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RESUMO

As doencas infecciosas representam uma das principais causas de morte em
todo o mundo. A disponibilidade limitada de terapias antimicrobianas e o
aumento da resisténcia as drogas existentes tornam o manejo terapéutico de
doencas infecciosas um grande desafio. A inflamacéo é uma resposta fisiologica
primordial para proteger o hospedeiro contra microrganismos invasores e deve
ser balanceada e autolimitada para que haja clearance do patégeno e
restauracado da homeostase tecidual. No entanto, a exacerbacéo das respostas
inflamatérias € um dos fatores determinantes para a gravidade e mortalidade
durante infec¢des. Estudos recentes evidenciam o papel da resolucdo da
inflamac&o na modulagao das respostas do hospedeiro a fim de garantir controle
do patégeno e da intensidade da resposta inflamatéria durante infeccdes. A
resolucao da inflamacgéo é um processo ativo e integrado que € coordenado por
diferentes mediadores pro-resolutivos, incluindo a Angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)]
- um peptideo bioativo endégeno que faz parte do eixo contra regulatério do
sistema renina angiotensina (SRA). As acbes da Ang-(1-7) ocorrem
principalmente através de sua ligagdo ao receptor Mas (MasR), um receptor
acoplado a proteina G. Dentre suas acfes anti-inflamatorias, a Ang-(1-7), agindo
via MasR, reduz o recrutamento de leucdcitos, especialmente granuldcitos, e
previne a lesdo tecidual relacionada a hiperativacdo da inflamacéo, como a
fibrose. O presente trabalho demonstra a importancia do eixo Ang-(1-7)/Mas em
dois modelos infecciosos: peritonite induzida por Escherichia coli e pneumonia
causada por Pseudomonas aeruginosa. No modelo de peritonite, a auséncia do
receptor Mas resultou em um atraso na resolucdo da inflamacado, por
comprometer o recrutamento de macréfagos para a cavidade peritoneal,
reduzindo a eferocitose de neutrdéfilos apoptoticos e o clearance bacteriano. De
modo semelhante, durante a pneumonia induzida por P. aeruginosa, animais
deficientes para o receptor Mas (MasR”) também desenvolveram uma forma
mais grave de pneumonia, apresentando maior niumero de neutréfilos no BAL,
maior carga bacteriana, além de niveis aumentados de citocinas e quimiocinas
pro-inflamatorias quando comparado aos animais WT. Andlises histopatologicas
dos pulmdes mostram um grande comprometimento pulmonar apos infeccéo
com P. aeruginosa, que foram semelhantes nos dois gendtipos. De forma
interessante, o tratamento com Ang-(1-7) foi capaz de diminuir o infiltrado
neutrofilico associado com diminui¢éo dos niveis de citocinas e quimiocinas pré-
inflamatérias no BAL, pulmao e plasma dos animais infectados. Além disso, o
peptideo foi capaz de diminuir a carga bacteriana e reduzir o dano pulmonar
decorrente da inflamacdo causada por P. aeruginosa. A identificacdo dos
mecanismos pro-resolutivos e anti-inflamatorios da Ang-(1-7) abrira caminho
para o desenvolvimento de terapias direcionadas ao hospedeiro que promovam
mecanismos de resisténcia e resiliéncia as infecgdes.

Palavras-chave: infeccao; resolucao farmacoldgica; Angiotensina-(1-7); receptor
Mas.



ABSTRACT

Infectious diseases represent one of the leading causes of death worldwide. The
limited availability of antimicrobial therapies and increased resistance to existing
drugs make the therapeutic management of infectious diseases a challenge.
Inflammation is a primordial physiological response aimed to protect the host
against invading microorganisms and must be balanced and self-limited to
ensure pathogen clearance and tissue homeostasis. However, overwhelming, or
dysfunctional inflammation is a determinant factor for severity and mortality
during infections. In recent years, emerging studies have highlighted the role of
inflammation resolution on modulating host responses to ensure pathogen
control and inflammatory responses during infections. Inflammation resolution is
an active and integrated process that is coordinated by different pro-resolving
mediators, including Angiotensin-(1-7) [Ang-(1-7)] - an endogenous bioactive
peptide that takes part of the counter-regulatory axis of the renin-angiotensin
system (RAS). The actions of Ang-(1-7) occur mainly through its binding to the
Mas receptor (MasR), a G protein-coupled receptor. Among its anti-inflammatory
actions, Ang-(1-7) acting via MasR, reduces the recruitment of leukocytes,
especially granulocytes, and prevents tissue damage related to the overactivation
of inflammation, such as fibrosis. The present work highlights the importance of
the Ang-(1-7)/Mas axis in two different infectious models: peritonitis induced by
Escherichia coli and pneumonia caused by Pseudomonas aeruginosa. In the
peritonitis model, the absence of the Mas receptor resulted in a delay on
resolution of inflammation, by compromising the recruitment of macrophages to
the peritoneal cavity, reducing the efferocytosis of apoptotic neutrophils and
bacterial clearance. Similarly, during P. aeruginosa-induced pneumonia, Mas
receptor-deficient mice also developed a more severe form of pneumonia, with
higher numbers of neutrophils in the BAL, increased bacterial load, and higher
levels of cytokines and chemokines as compared to WT mice. Histopathological
analyzes of the lungs show severe pulmonary damage after P. aeruginosa
infection, which were similar in both genotypes. Interestingly, treatment with Ang-
(1-7) during P. aeruginosa infection was able to decrease neutrophilic infiltration
alongside decreased levels of pro-inflammatory cytokines and chemokines in
BAL, lung and plasma of infected animals. Moreover, the peptide was able to
decrease the bacterial load and reduces the P. aeruginosa-elicited lung damage.
The identification of pro-resolving and anti-inflammatory mechanisms of Ang-(1-
7) will pave the way for the development of host-directed therapies in order to
promote mechanisms of resistance and resilience to infections.

Keywords: infection; resolution pharmacology; Angiotensin-(1-7); Mas receptor.
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1 INTRODUCAO

1.1 Inflamacéao

A inflamacdo constitui uma resposta imunoldgica classicamente
desencadeada por infeccdo e/ou dano tecidual com o propdésito fisiolégico de
promover protecdo, adaptacdo e retorno a homeostase. Uma tipica resposta
inflamatdria consiste de quatro componentes: um indutor inflamatério (leséo
estéril ou uma infeccdo), sensores que detectam esse indutor, mediadores
inflamatorios induzidos pelos sensores e o tecido/6rgdo-alvo afetado pelos
mediadores (Medzhitov 2008, 2010).

A resposta inflamatéria bem sucedida resulta na eliminacdo do agente
indutor da inflamacg&o, no reparo tecidual, e no estabelecimento de uma memoria
imunolégica que garanta uma resposta mais rapida e especifica em uma futura
infeccdo pelo mesmo agente (Medzhitov, 2010; Fullerton & Gilroy, 2016). A
inflamagcédo ja € reconhecida pela humanidade ha milhares de anos
especialmente por possuir sinais e sintomas bastante notaveis e por ser um
processo fisiolégico que acompanha as infec¢gdes. Com base na descricao feita
pelo médico romano Cornelius Celsus, no primeiro século a.C., sao
reconhecidos como sinais cardinais e sintomas da inflamacdo: o rubor
(vermelhiddo devido a hiperemia), o tumor (inchagco causado por aumento da
permeabilidade microvascular e extravasamento de proteinas para o espaco
intersticial), o calor (associado com o aumento do fluxo sanguineo e febre), e a
dor (devido a estimulacdo das terminacbes nervosas). Um quinto sinal foi
adicionado posteriormente por Rudolf Virchow em 1858, a perda da funcao,
associada a disfuncdo dos tecidos-alvo do processo inflamatério (Medzhitov,
2010).

Do ponto de vista microscopico, conceitos introduzidos no final do século
19 por Elie Metchnikoff contribuiram para o estabelecimento dos eventos
celulares basicos da inflamacéao e evidenciaram o papel essencial de leucdcitos,
tanto na defesa do hospedeiro quanto na manutencédo da homeostase tecidual
(Medzhitov, 2010).
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Atualmente se reconhece que a inflamacdo é um processo complexo e
altamente coordenado, constituido por multiplos componentes, e que pode ser
controlado nas suas diferentes fases. Resumidamente, a resposta inflamatoria é
iniciada pelo reconhecimento do agente indutor por meio de sensores presentes
em células residentes do tecido, como os macréfagos, linfécitos, mastécitos,
células dendriticas e células epiteliais. Em seguida ocorre a producdo de
mediadores inflamatérios sollUveis, incluindo quimiocinas, citocinas, aminas
vasoativas, radicais livres, mediadores lipidicos derivados do acido araquidénico
(eicosandides) e componentes do sistema do complemento. Como resultado,
ocorrem a quimiotaxia dos leucdcitos para o sitio inflamatério, favorecidos pela
regulacdo positiva de moléculas de adesdo em ambos, leucécitos circulantes e
células endoteliais (Galvéo et al. 2018; Medzhitov 2010).

Considerando o contexto infeccioso aqui estudado, o0s primeiros
leucécitos a serem recrutados para o sitio inflamatério sdo os neutréfilos. Essas
células desempenham um papel inicial critico no controle de infec¢des, primeiro
fagocitando os microorganismos e depois liberando mediadores que atraem
outros leucécitos para o tecido lesionado (De Filippo et al. 2013). Portanto, é
importante entender como essas células sdo recrutadas. As quimiocinas CXCL1,
CXCL2 e, em alguns cenarios, CXCL5, CXCL7 e CXCLS8, sao quimioatraentes
potentes para qual os neutroéfilos respondem (De Filippo et al. 2013). Mastdcitos
e macréfagos produzem uma ampla gama de mediadores capazes de modificar
as respostas imunes. Ambas as células contribuem para os estagios iniciais de
recrutamento de neutrofilos para os tecidos, atravées da liberacdo dos
guimioatraentes de neutrofilos, CXCL1 e CXCL2, apos a estimulagdo com LPS.
Essa liberagdo de mediadores que atuam no recrutamento de mais neutréfilos
para o tecido, depende do milieu inflamatorio (De Filippo et al. 2013). Como para
0s neutrofilos, os mondcitos expressam uma variedade de receptores de
guimiocinas. Um exemplo classico de receptor associado ao recrutamento de
monacitos é o receptor CCR2, que esta relacionado a resposta imune contra
infeccbes e também a patogénese de desordens inflamatdrias. A quimiocina
CCL2 é o principal ligante de CCR2, classicamente associada ao recrutamento

dessas células para o tecido. Camundongos com deficiéncia desse receptor
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mostram susceptibilidade aumentada a infec¢cdes por alguns patégenos,
incluindo a bactéria intracelular Listeria monocytogenes (Serbina and Pamer
2006). Mas, de forma contraria, sdo protegidos do desenvolvimento de
aterosclerose e encefalite autoimune, duas doencas inflamatérias macrofago-
mediadas (Serbina and Pamer 2006). CCL2 estimula a quimiotaxia de monécitos
e varios eventos celulares associados a quimiotaxia, incluindo fluxo de Ca?* e
expressdo de integrinas. E também um indutor da producdo de citocinas por
mondcitos e, em altas concentragcdes, desencadeia um burst oxidativo levando

a geracgdo de espécies reativas de oxigénio (Palomino and Marti 2015).

O processo de recrutamento de leucdcitos para o tecido € complexo, mas
pode ser didaticamente dividido em etapas. De maneira resumida, 0s leucocitos
sdo atraidos do limen para a parede do vaso sanguineo, sédo capturados, rolam
pelo endotélio por meio de interacdes fracas mediadas por selectinas e sofrem
ativagdo celular. Posteriormente ocorre uma adesdo mais firme ao endotélio,
devido ao aumento da expressédo de integrinas, permitindo a transmigracao e a
migracdo dos leucdcitos para o tecido a favor de um gradiente quimiotético
(Simon & Green, 2005; Petri et al., 2008; Yuan et al., 2012; Kratofil et al. 2017)
representado na Figura 1. Ao atingir o sitio inflamatério, esses leucdécitos
funcionam primariamente como fagocitos para a eliminagdo de microrganismos
e restos celulares por diferentes mecanismos. Dentre outros mecanismos
efetores, pode-se citar a fagocitose, a netose, ou langamento de armadilhas
neutrofilicas (NETS) compostas majoritariamente por material genético e
proteases, a liberacao de proteases e a geracao de espécies reativas de oxigénio
(Hickey and Kubes 2009).
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Figura 1: Resumo das interacdes que ocorrem entre leucdcitos e células endoteliais
durante a inflamacéo. Diante de estimulos inflamatérios, moléculas de adesdo sdo mais
expressas em neutrdfilos e células endoteliais. Os neutréfilos rolam ao longo da parede endotelial
vascular realizando interag6es fracas mediadas pelas selectinas. A partir dai, ocorre uma adesao
firme dos neutréfilos com o endotélio, por meio de moléculas de adesédo (ICAM-1 e VCAM) na
superficie da célula endotelial e integrinas (Mac-1 e VLA) na superficie do neutrdfilo. Por fim, os
neutréfilos transmigram através do endotélio por meio de um processo que envolve interacdes
complexas com moléculas juncionais do endotélio, VE- caderina, JAMs e PECAM-1. Adaptado
de Yuan et al., 2012.

Os neutrofilos representam o maior grupo de leucdcitos encontrados na
circulagdo sanguinea humana e sdo uma das primeiras células recrutadas para
o sitio inflamatorio (Petri, Phillipson, and Kubes 2008). Esses leucdcitos
polimorfonucleares (PMNs) sdo produzidos na medula 6ssea a partir de um
progenitor mieldide e, na circulacdo, possuem uma meia vida de 6 a 8 horas (Tak
et al., 2013). Ap6s migrar para o tecido, a meia-vida dos neutréfilos pode ser
prolongada de 3 a 5 dias, principalmente pela acdo de mediadores inflamatorios
produzidos localmente, o que garante tempo suficiente para exercer suas acoes

antibacterianas e fagocitarias (Summers et al. 2010).

Em adicdo a primeira onda de migracdo de neutrdéfilos, ocorre migracéo
de mondcitos os quais se diferenciam em macrofagos ao atingirem o tecido. Os
macrofagos séo considerados fagocitos profissionais, ou seja, ceélulas cuja
funcdo primaria é a de fagocitar particulas inertes ou microrganismos. Os
macréfagos também estdo envolvidos na remocao de células apoptéticas que
sdo geradas durante a remodelacdo tecidual e resolucdo dos processos
inflamatérios (Watanabe et al. 2019). Além de amplificarem a resposta efetora

dos neutrdfilos, por meio da producgéo da producao de mediadores inflamatoérios
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como citocinas e quimiocinas e também dos processos de clearance, 0s
macrofagos desempenham um papel importante na resposta imune adaptativa,
como apresentadores de antigenos aos linfocitos (Nathan, 2008; Poon et al.,
2014). E importante ressaltar que os macrofagos sdo células altamente plasticas
gue adotam fendtipos distintos dependendo do estimulo a que estejam
submetidos (Mosser and Edwards 2008).

Tanto os neutréfilos quanto os macréfagos agem no reconhecimento de
MAMPs (padrbées moleculares associados a microrganismos, do inglés: microbe
associated molecular patterns) e DAMPs (padrbes moleculares associados ao
dano celular, do inglés: damage associated molecular patterns), por meio de
receptores de reconhecimento de padréo, do inglés PRRs, que incluem os
receptores do tipo Toll (TLR, do inglés: toll-like receptors), ou outros da resposta
imune inata. Um dos receptores mais estudados é o TLR4, que medeia respostas
as bactérias Gram negativas por meio do reconhecimento do lipopolissacarideo
de membrana, o LPS. Este reconhecimento desencadeia a ativacao de cascatas
de sinalizac&o intracelulares e de genes pro-inflamatérios, a producédo de
mediadores, recrutamento leucocitario e estabelecimento do processo

inflamatorio (Prince et al., 2011).

Apesar de ser reconhecida durante muitos anos como uma resposta
patolégica associada a infeccbes, a inflamacéo deve ser entendida como um
processo fisioldgico, que quando autolimitada € uma resposta essencial para o
hospedeiro, garantindo a contencéo do patégeno invasor enquanto desencadeia
o reparo do tecido danificado (Neth et al. 2005). De fato, deficiéncias nas vias
inflamatérias podem ser traduzidas clinicamente numa maior suscetibilidade a
infeccdes graves, especialmente no contexto de infec¢des bacterianas (Neth et
al. 2005). Por outro lado, a inflamagcdo persistente ou ndo resolvida pode
cronificar ou piorar a doencga, levando a disfuncdo de barreira epitelial, faléncia
de d6rgaos e, finalmente, morte do hospedeiro (Costa et al. 2013; Fagundes et al.
2012; Sugimoto et al. 2019, Tavares et al. 2022). Nesse sentido, uma vez que 0
indutor inflamatério seja neutralizado, a resposta deve se direcionar para o
processo de resolugcéao da inflamacédo com o objetivo de retorno a homeostase
tecidual. A resposta inflamatoria disfuncional com relacdo a intensidade,

temporalidade e espaco esta muitas vezes relacionada ao desenvolvimento de
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doencas. Dessa forma, identificar e distinguir vias inflamatorias protetoras
daquelas prejudiciais pode favorecer o desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas focadas em medicamentos anti-inflamatérios para minimizar os

sintomas e diminuir a mortalidade por doencgas infecciosas (Garcia et al. 2010).

1.2 Resolucédo da Resposta Inflamatoria

A resolucédo da inflamacdo € um processo ativo que envolve a producéo
e ativacdo de diferentes mediadores bioquimicos e vias de sinalizacdo para
assegurar uma restauracao rapida e bem-sucedida da homeostase dos tecidos
apos inflamacéo. Varios sdo os passos que conduzem a resolucéo eficiente do
processo inflamatério, como: cessamento do recrutamento de neutrdfilos,
tamponacao/inativacdo dos mediadores pro-inflamatorios, inducdo da apoptose
de neutrofilos seguido de clearance dos corpos apoptéticos pelos macréfagos,
recrutamento nao flogistico de mondcitos que se diferenciam localmente em
macrofagos, mudancas do fendtipo dos macréfagos para perfis resolutivos com
aumento da producdo de mediadores anti-inflamatorios e proé-resolutivos
(Alessandri et al. 2013; Sugimoto et al. 2016). Esses eventos estédo

representados na Figura 2.
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Figura 2: Série orquestrada de eventos que levam a resolucéo do processo inflamatério
agudo. A lesédo tecidual estéril ou infecciosa leva ao reconhecimento de padr6es moleculares
(DAMPs efou MAMPs) pelas células residentes, as quais produzem rapidamente varios
mediadores pré-inflamatérios. Na fase produtiva da inflamacdo, esses mediadores levam a
ativacdo endotelial e recrutamento de leucécitos para o local inflamado. Leucdcitos
polimorfonucleares (PMNSs) sdo geralmente as primeiras células a serem recrutadas, seguidas
de mondcitos. Essas células exercem, portanto, suas fungbes efetoras contra o agente
responsavel pela lesdo. Em uma fase de transi¢éo, ocorre intensa apoptose de PMNs, seguida
por eferocitose por macréfagos, que alteram, consequentemente, seu perfil inflamatério (M1)
para anti-inflamatério (M2). Esses macrofagos liberam mediadores anti-inflamatérios e
resolutivos, essenciais para o inicio do processo de resolucdo. Nesse processo, macréfagos do
tipo M2 tém seu perfil alterado para macréfagos do tipo resolutivo (Mres), que produzem
moléculas antioxidantes e antifibroticas, conduzindo finalmente ao retorno da homeostase
tecidual com o minimo de lesédo. Adaptado de Alessandri et al., 2013.

Como mencionado, essas etapas ndo ocorrem passivamente, mas séo
ativamente induzidas e controladas pelos mediadores pré-resolutivos. Tais
mediadores sdo de natureza bioquimica diversa e incluem lipideos (mediadores
pro-resolutivos especializados — SPMs, do inglés specialized proresolving
mediators), proteinas (Anexina Al, galectinas), gases (H2S e CO), purinas

(adenosina), bem como neuromoduladores liberados sob o controle do nervo
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vago (acetilcolina e outros neuropeptideos) (Sugimoto et al. 2016). Mais
recentemente, estudos demonstraram que o peptideo Angiotensina-(1-7) atua
em diferentes eventos chave da resoluc¢édo da inflamacéo, incluindo a indugéao da
apoptose de polimorfonucleares e do processo de eferocitose (Barroso et al.,
2017; Magalhaes et al., 2018) e a reprogramacao de macréfagos in vitro e in vivo
(Santuchi et al. 2019; Hammer et al. 2016; Zaidan et al. 2022) e aumentando o

clearance bacteriano (Melo et al. 2021; Zaidan et al. 2022)

Apesar da crescente identificacdo e descricdo dos mediadores resolutivos
pela literatura, novas moléculas enddégenas promotoras da resolucéo tendem a
ser descobertas a medida que se amplia o entendimento sobre a resolucao da
inflamacé&o, seus mecanismos e os diferentes sistemas biolégicos com os quais

interagem a fim de contribuirem para homeostase (Tavares et al. 2022).

1.3 O Sistema Renina Angiotensina Aldosterona (SRA) e a producéo

de Angiotensina-(1-7)

O sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRA) € classicamente
conceituado como um sistema humoral que controla diversas funcdes
cardiovasculares, renais e adrenais; além do equilibrio de liquidos e eletrdlitos.
A cascata do chamado SRA classico inicia-se com a biossintese da enzima
renina pelas células justaglomerulares renais a partir da pro-renina (Griendling
et al.,, 1993). Apds clivagens sequenciais, a renina ativa é secretada na
circulacdo sanguinea (Naruse et al., 1982), clivando o angiotensinogénio
proveniente do figado e formando o decapeptideo inativo Angiotensina | (Ang I).
Este € hidrolisado pela enzima conversora de angiotensina (ECA), culminando
na formacédo de Angiotensina Il (Ang Il) (Carey & Siragy, 2003; Lovren et al.,
2008), cujos efeitos vasculares, cardiacos, renais e adrenais sdo mediados por
dois receptores acoplados a proteina G, a saber, AT1 e AT2 (Nguyen Dinh Cat
and Touyz 2011) Figura 3.
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Figura 3: Esquema simplificado do Sistema Renina Angiotensina Aldosterona (SRA). ECA,
Enzima Conversora de Angiotensina; ECA2, Enzima Conversora de Angiotensina 2; Ang 1-7,
Angiotensina-(1-7); Ang 1-9, Angiotensina-(1-9), Ang |, Angiotensina I; Ang Il, Angiotensina I,
AT1, receptor de Angiotensina do tipo um, AT2, Receptor de Angiotensina do tipo dois, MasR,
Receptor de Angiotensina (1-7) Adaptado de Prestes et. al., 2016.

O receptor de angiotensina do tipo um (AT1) esta expresso nas células
musculares lisas dos vasos sanguineos, no coracéo e também em outros 6rgaos,
como o rim e o cérebro (Michael Bader and Ganten 2008). A interagcdo da Ang Il
com esse receptor € responsavel por vasoconstricdo, progressado de processos
inflamatérios e proliferativos, entre outros efeitos (Ferrario 2006). Por sua vez, o
receptor de angiotensina do tipo dois (AT2), que se encontra bastante expresso
durante o periodo embrionério, tem expressao reduzida apés o0 nascimento
(Carey and Siragy 2003). AT2 medeia efeitos contrarios aqueles do receptor AT1
(Carey 2005) e, dessa forma, os efeitos fisiolégicos classicos do SRA recaem
sobre o receptor AT1 (Ferrario 2006).

