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‘Os que se encantam com a pratica sem
a ciéncia sdo como 0s timoneiros que
entram no navio sem timdo nem bussola,
nunca tendo certeza do seu destino.’
(Leonardo da Vinci).



RESUMO

A pneumonia representa uma das principais causas de morbiletalidade em todo o mundo. Essa
patologia resulta da infeccdo do trato respiratorio inferior por microrganismos, como virus,
fungos e principalmente por bactérias Gram-positivos ou Gram-negativos. A inflamacdo das
vias aéreas e parénquima pulmonar desencadeada durante a infecgdo é essencial e deve ser
orquestrada espacial e temporalmente por células e mediadores do sistema imune, visando
eliminar os estimulos infecciosos e restaurar a homeostase tecidual, protegendo o hospedeiro
dos danos evocados pela infeccdo. Por outro lado, um engajamento ineficiente do programa
de resolucdo da inflamacdo durante a infeccdo pulmonar leva a exacerbacdo da resposta
inflamatdria, causando intenso dano pulmonar e disseminacdo bacteriana, aumentando a
gravidade da pneumonia. Recentemente, demonstramos que a via pro-resolutiva engajada pela
proteina Anexina Al (AnxAl) e seu receptor FPR-2 controla a resposta inflamatoria e a
disseminacdo bacteriana na pneumonia experimental induzida por pneumococo (uma bactéria
Gram-positivo), e que o tratamento de camundongos usando o peptidomimético AnxAl (Ac;.
26), proporciona protecdo durante pneumonia pneumocdcica. Entretanto, o papel dessa via nas
infecdes causadas por bactérias Gram-negativos, ainda ndo foi avaliado. Dessa forma, aqui,
avaliamos o papel do eixo AnxAl/FPR-2 na resposta inflamatdria causada pela pneumonia
induzida pela bactéria Gram-negativo Escherichia coli. Para isso, camundongos selvagens
(WT) e deficientes para Anexina Al (AnxAl KO) ou FPR2/3 (FPR-2/3 KO) foram infectados
com E. coli (ATCC 25922) e eutanasiados ap6s 24horas para avaliagdo dos parametros
inflamatdrios e carga bacteriana pulmonar. Em experimentos separados, animais WT
infectados com E. coli, foram tratados 8h ap0s a infeccdo com Ac,-26 € eutanasiados 24h apos
a infeccdo para avaliagio dos mesmos parametros. Nossos dados mostram que animais
AnxAl KO infectados com E. coli, quando comparados ao grupo WT, apresentaram resposta
inflamatdria acentuada, caracterizada por maior infitrado neutrofilico nas vias aéreas e menor
nimero de macrdfagos, associados a menores contagens de apoptose/eferocitose e maior carga
bacteriana nos pulmdes. O maior infiltrado neutrofilico em animais AnxAl KO foi acompanhado
de maiores niveis de citocinas pro-inflamatorias e dano pulmonar. De maneira similar, os animais
FPR-2/3 KO apresentaram perfil de resposta inflamatéria mais exacerbada, com maior dano
pulmonar e maior letalidade frente a infeccdo por E. coli, quando comparados aos animais WT.
De maneira interessante, animais infectados e tratados com Ac,,s apresentaram reducdo do
infitrado neutrofilico e maior ndmero de macréfagos, associados a maiores contagens de

apoptose/eferocitose e menor carga bacteriana nas vias aéreas e pulmdes. Ainda, o tratamento



com Ac, diminuiu os niveis de citocinas pro-inflamatérias e o dano pulmonar associado a
infeccdo. Em resumo, ativagdo do eixo pré-resolutivo AnxA1l/FPR-2 é um importante mecanismo
de resolucdo da resposta inflamatéria e do clearance bacteriano durante a pneumonia causada por
E. coli. A utilizagdo do peptideo Ac,.p6 Se mostrou benéfica neste contexto infeccioso pré-clinico e
tem potencial de constituir uma nova estratégia terapéutica adjuntiva para o tratamento de doencas

infecciosas pulmonares.

Palavras-chave: pneumonia; inflamagdo; mediador pré-resolutivo; anexina Al; FPR-2.



ABSTRACT

Pneumonia represents one of the main causes of morbidity and mortality worldwide. This
pathology results from the infection of the lower respiratory tract by microorganisms such as
viruses, fungi and mainly by Gram-positive or Gram-negative bacteria. Inflammation of the
airways and lung parenchyma triggered during infection is essential and must be orchestrated
spatially and temporally by cells and mediators of immune system, aiming to eliminate
infectious stimuli and restore tissue homeostasis, protecting the host from the damage caused
by the infection. Conversely, an inefficient engagement of the resolution inflammation
program during lung infection leads to exacerbation inflammation, causing intense pulmonary
damage and bacterial dissemination, increasing pneumonia severity. We have shown that the
pro-resolving pathway engaged by the protein Annexin Al (AnxAl) and its receptor FPR-2
control the inflammatory response and bacterial dissemination in experimental pneumonia
induced by pneumococcus (a Gram-positive bacteria), and treatment of mice using the AnxAl
peptidomimetic AnxAl Ac;.ps, afford protection during pneumococcal pneumonia. However,
the role of this pathway in infections caused by Gram-negative bacteria has not yet been
assessed. Herein, we have evaluated the role of the AnxA1l/FPR-2 axis in the inflammatory
response caused by pneumonia induced by the Gram-negative bacterium Escherichia coli. For
that, wild-type (WT) and Annexin Al-deficient (AnxAl KO) or FPR2/3 (FPR-2/3 KO) mice
were infected with E. coli (ATCC 25922) and euthanized after 24 hours for evaluation of
inflammatory parameters and lung bacterial load. In separate experiments, WT animals
infected with E. coli were treated 8h after infection with Acj.26 and euthanized 24h after
infection for evaluation of the same parameters. Our results show that AnxAl KO animals
infected with E. coli, when compared to the WT group, showed a marked inflammatory
response, characterized by a greater neutrophilic infilttrate in the airways and a smaller
number of macrophages, associated with lower apoptosis/efferocytosis counts and a higher
bacterial load in the lungs. The greater neutrophilic infiltrate in AnxAl KO animals was
accompanied by higher levels of pro-inflammatory cytokines and more intense lung damage.
Similarly, FPR-2/3 KO animals showed a more exacerbated inflammatory response profile,
with greater lung damage and higher lethality associated with E. coli infection, when
compared to WT animals. Interestingly, E. coli- infected mice treated with Ac;.26 Show
reduced neutrophilic infiltration and increased number of macrophages, associated with
higher apoptosis/efferocytosis counts and a decreased bacterial load in the airways and lungs.

