilos; contra-regular a produgcdo de mediadores pro-inflamatorios;
induzir apoptose de neutréfilos e sua eferocitose por macréfagos alternativamente ativados,
M2; induzir o retorno de células ndo apoptdticas para o sangue ou para o sistema linfatico;
regular o sistema imune adaptativo; estimular o reparo tecidual e induzir o retorno do tecido a
homeostase, chamada “homeostase adaptada” (SUGIMOTO et al., 2019b).

Ang-(1-7) é uma molécula ativa do sistema renina-angiotensina com propriedade anti-
inflamatdrias, anti-fibréticas e pro-resolutivas (GALVAO et al.,2019). Sabe-se que as células
do sistema imune e células do epitélio pulmonar expressao tanto ACE2, enzima responsavel
pela conversao da Ang II em Ang—(1-7), quando o receptor Mas, receptor ao qual Ang-(1-7) se
liga (SIMOES E SILVA et al., 2013), porém, pouco se sabe sobre a expressdo endégena de
ACE?2, do receptor Mas e da producao de Ang-(1-7) na fibrose pulmonar (JIA, 2016). Aqui nds
demonstramos o efeito preventivo e terapéutico do uso exdgeno dessa molécula em um modelo
de fibrose pulmonar induzida por bleomicina. A Ang-(1-7), quando dada de maneira preventiva,
apresentou efeitos anti-inflamatérios como diminui¢do do recrutamento de células para o BAL
e para o tecido pulmonar; efeitos pro-resolutivos como aumento da apoptose de neutrofilos; e
anti-fibréticos como diminuicdo da deposic¢ao de colageno no tecido. Porém, quando testamos
o efeito terapéutico dessa molécula nesse modelo observamos que, a medida que atrasamos o
inicio do tratamento, o efeito benéfico da Ang-(1-7) foi perdido, se mostrando tempo-
dependente (capitulo 1). Resolvemos entdo entender se os resultados obtidos com Ang-(1-7)
seria comum com o uso de outro outro pro-resolutivo. Nesse momento, tivemos problemas na
compra nacional de bleomicina, e a importacdo da mesma era inviavel. Por isso, decidimos
trocar o modelo de inducdo de fibrose com bleomicina pelo modelo de inducdo com silica ja
previamente utilizado pelo nosso grupo (LIMA et al., 2019). Testamos entdo o uso do analogo
de LXA,, benzo-LXA, na fibrose pulmonar induzida por silica e percebemos que esse pro-
resolutivo, quando dado de maneira terapéutica, também ndo apresentava efeitos benéficos
nesse modelo (figura suplementar).

O tratamento prévio com benzo-LXA, j4 havia sido testado em um modelo de fibrose
renal em ratos. Emma et al, demonstraram que o tratamento causou a diminui¢do da deposi¢ao
de coldgeno no tecido, assim como, dos nimeros de macréfagos recrutados (BORGESON et

al., 2011). Entretanto, quando testamos esse tratamento em um modelo de fibrose pulmonar



induzida por silica em camundongos, os parametros analisados ndo foram diferentes quando
comparamos 0s animais tratados e nao tratados (figura suplementar).

Porém, pouco se sabe sobre o papel da LXA, e do seu receptor, FPR2, no modelo de
fibrose pulmonar induzido por silica. Em 2015, Trentin et al., demonstraram o papel do
peptideo de Anexina Al, Ac-26, um outro pré-resolutivo que também se liga a0 FPR2, em um
modelo de silicose. Eles mostraram que quando fibroblastos pulmonares knockout para FPR2
eram tratados com o peptideo Ac-26, o efeito anti-fibrético observado em fibroblastos
pulmonares WT era perdido. Com isso, eles concluiram que o bloqueio da producido de
coldgeno pelo tratamento com Ac-26 se deu por meio da sua ligagdo com FPR2 (TRENTIN ez
al., 2015). Em contrapartida, um estudo de 2016 demonstrou o efeito da silica em PMNs e
mondcitos tratados com agonistas de FPR2. Eles mostraram o aumento dos niveis de citocinas
pro-inflamatorias por PMNs e mondcitos estimulados com silica e tratados com agonistas de
FPR2. Assim, concluiu-se que PMNs e mondcitos estimulados com silica apresentaram uma
resposta “inflamogénica” por meio da ativacao de FPR2 (TAVANO et al., 2016). Ainda, em
um outro estudo, foi avaliado o efeito protetivo da apolipoproteina Al (lipoproteina com
propriedades anti-inflamatdrias e antioxidantes) em um modelo de silicose in vivo. O estudo
mostrou que camundongos transgénicos para apolipoproteina Al que receberam silica
apresentaram menor deposi¢do de colageno nos pulmoes assim como menores niveis de TGF-
B e citocinas pré-inflamatérias se comparado a animais ndo transgénicos. Curiosamente,
quando dosaram niveis de LXA,, observaram que animais transgénicos para essa lipoproteina
apresentaram aumento dos niveis desse pro-resolutivo nos pulmdes podendo estar
influenciando no cendrio anti-inflamatério observado (LEE, EUN HEE et al., 2013). Visto que
estudos demonstram papeis diversos e opostos da LXA4 e do seu receptor em modelos cujo
estimulo € moléculas de silica, faz-se necessario uma melhor investigacdo para entender o real
papel desse pro-resolutivo e de seu receptor nesses modelos.