A identificacdo da enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2), que
antagoniza algumas das acdes do eixo Ang II/ECA/AT1 ao promover a
degradacgdo de Ang Il para o nonapeptideo angiotensina-(1-9) e o heptapeptideo
angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)] (Lovren et al. 2008; Nguyen Dinh Cat and Touyz
2011), permitiu a descricdo de um eixo alternativo no SRA (Lautner et al. 2013;
Sampaio et al. 2007). A Ang-(1-7) também pode ser sintetizada por outras vias
a partir de Ang | ou da propria angiotensina-(1-9) pela acdo de endopeptidases
e, uma vez formada, pode ser degradada pela ECA e por aminopeptidases em
fragmentos inativos (Yamamoto et al. 1992). A Ang-(1-7) esta presente tanto na
circulacdo como nos tecidos, incluindo o cérebro, coracdo, vasos sanguineos,
entre outros (Sampaio et al. 2007). De forma contraria a Ang I, a Ang-(1-7) € um

potente vasodilatador (Ferrario et al. 1997), possuindo também efeitos



22

antiproliferativos e anti-inflamatoérios (Souza and Costa-Neto 2012). Esses
efeitos sdo mediados pelo receptor Mas acoplado a proteina G, do qual esse
heptapeptideo é um agonista enddégeno (Santos et al. 2003). Em camundongos,
esse receptor esta expresso em varios tecidos como o cérebro, testiculo,
coracao e pulméao (Bader et al. 2014). Em humanos, o receptor Mas € expresso
nos rins, cérebro, coracao, olhos, adrenais e células do sistema vascular (Santos
et al. 2003). A utilizacdo de bloqueadores farmacoldgicos, como o (D-Ala7)-
Angiotensina I/ll (1-7) (A779) em estudos do papel do receptor Mas in vivo e in
vitro, tém sido de grande valia para a compreensdo das vias intracelulares
ativadas pela interacdo Ang-(1-7)-receptor Mas, que levam aos efeitos
anteriormente citados em diversos modelos experimentais (Chen et al. 2017; da
Silveira et al. 2010; Souza and Costa-Neto 2012; Villalobos et al. 2016).

A Ang-(1-7) atua como um peptideo contrarregulador da Ang Il por meio
da oposicdo aos seus efeitos, especialmente, vasoconstricdo e proliferacdo
celular. Ang-(1-7) possui atividade biolégica em varios 6rgaos. No coracao, a
Ang-(1-7) exerce um papel cardioprotetor, podendo prevenir o remodelamento
cardiaco, via reducdo da hipertrofia e fibrose. Esse peptideo tem atividade
vasodilatadora dependente do endotélio. De fato, Ang-(1-7) pode estimular a
producdo de oxido nitrico (NO) (Ferrario et al. 1997; Sampaio et al. 2007) por
meio de uma via dependente de AKT, prostaglandinas ou fator relaxante
derivado do endotélio, além de potencializar a agdo da bradicinina. Possuli,
também, efeito antiproliferativo em células de musculo liso vascular e tecido
fibrovascular, € antitromboético e antiarritmico e inibe a expressdao da ECA
(Ferrario et al. 1997; Sampaio et al. 2007). Além disso, Ang-(1-7) pode atuar
como um importante neuromodulador, especialmente em &reas relacionadas

com o controle ténico e reflexo da presséo arterial (Santos et al. 2000).

Mais recentemente, estudos demonstraram que a Ang-(1-7) modula a
migracdo de leucdcitos, a expressao e liberacédo de citocinas e ativagado de vias
inflamatérias. Foi demonstrado que o tratamento com Ang-(1-7) é capaz de
reduzir o recrutamento de neutrdéfilos e diminuir o dano tecidual em um modelo
de artrite induzida por antigeno (Da Silveira et al. 2010). Em outro modelo de
insuficiéncia renal aguda, induzida por isquemia e reperfusdo, o tratamento com

0 agonista do receptor Mas, AVE 0991, foi capaz de diminuir o recrutamento de
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neutréfilos com consequente diminuicdo do dano tecidual (Barroso et al. 2012).

Como ja citado, estudos recentes, incluindo do nosso grupo de pesquisa, tém

demonstrado alguns efeitos pro-resolutivos da Ang-(1-7), como a inducao da

apoptose de polimorfonucleares e do processo de eferocitose (Barroso et al.

20173a;

Magalhaes et

al. 2018;),

a migracdo nao

flogistica de

monadcitos/macréfagos (Zaidan et al., 2022) e a reprogramacao destas células

para fenétipos resolutivos (Hammer et al., 2016; Santuchi et al. 2019; Zaidan et

al. 2022). A Tabela 1 sintetiza alguns estudos que avaliam a relevancia de Ang-

(2-7) ou do agonista sintético de Mas, AVE0991, ou ainda ativacdo/deficiéncia

de ECA2 em modelos pré-clinicos de doenca.

Doenca Modelo animal Intervencao Efeitos Referéncias
|"ﬂ:_m395t0 induzida por |Infiltrado de neutrdfilos
adjuvante em ratos e - 5 TNF-a e IL1 ivei
Artrite inflamac&o induzida por Administracao de iCXCL-‘l B Da Silveira et al.,
antigeno em camundongos AVED991 |Hipemocicepcso 2010.
|Alteracdes histoldgicas
|Remodelamento das vias aéreas
lInfiltrado inflamatdrio El-Hashim et al.,
Administracdo de 1IgE 2012
Ang-(1-7) liLl-4ell-5 Magalhées et al.,
1CCL2 e CCL5 2015.
Asma Alergia induzida por ovalbumina 1P-Erk1/2, P-JNK e P-IkB-a
oo = |Remodelamento das vias aéreas Rodrigues-
AdmAlrcsEtaaggio to |Responsividade das vias aéreas Machado et al.,
lIL-5 2013.
Dlotsiacem s Superexpressio de iél(t)e[g(}oes histolégicas Dong et al, 2008
i IMMP-3 & MMP-9
Aterosclerose Admistracio de A779 tLipideo e macréfagos Yang et al., 2015.

Dieta rica em

gordura e animal ApoE KO

1TNF-a e IL-6

Administracao de
AVE0991

lIL-6, IL-12 e CCL2

Jawien et al.,
2012.

Isquemia cerebral

Ocluséo arterial induzida por

ET-1

Administracao de
Ang-(1-7)

|Area infartada

| Deficiéncia neuroldgica
lIL1-aell-6

1|CXCR4 e CXCL12
1INOS

Fraga-Silva et al.,
2015.

|Area infartada

Administraciio de | Deficiéncia neuroldgica Regenzli(]a;gt stal;
Obstrucao arterial cirtirgica Ang-(1-7) 7 |TNF-a e IL-1p Mécca ot al,
icox2 2011
|P-IkB-a and P-NF-kB p65 g
=3 Z 1Gravidade da doenca Z
Colite Inflamacé&o induzida por DDS Adm:;'sf;??)o = |Alteracdes histolégicas Khajzeg; gt .
g |P-ERK1/2, P-p38 MAPK e P-Axt :
tCreatinina sérica e nitrogénio derivado uréia Shiota et al.,
Diabetes induzida por STZ Deficiéncia de ECA2 | tAlbumintria 2010.
tDano glomerular e intersticial
tDano intersticial
Obstrucdo ureteral unilateral Deficiéncia de ECA2 | 1 TNF-a, IL-1p e CCL2 Liu et al., 2012.
Doenca renal 1t P-IkB-a and P-NF-xB
cronica Camundongo diabético Akita Administracdo de 1Albumintria

Oudit et al., 2010.

ECA2 |Alteracdes histoldgicas
Nefropatia induzida por Administracdo de | {Dano intersticial Silveira et al.,
Adriamicina AVE0991 ITGF-B1 2013.
— tClearance creatinina
Ratos diabéticos Zucker Administracdo | | Proteiniria Giani et al., 2012.
de Ang-(1-7) ITNF-aell-6
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e = |Alteracdes histoldgicas
Camundongos diabéticos db/db Adm/:\mstr:g? 0 1Inﬁltra%:lo inﬂamatégrio Mori et al., 2014.
ng-(1-7) |P-STAT3
tCreatinina sérica e nitrogénio derivado de
Camundongos ApoE KO Deficiéncia de ECA2 | uréia Jinetal, 2015.
HL-1B, IL-3, IL-6, IL-13, IL-17A e TNF-a
tParametros relacionados a funcéo cardiaca
|Hipertrofia cardiaca e fibrose
Falgids carding Cardiomiopatia induzida por Administracdo de |Fibronectina e TGF- p1 Zhong et al.,
Ang I ECA2 |P-ERK1/2, P-JAK2 and P-STAT3 |PKC-a 2010.
and PKC- 1
|Estresse oxidativo
Doenca pulmonar induzida por Admidsiracio de 1H|pertens§o pulmonar Trem ebal.,
Doenca pulmonar LPS ECAD 1Oxigenacao 2010
ITNF-a )
Superexpressao de lgg’;_; QordulE corpioral Santos et al_,
Ang-(1-7) 118 2012
Obesidade Dieta rica em gordura 3 3 1
Administracao de {3929 @ gOIuH compora Santos et al.,
Ang-(1:7) |TNF-aelL-6 2013
| NF«B and P-p38 MAPK ;

Tabela 1: Efeitos anti-inflamatérios do eixo ECA2/Ang-(1-7)/MasR em modelos animais de
doencas humanas. Adaptado de Prestes et al., 2016.

1.4 Estudos de Ang-(1-7) em modelos infecciosos

No contexto de doencas infecciosas, a disfuncdo do SRA tem sido
associada a patogénese da sepse (Zhang et al. 2014), sindrome respiratéria
aguda grave (um achado comum durante infec¢gdes pulmonares graves) (Imai et
al. 2005) e infeccdo por Influenza A Virus (IAV) (Yang et al. 2014; Zou et al.
2014). Dado o papel significativo dos componentes do SRA nas diferentes fases
da inflamacéo - desde o inicio até a resolucdo - a ativacao das vias regulatorias,
da qual Ang-(1-7) participa, foi sugerida como estratégia de tratamento para
diferentes doencas infecciosas. Em um modelo murino de sepse polimicrobiana
induzida por ligadura e puncéo cecal (CLP), o tratamento com Ang-(1-7)
aumentou a sobrevida e atenuou a lesdo de 6rgdos através do controle e
restricdo da hiperativacdo de vias de sinalizacao inflamatérias, como a via do
NF-kB ( Tsai et al. 2018; Ng et al. 2020). De maneira interessante, a auséncia do
receptor Mas levou a maior frequéncia de macréfagos com fendtipo pro-
inflamatério e secrecéo de citocinas durante a inflamacéo (Benigni, Cassis, and
Remuzzi 2010; Hammer et al. 2016).

Além de modular a resposta inflamatéria, Ang-(1-7) também promove

defesas antimicrobianas do hospedeiro. De fato, Ang-(1-7) mostrou resgatar a
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capacidade fagocitaria de neutréfilos de camundongos diabéticos levando ao
aumento da fagocitose de Staphylococcus aureus (Soto, Gaffney, and Rodgers
2019), uma importante bactéria causadora de infeccdes nosocomiais. Ainda
nesse sentido, a inibicAdo de ECA2 prejudica drasticamente as funcdes
antibacterianas dos neutrofilos, aumentando a suscetibilidade a infeccdes
bacterianas (Cao et al. 2021). De modo similar, outro estudo utilizando um
modelo de infec¢éo pulmonar por Pseudomonas aeruginosa, revelou a dinamica
de expresséao e atividade de ECA2 nos pulmdes, mostrando a importancia da
regulacdo temporal desta enzima para o recrutamento de neutrofilos e a
resolucéo da inflamacéo e letalidade dos animais (Sodhi et al. 2019). Ainda, um
estudo recente demonstrou que Ang-(1-7), além de modular a inflamacéo,
diminuiu a carga bacteriana nos pulmdes de camundongos infectados com
Mycoplasma pneumoniae, aumentando a morte bacteriana por macrofagos
(Collins et al. 2021).

Outro aspecto importante dos efeitos pro-resolutivos da Ang-(1-7) € sua
acdo protetora em 6rgaos em diferentes contextos de doenca. Em um modelo
de nefropatia, o tratamento com losartana, um antagonista do receptor AT1,
desvia a ativacao pro-inflamatoria do SRA levando a menor leséo renal (Da
Silveira et al. 2013). Dadas as ac¢bes nefroprotetoras da Ang-(1-7), € possivel
gue esse mediador possa melhorar o dano renal secundario causado pela

inflamacéo exacerbada na sepse (Tsai et al., 2018).

A pandemia da COVID-19 colocou em evidéncia o papel da ECA2 durante
as doencas virais. Esta enzima foi descrita como o principal receptor para o0 novo
coronavirus (Letko, Marzi, and Munster 2020), podendo controlar tanto a
infeccdo celular quanto as consequentes respostas inflamatorias durante a
COVID-19 (Verdecchia et al. 2020). Estudos contrastantes exploraram a
expresséo e o papel da ECA2 durante a doenga. A necropsia dos pulmdes de
pacientes com COVID-19 mostrou niveis aumentados da enzima ECA2 quando
comparados aos pulmdes de individuos néo infectados (Ackermann et al. 2020).
Além disso, niveis plasmaticos aumentados de ECA2 e Ang-(1-7) também foram
encontrados em pacientes graves com COVID-19 (Reindl-Schwaighofer et al.
2021). No entanto, estudos conduzidos em outra coorte de pacientes mostrou

gue os niveis plasmaticos de Ang-(1-7) foram significativamente reduzidos na
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COVID-19 em comparacao com doadores saudaveis (Henry et al. 2021). Apesar
dos dados opostos, é provavel que os niveis aumentados de Ang-(1-7) em
pacientes graves, sinalize uma tentativa de contrarregulacdo do processo

inflamatério nesses pacientes.

Além da COVID-19, o papel do eixo ECA 2/Ang-(1-7)/MasR também foi
avaliado no contexto de outras doencas virais, incluindo pneumonia causada por
Influenza A Virus (IAV). Pacientes infectados com IAV H7N9, uma cepa com
potencial pandémico, apresentaram niveis plasmaticos mais elevados de Ang Il,
os quais foram correlacionados com a gravidade da doenca, sugerindo a
possibilidade de ser um biomarcador interessante no prognéstico desta infeccéo
(Huang et al. 2014). Em concordancia com esses achados, a deficiéncia de
ECAZ2 piorou a pneumonia por IAV (causada por H7N9 e H5N1), devido as acées
pro-inflamatorias do eixo Ang II/AT1R. Nesse sentido, a administracdo de ECA2
recombinante humana melhorou a lesdo pulmonar induzida pelo H5N1 em
camundongos (Yang et al. 2014; Zou et al. 2014). Ainda, estudos recentes
mostraram que uma formulacdo oral de Ang-(1-7) reduziu a inflamagéo e
letalidade apos a infeccéo por IAV (H1N1) (Melo et al. 2020). Foi demonstrado
gue a protecdo conferida pela Ang-(1-7) parece estar relacionada aos seus
efeitos pro-resolutivos, ao invés de um efeito antiviral direto, e inclui a indugéo
de apoptose de neutréfilos seguida de sua eferocitose por macréfagos (Melo et
al. 2020). Ang-(1-7), ativando MasR, diminuiu de forma significativa o dano
pulmonar e as cargas virais no pulmao durante a infeccdo aguda pelo IAV. De
forma interessante, o tratamento com Ang-(1-7) reduziu a gravidade do dano
pulmonar e letalidade causados por uma infec¢cao secundaria por Streptococcus

pneumoniae (Melo et al. 2020).

Por fim, evidéncias crescentes apoiam o papel protetor do eixo regulador
ECA2/Ang-(1-7)/MasR no contexto de doengas infecciosas, incluindo
pneumonias (bacteriana e viral) e sepse. De modo geral, Ang-(1-7) e seus
miméticos mostraram se capazes de aumentar os mecanismos do hospedeiro
relacionados com resisténcia as infec¢cdes. No entanto, se faz necessario mais
estudos que foquem no papel de eixo contra regulatério do SRA em outros
modelos de doencgas infecciosas.
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1.5 Pneumonia causada por Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa € um bastonete Gram negativo ubiquo na
natureza e um patdgeno oportunista em humanos. Possui diversos fatores de
viruléncia, incluindo exotoxinas e enzimas (Fujitani, Sun, Yu & Weingarten,
2011). Além disso, é capaz de produzir um biofilme que confere resisténcia por
exemplo, a fagocitose por leucdocitos do hospedeiro (Fujitani, Sun, Yu &
Weingarten, 2011). Dentre os sitios anatdmicos infectados por essa bactéria, o
pulméo estd associado a maior taxa de mortalidade. Epidemiologicamente, a
pneumonia causada por P. aeruginosa atinge prioritariamente, pacientes
imunocomprometidos, como € o caso daqueles com fibrose cistica (FC) e doenca
pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) levando a uma doenca pulmonar

hemorragica e necrotica (Fujitani, Sun, Yu & Weingarten, 2011).

As infecgOes por P. aeruginosa geralmente estdo associadas ao trato
respiratorio, como, por exemplo, a pneumonia. A infeccdo do trato respiratorio
compromete a integridade da barreira epitelial alveolar, levando a rapida necrose
do epitélio pulmonar e disseminacdo da bactéria para a circulagcdo. A
resposta imune inata € essencial para o controle da infec¢do por P. aeruginosa.
Essa resposta inclui a produgdo de mediadores inflamatérios, recrutamento
celular e depuracao fagocitica por neutrofilos e macrofagos (Gongalves-de-

Albuquerque et al., 2016).

Os macréfagos alveolares funcionam como a primeira linha de defesa
contra patdégenos pulmonares, sendo importantes para coordenar a resposta
inflamatoria frente a infeccdo. Os macrofagos alveolares irdo atuar na fagocitose
e killing de Pseudomonas aeruginosa, no recrutamento de neutréfilos e na
fagocitose de neutréfilos mortos, limitando o dano tecidual (Sainz-Mejias;
Jurado-Martin & McClean, 2020). Além da fagocitose, os macrofagos alveolares
e as células residentes, irdo realizar o reconhecimento de alguns fatores de
viruléncia de P. aeruginosa através dos receptores de reconhecimento de padréo
(PRRs). Como por exemplo, receptores do tipo TLR-4 e TLR-5, que séo ativados
por LPS e por flagelina, respectivamente. Esse reconhecimento induz ativagéo
da via do NF-kB e induz a liberagdo das citocinas TNF e IL-6 e da quimiocina
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CXCL1, que participa do recrutamento de neutrofilos para o sitio inflamatorio
(Franchi et al., 2009; Sainz-Mejias; Jurado-Martin & McClean, 2020).

O recrutamento massivo de neutrofilos € uma caracteristica importante da
infeccd@o por P. aeruginosa, sendo que este recrutamento se da principalmente
por ligacdo das quimiocinas CXC nos receptores CXCR1 e CXCR2 (Sainz-
Mejias; Jurado-Martin & McClean, 2020). Uma vez recrutado para o sitio
infeccioso, os neutrofilos exercem papel importante na eliminacdo da bactéria
através da fagocitose, liberacdo de serina-proteases e espécies reativas de
oxigénio e de nitrogénio, que atuam como bactericidas (Lavoie et al., 2012;

Goncalves-de-Albuquerque et al., 2016).

Dentro do ambiente hospitalar, as infec¢des por P. aeruginosa sao ainda
mais relevantes. Estima-se que aproximadamente 60% dos pacientes que dao
entrada em Unidades de Terapia Intensiva (UTIs) desenvolvem uma doenga
infecciosa. Destas, 11% estdo associadas a infeccdo por P.
aeruginosa, perdendo apenas para Klebsiella pneumoniae (27%) e Escherichia
coli (20%) (Choudhuri; Chakravarty; Uppal, 2017). Ainda, vale ressaltar que
grande parte dos pacientes internados em UTIs recebem antibioticoterapia,
dentre eles, antimicrobianos de amplo espectro (Robak et al., 2018), sendo 0 uso
desses medicamentos um dos fatores de risco para infeccdo hospitalar pela P.
aeruginosa (Gomila et al., 2018). Devido a tais caracteristicas epidemiolédgicas
e fisiolégicas e associado ao seu perfil de resisténcia a mdultiplas drogas, a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) incluiu P. aeruginosa na lista dos
principais patdgenos para 0s quais a descoberta de novos agentes
antimicrobianos é de extrema urgéncia (WHO, 2017). Nesse sentido, o uso de
mediadores  pré-resolutivos, como Ang-(1-7), associados a terapia
antimicrobiana, pode ser considerado uma alternativa terapéutica para o

tratamento de infec¢cdes pulmonares causadas por P. aeruginosa.
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1.6 Peritonite causada por Escherichia coli

Escherichia coli é um bastonete Gram-negativo da familia
Enterobacteriaceae, sendo uma bactéria comensal do trato intestinal de
humanos saudaveis e muitas outras espécies animais, mas também pode causar
uma ampla gama de doencas, desde diarreia a infecgcdes extra intestinais
(Kosilova et al., 2020). E. coli € um dos isolados clinicos mais comuns em
laboratérios de microbiologia e classificada em trés grandes grupos: cepas
comensais, cepas patogénicas intestinais e cepas patogénicas extraintestinais,

de acordo com a etiologia da doenca ocasionada (Kosilova et al., 2020).

Peritonite significa inflamacg&o do peritbnio, cuja causa nao é especifica.
Como a maioria das peritonites clinicamente significativas € causada por
bactérias, ambos os termos sdo usados simultaneamente (Delibegovic et al.,
2007). Szeto e colaboradores (2006) demonstraram que, dentre todos os
microrganismos, os da familia Enterobacteriaceae foram as causas mais comuns
de peritonite relacionada a didlise peritoneal, sendo a espécie E. coli mais
comum. Em comparacgédo com infeccdes do trato urindrio, do trato respiratorio ou
da pele, a peritonite bacteriana € uma doenca rara. No entanto, quando se
desenvolve, é uma infeccdo grave e potencialmente fatal com envolvimento

sistémico (Szeto et al., 2006).

A barreira intestinal e o sistema imunologico peritoneal sdo altamente
desenvolvidos para prevenir infeccdes. A barreira entre as bactérias presentes
no limen intestinal e a cavidade peritoneal inclui elementos fisicos e funcionais
e compreende: (1) O muco que cobre o epitélio intestinal, limitando o contato
direto entre bactérias e células humanas, (2) o epitélio intestinal, que constitui
uma barreira fisica e (3) o tecido linfatico associado ao intestino, que protege
contra transmigragcdo bacteriana. Diferentes tipos celulares, bem como
componentes funcionais, como peptideos antimicrobianos, estdo envolvidos na

prevencao de infeccdes peritoneais (Porner et al., 2021).