Furthermore, treatment with Ac,.2¢ decreases pro-inflammatory cytokines and lung damage



associated with infection. In summary, the engagement of the AnxA1l/FPR-2 axis is an
important mechanism for inflammation resolution and bacterial clearance during pneumonia
caused by E. coli. The Anxal peptidomimetic Acy.26 was effective this pre-clinical infectious
model and can constitute a new adjunctive therapeutic strategy for the treatment of infectious

lung diseases.

Key-words: pneumonia; inflammation; pro-resolving mediator; annexin Al; FPR-2.
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1. INTRODUCAO

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), as doencas do aparelho
respiratorio sdo aquelas definidas como doencas cronicas ou infecciosas que acometem as
vias respiratorias superiores ou inferiores, as quais prejudicam a passagem do ar, tanto a nivel
nasal, quanto a nivel pulmonar (WHO, 2022). Essas doengas sdo desafios para a saude publica
em todo mundo, pois sdo consideradas importantes causas mundiais de morbi/mortalidade nas
diferentes faixas etérias. Segundo o0 DATASUS (2022), as doencas do trato respiratorio foram
responsaveis por uma expressiva taxa de Obitos no Brasil em 2020, sendo a pneumonia a
maior contribuinte com o total de 67 mil mortes (DATASUS, 2022).

As infeccbes do trato respiratorio sdo capazes de acometer as vias respiratorias superiores,
e também as vias respiratorias inferiores. As infeccbes das vias respiratorias superiores
(IVRS) acontecem de forma frequente, pois essas vias estdo em constante contato com
microrganismos exogenos, como acontece nas infeccdes por virus gripais. No entanto, as
IVRS geralmente sdo mais brandas, quando comparadas as infeccbes das vias respiratorias
inferiores (IVVRI), que podem causar doengas graves, com significativo dano pulmonar, e que
requerem o tratamento e diagndstico imediato (AZEVEDO et al., 2015). As IVRIs sdo as
principais contribuintes pela expressiva taxa de mortalidade das infeccGes respiratorias agudas
(IRAs) (TORTORA; FUNKE; CASE, 2016).

As IVRIs acometem a estrutura funcional pulmonar e facilmente evoluem para infeccdes
mais graves, como acontece na pneumonia. Os principais agentes etiologicos causadores de
infeccbes pulmonares sdo as bactérias Gram-positivos como Streptococcus pneumoniae
(ANDRADE et al., 2018) e as bactérias Gram-negativos como Kleibsiella pneumoniae e
Pseudomonas aeruginosas, além de outros microrganismos como fungos e virus. A
pneumonia € estabelecida pela inflamacdo pulmonar durante a infeccdo, em resposta ao
agente infeccioso, no propésito de eliminar a infeccdo (TORRES et al., 2021). O processo
infeccioso pode ser caracterizado pela pneumonia adquirida na comunidade (PAC) e
pneumonia adquirida no hospital (HAP), ou ainda por pneumonia associada a ventilacdo
mecanica (PAV), de acordo com o ambiente de infeccdo (WUNDERINK et al., 2021).

Recentemente uma nova doenca respiratoria infecciosa assola o mundo inteiro, a
Coronavirus Disease — 19 (COVID-19), causada pelo coronavirus SARS-CoV-2, declarada

como pandemia pela OMS em 11 de margo de 2020. As infec¢bes virais tm a capacidade
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alterar a imunidade do hospedeiro, facilitando o desenvolvimento da coinfeccdo viral-
bacteriana. Nas formas graves de SARS-CoV-2 foi observado que a maioria dos pacientes
adquiriu infeccdo bacteriana secundaria (ALMAND; MOORE; JAYKUS, 2017; TETRO,
2020). As infecgdes pneumococicas secundarias que ocorrem durante ou ap0s uma infeccéo
viral sdo frequentemente associadas ao aumento das taxas de mortalidade (SHORT et al.,
2012). Coinfeccbes bacterianas no contexto de pandemias e epidemias virais tém
consequéncias importantes sobre o sistema de saude, especialmente em grupos de alto risco,
como aqueles com imunodeficiéncia ou imunossupresséo (MACINTYRE et al., 2018). Nesse
cenario, ficou evidente que a inser¢cdo de um novo microrganismo no ambiente pode alterar a
prevaléncia das PACs (SENDER; HENTRICH; HENRIQUES-NORMARK, 2021). A HAP e
a PAV sdo algumas das principais infeccdes graves em pacientes no ambiente nosocomial,
pelas quais as taxas de mortalidade variam entre 20 e 50% respectivamente, e pode chegar a
75% quando a infeccdo pulmonar é causada por bactérias multirresistentes (BASSETTI et al.,
2022). Bastonetes Gram-negativos como, por exemplo, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa e Klebsiella pneumoniae sdo o0s principais microrganismos causadores de
pneumonia aspirativa, para 0s quais a descoberta de novos agentes antimicrobianos é de
extrema urgéncia, pois sdo considerados potenciais microrganismos multirresistentes aos

diversos antibioticos utilizados na clinica (TORRES et al., 2021).

O tratamento da pneumonia adquirida no ambiente nosocomial representa um desafio
constante, pois os parametros de eficacia e seguranca dos antibidticos utilizados estdo cada
vez mais comprometidos devido a multirresisténcia de bactérias  Gram-negativos
(WUNDERINK et al., 2021). As bactérias da familia Enterobacteriaceae e bactérias Gram-
negativos ndo fermentadoras sdo causas comuns de HAP e PAV e tem sido associadas aos
piores desfechos clinicos pela falha da terapia empirica no inicio da infec¢do, devido aos
padrdes de resisténcia cada vez mais frequentes pelas bactérias Gram-negativos (BASSETTI
et al, 2022). O centro de controle e prevencdo de doencas dos EUA identificou
Enterobacteriaceae e P. aeruginosa multidrogas resistentes (MDR) como ameacas
oportunistas e emergentes, pelas as quais comumente desencadeiam pneumonia grave e
subsequente sepse (SYED, 2021). Portanto, o estudo da pneumonia causada por estes
microrganismos € essencial para descoberta de possiveis intervencdes terapéuticas, no intuito