Apesar da necessidade de entender melhor o papel da LXA, e de seu receptor nos
modelos de fibrose pulmonar, o prazo de entrega da tese estava curto e, devido a pandemia, a
demanda de animais estava baixa. Portanto, decidimos testar o uso terapéutico dessa mesma
molécula em um contexto de infec¢cdo por Influenza A, um modelo de doenca inflamatdria
aguda, uma vez que um mesmo mediador pré-resolutivo pode apresentar efeitos diversos em
diferentes doencas inflamatérias (MELO et al., 2021a; RAGO et al., 2019). De fato, os

resultados obtidos foram promissores.



6 CONCLUSAO GERAL

Mediadores pré-resolutivos sao moléculas enddgenas que apresentam papeis diversos
em diferentes doencas inflamatorias, inclusive no contexto pulmonar. Nosso trabalho mostrou
que o uso da angiotensina 1-7 quando usada de modo preventivo na fibrose pulmonar possui
um efeito promissor, porém, esse efeito € perdido quando essa molécula é dada de maneira
terapéutica. Por outro lado, em um outro trabalho, nosso grupo mostrou que essa mesma
molécula possui um efeito terapéutico benéfico em um contexto de infecc@o por Influenza A.
Esses resultados demonstram que uma mesma molécula pode apresentar efeitos diversos
quando usados de forma terap€utica em doencas inflamatdrias agudas e cronicas. Assim, uma
vez que testamos outro pro-resolutivo, benzo-lipoxina A,, como tratamento de fibrose
pulmonar, com o objetivo de entender se outro pro-resolutivo também perderia o efeito
terapéutico benéfico nesse modelo, e ndo observamos diferenga nos parametros analisados entre
os grupos estudados, resolvemos testar esse mesmo andlogo em um contexto de doenca
inflamatoria aguda, infec¢do por Influenza A. Vimos que, diferentemente dos resultados obtidos
no modelo de fibrose, a benzo-lipoxina A, apresentou efeitos promissores como tratamento de
infecg@o por esse virus diminuindo a inflamacdo e aumentando os parametros pro-resolutivos
avaliados. Portanto, demonstramos aqui que uma mesma molécula pode apresentar efeitos
diversos quando dada de forma terap€utica em modelos experimentais diferentes, mostrando a

importancia de entender o papel de cada pré-resolutivo em cada modelo experimental.



7 MATERIAL SUPLEMENTAR

Apés testar o tratamento com angiotensina 1-7 na fibrose pulmonar induzida por
bleomicina, resolvemos testar outra molécula pré-resolutiva, a LXA,4, como medida terapéutica
nesse modelo para entender se os resultados obtidos anteriormente eram comuns para outros
pro-resolutivos. Porém, devido a dificuldade de acesso a bleomicina naquele periodo,
resolvemos mudar para um modelo de fibrose pulmonar induzida por silica ja previamente
usado pelo nosso grupo (LIMA et al., 2019).

Os animais foram anestesiados e, entdo, instilados com 40ul de uma solucdo de
10mg/animal de silica suspensa em salina e sempre bem homogeneizada antes do procedimento
em cada animal. Animais controle foram instilados com o mesmo volume de salina, 40ul. O
tratamento com benzo-LXA, (1,7ug/kg) foi iniciado uma hora antes da indug¢@o da fibrose com
silica, e mantido todos os dias, uma vez ao dia, i.p. Os animais foram eutanasiados nos dias 3,
7 e 14 apo6s a indugdo da fibrose. A instilagdo com silica gerou um aumento nos nimeros de
células totais (A) e nos niveis de mieloperoxidase (B) porém, ndo houve diminui¢do desses
parametros nos grupos que receberam o tratamento prévio com benzo-LXA,.

Como o tratamento nao se mostrou eficiente ja na fase inicial dos experimentos, resolvemos
nao dar prosseguimento as andlises que explicariam tais resultados por elas demandarem um
extenso periodo de tempo; tempo que ndo teriamos devido a pandemia e ao prazo para finalizar
a tese. Com 1isso, decidimos mudar para um modelo de doenca inflamatéria aguda — infeccao

por Influenza A.
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Figura 21. Avaliacdo do efeito do tratamento com o analogo de lipoxina A4 na fibrose pulmonar
induzida por silica. Animais instilados com 10mg/animal de silica tratados (tridngulo cinza) e ndo tratados
(quadrado amarelo) com 1,7ug/kg de benzo-lipoxina A, foram representados. Animais controles foram
representados com um trago continuo. Peso dos animais estudados (A). Andlise celular do BAL com nimeros de
células totais (B), mononucleares (C) e neutrdfilos (D). Valores expressos como média + EPM/mediana. Teste
T seguido do teste de normalidade KS. Graficos representativos de um experimento, onde n= 4 — 7. Os animais
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