A peritonite bacteriana € classificada como peritonite priméria e
secundéria de acordo com sua patogénese (Laroche et al., 1998). A peritonite

primaria é causada pela translocacao bacteriana para a cavidade peritoneal sem
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perda evidente da integridade peritoneal e ocorre predominantemente em
pacientes imunossuprimidos ou criancas. Esta forma de peritonite inclui a
peritonite bacteriana espontanea, observada em pacientes com cirrose, a
peritonite tuberculosa, relacionada a infecgdo por Chlamydia trachomatis como
observada na doenca inflamatéria pélvica e, em um sentido mais amplo, a
peritonite relacionada a dialise peritoneal (Wittmann et al., 1990). A peritonite
secundaria é a forma mais comum da doenca e resulta de uma fonte infecciosa
intra-abdominal com perda da integridade peritoneal e muitas vezes exige
cirurgia. A peritonite secundaria e a peritonite bacteriana espontanea séo
predominantemente causadas por bactérias que colonizam a mucosa intestinal,
enguanto em pacientes em dialise peritoneal, as bactérias que colonizam a pele

sdo os patégenos predominantemente encontrados (Porner et al., 2021).

A mortalidade na peritonite esta relacionada a inflamacao sistémica e a
sepse (Porner et al. 2021). Portanto, a antibioticoterapia adequada e oportuna,
assim como o emprego de moléculas pré-resolutivas que visem o controle da
inflamac&o exacerbada envolvida na patogénese da doenca, podem constituir
um dos pilares terapéuticos em qualquer uma das formas de peritonite

bacteriana.
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2 JUSTIFICATIVA

O estudo de moléculas pro-resolutivas enddégenas tem chamado atencéo
por oferecer uma oportunidade terapéutica potencialmente superior a terapia
anti-inflamatoria classica (Perretti et al. 2015), com menos efeitos colaterais e,
supostamente, sem causar imunossupressdo, aspecto esse importante
principalmente no contexto de doencas infecciosas (Tavares et al., 2022).
Pesquisas recentes demonstram que a Ang-(1-7) pode atuar como um mediador
pro-resolutivo importante no contexto das inflamagdes agudas, atuando na
diminuicdo da producdo de mediadores e recrutamento de células inflamatérias
(Da Silveira et al., 2013), induzindo a apoptose de neutrofilos e estimulando a
eferocitose por macrofagos (Barroso et al. 2017), atuando na migracdo nao
flogistica de mondcitos/macréfagos e sua reprogramacgdo para os perfis anti-
inflamatério e pro-resolutivos (Hammer et al. 2016; Santuchi et al. 2019; Zaidan
et al, 2022).

Desde a descoberta dos mediadores pro-resolutivos nos anos 90 (revisto
por Serhan et al., 2011) os estudos vém sendo conduzidos em modelos
inflamatérios agudos autoresolutivos. Nos Ultimos anos, iniciou-se o estudo
desses mediadores e da aplicabilidade dos mesmos em modelos infecciosos
(Spite et al, 2009). Apesar da descricdo das acdes pro-resolutivas da Ang-(1-7)
em modelos pré-clinicos de inflamacéo, tais efeitos sdo pouco explorados no
contexto infeccioso. Levando-se em conta que a resposta inflamatoria
exacerbada no contexto de doencas infeciosas contribui de forma importante
para os altos indices de mortalidade e que a Ang-(1-7) pode modular a
inflamacéo, promover resolucdo e reparar o tecido, o estudo do eixo Ang-(1-
7)/MasR pode trazer uma contribuicdo para o entendimento dessa via na
patogénese de doencas infecciosas de dificil tratamento, como a peritonite e as
infeccdes causadas por Pseudomonas aeruginosa, bem como a perspectiva de

descoberta de novas abordagens terapéuticas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estudar o papel da Ang-(1-7) e do seu receptor Mas em dois diferentes
contextos infeciosos: na peritonite, desencadeada pela infeccéo por Escherichia

coli, e na pneumonia, causada por Pseudomonas aeruginosa em camundongos.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Avaliar a expressao do receptor Mas em macréfagos peritoneais durante a

peritonite autorresolutiva induzida por E. coli.

3.2.2 Avaliar o impacto da inibicdo do receptor Mas durante a resolucdo da
peritonite induzida por E. coli, por meio da interven¢cdo farmacoldgica com o

antagonista A779.

3.2.3 Avaliar o impacto da deficiéncia genética do receptor Mas durante a
resolugcao da peritonite induzida por E. coli, comparando a infecgdo nos animais

MasR" aos controles C57BI/6 WT quanto aos:

a. Parametros inflamatdrios,
b. Carga bacteriana dos animais infectados,

c. Fagocitose e eferocitose.

3.2.4 Avaliar o efeito da Ang-(1-7) sobre a fagocitose e killing de E. coli e P.

aeruginosa por macrofagos.

3.2.5 Avaliar o impacto da deficiéncia genética do receptor Mas na pneumonia
bacteriana causada por P. aeruginosa, comparando a infeccdo nos animais
MasR” aos controles C57BI/6 WT, quanto aos:

a. Pardmetros inflamatérios,

b. Carga bacteriana dos animais infectados,

c. Eferocitose.
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3.2.6 Avaliar o efeito do tratamento com o peptideo Ang-(1-7) em animais

infectados com P. aeruginosa, quanto aos:

a. Parametros inflamatérios,
b. Carga bacteriana dos animais infectados,
c. Eferocitose,

d. Letalidade induzida pela infec¢éo.
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4 METODOLOGIA

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos C57BL/6 selvagens (WT), machos, de 8
semanas de idade, obtidos do Biotério Central da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG) e camundongos deficientes para o receptor Mas (MasR™)
obtidos do biotério do Laboratorio de Hipertensédo do Departamento de Biofisica
e Fisiologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da UFMG (em colaboracao
com o Dr Robson A.S. Santos e Dra Maria José Campagnole Santos. Os animais
foram mantidos em caixas microisoladoras com no maximo 5 animais em cada
sob o controle de temperatura (28 a 30°C), umidade (50%), ventilagc&o e ciclo da
luz (claro-escuro). Os animais tiveram acesso a agua e racdo sem restricao.
Todos os experimentos foram aprovados na Comissao de Etica na utilizac&o de

animais (CEUA) sob o numero de protocolo 159/2021.

4.2 Drogas e reagentes

Os peptideos sintéticos da Angiotensina-(1-7) e do antagonista do seu
receptor Mas, A779, foram adquiridos da Bachem Inc.® (Suica). A pureza de
ambos foi checada pela fabricante por HPLC (Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia) e superior a 99%.

4.3 Peritonite induzida por E. coli

Para a padronizagcdo do modelo de infeccdo peritoneal pela E. coli
utilizamos a cepa ATCC 25922 de acordo com Chiang et al (2012). Para preparar
0 indculo, a linhagem previamente armazenada a -80°C foi inoculada em agar
LB e incubada a 37°C. Apés o crescimento das colbnias na placa, com o auxilio
de uma alca bacterioldgica, colonias foram adicionadas a 10 mL de caldo LB
estéril, que foi mantido na estufa a 37°C overnight. Apés esse periodo, foi medida

a absorbancia do caldo. Para determinacéo da quantidade de UFC/mL presentes
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no caldo, o valor de absorbéancia foi multiplicado por 8x108 conforme a equacéo
(UFC/mL = ODeoo nm X 8x108). Para a infec¢do, camundongos C57/BL6 ou MasR"
- 'machos de 8 semanas de idade foram infectados intraperitonealmente com
1x108% UFC/200 pL de E. coli. Ap6s 6, 12 e 48 horas da infecgéo, foi feito o lavado
peritoneal com 3 mL de PBS 1X estéril e a contagem de leucdcitos nos diferentes
tempos. A carga bacteriana foi determinada através do plaqueamento por
espalhamento de 100 pL do lavado peritoneal puro em placas de agar

MacConkey, que foram incubadas a 37°C overnight.

4.4 Calculo do intervalo de resolucdo da peritonite induzida por E.
coli

Camundongos C57BI/6 WT foram infectados com 1x10% UFC de E. coli
intraperitonealmente e administrados com o antagonista de MasR - A779 (200
ng/cavidade) ou veiculo (PBS 1X) apds 12 e 24 horas da infec¢do. Os intervalos
de resolugdo foram calculados considerando o tempo em que o numero de
neutroéfilos alcangou o valor maximo (pico da inflamacéo) e o tempo em que esse

valor reduziu pela metade (T50), conforme Chiang et al (2020).

4.5 Obtencéo e diferenciacdo de macrofagos derivados de medula
0ssea (BMDMs)

Camundongos C57/BI6 e MasR”’ foram eutanasiados e as tibias e o
fémures retirados para coleta da medula 6ssea. O interior dos ossos foi lavado
com auxilio de uma seringa contendo meio de cultura DMEM a fim de remover a
medula éssea. A suspensao celular obtida foi entdo centrifugada por 1200 rpm,
durante 5 minutos. O pellet foi ressuspenso em meio de condicionamento e
diferenciagdo completo (DMEM acrescentado de 10% de soro fetal bovino
inativado e 30% de sobrenadante de cultura de células L929) e o conteldo
transferido para garrafas de cultura médias, que foram incubadas a 37°C, 5% de
CO2. Apos sete dias em cultura, o sobrenadante foi removido e os macrofagos
aderentes removidos das garrafas com o auxilio de cell scrapers e plaqueados

para os ensaios de fagocitose e killing.
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4.6 Ensaio de fagocitose e Killing

2x10° macrofagos peritoneais ou macroéfagos derivados da medula 6ssea
(BMDMSs) obtidos através de animais naive, foram plaqueados e incubados com
E. coli (MOI 1:10) durante 3 horas para avaliar a fagocitose (1 hora de adeséo a
4°C, seguida da incubacédo da placa a 37°C por 2 horas). As bactérias nao
internalizadas foram retiradas ap6s a lavagem do po¢o com gentamicina (5
ug/mL em PBS, 30 minutos). Para a contagem das bactérias fagocitadas, os
macroéfagos foram lisados com &gua de injecdo, seguida da adicdo de PBS 10X
para interromper o processo. As bactérias internalizadas viaveis foram contadas
em placas de agar MacConkey. O mesmo protocolo foi utilizado para o ensaio
de fagocitose de P. aeruginosa, porém foram utilizados também macréfagos
alveolares (linhagem AMJ2.C11). O tratamento com Ang-(1-7) (100 nM por po¢o)
foi realizado uma hora antes da adicdo das bactérias. Para o ensaio de Kkilling,
0s macrofagos foram incubados por mais 2 horas apos a adicdo de gentamicina
ao poco. As ceélulas foram entdo lisadas e as bactérias viaveis foram contadas
como descrito anteriormente. O percentual de killing foi calculado como: % de
bactérias mortas = 100% - [(UFC de bactérias viaveis recuperadas no ensaio de

killing / média de UFC de bactérias internalizadas no ensaio de fagocitose)*100].

4.7 Ensaio de eferocitose in vitro e in vivo

Neutréfilos isolados do sangue de doadores saudaveis foram incubados
com 10 yM de Staurosporina por uma hora para indugao da apoptose. Para o
ensaio in vitro, os neutrdfilos apoptéticos foram marcados com 5 yM CFSE
(carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester) a 37°C e 5% CO:2 durante 1
hora. ApoOs isso, foram colocados em co-cultura com BMDMs provenientes de
animais WT e MasR™, na proporcédo de trés neutréfilos apoptéticos para cada
macroéfago. A avaliacdo da eferocitose foi feita através de citometria de fluxo (MFI
de células duplo-positivas para CFSE e F4/80). In vivo, os animais WT e MasR-
-, foram previamente desafiados intraperitonealmente com Zymosan (0,1
mg/animal). Ap6s 71 horas do desafio, os neutréfilos apoptoticos foram injetados

na cavidade peritoneal, na mesma propor¢do descrita acima. Uma hora apoés a
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injecao, foi feito o lavado peritoneal e a eferocitose foi obtida pela contagem de
laminas preparadas por citospin coradas com o kit Panotico. 500 células foram
contadas em cada lamina. O resultado foi expresso como a porcentagem de

macrofagos contendo neutréfilos apoptéticos internalizados.

4.8 Pneumonia induzida por P. aeruginosa

Para a padronizacdo do modelo de infeccao pulmonar pela P. aeruginosa
utilizamos a cepa PAO1 (Sodhi et al., 2019). Para preparar o indculo, a linhagem
previamente armazenada a -80°C foi inoculada em &gar LB e incubada a 37°C
overnight. Apés o crescimento das col6nias na placa, com o auxilio de uma algca
bacteriologica, colénias foram adicionadas a 25 mL de caldo LB estéril, que foi
mantido na estufa a 37°C overnight. Ap6s esse periodo, foi medida a
absorbancia do caldo. A OD de 0,5 a 600 nm corresponde de 1x10° a 3x10°
UFC/mL. Para a infecgdo, camundongos C57/BL6 ou MasR’ machos de 8
semanas de idade foram anestesiados com uma solucéo contendo cetamina (80
mg/kg) e xilazina (15 mg/kg) e infectados pela via intranasal com 10% UFC/40pL.
Para o experimento de cinética de inflamagéo, os animais foram eutanasiados 8,
24 e 48 horas ap6s a infeccao para andlise dos parametros inflamatorios e carga

bacteriana no lavado broncoalveolar e pulmao.

4.9 Lavado broncoalveolar (BAL)

O BAL foi realizado para obter leucdcitos presentes nos espacos
alveolares. A traqueia foi exposta e um cateter de polietileno de 1,7 mm de
diametro externo foi inserido. O BAL foi realizado pela instilacdo de duas
aliquotas de 1 mL de PBS 1X estéril. O numero total de leucdcitos foi
determinado por contagem de leucécitos em uma camara de Neubauer apos a
coloracdo com corante de Turk. Contagens diferenciais foram obtidas por
preparacdes de Cytospin e posterior avaliacdo da porcentagem de cada
leucocito em uma lamina corada por May-Grunwald-Giemsa utilizando critérios

morfolégicos padréo para cada tipo celular (Piaton et al. 2015).
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4.10 Determinacao da quantidade de unidades formadoras de col6nia

(UFC) de P. aeruginosa no BAL e no pulméo de animais infectados

Foi quantificada a carga bacteriana no BAL e no pulm&o dos animais em
diferentes tempos pos infecgdo. 100 uL das amostras puras e diluidas na
proporcao de 1:10 em solucao salina, foram plaqueados por espalhamento em
placas de agar MacConkey. As placas foram incubadas por 24h a 37°C e entédo

o0 nimero de unidades formadoras de coldnia foi determinado.

4.11 Avaliacéo da expresséo do receptor Mas e da proteina Anexina
Al por Western Blot

4.11.1 Obtencédo dos extratos protéicos

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

sobrenadante aliquotado e guardado a -20°C até o momento de uso.

4.11.2 Quantificacdo de proteinas totais has amostras obtidas

Para realizar a dosagem de proteinas totais foi utilizado o kit Bio-Rad
Protein Assay (Bio-RadLaboratories) baseado no método de Bradford. O ensaio
foi realizado em uma microplaca de 96 pogcos (NUNC™), e consistiu na adi¢ao
de 2 pL de cada amostra a 200 pL do corante diluido 5 vezes em agua destilada,
em duplicatas. Paralelamente foi confeccionada uma curva padrdo utilizando
como solucéo padrdo BSA 1mg/mL. ApGs 5 minutos de incubacéo, a leitura foi

feita em espectrofotometro (Spectra Max 190, Molecular Devices) a 595 nm. As
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absorbéancias das amostras foram comparadas com as absorbancias da curva

padréo, e as concentragdes calculadas e expressas em mg/mL (ou ug/uL).

4.11.3 Fracionamento eletroforético e transferéncia

Os extratos protéicos totais foram desnaturados, misturando-se a amostra
com tampao LB 5X (10% SDS, 10% B-mercaptoetanol, 40% glicerol, 0.05% azul
de bromofenol, 0.250 M Tris/HCI pH 6,8) e a mistura mantida a 100°C por 5
minutos. Os extratos protéicos foram fracionados em gel de 10% de
poliacrilamida/SDS. Ao final da corrida, foram transferidos para membrana de
nitrocelulose (Hybond™ ECL™, GE Healthcare) e coradas com o0 reagente
Ponceau para verificacdo do padrdo de transferéncia. Posteriormente, a
membrana foi lavada 5x com a solucdo de PBS/Tween 0,1% até que o corante

fosse totalmente eliminado.

4.11.4 Imunoblot e revelacéo

As membranas foram bloqueadas com PBS/Tween 0,1% contendo 5% de
leite em p6 desnatado por uma hora. Em seguida, elas foram lavadas com
PBS/Tween e, incubadas com o anticorpo de interesse a 4°C overnight. Apés
novas lavagens com PBS/Tween e incubacdo durante 1 hora a temperatura
ambiente com o respectivo anticorpo secundario ligado a peroxidase, as
membranas foram incubadas em solucéo reveladora ECL™ (GE Healthcare) e
expostas contra filme de raio X (Hyperfiim ECL™, GE Healthcare). O filme foi
revelado utilizando-se revelador e fixador (Kodak), conforme indicacbes do
fabricante. Os anticorpos utilizados foram: anti-MasR 1:500 (Abcam), anti-AnxAl
1:3000 (Invitrogen) e anti-B-actina 1:10000 (Sigma Aldrich) e anticorpos
secundarios conjugados com peroxidase — anti-rabbit 1:3000 (Cell Signaling) e
anti-mouse 1:3000 (Santa Cruz Biotechnology). As andlises densitométricas

foram realizadas utilizando-se o programa Image J.
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4.12 Quantificacdo de citocinas e quimiocinas por ELISA

Os sobrenadantes do lavado peritoneal e do BAL bem como o pulméo e
plasma dos animais infectados respectivamente, por E. coli e P. aeruginosa,
foram utilizados para a dosagem das citocinas e quimiocinas. Para obtencéo do
extrato de tecido, amostras de pulméo foram homogeneizadas numa solucéo de
extracdo de citocinas (PBS contendo NaCl, Tween 20, BSA, PMFS, Cloreto de
Benzetdnio, EDTA e aprotinina) na proporgéo de 0,1 g de tecido para cada 1 mL
de solucdo, utilizando-se o homogeneizador TissueLyser LT (QUIAGEN,
Alemanha). Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 10
minutos a 4°C e os sobrenadantes recolhidos e estocados em microtubos a -
20°C, para posterior andlise. No sobrenadante do lavado peritoneal foi dosada
apenas a quimiocina CCL2. Ja no sobrenadante do BAL e amostras de pulméo
processado, foram dosados CXCL1, IL-1B, TNF-a, IL-6, CCL2 e IL-10. O
protocolo utilizado foi estabelecido no kit de ELISA murino da R&D Systems, em
placa de 96 pocos. Os anticorpos de captura foram diluidos em PBS 1X, e
adicionados a placa de 96 poc¢os para que a sensibilizacdo ocorresse overnight
a 4° C. No dia seguinte, a placa foi lavada trés vezes e, em seguida, foi realizado
0 bloqueio com 1% de albumina bovina diluida em PBS por 2 horas a
temperatura ambiente, para evitar a ligacao inespecifica durante o ensaio. Apds
0 blogueio, a placa foi lavada e 50 pyL de cada uma das amostras foram
adicionados em cada poco e as placas incubadas overnight. No dia seguinte,
apos a lavagem, os anticorpos de deteccédo (diluidos em 0,1% de BSA/PBS)
foram adicionados a placa e esta incubada por duas horas a temperatura
ambiente. A deteccéo foi realizada pela incubacao com estreptavidina conjugada
com peroxidase (“HRP-Streptavidin Pharmingem” - 1:4.000) e revelada com o
substrato OPD (ophenylenediamine dihidrocloride - Sigma) com 0,006%
peroxido de hidrogénio. Apos 20 minutos a reacéao foi interrompida com H2SO4 1
M. A leitura foi feita no espectrofotdmetro (Spectra Max 190, Molecular Devices)
com filtro para um comprimento de onda de 490 nm. A cor obtida pela reacédo é
diretamente proporcional a concentracédo da citocina na amostra analisada. As
absorbéancias obtidas pela leitura foram comparadas a uma curva padréo
contendo concentragdes conhecidas de cada citocina analisada, fornecida no Kit.
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4.13 Analise histolégica

O pulméo foi isolado e imerso em formol tamponado a 10% para fixacao
durante 48 horas. Em seguida, os tecidos foram desidratados e incluidos em
blocos de parafina. Cortes de 5 milimetros de espessura foram dispostos em
laminas de microscopia e coradas com Hematoxilina-Eosina (HE) para
diferenciacédo de porcdes basdfilas e acidofilas e categorizacdo comparativa da
inflamagé&o. A analise histopatolégica foi realizada apds o exame das laminas ao
microscopio por um patologista experiente, de forma cega ao desenho
experimental. O escore histopatolégico foi realizado com base em Hovart JC et
al., 2007 avaliando: a inflamacéo nas vias aéras e nos vasos - 0 (ausente) a 4
(grave); inflamacéo no parénquima - O (ausente) a 5 (muito grave); e infiltrado de
PMN - O (ausente) a 5 (muito grave). Sendo 0 o escore minimo e 14 o escore

maximo.