de reduzir a taxa de mortalidade por essas infecgdes.
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A inflamagdo pulmonar desencadeada durante a pneumonia é fisiologicamente
orquestrada por mecanismos celulares e mediadores quimicos do sistema imune, para eliminar
0 estimulo infeccioso e restaurar a homeostase tecidual, protegendo o hospedeiro dos danos
evocados pela proliferacdo do patogeno (MEDZHITOV, 2010). A inflamacdo pulmonar
aguda (ALI) desencadeada principalmente na pneumonia por bactérias Gram-negativos, é
caracterizada pelo acUmulo de infiltrado leucocitario, principalmente polimorfonucleares
(PMN), e pode culminar com a sindrome do desconforto respiratorio agudo (SDRA),
causando dano pulmonar irreversivel e até levar a morte (KUMAR, 2020). Desta forma, a
resposta inflamatoria deve ser eficiente e autolimitada, com a progressdo para mecanismos de
resolucdo completa da inflamacdo e eliminacdo da bactéria (DUFFIN et al., 2010). Por outro
lado, mecanismos ineficientes do programa de resolucdo da inflamacdo durante a infeccédo
pulmonar leva a inflamacdo exacerbada, causando intenso dano/disfuncdo pulmonar e
disseminacdo bacteriana, alem de aumentar a gravidade da pneumonia e levar a sepse
(TAVARES et al., 2022).

A sepse é um distirbio clinico complexo decorrente de respostas inflamatorias
exacerbadas, caracterizada pela tempestade de citocinas que causa a disfungdo mdltipla de
Orgdos, e é a principal causa de morte por pneumonia aspirativa. Na sepse causada por
bactérias Gram-negativos, muitas das complicagdes potencialmente fatais, como por exemplo,
a inflamacdo sistémica e tempestade de citocinas, sdo atribuidas ao lipopolissacarideo (LPS),
também conhecido como endotoxina, constituinte da parede celular destes microrganismos
(LI et al.,, 2015). Além disso, o LPS também cria uma barreira de permeabilidade na
superficie da célula sendo um dos principais contribuintes para a resisténcia bacteriana
(BERTANI; RUIZ, 2018). Portanto, a pneumonia induzida por bactéria Gram-negativo
representa uma grande ameaca aos pacientes hospitalizados, devido a resposta inflamatéria
exacerbada desencadeada durante a infec¢cdo com potencial para sistemizacdo, além do perfil
de resisténcia apresentado por esses microrganismos no ambiente nosocomial (LI et al.,
2015).

Nesse contexto, alguns trabalhos clinicos e pré-clinicos tém mostrado a importancia da
terapia utilizando anti-inflamatdrios e/ou moléculas pro-resolutivas, em combinacdo com a
terapia utilizada correntemente na clinica para o tratamento de doencas infecciosas
(HOOGENDIK et al., 2012; SPITE et al, 2009; TAVARES et al., 2016). Os

glicocorticoides sdo agentes anti-inflamatorios e imunossupressores amplamente usados como
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terapia adjuntiva em casos de pneumonia grave, pois sdo reguladores criticos de respostas
inflamatdrias, e também de varios processos fisioldgicos fundamentais, incluindo homeostase
metabdlica, proliferacdo celular, além de regularem o metabolismo de lipidios e proteinas
(VANDEVYVER et al.,, 2013). Apesar de apresentar uma boa eficacia anti-inflamatoria, o
uso de glicocorticoides deve ser criteriosamente avaliado devido varios efeitos adversos
apresentados pelo seu uso a longo prazo e alta dose, alem de induzir a imunossupressdo, e
proporcionar maior susceptibilidade a infeccdo (BEAULIEU; MORAND, 2011). A inducéo
da imunossupressdo pode bloquear os mecanismos de resolugdo da resposta inflamatoria e
prejudicar a eliminacdo de patdgenos, promovendo maiores danos desencadeados pela
inflamacdo exacerbada. Compreender a farmacologia de resolucdo que explora tais
mecanismos, como mediadores, receptores e vias celulares, contribui para o desenvolvimento
de novas oportunidades terapéuticas direcionadas ao hospedeiro para superar doengas
inflamatdrias (TAVARES et al., 2022). Importante ressaltar, que embora os corticoides
sintéticos apresentem essas ressalvas, foram medicamentos utilizados com bastante éxito no
tratamento da COVID-19 grave (HORBY et al., 2021).

Sabe-se que a resolugdo da inflamacdo é um processo ativo, que envolve a produgdo de
varios mediadores pro-resolutivos. Dentre estes, podemos citar moléculas de natureza lipidica
como lipoxinas, maresinas, resolvinas, protectinas e também moléculas de natureza proteica
como as proteinas Anexina Al (AnxAl) e GILZ (Glucocorticoid Induced Leucine Ziper),
dentre varios outros. Estes mediadores agem via receptores especificos e inibem vias de
sobrevivéncia de neutrofilos, estimulando sua apoptose, inibem a producdo de citocinas pro-
inflamatorias, estimulam a transmigracdo de monocitos de forma ndo inflamatoria, e
estimulam a capacidade dos macréfagos em fagocitar debris e células apoptéticas em um
evento denominado eferocitose (SOUSA et al., 2013). Além disso, a diminuicdo da carga
bacteriana devido a inducdo da maior capacidade fagocitica de macrofagos também é uma
caracteristica importante destas moléculas pro-resolutivas, visto que sdo liberadas logo no
inicio da inflamacdo, em um mecanismo de pré-resolucdo de extrema importancia no contexto
das doencas infecciosas (CHEN et al., 2020; CHIANG et al., 2012; MACHADO et al., 2020;
MELO et al., 2021; SOUZA et al., 2022; ZAIDAN et al., 2022).

A expressdo da proteina AnxAl é constitutiva e particularmente abundante no citoplasma
de células responsivas da imunidade inata como, macrofagos, neutréfilos e células epiteliais
(HEADLAND; NORLING, 2015). Essa proteina exerce importantes  fungdes
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imunomodulatérias em diversos modelos pré-clinicos de inflamacdo (SUGIMOTO, Michelle
A. et al., 2016a). Porém os trabalhos que abordam o papel da AnxAl em modelos de infeccao
pulmonar por bactérias Gram-negativos ainda sdo incipientes. No0sso grupo de pesquisa
mostrou recentemente a efetividade da via AnxA1l/FPR-2 em controlar a resposta inflamatdria
e disseminacdo bacteriana na pneumonia experimental induzida por bactéria Gram-positivo,
Streptococcus pneumoniae. Foi mostrado que o tratamento da pneumonia pneumocdcica
experimental com o peptideo derivado da porcdo N-terminal da AnxAl denominado Ac;-26,
promoveu protecdo da pneumonia pneumocdcica através da modulacdo da inflamacdo e dano
pulmonar associado, alem de diminuir a carga bacteriana por meio da maior capacidade
fagocitica dos macrdfagos frente aos pneumococos (MACHADO et al., 2020). Assim, diante
do desafio para tratamento adjuntivo nas infeccdes pulmonares causadas por bactérias Gram-
negativos, a proposta do presente trabalho é investigar o papel da molécula prd-resolutiva
AnxAl e seu receptor de formil peptideo 2 (FPR-2), em modelos de pneumonia induzida pela
bactéria Gram-negativo Escherichia coli utilizando-se camundongos selvagens wild type e
deficientes para expressdao de AnxAl ou FPR-2, e posteriormente avaliar o efeito terapéutico
do Acy.26 na fisiopatologia da infeccdo. Espera-se que o estudo da pneumonia causada por
esse microrganismo, diante de suas complexidades como os fatores de viruléncia e a
resisténcia bacteriana, permita identificar indutores mais eficazes no controle do processo
infeccioso/inflamatorio, e defina vias moleculares envolvidas, pelas quais se tornam