4.14 Anélise estatistica

Dados foram analizados por One-way ANOVA, seguido do teste de
Newman Keuls ou Two-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni para
comparacdes de mdltiplas variantes (ex: diferenca entre os backgrounds e
presenca de infeccdo) ou teste de Tukey (diferengca entre os intervalos de
tempo). Quando a comparagao era realizada apenas entre dois grupos, foi
utilizado Teste t de Student. O valor de p<0,05 foi considerado significativo. Os
resultados foram expressos como média+SEM (standard error of the mean - erro
padrdo da média). As analises estatisticas foram feitas utilizando o GraphPad
Software 8.0.
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5 RESULTADOS ALCANGCADOS
5.1 Resultados pertinentes ao modelo de infecgédo por E. coli

5.1.1 O antagonismo do receptor Mas (MasR) com A779
impede a resolugdo da inflamagdo em um modelo de peritonite

induzido por E. coli

Para avaliar o papel de MasR em modelos infecciosos, realizamos
experimentos utilizando um modelo autorresolutivo de peritonite induzido pela
bactéria Gram-negativo Escherichia coli (Chiang et al. 2012). Inicialmente,
verificamos a expressdao do MasR em macréfagos obtidos do peritbnio e
pudemos observar que a expressdo de MasR aumentou na fase resolutiva da
inflamacéao (48h) da peritonite induzida por E. coli (Figura 4A). Posteriormente,
foi realizado o bloqueio de Mas com o antagonista A779, o qual foi administrado
durante o pico da inflamacé&o (12h) com uma injecao adicional no tempo de 24h
e eutanasia dos animais apds 48h. As células da cavidade peritoneal foram entéo
coletadas para determinacdo dos indices de resolucdo. Observou-se que o
blogueio de MasR no pico da inflamacao atrasou significativamente a resolucéo
da inflamacéo neutrofilica durante a peritonite, conforme evidenciado pelo
aumento do intervalo de resolucao (Ri = 22h no grupo do veiculo versus Ri > 48h
no grupo tratado com A779 - Figura 4B).
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Figura 4: A inibicdo de MasR impede a resolucdo da peritonite induzida por E. coli.
Camundongos WT foram infectados com E. coli (1x10%® UFC) e os macréfagos da cavidade
peritoneal foram recolhidos em 12h e 48 h pos-infec¢éo para avaliagdo da expressao de MasR
por Western Blot (A, n = 3). Macréfagos de camundongos injetados com PBS foram usados como
controles. Camundongos infectados com E. coli (1x10% UFC) foram administrados com A779
(200 ng/cavidade — 12 e 24h apds infeccao) ou veiculo e os nimeros de neutréfilos em 12 e 48
h pés-infeccao foi avaliado para calcular os intervalos de resolucéo (Ri - B). Tso = tempo em que
0s numeros de neutrdéfilos reduzem para 50% do méaximo (n=7). Os dados séo apresentados
como média = SEM, *p<0,05 **p<0.01le *p<0,001, quando comparado ao grupo controle (PBS),
ou # para p<0,05 quando comparado ao grupo tratado com A779, por One-way ANOVA.
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5.1.2 A deficiéncia genética do receptor Mas compromete o
recrutamento de células mononucleares para a cavidade peritoneal
durante a fase resolutiva da peritonite induzida por E. coli e o

clearance bacteriano

A fim de validar o papel de Mas durante a infeccédo, utilizamos animais
deficientes no receptor (MasR”). Assim, animais WT e MasR” foram infectados
intraperitonealmente com E. coli (10®° UFC/animal) e avaliados em diferentes
momentos pdés-infeccdo. Aqui, podemos verificar que a deficiéncia de MasR
prejudicou o recrutamento de macréfagos durante a fase resolutiva da peritonite
induzida por E. coli, sem alterar a cinética de recrutamento de neutréfilos para a
cavidade peritoneal (Figura 5A). Os numeros reduzidos de macréfagos foram
associados a uma reducdo significativa dos niveis de CCL2 durante a infeccao
(Figura 5C) e contagens bacterianas mais altas nos camundongos MasR” em

comparacao com os WT (Figura 5D).
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Figura 5: Animais MasR™ apresentam menor recrutamento de monécitos/macréfagos e
menor clearance bacteriano. Camundongos WT e MasR™ foram infectados com E. Coli (1x10°
UFC), e o numero de neutrdéfilos (A) e mondcitos/macréfagos (B) foram avaliados em diferentes
momentos poés-infeccdo. Os niveis de CCL2 foram medidos nos sobrenadantes das lavagens
peritoneais em 6 e 48 h pés-infecgdo (C). O gréfico (D) mostra os numeros de UFC na lavagem
as 6 h pos-infeccao (n=5-11). Os dados séo apresentados como média + SEM. Foi utilizado one-
way ANOVA (para comparacéo de mais de dois grupos) ou teste t (ao comparar dois grupos).
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5.1.3 O peptideo angiotensina (1-7) induz afagocitose de E. coli

por macrofagos

Para avaliar se o eixo Ang-(1-7)/MasR afetaria a capacidade dos
macroéfagos de fagocitar bactérias, macréfagos peritoneais de animais WT naive
ou MasR™ foram isolados. 2x10° células de cada grupo foram plaqueadas para
um ensaio de fagocitose ex vivo. Podemos observar que a fagocitose de E. coli
foi prejudicada pela deficiéncia de MasR (Figura 6A). Em concordancia com
esses resultados, o tratamento de BMDMs de camundongos WT com Ang-(1-7)
aumentou significativamente a taxa de fagocitose in vitro (Figura 6C). O
tratamento com Ang-(1-7) ndo modificou o killing bacteriano relacionado aos
macrofagos (Figura 6E). Em conclusdo, Ang-(1-7)/MasR é importante para a
fagocitose de bactérias, mas ndo parece afetar significativamente o0s
mecanismos de morte de patégenos em macréfagos. Assim, as cargas de
bactérias mais altas observadas in vivo em camundongos MasR” em
comparacao com WT (evidenciada na Figura 5D) séo, provavelmente, devido a
diminuicdo da fagocitose de bactérias o que, ao longo do tempo, leva a um atraso

no clearance.
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Figura 6: O tratamento com Ang-(1-7) promove a fagocitose de E. coli in vitro. A fagocitose
de E. coli foi avaliada em macrofagos peritoneais de animais WT e MasR™ (A e B) e BMDMs pré-
tratados com Ang-(1-7), 100 nM (C, D e E). Os resultados sao expressos como UFC de bactérias
internalizadas ou % de fagocitose (n=5-6). Em um experimento paralelo, para avaliacdo do killing
pelos macro6fagos, as células foram incubadas por mais 2 horas pos antibiético para avaliar a
morte de bactérias internalizadas (E). Os dados sdo apresentados como média + SEM. Foi
utilizado teste t ao comparar dois grupos. Os valores de p sdo mostrados na figura.
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5.1.4 O eixo Ang-(1-7)/MasR esta envolvido na eferocitose de

neutrofilos apoptoticos in vivo e in vitro

A eferocitose € um dos eventos chave na resolucao da inflamacao (Dalli
& Serhan 2017). Ja foi demonstrado que Ang-(1-7) promove eferocitose de
neutréfilos apoptéticos e de eosindfilos (Barroso et al. 2017; Magalhaes et al.
2018). No entanto, os mecanismos associados permaneceram desconhecidos.
Para compreender melhor esses mecanismos, realizamos um ensaio de
eferocitose in vivo, no qual camundongos WT e MasR” foram desafiados
previamente com Zymosan. Decorridas setenta e uma horas do desafio,
neutréfilos apoptéticos foram injetados na cavidade peritoneal de ambos os
animais. Apos uma hora, as células presentes na cavidade foram coletadas e
analisadas por microscopia para contagem da eferocitose. Posteriormente,
realizamos o ensaio de eferocitose in vitro, em que BMDMs de animais WT e
MasR”’ foram colocados em co-cultura com neutréfilos humanos apoptéticos
marcados com CFSE. Em seguida, as células foram lavadas e marcadas com
F4/80 e analisadas por citometria de fluxo. Os dados da Figura 7 mostram que

animais MasR”- apresentam menores taxas de eferocitose in vivo e in vitro.
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Figura 7: O receptor MasR é importante para a eferocitose de neutréfilos apoptéticos.
Camundongos WT e MasR” foram infectados com E. coli intraperitonealmente (1x10°
UFC/animal) (A) ou desafiados com Zymosan, (0.1 mg/Kg) (B) e a eferocitose foi
morfologicamente avaliada em preparagfes de citospin. A frequéncia de eferocitose foi obtida
pela contagem de 500 células por lamina. As imagens representativas das laminas sao
mostradas na figura C. Para avaliacao in vitro, neutréfilos foram isolados de doadores saudaveis
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e tratados com estaurosporina (10uM) por uma hora para indugéo da apoptose. As células foram
marcadas com CFSE e colocadas em co-cultura com BMDMs provenientes de animais WT e
MasR™ por uma hora. A porcentagem de eferocitose foi obtida através da analise por citometria
de fluxo (MFI de CFSE em macro6fagos) (D-E). Resultados sdo mostrados como média + SEM.
n = 4-6 animais em cada grupo.

Em suma, utilizando o modelo de peritonite induzido por E. coli,
demonstramos que o receptor Mas é expresso durante o curso da infeccéo e sob
0 antagonismo farmacolégico de Mas com A779 ocorre uma falha na resolugéo
natural da inflamacgé&o, caracterizado pelo acumulo de neutréfilos na cavidade
peritoneal. Além disso, utilizando animais com deficiéncia génica em Mas,
embora a resolucao neutrofilica aconteca de forma semelhante aos animais WT,
h& um menor recrutamento mondcitos/macrofagos para o peritbnio associado
com menores niveis de CCL2 e menor porcentagem de eferocitose. Em animais
deficientes para o receptor Mas, podemos observar um aumento significativo da
carga bacteriana no lavado peritoneal, e macrofagos deficientes em MasR
apresentam menores taxas de eferocitose de E. coli. Em consonancia,
macroéfagos tratados com o agonista de Mas — o peptideo Ang-(1-7) - aumenta a
fagocitose, evidenciando a importancia do eixo MasR/ Ang-(1-7) para fagocitose

e clearance de bactérias.
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5.2 Resultados pertinentes ao modelo de infec¢éo por P. aeruginosa

5.2.1 A infeccdo por P. aeruginosa induz uma resposta
inflamatéria exacerbada nos pulmdes marcada por intenso infiltrado

neutrofilico

Apbs elucidarmos a participacao do eixo Ang-(1-7)/MasR em um modelo
autorresolutivo de peritonite induzido por E. coli, nosso proximo objetivo foi
caracterizar melhor a participacdo desse eixo utilizando um modelo infecioso
mais grave e de grande importancia clinica: a pneumonia induzida por
Pseudomonas aeruginosa. A cinética da resposta inflamatodria desencadeada
pela infeccédo por P. aeruginosa (10® UFC por animal) foi avaliada nos tempos
de 8, 24 e 48 horas apés a infeccdo. Como podemos observar na Figura 8A, a
infeccdo leva a um recrutamento intenso de leucadcitos, predominantemente de
neutroéfilos. Embora ndo ocorra diminuigcdo do niamero de neutroéfilos ao longo do
tempo, a porcentagem de células apoptoéticas aumenta consideravelmente apos
24 e 48 horas (Figura 8B), assim como o percentual de eferocitose (Figura 8C).
O nivel de mediadores pro-inflamatorios (TNFa, IL6, IL13 e CXCL1) atingiu seu
pico 8 horas apos a infeccdo, diminuindo nos tempos de 8, 24 e 48 horas apos
a infeccdo. Como podemos observar na Figura 8A, a infeccdo leva a um
recrutamento intenso de leucdcitos, predominantemente de neutréfilos. Embora
ndo ocorra diminuicdo do numero de neutréfilos ao longo do tempo, a
porcentagem de células apoptéticas aumenta consideravelmente apos 24 e 48
horas (Figura 8B), assim como o percentual de eferocitose (Figura 8C). O nivel
de mediadores pro-inflamatorios (TNFa, IL6, IL1B e CXCL1) atingiu seu pico 8
horas apés a infec¢édo, diminuindo nos tempos de 24e 48 horas (Figuras 8D e
E). De modo semelhante, a carga bacteriana no BAL e nos pulm&es também foi
maior no tempo de 8 horas (Figuras 8F e G) De forma interessante, podemos
observar que a o receptor Mas esta aumentado nos tempos de 24 e 48 horas,
onde se inicia a resolugcdo da inflamacéo neste modelo. Associado a isso,
observa-se o aumento de Anexina Al (Figura 8H), um mediador pro-resolutivo

ja avaliado em outros modelo de pneumonia (Tavares et al. 2014).
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Figura 8: Cinéticadaresposta inflamatoria desencadeada pela infecgao por P. aeruginosa.
Camundongos foram instilados com PBS (Mock) ou P. aeruginosa (10® UFC, intranasal), n = 5
animais em cada grupo. Diferentes tempos apds a infec¢do, foram avaliados o numero de
leucécitos totais, neutréfilos e macréfagos (A), o percentual de células apoptéticas (B) e de
eferocitose (C) no lavado broncoalveolar (BAL) dos animais. Os niveis de citocinas (TNF-a, IL6
and IL1B) (D) e quimiocinas no BAL (CXCL1 and CCL2) (E) foram mensurados por ELISA. A
carga bacteriana foi avaliada no BAL (F) e nos pulmdes dos animais infectados (G). A expresséo
do receptor Mas e da proteina Anexina Al nas células do lavado broncoalveolar foram avaliadas
por Western Blot (H). B-actina foi utilizada como controle das quantidades de proteinas aplicadas
nas diferentes canaletas. A densitometria foi feita utilizando o software ImageJ. Resultados s&o
expressos como média + SEM. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0.001 quando os animais infectados
sdo comparados ao grupo mock.
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5.2.2 Animais deficientes para o receptor Mas (MasR™)
apresentam exacerbacdo da inflamagcdo em um modelo de

pneumoniainduzida por P. aeruginosa

Tendo em vista a participacdo do receptor Mas, no modelo de peritonite
induzida por E. coli, nosso préximo objetivo foi estabelecer o papel deste receptor
no modelo de pneumonia causada por P. aeruginosa (cepa PAO1). Para isso,
utilizamos o inéculo padronizado nesse trabalho (Figura 8) e bem estabelecido
na literatura (Sodhi et al. 2019). Para tal, animais WT e MasR" foram infectados
por via intranasal com 10® UFC de PAO1 e eutanasiados 24 horas apds a
infeccdo. Como demonstrado na Figura 9A, observamos um maior nimero de
leucécitos no BAL dos animais MasR”’ em comparagdo aos animais WT
infectados, sendo que esse influxo foi constituido majoritariamente por
neutréfilos. Embora a quantidade de mondcitos/macrofagos recrutados neste
modelo seja de apenas 10% dos leucécitos totais, observou-se um menor
nimero dessas células nos animais MasR” comparados aos WT. De forma
interessante, foi observada menor eferocitose de neutrofilos apoptéticos (Figura
9B) e maior recuperacdo da carga bacteriana no lavado broncoalveolar de
animais deficientes para o receptor Mas (Figura 9C). Podemos notar que o0s
animais MasR” apresentaram maiores niveis das citocinas pré-inflamatérias
TNF-q, IL-6, IL-1B3, e da quimiocina CXCL-1 no BAL (Figuras 9D e E) e no
pulmao (Figuras 9F e G) durante a pneumonia induzida por P. aeruginosa. De
forma interessante, os niveis de CCL2 e IL-10 foram menores nos animais MasR-
-, tanto no BAL, quanto nos pulmdes (Figuras 9E e G). Associado a esses
achados, animais MasR™-, apresentam menores niveis da proteina Anexina Al

intacta (Figura 9H).
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Figura 9: Os animais MasR” apresentam exacerbacdo da inflamacdo pulmonar
desencadeada pelainfeccdo por P. aeruginosa. Camundongos WT e MasR” foram infectados
com P.aeruginosa (n = 6-7 aniamais em cada grupo) por via intranasal (10® UFC/animal) e apds
24h, o BAL foi coletado para contagem total e diferencial de células (A), contagem de eferocitose
(B) e quantificacdo da carga bacteriana no lavado broncoalveolar (C). Os niveis de citocinas
(TNF-q, IL6 and IL1B) e quimiocinas (CXCL1, CCL2 e IL10) no BAL (D e E) e nos pulmdes (F e
G) foram mensurados por ELISA. A expressdo da proteina Anexina Al nas células do lavado
broncoalveolar foi avaliada por Western Blot (H). B-actina foi utilizada como controle. A
densitometria foi feita utilizando o software ImageJ. Resultados sdo expressos como
média/i SEM. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0.001 quando os animais WT sdo comparados aos
MasR™.

5.2.3 Animais WT e MasR” apresentam dano pulmonar
semelhante apds a infec¢cdo por P. aeruginosa

Sabendo que a infeccao por P. aeruginosa leva a um intenso recrutamento
de leuc6citos, composto majoritariamente por neutréfilos, e que animais MasR™"
demonstram uma exacerbagcdo desse processo, nosso préximo objetivo foi
investigar o dano pulmonar causado pela infeccdo nesses animais. Para isso,
camundongos WT e MasR” foram infectados com 108 UFC, por via intranasal e
apos 24 horas eutanasiados para coleta do BAL e dos pulmdes, sendo o lobo
esquerdo reservado para as analises histopatolégicas. Podemos observar que
no tempo analisado, ambos 0s animais atingem um platd maximo de score de
dano histoldgico, compativel com pneumonia grave, e caracterizada por intenso
infiltrado neutrofilico alveolar, parenquimal e vascular. Por esse motivo,
acreditamos que nao foi possivel observar piora do score nos animais deficientes
para o receptor Mas (Figuras 10A e B). Embora o dano histoldégico seja
semelhante em ambos o0s gendtipos, foi observado uma tendéncia dos animais
MasR” apresentarem maior quantidade de proteinas no BAL, o que pode estar

relacionado a um edema mais grave nesses animais (Figura 10C).
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5.2.4 O tratamento com Ang-(1-7) atenua a resposta

inflamatéria durante a pneumonia induzida por P. aeruginosa

Considerando os achados anteriores que demonstram a importancia do
receptor Mas no modelo de pneumonia induzida por P. aeruginosa, nosso
proximo objetivo foi avaliar o efeito do tratamento com o peptideo Ang-(1-7)
sobre alguns parametros inflamatérios de animais infectados como:
recrutamento de leucécitos e perfil de citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias.
Para isso, animais C57/BI6 WT foram infectados com 108 UFC e ap6s 24 horas,
um grupo foi tratado com veiculo (NaCl 0,9%, 200 L), e o outro, com Ang-(1-7)
(30 pg em 200 pL, i.p.), conforme descrito na literatura (Collins et al. 2021; Zhu
et al. 2021). ApGs 48 horas da infeccdo, os animais foram eutanasiados para
obtencdo do BAL. Foi adotado uma estratégia de tratamento com 24h apos
infeccdo, dado a cinética de expressao do receptor Mas, que aumenta nos
tempos de 24 e 48 horas apoés a infeccao (Figura 8H). Desse modo, optamos
por tratar os animais num periodo de tempo em que O receptor estivesse
expresso nas células.

Podemos observar que o tratamento com o peptideo reduziu o
recrutamento de leucdcitos, principalmente de neutréfilos (Figura 11A) para o
espaco alveolar. Utilizando este protocolo de tratamento ndo foi possivel
observar reducdo da carga bacteriana no BAL e no pulméo (Figura 11C), uma
vez gue nesse intervalo de tempo jA ndo mais se detecta bactéria nesses
espacos (Figura 8F e 8G). No entanto, quando o tratamento foi realizado 12h pi
e o lavado com 24 horas, Ang-(1-7) foi capaz de reduzir a carga bacteriana no
lavado broncoalveolar dos animais infectados com P. aeruginosa (dados nao
mostrados). De forma interessante, a porcentagem de eferocitose de neutréfilos
apoptéticos tende a ser maior no grupo tratado com Ang-(1-7), comparando os
grupos veiculo e tratado (Figura 11B), o que contribui para resolucdo da
inflamacgé&o.

Apdés a avaliagdo do efeito do tratamento com Ang-(1-7) sobre o
recrutamento de leucocitos e carga bacteriana de animais infectados com P.
aeruginosa, avaliamos o perfil de citocinas (TNF-a, IL-6 e IL-1B) e quimiocinas

(CXCL1 e CCL2) no BAL, pulméao e plasma dos animais. O tratamento com Ang-
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(1-7) foi capaz de reduzir, no BAL, IL-6 e CXCL1 (Figura 11D e E), no pulméo,
TNF-a (Figura 11F) e no plasma, IL-18 e CXCL1 (Figura 11H e I).
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Figura 11: Efeito do tratamento com o peptideo Ang-(1-7) sobre a inflamagao pulmonar
desencadeada pelainfec¢do por P. aeruginosa. Camundongos C57/BI6 WT foram infectados
com P.aeruginosa por via intranasal (108 UFC/animal) e apds 24h, tratados com Ang-(1-7), 30
Mg por via intraperitoneal (n = 3-6 animais em cada grupo). Apos 48h, o BAL foi coletado para
contagem total e diferencial de células (A), contagem de eferocitose (B) e quantificacdo da carga
bacteriana no pulméo (C). Os niveis de citocinas (TNF-a, IL6 and IL1B) e quimiocinas (CXCL1 e
CCL2) no BAL (D e E), nos pulm&es (F e G) e no plasma (H e I) foram mensurados por ELISA.
Resultados s@o expressos como média+ SEM. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0.001 quando os
animais sdo comparados ao grupo Mock. A diferenga entre os grupos veiculo e tratado, é
indicada nos graficos pelo valor de p.
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5.2.5 O tratamento com Ang-(1-7) é capaz de atenuar o dano

pulmonar causado pelainfeccdo por P. aeruginosa

Tendo em vista que o tratamento com Ang-(1-7) foi capaz de reduzir o
recrutamento de leucdcitos para o espaco alveolar, diminuindo a producdo de
citocinas e quimiocinas pré-inflamatérias, nosso proximo objetivo foi avaliar se o
tratamento com o peptideo seria capaz de minimizar o dano pulmonar causado
pela infeccdo por P. aeruginosa. A andlise histologica dos pulmdes 48 horas
apos a infecgdo, mostrou que os animais do grupo veiculo desenvolveram uma
pneumonia grave, caracterizada por dano pulmonar acentuado e infiltrado
marcante de células inflamatorias em bronquiolos e alvéolos (Figura 12A). Em
concordancia com nossos achados anteriores, os camundongos tratados com
Ang-(1-7) apresentaram uma melhora em alguns parametros inflamatérios, com
preservacao da arquitetura pulmonar e reducao do infiltrado leucocitario (Figura
12A). O score de dano pulmonar mostrou que, enquanto uma propor¢cao maior
de camundongos tratados com veiculo apresentou pneumonia moderada a
grave, todos os camundongos que foram tratados com Ang-(1-7) apresentaram
sinais histoldgicos de pneumonia leve a moderada (Figura 12B). De forma
complementar a reducao da lesdo pulmonar, os niveis de proteina total no lavado
broncoalveolar, uma medida indireta de edema, também foram menores nos
animais tratados com Ang-(1-7), em comparacao com o grupo veiculo (Figura
11C). Tomados em conjunto, esses dados sugerem que a regulacdo da

inflamacao pelo peptideo reduziu a lesdo pulmonar de modo geral.
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Figura 12: Efeito do tratamento com Ang-(1-7) no dano pulmonar causado pela infec¢éo
por P. aeruginosa. Camundongos C57/Bl 6 WT foram infectados com P.aeruginosa por via
intranasal (108 UFC/animal) e apés 48h, os pulmdes foram coletados para analise histoldgica (n
= 3-6 animais em cada grupo). Imagens representativas de pulmdes corados por Hematoxilina e
Eosina (H&E) sdo mostradas em (A). Escala = 200 pm (ampliagdo menor) e 50 um (ampliacéo
maior). Imagens da direita representam ampliacdes maiores (400X) das areas selecionadas
(caixas) nas imagens da esquerda (100X). O escore histopatologico avaliou inflamacao das vias
aéreas, vascular e parenquimatosa, infiltracdo neutrofilica e lesédo epitelial (B). O nivel de
proteinas do BAL também foi avaliado (C). Resultados sdo expressos como média+ SEM.
*p<0,05 e **p<0.001 quando os animais sdo comparados ao grupo Mock. A diferenca entre os
grupos veiculo e tratado, é indicada nos graficos pelo valor de p.
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5.2.6 O eixo Ang-(1-7)/MasR esta envolvido com a fagocitose

de P. aeruginosa por macrofagos

Tendo em vista os resultados anteriores, no modelo de peritonite, que
mostram que o tratamento de macréfagos com o peptideo Ang-(1-7) aumenta a
fagocitose de E. coli, nosso préximo passo foi verificar se 0 mesmo acontece no
contexto da infeccdo com P. aeruginosa. Para isso, 2x10°> macréfagos alveolares
(linhagem AMJ2.C11) foram plagueadas em placas de 96 pocos e tratadas com
PMA a fim de se tornarem células aderentes. Apos 12h, as células foram lavadas
gentilmente com meio de cultura e foram entdo pré-tratadas por 1 hora com Ang-
(1-7) (100 nM/poco). Podemos observar que o tratamento foi capaz de aumentar
0 numero de bactérias internalizadas (Figura 14A) e a porcentagem de
fagocitose (Figura 14B). Paralelamente, conduzimos o mesmo experimento,
porém utilizando macrofagos derivados de medula 6ssea (BMDMSs) de animais
WT e MasR”. De encontro com nossos achados, macréfagos deficientes em
MasR apresentaram menor capacidade fagocitica e portanto, menor percentual

de fagocitose quando comparados as células WT (Figuras 14C e D).
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Figura 14: O eixo Ang-(1-7)/MasR esta envolvido com a fagocitose de P. aeruginosa in
vitro. A fagocitose de P. aeruginosa foi avaliada em macrd6fagos alveolares (linhagem
AMJ2.C11) pré-tratados com Ang-(1-7), 100 nM, e em BMDMs de animais WT e MasR”. Os
resultados sé@o expressos como UFC de bactérias internalizadas (A e C) ou % de fagocitose (B
e D) (n=5). Os dados sao apresentados como média + SEM. Foi utilizado teste t ao comparar
dois grupos. *p<0.05, **p<0.01.
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5.2.7 O tratamento com Ang-(1-7) protege parte dos

camundongos da letalidade causada por P. aeruginosa

Considerando que o tratamento com Ang-(1-7) foi capaz de
modular a inflamacéao, reduzir o clearance bacteriano e diminuir o dano
pulmonar associado a infec¢ao por P. aeruginosa, nosso préximo objetivo
foi investigar se o tratamento poderia influenciar na sobrevivéncia do
animal. Para isso, fizemos um experimento piloto utilizando camundongos
Balb/c, que foram infectados por via intranasal com um inéculo mais alto
(8x108 UFC) de P. aeruginosa e receberam Ang-(1-7) (100 pg em 200 pL)
ou veiculo (NaCl 0,9%, 200 uL) por via intraperitoneal 24, 48, 72, 96 e 120
horas apos a infeccdo e acompanhados por sete dias para avaliacdo de
sobrevida e peso. Os animais tratados apenas com veiculo, comecaram
a morrer mais precocemente (no segundo dia pds infeccdo), restando
50% dos animais ao final do experimento. O tratamento com Ang-(1-7)
atrasou a letalidade em um dia e resultou na sobrevivéncia de 67% dos
camundongos (Figura 13A). O grafico da figura 13B mostra a intensa
perda de peso causada pela infeccdo, sendo esta atenuada pelo
tratamento com Ang-(1-7). Ressalta-se que este experimento ainda sera

repetido utilizando animais C57BL/6 e com maior N experimental.

—e— Vehicle
—#-  Ang 100 pg
A 100 L B 30—
S 75+ S ns
© - - - o 204 o —
g 2
o
fg 50 ——eo —o o ®
: 8
% S 10
& 25+ 5
0 T T T T T T T 1 0 T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 Veic. Ang

Dias apos a infecgdo Dois dias ap6s a infecgéo

por P. aeruginosa

Figura 13: O tratamento com Ang-(1-7) protege parte dos camundongos da pneumonia
causada por P. aeruginosa. Camundongos Balb/c foram infectados com P.aeruginosa por via
intranasal (8x10® UFC/animal) e tratados com Ang-(1-7) (100 pg, i.p) ou veiculo (salina 200 pL,
i.p). Os grupos foram monitorados quanto a taxa de letalidade (A) e perda de peso (B).n = 6
animais por grupo. Resultados sé@o expressos com média + SEM. ns = sem diferenca estatistica.
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6 DISCUSSAO

As doencas infecciosas representam uma das principais causas de morte
em todo o mundo. Um estudo recente demonstrou que as mortes associadas
aos patdgenos bacterianos representem 13,6% de todas as mortes globais e
56,2% de todas as mortes relacionadas a sepse em 2019 (lkuta et al., 2022).
Cinco dos principais patégenos — Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Streptococcus pneumoniae, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa
— foram responséveis por 54,9% das mortes entre as bactérias investigadas. Em
2019, mais de 6 milh6es de mortes ocorreram como resultado de trés sindromes
infecciosas bacterianas, incluindo infec¢des respiratdrias inferiores, da corrente

sanguinea, infeccdes peritoneais e intra-abdominais (lkuta et al., 2022).

Aliado a isso, o carater inflamatério exacerbado envolvido nessas
doencas contribui para lesédo tecidual e resulta em uma série de desordens
cronicas (Tavares et al. 2022). Por esse motivo, € necessario que a inflamacao
seja contrabalanceada por um programa resolutivo ativo e coordenado que se
inicie brevemente apo6s o inicio da resposta inflamatoria, a fim de criar um
ambiente favoravel para a neutralizacdo do potencial patégeno e retorno a
homeostase tecidual (Nathan and Ding 2010; Tavares et al., 2022). A
manutencdo do agente indutor, a ativacdo excessiva e patoldgica de vias pro-
inflamatérias ou mesmo uma falha nos mecanismos resolutivos podem resultar
em uma resolucao ineficiente ou inadequada da inflamacédo (Nathan and Ding,
2010).

Os mediadores pro-resolutivos enddgenos orquestram a resolucao,
promovendo apoptose e eferocitose de granuldcitos, reduzindo os niveis de
mediadores proé-inflamatérios e induzindo o recrutamento ndo flogistico e a
polarizacdo de macréfagos para fen6tipos regulatorios (El Kebir and Filep 2010).
A compreensdo dos mecanismos de acdo desses mediadores auxilia no
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para doencas com carater
inflamatério (McArthur et al. 2015). Nos ultimos anos, uma quantidade crescente
de estudos tem demonstrado que o peptideo Angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)]
possui atividade pré-resolutiva. Nesse sentido, Ang-(1-7) mostrou ser benéfica
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em varios modelos pré-clinicos de doenca inflamatdria, incluindo aqueles

causados por infeccdes (Melo et al. 2020; Tsai et al. 2018; Soto et al., 2019).

Aqui, mostramos que a expressao do receptor Mas (MasR) é regulada
positivamente durante a fase de resolucdo da inflamacdo. Primeiramente,
macrofagos isolados em diferentes tempos apés a inducéo de peritonite por E.
coli, apresentaram maior expressao do receptor no tempo de resolugao, ou seja,
48 horas apds a infeccdo. ApOs caracterizarmos a cinética de expressao do
receptor em modelo infecioso, nosso préoximo passo foi verificar a participacao
do mesmo na resolucao da inflamacgéo. Para isso, inibimos o receptor Mas, pelo
uso do antagonista A779, no pico da peritonite. Tal inibicdo farmacolégica
impediu a resolugdo da inflamacdo, avaliada pela contagem do numero de
neutréfilos no tempo de 48 horas, sugerindo que o receptor participa de um
programa enddégeno de resolucdo da inflamacédo. De forma interessante, a
dexametasona, um corticoide sintético amplamente utilizado e capaz de induzir
mecanismos da resolucao (McArthur et al. 2015; Vago et al. 2021), é capaz de
aumentar a expressao de MasR (Ghadhanfar et al. 2017).

Uma vez demonstrado que a inibicdo farmacoldgica do receptor Mas
impediu a resolucéo da inflamagéo no modelo de peritonite induzido por E. coli,
nos perguntamos qual seria o impacto da deficiéncia genética do receptor neste
mesmo modelo. Para isso, animais WT e Mas knockout (MasR”) foram
infectados intraperitonealmente com E. coli (10® UFC/animal) e o recrutamento
de leucdcitos para a cavidade, avaliado em diferentes momentos pos infecgao.
Diferentemente dos resultados obtidos pela inibicdo farmacol6gica do receptor,
com A779, camundongos MasR” apresentaram numero de neutrdfilos
semelhante ao de animais WT, no tempo de 48 horas. Por outro lado, o0 nimero
de células mononucleares (monécitos/macréfagos) recrutadas para a cavidade
peritoneal de animais MasR”, nesse mesmo tempo, foi significativamente
menor. Aliado a isso, os niveis de CCL2, principal quimiocina envolvida no
recrutamento de células mononucleares, também foram bem menores na
auséncia do receptor. Pode-se supor que a auséncia completa do receptor, antes
e durante o modelo de peritonite, possa desencadear mecanismos
compensatorios de resolugcdo para a remocao dos neutrofilos, incluindo

eferocitose por células residentes, como células epiteliais (Poon et al. 2014).
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Além disso, o discreto aumento de macréfagos observado em animais MasR™",
12 horas apdés o desafio com E. coli, pode ser suficiente para o clearance do
namero de neutrofilos observados nesse modelo de inflamagédo autorresolutivo.

Corroborando com nossos dados, estudos anteriores de nosso grupo de
pesquisa mostraram no modelo autorresolutivo de pleurisia induzida por LPS,
gue camundongos knockout para GILZ, uma proteina pro-resolutiva induzida por
glicocorticéides, foram capazes de resolver a inflamacédo neutrofilica gerada por
esse modelo. Curiosamente, isso foi associado ao aumento da expressao da
Anexina Al, outro potente mediador pro-resolutivo (Vago et al. 2012). De
maneira semelhante, camundongos knockout para Anexina Al, também
demonstraram resolver a peritonite autorresolutiva induzida por zimosan em
taxas comparaveis a camundongos WT (Damazo et al. 2006). Portanto, nossa
hipétese € que mecanismos compensatorios semelhantes podem estar
envolvidos no clearance de neutrdfilos nos animais MasR”, mesmo em face de
um menor numero de macrofagos. Corroborando nossa hipétese, quando
utilizamos um modelo infeccioso mais grave (pneumonia por P. aeruginosa) os
animais MasR” revelaram um fenétipo de inflamacdo mais exacerbada com
maior infiltrado neutrofilico comparado aos animais WT.

Os macrofagos séo leucdcitos chave que promovem tanto o inicio quanto
a resolucao da inflamagéo (Shapouri-Moghaddam et al. 2018; Watanabe et al.
2019b). Essas células possuem uma plasticidade de respostas frente aos
estimulos inflamatdérios (Negreiros-Lima et al. 2020; Shapouri-Moghaddam et al.
2018). Apos a leséo tecidual, por exemplo, os macréfagos ativados produzem
rapidamente quantidades significativas de citocinas, quimiocinas e outros
mediadores que promovem a inflamacao. Uma vez que o estimulo inflamatério
€ eliminado, ocorre uma mudanca da producédo de mediadores pro-inflamatorios
para pro-resolutivos, desativando as vias de sinalizacdo associadas a
sobrevivéncia de leucocitos; apoptose de neutrdfilos, seguida de sua eliminacéo
por macréfagos, reprogramados para fen6tipos pro-resolutivos (Alessandri et al.,
2013).

Diante do importante papel dos macréfagos na resolucao da inflamacéo,
e levando-se em consideracdo nossos dados que demonstram que essas células
estdo reduzidas em animais MasR” no modelo autorresolutivo de peritonite por

E. coli, nosso proximo objetivo foi investigar se a fagocitose de bactérias estaria
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comprometida nesses animais, apos a infeccao por E. coli. Aqui, demonstramos
tanto in vivo, quanto in vitro, que a fagocitose € significativamente menor na
auséncia do receptor Mas, 0 que pode estar contribuindo para a maior
guantidade de bactérias no lavado peritoneal desses animais. De forma
interessante, o tratamento de BMDMs in vitro, com o peptideo Ang-(1-7), foi
capaz de aumentar a fagocitose de bactérias, sem, no entanto, impactar na
morte do microrganismo. De forma similar, Soto e colaboradores (2019),
demonstraram que o tratamento com Ang-(1-7) e NorLeu [um analogo de Ang-
(1-7)], foi capaz de aumentar a fagocitose de Staphylococcus aureus, em um
modelo experimental de diabetes mellitus em camundongos.

Outro evento chave para a eficiéncia do processo de resolucédo € a
fagocitose de neutrdéfilos apoptéticos por macrofagos, denominada eferocitose
(Sugimoto et al. 2016). Um defeito no clearance de células apoptéticas pode
levar a necrose secundaria dessas células, com liberacdo de contetudo
extracelular para o microambiente tecidual e posterior ativacdo de eventos
inflamatorios prejudiciais ao tecido. Esse defeito estd associado a muitas
doencas inflamatdrias autoimunes e crénicas (Nathan and Ding 2010; Poon et
al. 2014). Além disso, ensaios in vitro e in vivo demonstram que a eferocitose
leva a reprogramacdo de macrofagos de um fenotipo pré-inflamatorio para um
fendtipo pré-resolutivo, o que modula a resposta inflamatoria (Ariel and Serhan
2012).

Nossos resultados demonstram que o eixo Ang-(1-7)/MasR esta envolvido
na eferocitose de neutréfilos apoptéticos tanto in vivo, quanto in vitro. Aqui,
guisemos avaliar ndo apenas o efeito do tratamento com Ang-(1-7), mas o
envolvimento do receptor Mas nesse processo. De fato, células MasR™,
apresentaram menor capacidade eferocitica se comparadas as WT.
Corroborando com nossos achados, Barroso e colaboradores (2018)
demonstraram, em um modelo de artrite induzida por antigeno, que o tratamento
com Ang-(1-7) no pico da inflamagéo foi capaz de promover resolugéo, efeito
associado a apoptose de neutrdéfilos, seguida de eferocitose dessas células por
macrofagos. E importante ressaltar que os efeitos pro-resolutivos de Ang-(1-7)
foram inibidos pelo antagonista do receptor Mas, A779, o que evidencia, mais
uma vez, que tais efeitos sdo dependentes do receptor. De modo similar, outro

estudo demonstrou que o tratamento com Ang-(1-7) foi capaz de resolver a
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inflamacao eosinofilica envolvida na patogénese da asma, por induzir apoptose
dessas células com consequente eferocitose (Magalhaes et al. 2018). Os
mecanismos moleculares de sinalizacdo induzidos por Ang-(1-7) via Mas que
culminam com o aumento da eferocitose e fagocitose ainda precisam ser melhor
estudados.

Em suma, no modelo de peritonite induzido por E. coli aqui estudado,
demonstramos que na auséncia do receptor Mas (demonstrado principalmente
nos experimentos com inibicdo farmacol6gica), ocorre um atraso na resolucéo
natural da inflamacgéo, caracterizado pelo acumulo de neutréfilos na cavidade
peritoneal. Além disso, o0s niveis de CCL2, o recrutamento
monadcitos/macréfagos para o peritbnio, bem como a porcentagem de
eferocitose, também € significativamente menor nos animais deficientes em
MasR. Dados obtidos pelo nosso grupo de pesquisa mostram que 48 horas apés
a injecdo de Ang-(1-7) na pleura de camundongos, ocorre um recrutamento
significativo de mondcitos/macrofagos para a cavidade, e que essas células
abrigam ambos os receptores, MasR e CCR2, sugerindo que as 2 vias estédo
ativas na mesma célula (Zaidan et al. 2022). Numerosos relatos na literatura ja
demonstraram a cooperacao entre os receptores, levando a quimiotaxia eficiente
dos leucécitos. De fato, um receptor para um determinado mediador pode ser
critico para a quimiotaxia dos leucécitos em direcdo a um mediador diferente
(que também se liga a outro receptor) (Vanbervliet et al. 2003; Gaudreault et al.
2005; Gouwy et al. 2011). Outro achado importante € o aumento do niumero de
bactérias no lavado peritoneal dos animais MasR”, evidenciando que, na
auséncia do receptor, ocorre uma possivel falha nos mecanismos de fagocitose
envolvidos no clearance de bactérias.

Apos elucidarmos a participacao do eixo Ang-(1-7)/MasR em um modelo
auto resolutivo de peritonite induzido por E. coli, nosso proximo objetivo foi
caracterizar melhor a participacéo desse eixo num modelo infecioso mais grave
e de importancia clinica: o de pneumonia causada por Pseudomonas
aeruginosa. Além da pneumonia, a infec¢do por P. aeruginosa estd envolvida
em outras manifestacdes clinicas, como bacteremia e infec¢des do trato urinario,
gue acometem principalmente pacientes imunossuprimidos hospitalizados e que
fizeram uso prévio de antimicrobianos de amplo espectro (Gellatly and Hancock
2013). No ambiente hospitalar, estima-se que aproximadamente 60% dos
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pacientes que dao entrada em Unidades de Terapia Intensiva (UTIs),
desenvolvem uma doenca infecciosa, das quais 11% estdo relacionadas a
infeccdo por P. aeruginosa (Choudhuri, Chakravarty, and Uppal 2017).
Associado a isso, a porcentagem de pacientes internados em UTIs que fazem
uso de antimicrobianos de amplo espectro, varia de 64% a 71%, 0 que se torna
um fator de risco importante associado a infeccdo por essa bactéria. Devido a
tais caracteristicas epidemiolégicas e ao perfil de resisténcia a multiplas drogas,
a descoberta de novas terapias antimicrobianas € de extrema importancia no
contexto de infec¢des causadas por P. aeruginosa.

Estudos demonstram que a resposta imune inata € essencial para o
controle da infeccdo por P. aeruginosa, incluindo a producdo de mediadores
inflamatorios, recrutamento celular e depuracdo fagocitica por neutrofilos e
macréfagos (Gongalves-de-Albuquerque et al. 2016). A infec¢do pela bactéria
resulta em um acumulo macico de neutréfilos em resposta a expressao
prolongada e sustentada de mediadores inflamatérios pelo sistema imunoldgico
do hospedeiro. De fato, aqui demonstramos que a infeccdo de camundongos por
P. aeruginosa leva a um aumento do recrutamento de leucdcitos para o0 espaco
alveolar, caracterizado principalmente por neutréfilos, sendo acompanhado da
intensa producéo e liberacdo de mediadores pro inflamatoérios, como TNF-a, IL-
6, IL-18 e CXCL-1 oito horas apés a infeccdo. Nesse mesmo tempo, a carga
bacteriana encontrada no lavado broncoalveolar e no pulmédo dos animais
infectados também atinge seu pico. Assim como no modelo de peritonite induzido
por E. coli aqui estudado, podemos observar um aumento da expressao do
receptor Mas nos tempos de 24 e 48 horas ap0s a infeccdo. De forma
interessante, esse aumento da expressao do receptor Mas, veio acompanhado
de um aumento da expressdo de Anexina Al, um mediador pro-resolutivo bem
descrito e estudado pelo nosso grupo de pesquisa, capaz de induzir apoptose
de neutrdfilos, eferocitose, fagocitose de bactérias e respostas de reparo tecidual
(Sugimoto et al. 2016). Nesse sentido, nossos dados demostram que esse
aumento da expressao de MasR e Anexina Al, vieram acompanhados de uma
reducdo da carga bacteriana no lavado broncoalveolar e nos pulmdes dos
animais infectados com P. aeruginosa, além de um aumento na apoptose de
neutrofilos, seguida de sua eferocitose. Ambos os achados séo caracterizados

como eventos chave para a resolugéo da inflamacgé&o. Corroborando com nossos
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dados, Machado e colaboradores (2020) demonstraram que animais deficientes
para Anexina Al ou seu receptor FPR2, apresentaram exacerbacdo da
inflamacg&o pulmonar, caracterizada por aumento do recrutamento de neutrofilos
para 0 espaco alveolar, além de maior carga bacteriana no BAL ap0s infeccdo

com Streptococcus pneumoniae.

Assim como no modelo de peritonite induzido por E. coli aqui estudado,
nossos achados no modelo de pneumonia causada por P. aeruginosa
demonstram que a deficiéncia do receptor Mas (MasR”) leva a um maior
recrutamento de leucdcitos para a cavidade alveolar, sendo que a maioria
dessas células sdo neutrdfilos. Os neutrofilos sdo células efetoras essenciais
para a eliminacdo dos patdgenos invasores. No entanto, devido a grande
guantidade de proteases e outras substancias que produzem, a exacerbacao da
atividade dos neutroéfilos pode ser deletéria para o tecido e contribuir para o
desenvolvimento da doenca, mesmo apds a eliminagdo do microrganismo
invasor. Dessa forma, uma caracteristica histoldgica tipica e essencial da
resolucdo da inflamagdo € o clearance dos neutrofilos acumulados no sitio
inflamatdrio, através da eferocitose (Greenlee-Wacker 2016; Robb et al. 2016;
Sugimoto et al. 2016). De maneira interessante, a porcentagem de eferocitose
em animais MasR™", foi significativamente menor que em animais WT, sugerindo
a maior permanéncia de neutréfilos no pulméo durante a infecgdo. Na deficiéncia
de MasR, podemos observar uma maior producao e liberacdo de citocinas pro-
inflamatérias tanto no BAL quanto no pulmd@o. No entanto, as analises
histopatolégicas dos pulmdes desses animais revelaram que o dano tecidual
ocasionado pela infec¢do por P. aeruginosa foi semelhante ao encontrado nos
animais WT, pelo menos no tempo analisado. De fato, P. aeruginosa pode induzir
lesdo pulmonar de varias maneiras. Uma das caracteristicas da lesdo pulmonar
€ 0 aumento da permeabilidade da barreira alvéolo-capilar, através do
comprometimento de tight junctions (complexos de proteinas heteroméricas que
formam a interface de vedacgé&o entre as células epiteliais adjacentes) o que leva
a um maior extravasamento de proteinas para 0 espaco alveolar e
consequentemente, edema (Rejman et al. 2007). De acordo, animais MasR™,
apresentam maiores quantidades de proteinas no lavado broncoalveolar se

comparados aos animais WT.
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Durante a fase resolutiva da inflamacéo, predominam os macréfagos de
perfil M2 e Mres (Schif-Zuck et al. 2011; Thieblemont et al. 2018). Os macrofagos
M2 possuem alta capacidade eferocitica e secretam citocinas anti-inflamatérias
durante a resolucdo (Nepal et al. 2019; Zhong et al. 2018). De forma
interessante, os niveis de CCL2 e IL-10 foram menores no BAL desses animais,
indicando uma falha no recrutamento e reprogramacdo de macrofagos para o
local inflamado. Outro achado importante € a maior quantidade de bactérias no
lavado bronco alveolar de animais MasR”, o que pode estar envolvido com
menor capacidade de fagocitose por células deficientes para o receptor Mas.
Corroborando com nossos achados, Melo e colaboradores (2021) demostraram
gue em animais MasR”, a pneumonia causada pelo virus Influenza A foi mais
grave. Foi observado um maior recrutamento de neutréfilos para o pulmao
acompanhado de maiores titulos virais no tecido nos animais MasR” quando
comparados aos WT (Melo et al., 2021). De forma interessante, os niveis de
Anexina Al intacta, que possui a propriedade pro-resolutiva dessa proteina, sao
menores nesses animais, 0 que corrobora com nossa hipétese de que na
auséncia de MasR ha um comprometimento da resolucao da inflamacao, o que
leva a permanéncia de neutrofilos no sitio inflamado com consequente liberacao
de proteases e clivagem de AnxAl (Tavares et al, 2014; Vago et al, 2016) e

manutenc¢ao da carga bacteriana.