favoraveis o desenvolvimento de novas drogas.
1.1 Escherichia coli

E. coli € um importante género da familia Enterobacteriaceae, que vive como um
patobionte no trato gastrointestinal de humanos e muitos animais. Morfologicamente, E. coli é
caracterizada como bastonetes Gram-negativos, anaerdbios facultativos e apresentam flagelos
monotriqueos e pili em sua superficie (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2009). Este
simbionte pode adquirir uma mistura de elementos genéticos movéis (MGE) contendo genes
que codificam fatores de viruléncia e tornam-se patdgenos etiologicos de graves infeccOes
intestinais e extraintestinais (LUDDEN et al., 2021). As cepas de E. coli patogénicas
intestinais sdo geralmente divididas naquelas que causam diarreia por: (i) expressar toxina
estavel ou termoestavel, caracterizada como E. coli enterotoxigénica (ETEC); (ii) invasdo da
mucosa intestinal, caracterizada como E. coli enteroinvasiva (EIEC); (i) causar lesdes

aderentes obstrutivas na mucosa intestinal, caracterizada como E. coli enteropatogénica
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(EPEC) (RILEY, 2014). Por outro lado, as cepas patogénicas de E. coli extraintestinais
(EXPEC) sdo compostas por varias linhagens e responsaveis pela maioria das infeccoes
extraintestinais em todo o mundo, sendo uma das principais causas de infeccdo do trato
urinario  (ITU), como também um dos principais microrganismos associado a sepse
(NICOLAS-CHANOINE; BERTRAND; MADEC, 2014; RILEY, 2014)

A ITU ¢ a principal infeccdo desencadeada por EXPEC, seja por infeccdes nosocomiais ou
infecces adquiridas na comunidade, mas frequentemente, essa cepa também esti associada a
infeccdes nos tecidos moles, como por exemplo, peritonite, e no sistema nervoso central,
como por exemplo, meningite neonatal, pelas quais elevadas taxas de mortalidade s&o
apresentadas anualmente, por complicacdes de bacteremia ou sindrome de sepse (NICOLAS-
CHANOINE; BERTRAND; MADEC, 2014). Muta¢Ges em cepas de EXPEC estdo associadas
a infeccdes graves e maior incidéncia de resisténcia aos antibioticos. A maioria dos genes de
resisténcia é adquirida por transferéncia horizontal de plasmideos entre outros MGEs. O
aumento da resisténcia pode estar ligado com a disseminagdo mundial de um clone especifico
de EXPEC, identificado como E. coli sequencia tipo 131 (ST131) (HUMMERS-PRADIER et
al., 2005). O clone multirresistente ST131, pertence ao grupo filogenético B2 e ao sorotipo
O25b:H4 e possui combinagbes e numeros varidveis de genes de viruléncia, sendo estes,
responsaveis por seu potencial patogénico e disseminacdo global (DA CRUZ CAMPOS et al.,
2020). Atualmente o grupo clonal ST131 é predominante entre os isolados de EXPEC e seus
principais fatores de viruléncia, incluem adesinas, toxinas, sideroforos e capsulas do grupo 2.
Sendo assim, esse grupo clonal combina genes de resisténcia e viruléncia que foram
detectados com pouca frequéncia quando comparados a outros importantes isolados de
EXPEC como por exemplo, o grupo ST73-B2 e ST95-B2 (DAHBI et al., 2014).

Outros mecanismos moleculares, de resisténcias, sdo apresentados em cepas
multirresistentes de E. coli, tais como surtos de B-lactamase de espectro estendido (ESBL) e
producdo de carbapenemase, pelos quais sdo considerados constantemente como SEérios
desafios na clinica. A incidéncia de carbapenemase e pB-lactamase sdo importantes
mecanismos moleculares de resisténcia a serem estudados, dado a capacidade de resisténcia as
principais classes de antibioticos utilizados na clinica, como penicilinas, carbapenémicos,
cefalosporinas fluoroquinonas, dentre outros. Os principais mecanismos de resisténcia sao
desencadeados pela bomba de efluxo, pela permeabilidade reduzida com diminuicdo de

porinas, pela alteracdo de transpeptidases e a inativagcdo por p-lactamases, promovendo ainda
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mais o descontrole na disseminacdo destes microrganismos (DURANTE-MANGONI;
ANDINI; ZAMPINO, 2019; SAWA; KOOGUCHI; MORIYAMA, 2020). Além do mais,
cepas de E. coli produtora de B-lactamase de espectro estendido (ESBLEC) é uma causa
crescente de infecgbes do trato urinario no &mbito hospitalar, e essas infeccdes estdo cada vez
mais associadas a desfechos clinicos graves que levam ao aumento da mortalidade,
hospitalizacdo prolongada e elevados custos médicos (IKEDA et al., 2012). A prevaléncia da
resisténcia aos antibioticos orais beta-lactamicos de primeira linha, amplamente utilizados
para tratar infeccbes por E. coli, aumenta constantemente, e essas caracteristicas fenotipicas
de resisténcia também estdo associadas ao LPS constituinte da parede celular de bactérias
Gram-negativos (DURANTE-MANGONI; ANDINI; ZAMPINO, 2019).