Tendo em vista que a deficiéncia do receptor Mas leva a uma exacerbacao
da resposta inflamatéria causada pela infeccdo por P. aeruginosa, nosso
préximo objetivo foi investigar se o tratamento com Ang-(1-7) seria capaz de
reduzir os parametros inflamatérios aqui observados: o recrutamento de
leucécitos para o espaco alveolar, a producédo e liberacdo de mediadores proé-
inflamatdérios e a carga bacteriana no BAL e no pulméo dos animais infectados.
Diferente da estratégia adotada nos experimentos com animais MasR”, a
avaliacdo dos parametros inflamatorios citados anteriormente foi feita 48 horas
apos a infeccdo, uma vez que o tratamento com o peptideo foi realizado no
tempo de 24 horas, onde observamos aumento da expresséo do receptor Mas,
através do qual Ang-(1-7) se liga e desencadeia seus efeitos. O tratamento dos
animais com Ang-(1-7) 24 horas apo0s a infec¢cdo com P. aeruginosa, levou a uma

diminuicdo no recrutamento de leucdcitos para o espaco alveolar, principalmente
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de neutrdfilos. Sabemos que a producéo de Ang-(1-7) ocorre principalmente pela
acao da Enzima Conversora de Angiotensina Il (ECA II) sobre a Angiotensina Il
(Ang I1). Nesse sentido, Sodhi e colaboradores (2019) mostraram que a inibicao
de ECA2 no modelo de infecgdo pulmonar por P. aeruginosa leva a um atraso
no processo de resolucdo da inflamacédo neutrofilica. Além disso, 0 uso da
enzima recombinante foi benéfico no contexto estudado, reduzindo a infiltracéo
de neutrdfilos e a inflamacéo pulmonar. Assim como no protocolo adotado em
nosso estudo, ambas as intervencdes farmacoldgicas foram feitas no tempo de
24 horas apoOs a infeccdo. Nossa hipdotese é que Ang-(1-7) estaria agindo
diretamente sobre os neutroéfilos, diminuindo de maneira geral, a ativacédo dessas
células, o que contribui em parte, para o0 menor dano pulmonar observado nos

animais apos a infec¢cdo com P. aeruginosa.

O tratamento com Ang-(1-7) também foi capaz de diminuir os niveis de
algumas citocinas pro-inflamatérias no BAL, no pulmao e no plasma de animais
infectados, como TNF-q, IL-6 e IL-1B3. Corroborando com nosso achado que o
uso do peptideo diminuiu o recrutamento de neutréfilos para o espaco alveolar,
observamos menores niveis da quimiocinas CXCL-1 tanto no BAL, quanto no
plasma nos animais tratados com Ang-(1-7), se comparados aos do grupo
veiculo. Uma ativacdo efetiva da resposta imune frente a bactérias ou seus
componentes é essencial para a manutencdo da fungcdo pulmonar e da
homeostase. De fato, a infec¢do por P. aeruginosa conduz a ativagao de vias de
sinalizacéo intracelulares, levando a producdo de mediadores inflamatorios e
morte celular, o que acaba induzindo dano pulmonar (Goncgalves-de-
Albuquerqgue et al. 2016). As analises histopatolégicas mostram intenso infiltrado
leucocitario nos pulmdes de animais do grupo veiculo, compativel com
desenvolvimento de pneumonia moderada a grave. O tratamento com Ang-(1-7)
foi capaz de reduzir o dano pulmonar causado pela infec¢do, além de diminuir a
guantidade de proteinas no BAL dos animais infectados. Acreditamos que nao
foi possivel observar reducdo da carga bacteriana no BAL e no pulmao, apds o
tratamento com Ang-(1-7), devido ao tempo analisado. Como demonstrado no
experimento de padronizacdo, no tempo de 48 horas, a carga bacteriana em
ambos os sitios ja € minima. Nesse sentido, um experimento realizado

administrando o peptideo no tempo de 12h e retirando-se o BAL com 24 mostrou
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maior reducdo da carga bacteriana, sugerindo que seu uso poderia ser
complementar a antibioticoterapia, modulando a resposta inflamatoria e
minimizando o dano pulmonar e ainda ajudando o antibiético a atuar no controle

bacteriano.

Corroborando com o papel essencial do receptor Mas no controle
bacteriano nos pulmdes, nossos ensaios de fagocitose in vitro demonstram que
macréfagos derivados de medula éssea de animais MasR” apresentaram menor
capacidade fagocitica quando comparadas as células oriundas de animais WT.
De forma interessante, o tratamento de macrofagos alveolares, in vitro, com Ang-
(1-7) foi capaz de aumentar a fagocitose de bactérias, quando comparado ao
grupo ndo tratado. Véarios estudos demonstram que a fagocitose € essencial para
a eliminacao rapida de muitos patégenos pulmonares, incluindo P. aeruginosa e
Klebsiella pneumoniae, portanto, uma deficiéncia na fagocitose geralmente
resulta em agravamento das infeccdes causadas por esses agentes etioldgicos,
como no caso da pneumonia, que causa elevados indices de morbidade e
mortalidade (Broug-Holub,et al.1997, Knapp et al. 2003).

Sabendo que o tratamento com Ang-(1-7) foi capaz de reduzir a
inflamacdo pulmonar decorrente da infeccdo por P. aeruginosa, diminuindo a
producdo de citocinas e quimiocinas pro-inflamatoérias, o recrutamento de
neutréfilos para o espaco broncoalveolar e o dano histopatolégico, nosso
proximo objetivo foi investigar se 0 uso do peptideo protegeria os animais da
pneumonia letal causada pela bactéria. Embora nossos dados ndo demonstrem
reducdo significativa da taxa de letalidade dos animais tratados com Ang-(1-7),
observamos uma protecdo de aproximadamente 20% em relacdo ao grupo
veiculo. Considerando os altos indices de morte associados a infeccéo por P.
aeruginosa no ambiente hospitalar, a prote¢édo conferida pelo uso de Ang-(1-7)
pode ser vista como algo relevante epidemiologicamente, principalmente se
associado ao uso de antimicrobianos. Mais estudos com um maior N
experimental e utilizando animais C57BL/6 s&0 necessarios para esclarecer
melhor o esquema terapéutico e via de administracdo a serem adotados para

melhor eficacia do tratamento com o peptideo.
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7 CONCLUSAO

Uma quantidade crescente de evidéncias na literatura apoia o papel
protetor do eixo contrarregulatério do Sistema Renina Angiotensina Aldosterona,
do qual a Ang-(1-7) e seu receptor Mas participam, no contexto de doencas
infecciosas, incluindo pneumonias bacteriana e viral, e sepse. No contexto de
peritonite induzida por E. coli, nossos dados demonstram que a auséncia do
receptor Mas, leva a um atraso na resolucao da inflamacéao, por comprometer o
recrutamento de macréfagos para a cavidade peritoneal, reduzir a eferocitose de
neutrofilos apoptéticos e o clearance bacteriano. De modo similar, no modelo de
pneumonia induzida por P. aeruginosa, animais deficientes para o receptor Mas
demonstraram ser mais susceptiveis a infec¢cdo pulmonar, apresentando maior
namero de neutroéfilos no lavado bronco alveolar, maior carga bacteriana, além
de niveis aumentados de citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias.

De forma complementar, o tratamento com Ang-(1-7) foi capaz de reduzir
o recrutamento de neutrofilos para o espaco alveolar, diminuindo a producéo e
liberacdo de mediadores pro-inflamatorios e o dano pulmonar ocasionado pela
infecgdo por P. aeruginosa. In vitro, nossos dados demonstram que o uso do
peptideo foi capaz de aumentar a fagocitose da bactéria por macrofagos
alveolares, o que é fundamental para o controle da disseminacao bacteriana no
contexto de pneumonia. A identificacdo de mecanismos e ac¢des pro-resolutivas
da Ang-(1-7) abrird caminho para o desenvolvimento de terapias direcionadas
para diferentes doencas infecciosas e inflamatorias.
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Nonphlogistic migration of macrophages contributes to the clearance of pathogens and

apoptotic cells, a critical step for the resolution of inflammation and return to homeostasis.
Angiotensin-(1-7) [Ang-(1-7)] is a heptapeptide of the renin-angiotensin system that acts through
Mas receptor (MasR). Ang-(1-7) has recently emerged as a novel proresolving mediator, yet Ang-
(1-7) resolution mechanisms are not fully determined. Herein, Ang-(1-7) stimulated migration of
human and murine monocytes/macrophages in a MasR-, CCR2-, and MEK/ERK1/2-dependent
manner. Pleural injection of Ang-(1-7) promoted nonphlogistic mononuclear cell influx alongside
increased levels of CCL2, IL-10, and macrophage polarization toward a regulatory phenotype.
Ang-(1-7) induction of CCL2 and mononuclear cell migration was also dependent on MasR and
MEK/ERK. Of note, MasR was upregulated during the resolution phase of inflammation, and its
pharmacological inhibition or genetic deficiency impaired mononuclear cell recruitment during
self-resolving models of LPS pleurisy and E. coli peritonitis. Inhibition/absence of MasR was
associated with reduced CCL2 levels, impaired phagocytosis of bacteria, efferocytosis, and delayed
resolution of inflammation. In summary, we have uncovered a potentially novel proresolving
feature of Ang-(1-7), namely the recruitment of mononuclear cells favoring efferocytosis,
phagocytosis, and resolution of inflammation. Mechanistically, cell migration was dependent on
MasR, CCR2, and the MEK/ERK pathway.

Introduction

The renin-angiotensin system (RAS) is traditionally viewed as an enzymatic cascade of reactions that
culminate with the production of angiotensin II (Ang II), a hormone peptide that causes vasoconstric-
tion and is endowed with potent proinflammatory actions (1). RAS activation is often associated with
the pathological induction of inflammatory and profibrotic responses in different diseases (2, 3). Con-
versely, an alternative counterregulatory branch of the RAS was later described: the angiotensin-con-
verting enzyme 2/angiotensin-(1-7)/Mas receptor axis. Angiotensin-(1-7) [Ang-(1-7)] is a bioactive hep-
tapeptide produced through the enzymatic inactivation of Ang II by the angiotensin-converting enzyme
2 (ACE-2) (4, 5). In addition to directly inhibiting Ang II, the production and bioactions of Ang-(1-7)
include potent receptor-mediated antiinflammatory responses triggered by the activation of the G pro-
tein—coupled receptor Mas (MasR) (6). Accordingly, MasR absence is associated with the aggravation of
cardiovascular and inflammatory diseases (7-10).


https://doi.org/10.1172/jci.insight.147819
https://doi.org/10.1172/jci.insight.147819

. RESEARCH ARTICLE

The Ang-(1-7)/MasR axis was recently shown to mediate important features of resolution of inflam-
mation, including apoptosis of neutrophils with subsequent efferocytosis, and decrease the secretion of
proinflammatory cytokine and granulocyte recruitment (11-13). Nevertheless, the compelling tissue-pro-
tective and regulatory actions of Ang-(1-7) remain poorly explored. Understanding the specific prore-
solving mechanisms of Ang-(1-7) in leukocyte responses will shed light on critical therapeutic targets for
inflammatory diseases.

Macrophages are key leukocytes promoting both inflammation onset and resolution (14, 15). The plas-
ticity of macrophage response is evidenced by the distinct functional cell phenotypes determined by dif-
ferent tissue milieus (15, 16). Upon injury, activated macrophages rapidly produce significant amounts of
cytokines, chemokines, and other mediators that promote inflammation. Once the inflammatory trigger is
eliminated, macrophage phenotype is switched toward regulatory profiles and is more prone to perform
efferocytosis of apoptotic cells and secrete antiinflammatory and proresolving mediators. Accumulating
evidence indicates that the Ang-(1-7)/MasR axis deactivates proinflammatory macrophages (9, 12, 17, 18).
For instance, MasR is expressed in different macrophage subtypes and negatively regulates the production
of phlogistic mediators (8, 9). Of note, the MasR ligand Ang-(1-7) significantly counterregulates LPS-in-
duced proinflammatory macrophage responses (12, 17, 18). Although the role of Ang-(1-7)/MasR in the
deactivation of proinflammatory macrophages has already been shown, the mechanisms by which Ang-
(1-7) promotes nonphlogistic monocyte/macrophage migration, laying the foundation for inflammation
resolution, remain unknown.

Here, we identified a potentially novel proresolving feature of Ang-(1-7), namely the nonphlogistic
recruitment of macrophages. Ang-(1-7) signaling promoted macrophage migration, polarization to regula-
tory phenotypes, efferocytosis, and phagocytosis and induced resolution of inflammation through its cog-
nate receptor, Mas, in models of sterile inflammation and infection. Mechanistically, Ang-(1-7)-induced
cell migration alongside IL-10 and TGF-f release was dependent on the CCL2/CCR2 axis and activation
of the MEK/ERK1/2 pathway.

Results

Ang-(1-7) promotes migration of macrophages and monocytes but not neutrophils. To explore the role of Ang-(1-
7) on macrophage migration, we initially performed in vitro chemotaxis assays using RAW 246.7 mac-
rophages. Ang-(1-7) induced a concentration-dependent macrophage migration when compared with
untreated cells (Figure 1A). A concentration as low as 3 nM of Ang-(1-7) promoted significant macrophage
chemotaxis, which was further raised by increasing concentrations of the peptide (Figure 1A). In addi-
tion, Ang-(1-7) induced in vitro migration of BM-derived macrophages (BMDMs) and human monocytes
(Figure 1, B and C) to the same extent as the classical monocyte chemoattractant, CCL2. In contrast to its
action on macrophages, Ang-(1-7) did not induce chemotaxis of human neutrophils, as observed for the
positive control (N-formylmethionyl-leucyl-phenylalanine — fMLP) (Figure 1D).

Next, we questioned whether pretreatment of macrophages and neutrophils with Ang-(1-7) would
affect the in vitro migration toward phlogistic chemoattractants, mimicking cell recruitment in an inflam-
matory milieu. As anticipated, pre-exposure to Ang-(1-7) decreased the migration of macrophages (RAW
264.7 and BMDMs) and neutrophils toward the phlogistic stimuli LPS and fMLP, respectively (Figure 1,
E-G). Notably, pretreatment of neutrophils with Ang-(1-7) decreased spontaneous migration of human
neutrophils (toward control medium) (Figure 1G). Collectively, we have observed that monocyte/macro-
phages, but not neutrophils, migrated toward Ang-(1-7) in nonphlogistic conditions. In contrast, migration
of neutrophils or macrophages toward inflammatory stimuli was prevented by pre-exposure to Ang-(1-7).

Ang-(1-7)—induced monocyte/ macrophage migration is dependent on MasR, CCR2, and MEK/ERK1/2 pathway.
Since Ang-(1-7) bioactions are mainly translated by MasR binding (6), we next evaluated the involvement of
MasR in the Ang-(1-7)-induced macrophage migration. Pretreatment of RAW 264.7 macrophages with the
antagonist of MasR, A779, abolished Ang-(1-7)-induced migration (Figure 2A). To validate our findings,
we performed the migration assay using BMDMs from wild-type (WT) and MasR-knockout (MasR ") mice.
Likewise, MasR deficiency abrogated Ang-(1-7)-induced migration of murine macrophages (Figure 2B).

Monocyte/macrophage migration largely relies on the CCL2/CCR2 pathway (19). Importantly, pro-
resolving molecules, such as plasmin and db-cAMP, significantly stimulate CCR2-dependent macrophage
migration (16, 20). Here, Ang-(1-7) induced a significant production of CCL2 by macrophages (Figure
2C), and pretreatment with RS504393 (CCR2 antagonist) significantly reduced macrophage chemotaxis
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Figure 1. Macrophage and neutrophil chemotaxis after Ang-(1-7) treatment. RAW 264.7 cells (A), BMDMs (B), and human monocytes (C) were seeded in
24-transwell plates and allowed to migrate across a polycarbonate membrane using increasing concentrations of Ang-(1-7) as a chemoattractant (3-100
nM). CCL2 (100 ng) was used as a positive control. Chemotaxis assays using isolated human neutrophils were also performed using Ang-(1-7) (100 nM) or
fMLP (10 M) as chemoattractants (D). Pretreatment of BMDMs (E), RAW 264.7 cells (F), and human neutrophils (G) for 1 hour with Ang-(1-7) 100 mM or
media (RPMI) was performed to assess cell chemotaxis toward LPS (100 ng/mL) or fMLP (10-° M/well) or control medium (CM) as specified in the graphs.
Results are expressed as the number of migrated cells and are presented as mean + SEM; * for P < 0.05, ** for P < 0.01, and *** for P < 0.001 when com-
pared with the control group (CM) by 1-way ANOVA. Graphs A, B, E, and F are representative results of 3 independent experiments performed in biological
triplicates (n = 3). Graphs C, D, and G represent data collected from different healthy volunteers (n = 4 for Cand n = 3 for D and G).

toward Ang-(1-7) (Figure 2D). In agreement with that, BMDMs from CCR2~~ mice presented no migra-
tion toward either CCL2 or Ang-(1-7) (Figure 2E). Of note, whereas BMDMs from WT mice efficiently
migrated toward low concentrations of CCL2 (1 ng/mL), a complete absence of migration toward a CCL2
gradient was observed for MasR’- BMDMs (Figure 2F).

Next, we assessed the involvement of the MEK/ERK pathway in Ang-(1-7)-induced macrophage
migration. MEK/ERK signaling is part of the cascade for cell migration in different contexts, including
during resolution of inflammation (20, 21). Initial experiments revealed that Ang-(1-7) induced ERK1/2
phosphorylation — the kinase downstream to MEK (Supplemental Figure 1, A and B; supplemental mate-
rial available online with this article; https://doi.org/10.1172/jci.insight.147819DS1) — and pretreatment
of macrophages with 2 MEK/ERK inhibitors, selumetinib and U0126, decreased Ang-(1-7)—induced phos-
phorylated (p-) ERK1/2 and macrophage migration (Figure 2, G-I). Activation of ERK1/2 by Ang-(1-7)
was partially dependent on MasR, as A779 significantly decreased P-ERK1/2 levels in Ang-(1-7)-treated
macrophages (Figure 2, H and I).

Ang-(1-7)/ MasR axis promotes monocyte/ macrophage migration in vivo. Having established the role of Ang-
(1-7) in macrophage migration in vitro, we next examined Ang-(1-7) actions in vivo. Ang-(1-7) induced a
time-dependent influx of leukocytes into the pleural cavity of mice (Figure 3A). Leukocyte infiltration was
almost entirely composed of mononuclear cells without any significant recruitment of neutrophils. Like-
wise, Ang-(1-7) injected in the intra-articular cavity of mice induced a similar profile of leukocyte influx
into the knee joint of mice (peak at 24 hours) (Supplemental Figure 2A).
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Figure 2. Ang-(1-7)-induced macrophage migration is dependent on MasR and associated with CCR2 and the MEK/ERK1/2 pathway. (A) RAW 264.7
cells were pretreated with the antagonist of MasR (A779, 1 uM) 1 hour before performing chemotaxis assays using Ang-(1-7) (100 nM) as the chemoat-
tractant. (B) BMDMs from WT and MasR~/~ mice were next used to assess cell chemotaxis toward Ang-(1-7). (C) Graph shows the production of CCL2
by WT BMDMs 4 hours post-Ang-(1-7) exposure. (D) RAW 264.7 cells were pretreated with CCR2 antagonist (RS504393 10 uM) 1 hour before perform-
ing chemotaxis assays using Ang-(1-7) (100 nM) as the chemoattractant. (E) BMDMs from WT and CCR2"/- mice were used to assess cell chemotaxis
toward Ang-(1-7), and (F) a chemotaxis assay toward CCL2 (0.1 and 1 ng/mL) was performed using BMDMs from WT and MasR~/~ mice. (G) RAW 264.7
cells were pretreated for 1 hour with inhibitors of the MEK/ERK pathway (selumetinib and U0126, 10 and 15 uM, respectively), and chemotaxis assays
using Ang-(1-7) (100 nM) as the chemoattractant were performed. (H) Western blot analyses for p-ERK1/2 were performed after incubation of RAW
264.7 cells with the abovementioned inhibitors followed by Ang-(1-7) treatment. B-Actin was used as a protein load control. (I) Quantification of blot
bands was performed using Image) (NIH). Data are presented as mean + SEM, * for P < 0.05, ** for P < 0.01, and *** for P < 0.001 when compared
with the control group by 1-way ANOVA (A, B, and D-I) or 2-tailed t test (C). Data are representative of 3 independent experiments performed in
biological triplicates or quadruplicates (n = 3-4). CM, control medium; UT, untreated cells.
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Ang-(1-7)-induced cell recruitment into the pleural cavity was associated with increased production of
IL-10 and CCL2 (Figure 3B) without modifying the levels of CXCL1 and proinflammatory cytokines, such
as TNF-o and IL-6 (Supplemental Figure 2C). Similarly, increased CCL2 levels were associated with the
recruitment of cells into the intra-articular cavity of mice post-Ang-(1-7) injection (Supplemental Figure 2B).

Additional immunophenotyping of cells recruited into the pleura showed enrichment in the frequency
of monocytes 48 hours post—-Ang-(1-7) (Figure 3, C and D) along with increased absolute numbers of mac-
rophages, monocytes, and lymphocytes (Figure 3E). Both frequency and absolute numbers of neutrophils
were not modified by Ang-(1-7) (Figure 3, D and E).

Akin to our in vitro data, pretreatment of mice with RS504393, or A779, decreased Ang-(1-7)-induced
recruitment of mononuclear cells into the pleural cavity (Figure 4A). Given the critical role of the MEK/
ERK pathway in the induction of CCL2-mediated macrophage migration (20, 22) and that Ang-(1-7)
induced a time-dependent increase in ERK1/2 phosphorylation in leukocytes recruited to the pleura (Sup-
plemental Figure 1, C and D), we treated mice with the MEK/ERK inhibitor U0126, 1 hour before Ang-(1-
7) injection. Inhibition of the MEK/ERK pathway significantly reduced the recruitment of mononuclear
cells observed at 48 hours post—-Ang-(1-7) (Figure 4B). Of note, the Ang-(1-7)-mediated increase in CCL2
was also reduced by the inhibition of the MasR and MEK/ERK pathway (Figure 4, C and D). As expect-
ed, the pharmacological inhibition of MEK/ERK decreased the Ang-(1-7)-induced phosphorylation of
ERK1/2 (Figure 4, E and F). Next, confocal microscopy experiments were performed to determine wheth-
er CCR2 receptor colocalized with MasR in Ang-(1-7)—recruited macrophages. Interestingly, an increased
frequency of macrophages with concomitant expression of CCR2 and MasR was observed in the pleural
cavity of mice 48 hours post—-Ang-(1-7) injection (Figure 4G — arrows indicate the MasR* CCR2* cells).
Together, these data provide evidence that Ang-(1-7), acting through MasR, activates the MEK/ERK path-
way, leading to the production of CCL2 and recruitment of mononuclear cells via CCR2.

Macrophages recruited by Ang-(1-7) present regulatory phenotypes. Macrophage phenotype was evaluated
based on 3 populations previously identified (23-25) (Figure 5A). Ang-(1-7) injection increased the numbers
of M2 (F4/80"Ly6C CD11b") and proresolving macrophages (Mres — F4/80™¢CD11b") in the pleura of
mice while numbers of classically activated (M1 — F4/80°Ly6C*CD11b™) remained unmodified (Figure
5B). The regulatory phenotype of macrophages was consistent with the increased production of IL-10 (Fig-
ure 3B) and TGF-B (Figure 5C) observed post-Ang-(1-7) injection. Besides, Arginase 1 (Argl) and Yml,
classical M2 markers, were increased in Ang-(1-7)-recruited leukocytes (Figure 5D). Of note, Ang-(1-7) also
increased BMDMs’ production of IL-10 and TGF-f in a time-dependent manner (Figure 5E).

Corroborating our in vivo data, Ang-(1-7) preferentially induced migration of M2-like macrophages
(IL-4 polarized) while preventing migration of M1 cells (LPS+IFN-y polarized) (Supplemental Figure 3).