O LPS é o principal fator de viruléncia constituinte da parede celular de bactérias Gram-
negativos relacionado com o desenvolvimento de ALI, caracterizado pelo acumulo de células
e mediadores pré-inflamatorios, que facilmente leva ao dano pulmonar. Por outro lado, a
disponibilidade de antibidticos eficazes, principalmente para o tratamento de infecgdes
nosocomiais, estd cada vez mais escasso devido a crescentes taxas de disseminacdo e
resisténcias, principalmente entre os membros da familia enterobacteriaceae e bastonetes
Gram-negativos ndo fermentadores. Dados obtidos do Robert Koch Institute mostram que
cepas de microrganismos Gram-negativos multirresistentes (MRGN) tornou-se relativamente
comum na Alemanha. Os MRGN Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, e Pseudomonas
aeruginosa sdo encontrados em 3,2 a 7,1% dos pacientes admitidos em ambulatérios, 6,6 a
9,8% em enfermarias comuns, e 115 a 13,4% em unidades de terapia intensiva
(FRITZENWANKER et al., 2018).

A incidéncia de MRGN em unidades de terapia intensiva se torna um agravante
principalmente entre os pacientes com o sistema imunologico comprometido, ou aqueles com
o0 epitélio danificado sob ventilagdo mecénica, pois sdo altamente suscetiveis as infeccBes por
MRGN, e o tratamento efetivo se torna cada vez dificil (GELLATLY; HANCOCK, 2013).
Relata-se que a PAV é uma causa comum em unidades de terapia intensiva, definida pela
infeccdo pulmonar em pacientes expostos a ventilagdo mecénica invasiva por mais de 48h
apos a intubacdo (PAPAZIAN; KLOMPAS; LUYT, 2020). Embora a maioria das cepas de E.
coli responsdveis por infecches extraintestinais sintomaticas tenham sido extremamente
estudadas, os estudos sobre cepas de E. coli responsaveis por pneumonia sdo incipientes,

especialmente no contexto de clones potencialmente virulentos, como, por exemplo, ST131.
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Dados recentes mostram que enterobacteriaceas identificados como MRGN, incluindo E. coli,
sdo agentes etiologicos frequentemente associados a PAV (LA COMBE et al., 2019).
Portanto, E. coli tem representado um modelo crucial no estudo da pneumonia induzida por
bactéria Gram-negativo pela sua interface estrutural e microbiologica, como também pela sua
versatilidade metabdlica e perfil de resisténcia. No intuito de compreender interacGes
peculiares com o sistema imunologico, principalmente através do reconhecimento do LPS
pelas células da imunidade inata, os resultados obtidos com este estudo poderdo referenciar
novos estudos com outros microrganismos Gram-negativos que tenham epidemiologia mais

relacionada com a pneumonia, principalmente quando adquiridas no ambiente hospitalar.
1.1.1 Tratamento da pneumonia induzida por E. coli

O tratamento da pneumonia induzida por bactérias Gram-negativos, no ambiente
nosocomial é amplamente realizado por carbapenémicos. Porém, o aumento do uso de
carbapenémicos levou a um aumento na prevaléncia de bactérias Gram-negativos resistente a
essa classe de antibidticos. Para que o tratamento seja eficaz e especifico, é importante que
aléem do diagndstico, a identificacdo bacteriana e o padrdo de sensibilidade da cepa em
especifico seja realizada. O diagnostico clinico consiste na avaliagdo dos sintomas, nas
manifestacBes sistémicas e no exame fisico. Sendo recomendado também uma radiografia de
torax para avaliar o nivel de comprometimento tecidual e a gravidade da doenca. A
identificacdo bacteriana consiste em encontrar bastonetes Gram-negativos curtos nas amostras
coletadas. A diferenciacdo entre enterobacteriaceae e bastonetes Gram-negativos nao
fermentadores é realizada ap6s cultivo da amostra em meio de cultura seletivo e diferencial, e
verificacdo do metabolismo do microrganismo por meio da fermentacdo ou oxidacdo da
glicose. Além disso, é realizada a prova bioquimica de citocromo oxidase para exclusdo de
enterobactérias (todos 0s @éneros ndo possuem a citocromo oxidase) (MURRAY;
ROSENTHAL; PFALLER, 2009). Atualmente é preconizado que o tratamento empirico com
antibiético em casos de HAP e PAV deve ser apropriado (guiado pelo teste de sensibilidade in
vitro) e iniciado o mais cedo possivel. Por outro lado, a probabilidade de receber um
tratamento empirico inadequado para infecgdes causadas por MRGN, mesmo com terapia
combinada, € constantemente crescente (ZARAGOZA et al., 2020). Estudos mostram que
cepas virulentas de E. coli, principalmente aquelas pertencentes ao grupo filogenético B2
associadas as PAV apresentam resisténcia aos principais antibidticos utilizados na clinica,

como por exemplo, amoxicilina/acido clavulanico, piperacilina/tazobactam, ceftazidima, entre
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outros (LA COMBE et al., 2019). Em casos de pneumonia grave, nos quais o tratamento e a
reposicdo Vvolémica ndo apresentam resultados, tem sido recomendada a utilizacdo de
glicocorticoides como terapia adjuntiva (MORALEDA et al., 2021). Os glicocorticoides séo
0s medicamentos mais importantes para o tratamento de muitas condicGes inflamatorias e
representam a primeira exploracdo bem-sucedida de um mediador anti-inflamatdrio
endogeno, o cortisol (SOUSA et al, 2013, Vago et al. 2021). No entanto, seu efeito
terapéutico pode ser muitas vezes acompanhado por graves efeitos adversos, incluindo
imunossupressao, principalmente quando utilizados em altas dosagens ou por longo periodo
de tempo, os quais impossibilitam a adesdo e eficacia do tratamento. Os principais efeitos
adversos dos glicocorticoides parecem ser dependentes da expressdo génica, ou seja, da
transativacdo. Entretanto, a transativacdo induzida por receptores de glicocorticoides €

indispensdvel para suas propriedades anti-inflamatérias (VANDEVYVER et al., 2013).

Estudos recentes demonstram que diversas proteinas anti-inflamatérias com atividade pro-
resolutiva, dentre elas AnxAl e GILZ, séo induzidas por transativagdo dependente do receptor
de glicocorticoide (GR). Neste contexto, mediadores pro-resolutivos tém chamado atencao
para 0 seu uso na clinica, como estratégia terapéutica, uma vez que mimetiza as funcoes
imunomoduladoras dos glicocorticoides, mas que limita os efeitos metabolicos, considerados
como efeitos adversos(CHENG; MORAND; YANG, 2014). O conhecimento das
propriedades pro-resolutivas destas e de outras proteinas induzidas por glicocorticoides pode
levar ao desenvolvimento de farmacos que extrairiam as caracteristicas benéficas dos
glicocorticoides, por induzir os mecanismos de resolucdo da resposta inflamatoria
(PERRETTI; D’ACQUISTO, 2009).