MasR is crucial for the recruitment of mononuclear cells during resolution of inflammation. The relevance
of endogenous Ang-(1-7)-induced migration of mononuclear cells was evaluated in a well-character-
ized self-resolving model of LPS-induced pleurisy (26-28). In this model, the intrapleural injection of
LPS promotes early recruitment of neutrophils to the pleural cavity that peaks at 8 hours postchallenge,
decreasing thereafter. At the resolution phase (48 hours post-LPS), a significant recruitment of mono-
nuclear cells was observed concomitant with the decline in neutrophils’ numbers (Figure 6, B and C).
Notably, MasR expression in the pleural recruited leukocytes was significantly upregulated at this time
point (Figure 6A).

Local administration of A779 at the peak of inflammation prevented the spontaneous reduction of
neutrophil numbers (Figure 6B) and the increase of mononuclear cell recruitment (Figure 6C) seen at 48
hours in the vehicle group. These data reinforce that the endogenous Ang-(1-7)/MasR axis is indeed part
of a proresolutive physiological program.

To further evaluate the role of MasR in the resolution of inflammation, we compared the kinetics of leukocyte
infiltration after LPS challenge in MasR™~ and WT controls. Although the genetic deficiency in MasR did not
modify neutrophil infiltration post-LPS in the evaluated time points (Figure 6D), the number of mononuclear cells
recruited to the pleural cavity was significantly lower in MasR~~ compared with WT mice (Figure 6E). According-
ly, pleural levels of the chemokine CCL2 were significantly lower in MasR~~ when compared with WT mice (Fig-
ure 6F). Flow cytometry (gating strategy — Supplemental Figure 4) showed lower numbers of macrophages, but
not monocytes and neutrophils, in MasR ™" in comparison with WT (Figure 6, G-I). Of interest, the frequency of
CD206-positive macrophages, an M2 marker necessary for the engulfment of apoptotic bodies (29), was strikingly
lower in the pleural exudate of MasR~~ mice (Figure 6, J and K), indicating that MasR might affect macrophage
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Figure 3. Ang-(1-7) induces time-dependent recruitment of monocytes/macrophages to the pleura of mice and increases IL-10 production. BALB/c
mice received an intrapleural (i.pl.) injection of Ang-(1-7) (100 ng/cavity) or PBS (controls), and the cells recruited to the cavity were harvested at 6,
24, and 48 hours for total and differential leukocyte counts by light microscopy (A). Levels of CCL2 and IL-10 were measured by ELISA in the pleural
lavage supernatants after PBS or Ang-(1-7) injections (B). Flow cytometry analysis of recruited leukocytes harvested 48 hours after Ang-(1-7) or PBS
injection was also performed. Representative dot plots (C), leukocyte frequencies (expressed as the percentage of single cells), and leukocyte num-
bers are presented (D and E). Results are presented as mean + SEM (graphs An=5,Bn=6,DandEn = 8), * for P < 0.05 and ** for P < 0.01when
compared with control (PBS), by 1-way ANOVA.

mechanisms for efferocytosis. To validate our findings, we tested whether the absence of MasR would influence
the neutrophil clearance in a more severe model of inflammation. During severe pleurisy, MasR~~ mice present-
ed higher numbers of neutrophils during early stages (i.e., 8 hours postchallenge) and at the resolution phase of
inflammation (48 hours postchallenge) compared with WT animals (Supplemental Figure 5A). Furthermore, we
observed a decreased infiltration of macrophages at 8 and 24 hours post-LPS and a rebound of recruitment at 48
hours (Supplemental Figure 5B). Although macrophages did arrive late in MasR~~ mice, they could not promote
neutrophil removal from the pleural cavity at the 48-hour time point. This was accompanied by a lower frequency
of efferocytic events in the MasR /- animals (Supplemental Figure 5C).

In sum, pharmacological and genetic inhibition of MasR uncovered its essential role in maintaining
mononuclear cell migration, a key step for an effective resolution of inflammation.

Ang-(1-7)/ MasR axis promotes production of CCL2, recruitment of macrophages, and phagocytosis of bacteria in
a self-resolving model of peritonitis. To evaluate the role of MasR in infections, a self-resolving model of peri-
tonitis was performed (30). Macrophage expression of MasR increased at the resolution phase (48 hours)
but not at the peak (12 hours) of E. coli—elicited peritonitis (Figure 7A). Importantly, blockage of MasR at
the peak of inflammation significantly delayed resolution of neutrophilic inflammation during E. coli peri-
tonitis, as evidenced by the increased resolution interval observed (Ri = 22 hours in the vehicle group vs. Ri
> 48 hours in the A779-treated group — Figure 7B).

Next, WT and MasR~~ mice were infected intraperitoneally with E. coli and evaluated after different
time points postinfection. In agreement with data from the pleurisy model, deficiency of MasR impaired
the recruitment of macrophages during the resolution phase of E. coli-induced peritonitis, without altering
neutrophil kinetics of recruitment into the peritoneal cavity (Figure 7, C and D). The reduced numbers of
macrophages were associated with a significant reduction of CCL2 levels during infection (Figure 7E) and
higher bacteria counts in the MasR~~ mice in comparison with WT (Figure 7F).
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Figure 4. MasR, CCR2, and the MEK/ERK1/2 pathway are important for Ang-(1-7)-mediated recruitment of macrophages. BALB/c mice were treated
with RS504393 (2 mg/kg i.pl.), A779 (200 ng/cavity), or UD126 (60 pg/cavity) 1 hour before the local injection of Ang-(1-7) (100 ng/cavity). Leukocyte
recruitment to the pleura cavity was evaluated at 48 hours post-Ang-(1-7) (A and B). CCL2 levels were measured at 6 hours post-Ang-(1-7) in the cell-free
pleural lavage supernatants (C and D). Phosphorylation of ERK1/2 was evaluated by Western blotting of recruited leukocytes at 48 hours post-Ang-(1-7) (E
and F). At the same time point, frequencies of CCR2*MasR* macrophages were determined by confocal microscopy (G — arrows indicate the double-posi-
tive cells). Results are shown as the mean + SEM of n = 4-6 mice in each group. * for P < 0.05, ** for P < 0.01, and *** for P < 0.001 when compared with
the control group (PBS) by 1-way ANOVA (A-F) or t test (G).

To test whether Ang-(1-7)/MasR would impact macrophage ability to phagocytose bacteria, peritoneal
macrophages from naive WT or MasR~~ were isolated, and 2 x 10° cells from each group were plated for
an in vitro phagocytosis assay (see Methods). Phagocytosis of E. coli was impaired by MasR deficiency
(Figure 7G) and enhanced when BMDMs of WT mice were treated in vitro with Ang-(1-7) (Figure 7H).
Besides the increased phagocytosis, Ang-(1-7) treatment did not enhance macrophage-related bacterial kill-
ing (Figure 7I). Of interest, Ang-(1-7) did not display direct classic antibacterial activity (Supplemental
Figure 6). Altogether, Ang-(1-7):MasR is important for macrophage phagocytosis of bacteria, but it does
not seem to impact the mechanisms for pathogen killing in macrophages. Thus, the higher bacteria loads
observed in vivo in MasR~~ mice compared with WT (evidenced in Figure 7F) are probably due to the
decreased uptake of bacteria that, over time, leads to an overall delayed E. coli clearance.
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Figure 5. Macrophages recruited to the pleura post-Ang-(1-7) injection present a regulatory phenotype. Briefly, BALB/c mice received an i.pl. injec-
tion of Ang-(1-7) (100 ng/cavity) or PBS (controls), and the macrophages recruited to the cavity were harvested at 48 hours for phenotyping by flow
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Figure 6. MasR is upregulated during the resolution of inflammation and is important for recruitment of regulatory macrophages. BALB/c mice were
challenged with LPS (250 ng/cavity, i.pl.) or PBS, and leukocytes from the pleural cavity were harvested after 8, 24, and 48 hours for Western blot analysis
of MasR (A) and differential cell counts (B and C). LPS-challenged mice were treated with A779 (200 ng/cavity) or vehicle at 8 and 24 hours post-LPS
injection, and leukocytes were harvested at 48 hours for differential cell counts (B and C). Next, WT and MasR~/- mice were also i.pl. challenged with LPS,
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and neutrophil (D) and mononuclear cell numbers (E) and CCL2 levels (F) were evaluated. Flow cytometry analysis was performed to assess numbers of
macrophages (F4/80*CD11b* — G), monocytes (F4/80-Ly6C* — H), and neutrophils (F4/80°Ly6G* — I). Frequencies of CD206* macrophages are graphed in )
and representative gating is shown in K. Results are shown as the mean + SEM of n = 5-6 mice. * for P < 0.05, ** for P < 0.01, and *** for P < 0.001 when
compared with the control group (PBS). ** for P < 0.01 when compared with the 8-hour time point, or as indicated, by 1-way ANOVA (B and C) or 2-way
ANOVA (D-K). NSB, nonspecific band.

Ang-(1-7)/ MasR axis is a regulator of efferocytosis in vivo and in vitro. Efferocytosis is a critical event in the
resolution of inflammation (31). Previously, we have shown that Ang-(1-7) promotes efferocytosis of apop-
totic neutrophils (11) and eosinophils (13); yet, the associated mechanisms remained unknown.

Because the frequency of CD206 was reduced in macrophages from MasR~~ mice post-LPS challenge
(Figure 6, J and K), we initially analyzed efferocytosis during this self-resolving model of pleurisy. In WT
mice, the rate of neutrophil efferocytosis reflected the pattern of neutrophilic infiltration, being maximal at
the peak of inflammation (8 hours) and decreasing thereafter (Supplemental Figure 7A). Although effero-
cytosis was relatively low at 48 hours post-LPS, the antagonism of MasR induced a further decrease in the
frequency of efferocytosis (Supplemental Figure 7B). In addition, a lower frequency of macrophage effe-
rocytosis was observed in MasR~~ mice in comparison with WT mice during both models of self-resolving
inflammation: LPS-induced pleurisy and E. coli peritonitis (Figure 8, A and B).

To validate our findings, we next performed a well-known efferocytosis assay by injecting prey apop-
totic neutrophils into the peritoneal cavity of WT and MasR~~ mice bearing 71-hour peritonitis elicited by
zymosan (24, 25, 32). Once again, the engulfment of apoptotic neutrophils by MasR~~ macrophages was
lower when compared with WT cells (Figure 8C and representative slide images).

In agreement with our in vivo data, we observed a trend toward lower rates of efferocytosis in BMDMs
from MasR~~ (MFI of CFSE in F4/80%) in comparison with WT cells (Figure 8, D and E). The results
gathered here provide mechanistic evidence that Ang-(1-7)/MasR enhances macrophage responses that are
important for the resolution of inflammation, including recruitment of regulatory cells, phagocytosis of
bacteria, efferocytosis, and production of regulatory cytokines (Figure 9).

Discussion

Resolution of inflammation is a time-regulated process that results in the termination of the inflammatory
response to restore tissue homeostasis (33). Endogenous proresolving mediators orchestrate resolution by
promoting apoptosis and efferocytosis of granulocytes, reducing the levels of proinflammatory mediators,
and inducing the nonphlogistic recruitment and polarization of macrophages toward regulatory pheno-
types (34). Understanding the mechanisms of action of proresolving molecules aids the development of
new therapeutic opportunities for inflammatory diseases (35).

Ang-(1-7), initially identified as an inactive metabolite of Ang II (36), was recently shown to induce
features of resolution of inflammation (11-13). Still, the mechanisms involved are poorly explored. Here,
we have identified a potentially new proresolving feature of Ang-(1-7), namely the nonphlogistic recruit-
ment of monocytes/macrophages. In summary, we have shown that Ang-(1-7) (i) induces migration of
murine and human macrophages but not neutrophils, (ii) promotes CCL2/CCR2-dependent recruitment
of mononuclear cells to the pleural cavity associated with secretion of the regulatory cytokines IL-10 and
TGF-B, (iii) induces expression of M2-like markers in recruited macrophages, and (iv) is important for the
clearance of bacteria and apoptotic cells promoting phagocytosis and efferocytosis, all critical features of
the resolution of inflammation. In addition, (v) macrophages recruited by Ang-(1-7) presented concomi-
tant expression of CCR2 and MasR, indicating that both pathways might be active in the same cell. Mech-
anistically, the Ang-(1-7)-mediated recruitment of macrophages was (vi) dependent on MasR and (vii)
dependent on the activation of the MEK/ERK pathway upstream to CCL2 and CCR2.

Macrophages are extremely plastic cells that polarize to perform specific tasks depending on the cues
from the tissue milieu — from inflammation induction to resolution (37). The contrasting functions of
macrophages are related to the different cell phenotypes characterized by distinct expression of surface
markers, metabolism programs, and production of mediators (15, 37, 38). Macrophages recruited during
the early steps of inflammation are activated and secrete proinflammatory cytokines and other media-
tors, orchestrating the inflammatory process (37, 39). In contrast, once the inflammatory stimuli are neu-
tralized/cleared, a shift in the production from inflammatory proresolving mediators takes place in the
tissue (14). In addition to the reprogramming to a counterregulatory phenotype, significantly increased
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Figure 7. The Ang-(1-7)/MasR pathway promotes the recruitment of macrophages, production of CCL2, and phagocytosis of bacteria. WT mice were
infected with E. coli (1 x 10° CFU), and macrophages were harvested at 12 and 48 hours postinfection for MasR expression (A, n = 3). Macrophages
from PBS-injected mice were used as controls. Next, infected mice were treated with A779 (200 ng/cavity) or vehicle, and neutrophil numbers at 12

and 48 hours postinfection were evaluated to calculate the resolution intervals (Ri — B). T50, time point when neutrophil numbers reduced to 50% of
maximum (n = 7). In addition, WT and MasR~- mice were infected, and the numbers of neutrophils (C) and macrophages (D) was evaluated at differ-
ent time points postinfection. CCL2 levels were measured in the cell-free supernatants of the peritoneal lavages at 6 and 48 hours postinfection (E).
(F) Graph shows the CFU numbers in the lavage at 6 hours postinfection (n = 5-11). Phagocytosis of bacteria was evaluated in peritoneal macrophages
from naive WT and MasR~/~ (G) or WT BMDMs pretreated with Ang-(1-7) — 100 nM (H). Results are expressed as CFU of internalized bacteria or
percentage of phagocytosis (n = 5-6). In a parallel experiment, macrophages were incubated for another 2 hours after antibiotics to assess the killing
of bacteria inside the macrophages by evaluating the number of viable bacteria (CFU counts in LB agar plates — 1). Data are presented as the mean
SEM, * for P < 0.05 and *** for P < 0.001, when compared with the control group (PBS), or * for P < 0.05 when compared with the A779-treated group,
by 1-way ANOVA or t test (when comparing 2 groups).

JCl Insight 2022;7(1):e147819 https://doi.org/10.1172/jci.insight.147819 11


https://doi.org/10.1172/jci.insight.147819

In vivo settings

RESEARCH ARTICLE

72h

Peritoneal wash:

Oh 71h
5 3 ¥
Zymosan Apoptotic PMN
3x108

(0.1 mg/animal, i.p.)

® WT
_/.
A B ® MasR C 0<0.001
10 p<0.05 10+ 25+ .o
° <0.01 ole,
84 8+ 20+
Q L @ (X J
[%2] (%] n
L = ie] u
> 6 3 6 515
o =4 o
) o) )
% 4 uf.1=.> 41 aq:) 104
S G k]
2 S - R
24 2 5
e 0- 0—+
8h after LPS 6h post E.coli 71h after
(250 ng/cavity) (10° CFU/mouse) zymosan +1h AP
In vitro settings
D E
“] 4004  p=0.06
. [ J
k=)
% w §300— ol m
2
- > W i
s § E’L)ZOO
= 2 O
2 i s
s i 100
=4 =
e L e ol—LL |
I 10? 10° ot 1h AP CFSE*

PMN (CFSE*)

cells/animal,i.p.

S %o

-morphologic count
in cytospin '
preparations
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respectively. The frequency of efferocytosis was evaluated by counting 500 cells per slide. WT and MasR~/- were also used for the efferocytosis assay
post-zymosan intraperitoneal injection, as shown in experimental design above the figure. Percentage of efferocytosis was obtained by morpholog-
ical identification in cytospin slides (C). Representative images of the slides are shown in C. Original magnification, 100x. Arrows represent mac-
rophages with engulfed apoptotic cells. Data are shown as the mean + SEM of n = 4-6 mice in each group. Lastly, CFSE-labeled neutrophils were
coincubated with WT or MasR~- BMDM s for 1 hour, and flow cytometry was performed for efferocytosis evaluation (MFI of CFSE in macrophages — D
and E). PMN, polymorphonuclear cell.

numbers of macrophages are usually observed in the tissue during resolution phase of inflammation (16).

The proresolving macrophages are particularly important for the phagocytosis of bacteria/debris, for the
efferocytosis of apoptotic granulocytes, and to mediate tissue regenerative responses (40). Traditionally,
macrophages are artificially divided into M1 and M2 phenotypes, also known as classically or alternative-

ly activated macrophages, respectively. In vivo, a distinct population of macrophages that appears in the
inflammatory site during the resolution phase of inflammation was also identified and named Mres or
proresolving macrophages (41). During resolution, M2 and Mres macrophages are important players (23,

42). Of interest, M2 macrophages are highly efferocytic and secrete antiinflammatory cytokines, including

IL-10 and TGF- (43, 44). The differences in macrophage responses/ profiles are also noticed in the distinct

mouse strains used for experimental research. For instance, BALB/c and C57BL/6 macrophages present a

distinct magnitude of inflammatory responses to LPS (45). Nevertheless, here we observed a very similar
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Figure 9. Schematic representation of Ang-(1-7) mechanisms in macrophage migration and function favoring
resolution of inflammation. (1) Ang-(1-7) impairs the migration of neutrophils in a MasR-dependent way. (2) On the
other hand, Ang-(1-7) signals through its MasR, culminating in the phosphorylation of ERK1/2 and production of CCL2,
probably by resident cells. CCL2 binds to CCR2 receptor and promotes nonphlogistic monocyte migration, which can be
abrogated by the blockage of CCR2 (RS504393), antagonism or absence of MasR (A779 and Mas knockout) or inhibition
of ERK signaling (U0126). In addition, Ang-(1-7)/MasR takes part in the spontaneous resolution of acute inflammation
induced by LPS or E. coli by promoting nonphlogistic migration of regulatory monocytes/macrophages and engaging in
the removal of apoptotic neutrophils through efferocytosis (3) and bacteria through phagocytosis (4) and production
of IL-10 and TGF-. The proresolving effects summarized herein account for the endogenous role of Ang-(1-7) in the
physiological resolution of inflammation. Note: red lines represent inhibitory effects. Created with BioRender.

migration response in both BALB/c and C57BL/6 mice and a comparable pattern in the self-resolving
model used for our experiments, minimizing the possibility of a strain-specific effect in the immunological
response observed (46).

CCL2 is a canonical macrophage chemoattractant. Increased CCL2 in MasR-deficient mice upon
inflammatory stimulation or in the context of experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) was
shown to promote the recruitment of inflammatory macrophages (9). On the other hand, CCL2 has been
recognized as a crucial cytokine for the recruitment of monocytes and induction of M2/Mres macro-
phages’ phenotypes (16, 47). Indeed, CCL2 was shown to induce polarization of human and murine mac-
rophages to an M2 phenotype acting via CCR2 (48, 49) and enhances apoptotic cell removal by macro-
phages, activating this important proresolving cellular function (50). Proresolving agents such as cAMP
and plasmin (16, 20, 24) mediate the nonphlogistic recruitment of macrophages in a CCR2:CCL2-depen-
dent way. Therefore, given the continuum of phenotypes that macrophages present and that these cells can
be activated by different environment cues, the role of CCL2:CCR2 in the polarization of macrophages
to a specific phenotype is context dependent. Here, Ang-(1-7), acting through MasR, promoted a rapid
secretion of CCL2 — as early as 4 hours after Ang-(1-7) exposure in vitro and 6 hours after in vivo injec-
tion — by monocytes/macrophages, enhanced the noninflammatory monocyte recruitment via CCR2,
and increased efferocytosis, in agreement with previous reports (11). However, whether Ang-(1-7) directly
or indirectly binds to CCR2 to induce chemotaxis is yet to be fully explored. In contrast, migration and
activation of macrophages are inhibited by Ang-(1-7) in inflammatory conditions (ref. 18; Figure 1, E and
F; and Supplemental Figure 3). Thus, the state of activation of cells and previous exposure to inflammatory
stimuli determine Ang-(1-7) actions on macrophages. Several studies concur with ours in that Ang-(1-7) can
deactivate proinflammatory macrophages (12, 17, 18, 51, 52), which could explain the decreased migration
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toward an inflammatory stimulus observed in our results. Importantly, an increased frequency of MasR*C-
CR2* macrophages was detected in the pleura of mice at 48 hours post-Ang-(1-7) injection. Prior reports
show that MasR can modulate the activity of other receptors, such as AT1 and AT2, by hetero-oligomeriza-
tion (53, 54). Although a direct interaction between MasR and CCR2 has not yet been described, here, we
show that macrophages recruited post—-Ang-(1-7) harbor both receptors, suggesting that the 2 pathways are
active in the same cell and are contributing to the outcome observed: recruitment of monocytes that further
turn into macrophages with proresolving actions. Numerous reports in the literature have already shown
cooperation between receptors, leading to efficient chemotaxis of leukocytes. Indeed, a receptor for a given
mediator can be critical for the chemotaxis of leukocytes toward a different mediator (that also binds to
another receptor) (55-57). Here, we used suboptimal concentrations of CCL2 and observed that while
CCL2 induces a significant increase in WT BMDMSs’ migration, BMDMs from MasR~~ do not migrate
toward CCL2. Therefore, our data suggest that Ang-(1-7) leads to CCL2 production and that CCR2 and
MasR seem to act in cooperation, leading to macrophage migration toward Ang-(1-7) in the presence of
CCL2. Additional studies will further elucidate the complete mechanisms by which MasR and CCR2
cooperate to induce migration.

Cellular migration requires specific intracellular signaling events, including the MEK/ERK pathway
(20, 58-60). Here, this signaling pathway was critical for Ang-(1-7) actions as confirmed by in vitro and in
vivo experiments. Ang-(1-7), most likely through MasR binding, induced the activation of the MEK/ERK
pathway, which was associated with the production of CCL2 and recruitment of monocytes/macrophages.
Our findings are in accordance with previous studies that observed MasR-dependent increased ERK1/2
phosphorylation after Ang-(1-7) (61). Of note, the ERK1/2 pathway has been suggested to promote regula-
tory actions in macrophages, enhancing the production of IL-10 by these cells (62).

In vitro and in vivo recruitment of monocytes/macrophages induced by Ang-(1-7) was accompanied
by increased secretion of IL-10 and TGF-f, rather than the production of proinflammatory mediators
(nonphlogistic). Akin with our results, IL-10 production was previously triggered by the agonism of MasR
with Ang-(1-7) or derived peptides (17, 63). Also, the proresolving mediator lipoxin A, was shown to
increase the production of IL-10 via the Ang-(1-7)/MasR axis in an experimental model of acute lung
injury (64). Given the importance of IL-10 and TGF-f as markers of M2-like macrophages (65) and further
induction of efferocytosis (66—69), we can suggest that induction of these regulatory cytokines by Ang-(1-7)
might contribute to the promotion of efferocytosis and polarization to regulatory phenotypes of macro-
phages found in the tissue. Indeed, IL-10—-producing macrophages are highly efferocytic (66), and Ang-(1-
7)—recruited macrophages presented high expression of the classical M2 markers Argl and Yml. Further
evaluation of the cellular sources of IL-10 and TGF-f after Ang-(1-7) injection will more comprehensively
uncover all the players involved in the induction of Ang-(1-7) antiinflammatory/proresolving actions.

In keeping with our results, BMDMs from MasR~~ mice presented decreased expression of M2 markers
in M2-differentiated (IL-4) macrophages, but increased expression of Ml-related (IFN-y/LPS) genes (9).
In the same vein, we have previously found decreased expression of activation markers after exposure of
M1 (IFN-y/LPS) macrophages to Ang-(1-7), shifting the phenotype toward regulatory cells in vitro (12).
Moreover, Ang-(1-7) treatment of LPS-inflamed mice promotes resolution of inflammation associated with
decreased frequency of M1 macrophages into the pleural space (12). Of interest, we have observed a low-
range expression of inducible NOS in pleural cells post—-Ang-(1-7) injection into the pleura (data not shown).
Given that Ang-(1-7)/MasR increased the phagocytic activity of macrophages to bacteria, we hypothesize
that this mixed phenotype of macrophages induced by Ang-(1-7) preserves the macrophage antimicrobial
responses while preventing exacerbations of inflammation. Indeed, previous studies have observed that har-
nessing this alternative branch of the RAS using agonists of MasR favors the phagocytic activity of dysfunc-
tional neutrophils of diabetic animals (70). Our self-resolving model of E. coli-induced peritonitis replicated
the findings from the LPS-induced pleurisy, supporting the important role of MasR inducing the CCL2-me-
diated migration of macrophages during the resolution phase of infection and clarifying its importance for
macrophage phagocytosis of bacteria by aiding the resolution of infections. Recently, we have also shown
that Ang-(1-7) decreases viral burden in the lungs during influenza A infection, without acting directly on
the viral killing/inhibition (71). Here, in agreement with this previous study, we have shown that Ang-(1-7)
did not present a direct antimicrobial effect to E. coli. Therefore, the protective effects of Ang-(1-7) are due to
the modulation of the innate immune cells. In summary, despite inducing recruitment of monocytes/mac-
rophages at steady-state conditions or during the resolution phase of inflammation, Ang-(1-7) significantly
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reduces recruitment of neutrophils and inflammatory macrophages if administered to inflamed mice (10,
12, 52), while enhancing the antimicrobial potential of macrophages (72).

Neutrophils can be directly affected by Ang-(1-7) given MasR expression in these cells (11). Ang-(1-7)
exposure to murine and human neutrophils significantly deactivates proinflammatory pathways of these
cells (11). In addition, harnessing the MasR pathway was shown to reduce leukocyte rolling and adhe-
sion in a model of arthritis, leading to reduced recruitment of neutrophils in the joint (10). In line with
this, MasR~~ mice present increased neutrophil activation markers, adhesion, and rolling during endotox-
emia (8). All of this evidence suggests that the Ang-(1-7)/MasR axis is an important negative regulator of
neutrophil activation, leading to reduced migration to the inflamed tissue. Our experimental data are in
line with the prior studies and show that preincubating neutrophils with Ang-(1-7) prevents cell migration
toward the inflammatory stimulus (here, fMLP was used as the chemoattractant), potentially due to the
neutrophil deactivation mechanisms described previously (8, 10, 11). On the other hand, Ang-(1-7) does
not present any chemoattractant activity for neutrophils as it does for macrophages.

In immune cells, MasR is expressed in low levels (https://dice-database.org/genes/MAS1) but can be
dynamically regulated by inflammatory stimuli, such as LPS (18). MasR activation was shown to be protec-
tive during a severe model of LPS-induced systemic inflammation and other preclinical models of inflamma-
tion (9, 18, 73, 74). Here, we have shown that MasR expression was upregulated during the resolution phase
of inflammation, around the time regulatory macrophages are enriched in the pleural cavity. In addition,
macrophages isolated at the resolution phase of E. coli peritonitis presented increased levels of MasR expres-
sion. Pharmacological inhibition of MasR delayed resolution of inflammation and recruitment of mononu-
clear cells, suggesting that MasR expression takes part in an endogenous program of self-resolving inflam-
mation. Indeed, our data gathered from MasR~~ mice reinforce an endogenous role for Ang-(1-7)/MasR in
macrophage migration. In agreement with the role of Ang-(1-7)/MasR in the resolution of inflammation,
dexamethasone, a drug that induces different features of resolution (35, 46), was shown to increase MasR
expression (75). In sum, here we have identified, for the first time to our knowledge, the dynamic of MasR
expression during resolving inflammation, implicating the receptor as a key player in this response. ACE-2
is the enzyme that catalyzes the conversion of Ang II to Ang-(1-7). Moreover, ACE-2 expression has been
extensively mapped recently and shows that different cell types can potentially produce Ang-(1-7), including
tissue macrophages in the context of inflammation (76). Indeed, ACE-2 was also shown to be upregulated
by proinflammatory cytokines (77). Therefore, while the circulating physiological concentration of Ang-(1-
7) is relatively low (78, 79), the local concentrations of Ang-(1-7), especially during inflammation, might be
different. Endothelial and epithelial cells are also known to produce Ang-(1-7) (80, 81). Although our study
has not investigated what specific cells are producing Ang-(1-7), we can suggest that in the context of inflam-
mation-activated immune cells, epithelial and endothelial cells may be major producers of this peptide.

Besides macrophages and neutrophils, we do not rule out that the MasR/Ang-(1-7) pathway might also
affect function of other cell types. Indeed, resident cells such as epithelial cells also express MasR (82) and
can contribute to the removal of apoptotic neutrophils favoring restoration of tissue homeostasis (83). In
both self-resolving models used here, MasR~~ mice presented similar neutrophil number to WT, unlike the
results obtained by the pharmacological inhibition of the receptor. One can hypothesize that the complete
absence of MasR (MasR ") before and during a mild model of inflammation might be triggering resolution
mechanisms for neutrophil removal, including efferocytosis by resident cells such as epithelial cells (83). In
addition, the slight increase of macrophages observed in MasR™~ at 8 hours (Figure 6E) or 12 hours (Figure
7D) postchallenge in both self-resolving models of inflammation might be sufficient to deal with the num-
ber of neutrophils observed in milder models of inflammation. Keeping with that, prior studies from our
research group have shown that using the same self-resolving model of pleurisy, mice knocked out for GILZ,
a proresolving protein induced by glucocorticoids, still resolved neutrophilic inflammation. Interestingly, this
was associated with increased expression of annexin A1, another potent proresolving mediator (46). Simi-
larly, annexin Al-knockout mice, a valuable tool to uncover annexin Al proresolving mechanisms, can also
resolve mild peritonitis elicited by zymosan at comparable rates to WT mice (84). Therefore, we believe sim-
ilar mechanisms might be implicated here, and these will be further evaluated in future studies. In contrast to
our mild model of pleurisy, increased and sustained numbers of neutrophils were observed in MasR~~ mice,
when compared with WT counterparts, after induction of a severe pleurisy (2.5 pg of LPS per cavity). Once
again, macrophage numbers were significantly reduced in the early time points of pleural inflammation in
MasR~~ mice, while a rebound in the number of cells was observed at 48 hours post-LPS. Despite that, the
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efferocytosis ability of these late recruited MasR ™/~ macrophages was substantially reduced when compared
with WT cells, suggesting those cells are from proinflammatory phenotype, as reported in an EAE model (9).
Therefore, neutrophil numbers were continuously increased in MasR~~ mice at the WT resolution time point
(48 hours). In agreement with our results from a severe model of pleurisy, MasR~~ mice subjected to endotox-
emia by intraperitoneal injection of higher amounts of LPS also presented a larger recruitment of neutrophils
to the brain pia mater alongside increased levels of CXCL1 (8). Therefore, the pharmacological inhibition of
MasR activation during inflammation, rather than before it has started, might be a more precise strategy for
determining the role of this pathway during the resolution phase of mild models of inflammation as used in
our work. Keeping with that, pharmacological inhibition of MasR at the peak of inflammation delayed reso-
lution of neutrophilic inflammation in both of our inflammatory models.

Altogether, our data suggest the following mechanism for the newly recognized proresolving feature
of Ang-(1-7): the Ang-(1-7)/MasR axis triggers the MEK/ERK1/2 pathway, leading to the production
of CCL2 that, through a potential cooperation with MasR, induces CCR2-dependent recruitment of
monocytes and polarization of macrophages toward a regulatory phenotype associated with increased
production of IL-10 and TGF-f and efferocytosis (Figure 9). In addition, in the context of infection,
Ang-(1-7)/MasR enhances macrophage migration and phagocytosis, aiding pathogen clearance. There-
fore, the present study provides evidence that the Ang-(1-7)/MasR axis is a crucial pathway for the res-
olution of inflammation. Given the pivotal role of inflammation in the pathogenesis of COVID-19 and
the involvement of ACE-2, the biosynthetic enzyme for Ang-(1-7), in viral biology, therapeutic strategies
focusing on the modulatory actions of Ang-(1-7) are of interest (85-88). The identification of mech-
anisms and proresolving actions of Ang-(1-7) will pave the way for the development of host-targeted
therapies for different inflammatory diseases.

Methods
BMDMs. BM from tibias and femurs of C57BL/6 WT, CCR2~~, or MasR~~ mice was collected, and BMDMs
were differentiated as previously described (89) and plated accordingly for different experiments (16).

RAW 264.7 cell culture. Murine macrophages (RAW 264.7 cells, obtained from the American Type Culture
Collection) were serum deprived overnight and used for in vitro cell migration assays or Western blot analysis.

Isolation of human PBMCs and neutrophils. Peripheral blood from healthy donors was used for neu-
trophil isolation using the Histopaque gradient protocol (Histopaque 1077 and 1119 — MilliporeSig-
ma) as previously described (28). Healthy donors were recruited in the University Hospital of Univer-
sidade Federal de Minas Gerais. PBMCs were obtained using the Ficoll-Paque PLUS protocol (GE
Healthcare Bio-Sciences AB). Monocytes were isolated by immunomagnetic negative selection (Easy-
Sep Kit — StemCell Technologies).

Ang-(1-7) source and purity. Ang-(1-7) was purchased as a synthetic peptide from Bachem Inc., and purity
(> 99%) was checked by the company using high-performance liquid chromatography. The peptide was
diluted in endotoxin-free PBS, and solutions were tested by the Limulus amebocyte lysate endotoxin assay
(Pierce). LPS contamination was insignificant (<0.5 endotoxin units/mL or <0.05 ng).

In vitro cell migration experiments. Macrophage chemotaxis assays were performed in 24-transwell plates
(Corning) with polycarbonate membranes of pore size of 5.0 um. Briefly, 5 x 10° of RAW 264.7 BMDMs
or human monocytes were added to the upper compartment of each well, while the chemoattractants
[CCL2 or Ang-(1-7)] or media (control) were added to the lower compartments. Plates were incubated at
37°C for 4 hours when membranes were fixed and stained for cell counts. CCL2 (100 ng/mL) was used
as a standard chemoattractant (positive control). In specific experiments, cells were preincubated for 1
hour with the CCR2 antagonist RS504393 (10 uM, Tocris Bioscience), the MasR antagonist A779 (1 uM,
Bachem), the MEK/ERK inhibitors selumetinib (Selleck Chemicals) or U0126 (Cell Signaling Technolo-
gy) (10 and 15 pM, respectively), or the vehicle of the drugs (DMSO 0.1%) and allowed to migrate toward
Ang-(1-7) (100 nM). Similar experimental settings were utilized for cells plated onto 6-well plates (Corning,
1 x 10° cells/mL) that were next harvested for Western blot analysis. In additional experiments, RAW
264.7 cells and BMDMs were pretreated with Ang-(1-7) (100 nM), and migration toward LPS (100 ng/mL)
or control media was evaluated as mentioned above.

For neutrophil migration assays, 5 x 10° cells were added to the upper parts of 24-transwell plates with
polycarbonate membranes of pore size of 3.0 pm. A total of 100 nM of Ang-(1-7) was added to the bottom
part of the plate, and cells were allowed to migrate for 4 hours at 37°C. In another set of experiments,
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neutrophils were pretreated with Ang-(1-7) (100 nM) 1 hour before the chemotaxis assay. In the latter
experimental setup, RPMI (Cultilab) or fMLP (MilliporeSigma) (10~ M in RPMI) was added to the lower
compartments of the chamber. The system was incubated for 4 hours (37°C, 5% CO,), after which the
membrane from the well inserts was removed, fixed, and stained for cell counts.

For both assays, leukocytes were counted under a light microscope (IX70 Olympus), and the average
of counts in five 100X high-power fields was reported. Three technical replicates were performed, and the
entire experiment was repeated at least 3 times.

Migration of polarized macrophages. To induce macrophage polarization to M1-like or M2-like pheno-
types, BMDMs were exposed for 24 hours to mouse recombinant proteins as follows: IFN-y (10 ng/mL)
+ LPS (10 ng/mL) to induce M1-like phenotype or IL-4 (20 ng/mL) to induce M2-like macrophages (16).
MO cells were exposed to complete RPMI only. Next, 5 X 10° cells were transferred to 24-transwell plates,
and the migration assay toward Ang-(1-7) was performed.

In vitro production of cytokines. BMDMs from WT C57BL/6 mice were washed out with RPMI without
serum and later incubated with 100 nM of Ang-(1-7) or RPMI (untreated). At 6, 12, and 24 hours post-
treatment, supernatant was harvested at for evaluation of IL-10 and TGF-$ by ELISA. Supernatant CCL2
levels were evaluated at 4 hours post—Ang-(1-7) exposure.

Ang-(1-7)—induced leukocyte migration in vivo. Ang-(1-7) or PBS was locally injected in the pleura of BAL-
B/c mice (100 ng/cavity). At 6, 24, and 48 hours postinjection, pleural lavage was performed to harvest
the recruited leukocytes. Flow cytometry was used to validate microscopy findings at 48 hours postinjec-
tion. Next, pharmacological inhibition of CCR2, MasR, and the MEK/ERK pathway was achieved using
RS504393 (2 mg/kg, i.pl.), A779 (200 ng/cavity, i.pl.) or U0126 (60 pg/cavity, i.pl.), respectively, 1 hour
before Ang-(1-7) injection. Pleural lavages were performed, and recruited leukocytes were harvested for dif-
ferential counting or Western blot analysis. CCL2 levels were evaluated by ELISA at different time points
or at 6 hours (when inhibitors were used) post—-Ang-(1-7) exposure.

Additionally, BALB/c mice received intra-articular injections of Ang-(1-7) (100 ng/cavity) or PBS into their
tibiofemoral knee joint. At different time points, the articular cavity was washed 3 times with 5 pL of PBS for
total and differential leukocyte counts. Periarticular tissue was removed for chemokine evaluation by ELISA.

Models of LPS-induced pleurisy. BALB/c and C57BL/6 WT or MasR-knockout (MasR~~) mice (sup-
plied in-house) were 1.pl. injected with LPS (mild inflammation: 250 ng/cavity or severe inflammation: 2.5
ug/cavity) as described (16, 24). At 8, 24, and 48 hours post-LPS, pleural leukocytes were harvested from
BALB/c challenged mice for total and differential cell counts and Western blot analysis of MasR expres-
sion. In addition, LPS-challenged BALB/c mice (250 ng/cavity) were locally treated with A779 (200 ng/
cavity) or vehicle (PBS) at 8 and 24 hours post-LPS injections. Recruited leukocytes were analyzed at 48
hours post-LPS.

At 8 and 48 hours post-LPS, MasR~~ and C57BL/6 WT mice were euthanized for leukocyte recruit-
ment evaluation by microscopy (total and differential leukocyte counts and efferocytosis assessment) and
flow cytometry.

E. coli-induced peritonitis. BALB/c and C57BL/6 WT or MasR-knockout (MasR ") mice were intra-
peritoneally infected with 1 x 10 CFU of E. coli (ATCC 25922). At 6, 12, and 48 hours postinfection,
peritoneal leukocytes were harvested for total and differential cell counts. Number of efferocytosis events
was obtained by counting macrophages that ingested apoptotic neutrophils (500 cells/slide were counted)
(24, 25). CCL2 levels were evaluated in the supernatants of the peritoneal lavages by ELISA. Bacterial
loads were determined by plating the peritoneal lavage harvested at 6 hours postinfection in LB agar (USB
Corporation) plates (37°C incubation, overnight). Western blot analysis was performed from macrophages
harvested from PBS-injected or infected mice at 12 and 48 hours post—F. coli by adherence exclusion.

Resolution intervals for E. coli peritonitis. BALB/c mice were intraperitoneally infected with 1 x 10° CFU
of E. coli (ATCC 25922) and were treated with A779 (200 ng/cavity) or vehicle (PBS) at 12 hours and 24
hours postinfection. Resolution intervals were calculated by determining the time interval from the maxi-
mum neutrophil numbers to the 50% reduction point.

Phagocytosis assays. Phagocytosis was evaluated as previously done (90). Briefly, 2 x 10° peritoneal mac-
rophages or BMDMs isolated from naive mice were plated and incubated with E. coli (MOI 1:10) for 3
hours to allow phagocytosis (1 hour of adhesion at 4°C followed by 2 hours at 37°C). Noninternalized
bacteria were washed out with gentamycin (Gentatec, Chemitec; 5 ug/mL in PBS, 30 minutes). To assess
phagocytosed bacteria, macrophages were lysed as described (90), and viable internalized bacteria were
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counted in LB agar plates after incubation (37°C, overnight). For the killing assay, macrophages were incu-
bated for an extra 2 hours postincubation with gentamycin; then cells were lysed and viable bacteria were
counted as described before (70).

Flow cytometry. Leukocytes were stained with the following antibodies: F4/80 (BMS8)-PEcy7 (BioLeg-
end), Ly6C (AL-21)-APCCy7, Ly6G (1A-8)-APC, CD11b (M1/70)-BV421, CD206 (19.2)-APC, and CD3
(SK7)-BV421 (BD Biosciences). Total macrophages (F4/80"), monocytes (Ly6C*F4/80"), neutrophils
(Ly6G™"), and lymphocytes (CD3"*) were evaluated. Events were acquired in FACSCanto IT (BD Biosci-
ences) and analyzed using FlowJo Software (Tree Star Inc.). Macrophage phenotypes were defined by the
expression of F4/80, CD11b, Ly6C, and CD206, as described previously (16, 25).

ELISA. Levels of IL-10, TGF-B, CCL2, CXCL1, TNF-a, and IL-6 were measured in the superna-
tants obtained from pleural and peritoneal lavages, cell culture—free supernatants and/or periarticular tissue
homogenates. ELISA was performed using commercially available antibodies according to the procedures
supplied by the manufacturer (R&D Systems).

Western blotting. Western blot was performed as previously done (25, 26). Samples were electro-
phoresed on denaturing 10% polyacrylamide SDS gels followed by transfer to nitrocellulose mem-
branes. Membranes were blocked for 1 hour with 5% of nonfat dry milk solution (PBS 0.1% Tween-20)
and incubated overnight with anti—-p-ERK1/2 (1:1000 — 4377-197G2, Cell Signaling Technology),
anti-MasR (MASIL 1:500 — ab200685 Abcam), anti-Arg-1 (1:1000, sc-20150 — H52, Santa Cruz
Biotechnology), anti-Ym1 (60130, 1:1000 — StemCell Technologies), or anti—f-actin (1:3000, A5316
— AC-74, MilliporeSigma). Secondary anti-rabbit (7074, Cell Signaling Technology) or anti-mouse (sc-
2005, Santa Cruz Biotechnology) HRP-conjugated antibodies (1:3000) were added to the membranes
for further incubation of 1 hour at room temperature. ECL detection system (GE Healthcare, now
Cytiva) was used to visualize immunoreactive bands. Membranes were scanned and densitometry anal-
ysis of the bands was performed using ImageJ software. Results were expressed as arbitrary units and
normalized using B-actin levels as loading controls.

Immunofluorescence. Cells were fixed (2% buffered paraformaldehyde) 48 hours post—Ang-(1-7)
injection (i.pl. 100 ng/cavity), washed, and permeabilized (0.5% Triton X-100 in PBS). Nonspecific
antibody bindings were prevented by blocking the samples with nonimmune 5% goat serum and 5 pg/
mL mouse BD Biosciences Fc Block. Primary antibodies — PE-conjugated anti-CCR2 (LS132.1D9
1:50 — R&D Systems), APC-conjugated rat anti-F4/80 (T45-2342 1:50 — BD Biosciences), and rabbit
anti-MasR (MAS1L ab200685 1:200 — Abcam) — were incubated overnight at 4°C. Negative controls
were established by omitting primary antibodies. After washing, cells were exposed for 1 hour at room
temperature to the Alexa Fluor 488—conjugated goat anti-rabbit secondary antibody (ab150077 1:100
— Abcam) and stained with DAPI (1 ug/mL, MilliporeSigma). The fluorescent signals were evaluated
using an inverted Nikon Eclipse Ti confocal microscope coupled to an Al scanning head. For each
sample, the percentage of F4/80" macrophages expressing CCR2 and MasR was estimated in 10 ran-
domly selected pictures at 200X original magnification by using the Nikon NIS-Elements cell counter.

Efferocytosis assay. Isolated neutrophils from peripheral blood of healthy donors were incubated with
10 pM of staurosporine (MilliporeSigma) for 1 hour to induce apoptosis (verified by flow cytometry
using annexin V-FITC and propidium iodide staining). Apoptotic neutrophils were labeled with 5 pM
CFSE (37°C and 5% CO, for 1 hour). Next, WT and MasR~~ BMDMs were coincubated for 1 hour with
CFSE-labeled neutrophils in a proportion of 3 apoptotic neutrophil:1 macrophage). Flow cytometry was
performed and efferocytosis was evaluated (MFI of CFSE* cells in F4/80%) (16, 25).

Efferocytosis was also assessed as previously described (24, 25). At 71 hours post-zymosan injections
(0.1 mg/mouse, i.p.), WT and MasR~~ mice received 3 x 10° apoptotic human neutrophils intraperitone-
ally. One hour later, peritoneal leukocytes were harvested for efferocytosis quantification by microscopy
analysis of cytospin slides (500 cells/slide were counted). Results are expressed as the frequency of macro-
phages that ingested apoptotic neutrophils.

Data availability. Data sets generated are available in the current manuscript and supplemental materials file.

Statistics. Data were analyzed by 1-way ANOVA, followed by the Newman-Keuls test, or 2-way ANO-
VA, followed by Bonferroni’s multiple comparisons test (difference between backgrounds) or Tukey’s mul-
tiple comparisons test (differences between time points). When only 2 groups were evaluated, a 2-tailed
t test was used. A value of P < 0.05 was considered significant. Results were presented as mean + SEM.
Statistical calculations were performed using GraphPad Prism 6.0.
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Study approval. Experiments had prior approval from the Animal Ethics Committee of Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG) (CEUA, protocol number: 295/2018) and Research Ethics Committee of
UFMG, for human cell studies (COEP, protocol number 0319.0.203.000-11). Male BALB/c mice (8-10 weeks)
obtained from the local animal facility were maintained under standard housing conditions. C57BL/6 WT
mice, MasR-knockout mice (MasR ™", generated as previously described in ref. 91), and CCR2-knockout mice
(CCR2 7, generated as described in ref. 19) were bred and maintained at the local animal facility at UFMG.
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