1.2 Reconhecimento de patégenos no pulméo

A anatomia e a fisiologia do sistema respiratorio sdo bastante complexas, compostas por
varios elementos que atuam em conjunto, e responsdveis por uma variedade de funcGes
fisiologicas, sendo dividido em trato respiratorio superior e inferior. O trato respiratdrio
superior compreende a cavidade oral e nasal, boca, faringe e laringe, enquanto o trato
respiratorio inferior inclui a traqueia, bronquios e pulmdes, que sdo subdivididos em
bronquiolos e aléolos (Figura 1). As infeccbes do trato respiratorio inferior (bronquite,
bronquiolite e pneumonia) representam uma grande ameaca a saude, sendo a pneumonia a
causa mais comum de mortalidade no mundo (TAVARES; GALVAQO; FERRERO, 2022).
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Figura 1: Anatomia do sistema respiratdrio. O sistema respiratorio é divido didaticamente em vias
superior e inferior. O trato respiratorio superior compreende as cavidades oral e nasal (boca, laringe e
faringe). O trato respiratério inferior inclui a traqueia, os bronquios e os pulmdes (bronquiolos e
alvéolos). Em toda a extensdo do trato respiratorio o sistema imunoldgico estd em constante vigilancia.
Linfocitos residentes, células dendriticas, e macrofagos alveolares sdo importantes leucdécitos

vigilantes que impedem os processos infecciosos (TAVARES; GALVAO; FERRERO, 2022).

Como primeira linha de defesa do hospedeiro, o epitélio das vias aéreas e as células da
imunidade inata, como os macrdfagos alveolares, desempenham um papel critico na limitacdo
da infeccdo. Eles reconhecem os padrbes moleculares associados a patdgenos (PAMPS), bem
como os padrfes moleculares associados ao dano (DAMPS), através da ativacdo de receptores
de reconhecimento padrdo (PRRs) transmembranares ou ainda citoplasmaticos (DENNING et
al., 2019)

Diferentes classes de familias PRRs foram identificadas, e essas familias incluem
proteinas transmembranais como os receptores Toll-like (TLRS) e os receptores de lectina tipo
C (CLRs), bem como proteinas citoplasmaticas, como os receptores de gene induzido pelo
acido retindico (RLRs) e receptores do tipo NOD (NLRs). Esses receptores ndo Sdo expressos

apenas em macrofagos e células dendriticas, mas também em varias outras células do sistema
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imune e células epiteliais, e sua ativacdo levam a expressdo transcricional de genes
codificadores de quimiocinas e citocinas pré-inflamatérias e proteinas antimicrobianas
(TAKEUCHI; AKIRA, 2010). Desde a descoberta dos TLRs a especificidade do
reconhecimento de patdgenos pelo sistema imune inato ficou ainda mais evidente. As vias de
sinalizacdo de TLR sdo constantemente estudadas ap6s a descoberta de moléculas adaptadoras
como TIRAP e o fator de diferenciagdo mieloide 88 (MyD88). A identificacdo subsequente de
outras moléculas adaptadoras pelo dominio TIR, mostrou que o0s TLRs recrutam
seletivamente  padrdes moleculares distintos, responsaveis por respostas imunoldgicas
especificas aos microrganismos. Neste contexto, existem sinalizacbes especificas dependente
de TLRs entre as células do sistema imune, como por exemplo, as células dendriticas e 0s
monocitos possuem vias de sinalizacdo Unica, que regulam as respostas antivirais, que

provavelmente estdo ausentes em outros tipos celulares (KAWAI; AKIRA, 2010).

Os TLRs sd@o caracterizados por repeticdes ricas em leucina N-terminal e uma regido
transmembranar, seguida por uma regido citoplasmatica capazes de reconhecer
principalmente componentes da membrana microbiana como lipidios, lipoproteinas e
proteinas. O TLR4 é um importante receptor da familia Toll na resposta imune inata frente as
infeccbes por bactérias Gram-negativos, por reconhecer o LPS como principal PAMP
associado a bactéria e desencadear sinalizagbes extremamente bem estabelecidas, pelas quais
incluem primeiramente a via de ativacdo transmembranar dependente de MyD88 pelo eixo
TIRAP — MyD88, como também a via de ativacdo endossomal apOs a internalizacdo do
complexo TLR4-MD2-LPS no citoplasma. Como MyD88 faz parte da via de sinalizacdo de
diversos receptores do tipo Toll e sua atividade ndo é redundante a atividade de outra
molécula adaptadora, ela se torna crucial na resposta inflamatoria (KOPPE; SUTTORP;
OPITZ, 2012).

A ativacdo de TLRs pela via dependente de MyD88 resulta na indugdo de genes com
papéis criticos na modulacdo transcricional de NF-xB. Elementos de modula¢do incluem a
proteina IkBa, que funciona como um inibidor citoplasmatico para as subunidades p50-p65 de
NF-kB. Apos a ativagdo e fosforilagdo de proteinas IKKs, estas fosforilam IkBa levando o
inibidor a degradacdo proteossomal com posterior liberacdo das subunidades de NF-xB para
translocarem para o nicleo e promoverem transcricdo génica de varias moléculas pro-
inflamatdrias (Figura 2) (JIANG et al., 2018). De fato, apds o reconhecimento do patogeno e

a regulacdo positiva para a translocacdo nuclear de NF-xB, os macrofagos imediatamente
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comecam a sintetizar TNF-a e varias outras quimiocinas e citocinas pro-inflamatorias,
enquanto o endotélio comeca a sintetizar E-selectina, ICAM-1 e VCAM-1 no proposito de

recrutar a majoritaria célula efetora da imunidade inata, o neutrofilo (YIPP et al., 2017).

Figura 2: Reconhecimento de LPS por TLR. O fator MyD88 é a primeira proteina adaptadora
recrutada para TIRAP, seguido pela ativagdo de quinase 1 associada ao receptor IL-1 (IRAK1) e fator
6 associado ao receptor TNF (TRAF6). Posteriormente, o IKKp fosforilado/ativado, fosforila 1kxBa
levando a sua degradacéo e posterior e ativagdo de NF-xB, um dos fatores de transcricdo que regula a
expressao de uma série de genes alvos envolvidos na inflamagédo, como IL-1f, IL-6 e TNF-a) (JIANG
et al., 2018).

Na infeccdo pulmonar por bactérias Gram-negativo os principais PRRs envolvidos séo 0s
receptores da familia Toll (TLR2, TLR4, TLR5 e TLR9), além dos receptores da familia
NOD (NOD2 e AIM2). O TLR2 reconhece lipoproteinas, o TLR5 reconhece flagelina, o
TLR9 reconhece DNA bacteriano contendo o motivo CpG ndo metilado, e, como dito
anteriormente, 0 TLR4 reconhece o LPS (KAWAI; AKIRA, 2010; TAKEUCHI; AKIRA,
2010). TLR2 participa na eliminacdo bacteriana em estagios mais avancados da infecgéo,
porém este também ativa a producdo de mediadores pré-inflamatorios, os quais danificam a
integridade da barreira epitelial promovendo a translocacdo bacteriana. TLR2 e TLR4
desempenham funcBes importantes no recrutamento de neutréfilos e producdo das
quimiocinas e citocinas pro-inflamatorias CXCL1/2, TNF-a, IL-1pB, e IL-6 (TOMLINSON et
al., 2014). TLR9 parece ndo ser essencial para a producdo de citocinas. Porém esse receptor é
importante para habilidade dos macrofagos alveolares de fagocitarem e matarem as bactérias,

sendo entdo crucial para o clearence bacteriano (ALBIGER et al., 2007).
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Os NLRs localizados no citoplasma s&o outro grupo de receptores envolvidos na infeccéo
pulmonar, dentre eles 0 NOD2 é responsével pela detecgdo dos fragmentos de peptidoglicano,
0s quais sdo apresentados ap6s a fagocitose da bactéria por macrofagos. Apos o
reconhecimento destes fragmentos tem-se a ativacdo de NF-xB para producdo de citocinas e
principalmente indugdo da producdo de CCL2, uma importante quimiocina envolvida no
recrutamento de macrofagos para o sitio da infecgdo. Além disso, com ativagdo de AIM2 pelo
reconhecimento de DNA bacteriano inicia-se a montagem do inflamassoma, um complexo
imune inato que leva a ativacdo de caspases inflamatorias, e desencadeia a maturacdo e
secrecdo das citocinas pré-inflamatorias 1L-1p/IL-18, como também a piroptose, uma forma
pro-inflamatoria de morte celular (LUGRIN; MARTINON, 2018). Portanto, de maneira geral
pode-se afirmar que NOD2 e AIM2 também sdo essenciais na resposta inflamatoria contra

infeccbes pulmonares.
1.2.1 Resposta inflamatéria durante a pneumonia por Gram-negativo

A inflamacdo € uma resposta da microvasculatura, que exerce fungdes fisioldgicas contra
estimulos nocivos, como lesdes e infeccbes. Com base nos achados macroscopicos a
inflamacdo € descrita por cinco sinais cardinais: calor, rubor, edema, dor, e perda de fungéo
(Figura 1) (MEDZHITOV, 2010).

Figura 3: Sinais Cardinais da inflamagdo. Cornelius Celsus, no século | D.C., descreveu 0s
sintomas clinicos da inflamacdo, reconhecidos atualmente como os quatro sinais cardinais da
infllmacdo: o calor (associado com o aumento do fluxo sanguineo e hipertemia), o rubor
(vermelhiddo, devido a hiperemia), tumor (edema causado por aumento da permeabilidade
microvascular e extravasamento de proteinas para o espaco intersticial), dor (devido a sinalizacGes e
alteragbes nas terminacdes nervosas). Um quinto sinal foi adicionado posteriormente por Rudolf
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Virchow em 1858, a perda da funcédo, associada a disfungdo dos 6rgdos envolvidos neste processo
(MEDZHITQV, 2010) (Fonte: (ETIENE; VIEGAS; VIEGAS 2021).

Como mencionado anteriormente, apds o reconhecimento do patdgeno, vias sinalizadoras
intracelulares sdo ativadas e culminam com a liberacdo de mediadores inflamatérios que
resutam na quimiotaxia dos leucOcitos e permite a interacdo de células circulantes com as
células endoteliais, possibilitando a transmigracdo dos leucocitos para o sitio inflamatdrio. A
interacdo entre os fatores quimiotaticos e seus receptores resulta na ativacdo da expressdo
inimeras moléculas pertencentes as vias sinalizadoras intracelulares em células epiteliais que
sdo fundamentais para manutencdo da resposta inflamatdria. Esses mediadores quimiotaticos
e pro-inflamatérios liberados por macrdfagos, células dendriticas e células epiteliais no tecido
lesado ativam os leucécitos circulantes e induzem mudancas réapidas nas propriedades de
adesdo desses e das células endoteliais (VAGO et al., 2015). Quase imediatamente, pelo
aumento da permeabilidade vascular ocorre a formacdo de edema e facilita o recrutamento de
leucécitos da circulagdo periférica para o tecido (TAVARES; GALVAO; FERRERO, 2022).

Os neutréfilos sdo o0s leucocitos majoritariamente recrutadas nos estagios iniciais da
infeccdo, seguido pelos monocitos. As quimiocinas CXCL1 e CXCL2 sdo consideradas
quimioatrativas candnicos para neutréfilos e sdo produzidas precocemente durante a infeccdo
pulmonar. Os neutrofilos recrutados exercem importantes fungdes efetoras para o clearence
bacteriano como, degranulacdo e liberacdo de proteases e proteinas antimicrobianas estocadas
em seus granulos citoplasméticos, fagocitose de bactérias e producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) (MIZGERD, 2018). Os neutrofilos maduros tém uma meia vida curta na
circulagdo e morrem rapidamente por apoptose. Ap0s o recrutamento para tecidos inflamados,
a vida dtil dos neutréfilos é aumentada por meio da ativacdo de vias de sobrevivéncia celular
em resposta aos PAMP’s, DAMP’s e citocinas produzidas no millieu inflamatério. O LPS da
parede de bactérias Gram-negativos induz o aumento de moléculas de adesdo na superficie de
neutrofilos facilitando a sua apreensdo no tecido infectado (FILEP, 2022; YIPP et al., 2017).

A ativacdo apropriada e auto-limitada de neutrdfilos é essencial no controle da infecgcdo
causada por E. coli. Um dos mecanismos de ativacdo é evidenciado pelo papel da protease
neutrofilica, elastase. A incubacdo de elastase com E. coli leva a lise celular bacteriana,
possivelmente devido a sua capacidade de degradar varias proteinas chaves na membrana

externa da bactéria (PECHOUS, 2017). Além disso, em resposta aos estimulos inflamatorios,
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os neutrofilos podem extrudir armadilhas extracelulares (NETs). A formacdo de NETs é um
mecanismo pelo qual os neutréfilos liberam do nucleo fibras de cromatina descondensada do
DNA e entrelagcadas com varias proteinas, incluindo histonas, elastase, mieloperoxidase
(MPO) e MMP-9, em um esforgo para capturar e matar a bactéria. Este processo pode ser
induzido por varios estimulos inflamatérios, como a liberacdo de IL-8 ou diretamente pela
deteccdo do LPS (LEE et al., 2017; YIPP et al., 2017). Apesar de contribuir para o clearence
bacteriano, a presenca prolongada das NETs e proteases podem danificar o tecido infectado, e

no modelo de pneumonia desencadear graves lesdes pulmonares (PECHOUS, 2017).

Os macrofagos recrutados também sdo importantes no controle de patdgenos pulmonares.
Estes macréfagos sdo derivados de mondcitos circulantes, e apds chegarem ao paréngquima
pulmonar se diferenciam e sdo ativados para exercer suas funcOes efetoras, como a fagocitose
da bactéria, e a producdo de espécies reativas de nitrogénio e oxigénio, auxiliando na defesa
inata do pulmdo (PERCOPO et al., 2014; SAMARASINGHE et al., 2017). Alem disso, essas
células desempenham um papel importante na resposta imune adaptativa, como
apresentadores de antigenos aos linfocitos, sendo um elo importante para o desenvolvimento
da resposta imune adaptativa (NATHAN; DING, 2010).

Em adicdo a sua funcdo efetora, no reconhecimento e fagocitose para indugdo da resposta
inflamatdria e controle do patdgeno nos pulmbes, os macrofagos também estdo envolvidos no
processo de resolucdo da inflamacdo. De fato, essas células sdo essenciais para a remocgdo dos
neutrofilos e outras células apoptoéticas, pelo processo de eferocitose, durante a remodelacdo e
inducdo de reparo do epitélio lesado, bem como pela ativacdo do sistema imune. Dessa forma,
essas diferentes caracteristicas funcionais dos macrofagos também estdo relacionadas a
diferentes aspectos fenotipicos. O fenotipo apresentado pelos macrofagos é direcionado pelas
citocinas do millieu inflamatério e pela fagocitose de bactérias ou células apoptéticas
(MOSSER; EDWARDS, 2008).

A fim de se identificar os diferentes fenotipos de macréfagos, os padrdes de expressdo de
marcadores de superficie celular especificos foram descritos. Nesse sentido, macréfagos do
tipo M1 aumentam a expressdo de moléculas de ativacdo como CD80, CD86, e CD16/32 e
secretam citocinas pro-inflamatorias. Em contraste, quando polarizados para o fendtipo tipo
M2, os macrofagos aumentam a expressdo de arginase-1 (Arg-1), receptor de manose
(CD206) e aumentam a producdo de quimicinas e citocinas ainti-inflamatérias como CCL17,

CCL22, IL-10 e TGF-B, desempenhando papel importante na atenuacdo da inflamacdo e no
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reparo tecidual (YUNNA et al., 2020). Além da estimulagdo dos macréfagos por citocinas
especificas, outro mecanismo necessario para a polarizacdo de M1 para M2 é o engolfamento
de células apoptéticas - evento classico denominado eferocitose ((KUMARAN
SATYANARAYANAN et al., 2019). As células apoptéticas geram sinais que induzem o
processo de apoptose e sua eferocitose pelos macrofagos, limitando assim os danos pro-

inflamatGrios evocados pela necrose celular.

No estigio tardio do reparo tecidual, a eferocitose de neutrofilos apoptdticos pelos
macrofagos leva a polarizacdo dessas células para o fendtipo denominado Mres (Macrofago
resolutivo) que estd diretamente relacionado ao processo de resolucdo da resposta
inflamatdria, pela producdo e liberacdo de mediadores pro-resolutivos (KUMARAN
SATYANARAYANAN et al.,, 2019; MICHAELI et al., 2018). De forma mais tardia, 0S
linfocitos migram para o pulmdo a fim de somar e direcionar os mecanismos de defesa do
sistema imune para o objetivo final que é o clearence bacteriano no pulmdo. Os linfocitos T
CD4+ sdo recrutados precocemente e contribuem para a ativacdo de macrofagos ao produzir
citocinas pré-inflamatorias com atividade antimicrobiana, como INF-y que estimula o Killing
da bactéria internalizada (HIRST et al., 2004).

Em suma, a resposta infllmatdria aguda induzida por bactérias Gram-negativos nos
pulmdes apresenta uma dualidade. E essencial para o efetivo controle da proliferacdo e
disseminacdo do patdgeno, porém deve ser finamente regulada, uma vez que a ativacdo
exagerada dos diversos mecanismos antibacterianos descritos aqui pode causar intenso dano
tecidual, disfuncdo pulmonar, e até mesmo ser fatal para o hospedeiro. Nesse sentido, a
inducdo da resolucdo da inflamacdo é tdo essencial quanto o inicio da resposta inflamatoria.
Recentemente, tornou-se evidente que os programas de resolugdo coordenada se iniciam logo
apos o comeco da resposta inflamatoria a fim de garantir um posterior retorno da homeostase
tecidual (SERHAN; SAVILL, 2005; SUGIMOTO et al, 2016). Como mencionado
anteriormente, o mecanismo de resolucdo da resposta inflamatdria € um processo ativo,
coordenado pela secrecdo enddgena de varios mediadores quimicos incluindo proteinas,
lipidios e 4cidos graxos de cadeia curta, coletivamente chamados de moléculas pro-
resolutivas. Essas moléculas geralmente atuam através de receptores transmembranares
ligados & proteina G e induzindo os sinais cardinais da resolucdo caracterizados como: (i)
remocdo de microrganismos, células mortas e debris; (i) restauracdo da integridade e

perfusdo vascular; (iii) regeneracdo tecidual; (iv) remissdo da febre e (v) alivio da dor
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inflamatoria (BASIL; LEVY, 2016). Os mecanismos celulares e moleculares da inflamacdo e

sua resolucdo sdo descritos na Figura 4.

Inflamed tissue

Productive phase Transition phase Resolving phase

Figura 4: Série orquestrada de eventos que levam a resolugéo do processo inflamatério agudo.
A lesdo (estéril ou infecciosa) leva ao reconhecimento de padrdes moleculares (DAMPs e/ou PAMPS)
pelas células residentes (macrdfagos teciduais, células epiteliais e células dendriticas) as quais
produzem rapidamente varios mediadores pro-inflamatorios, entre eles citocinas e moléculas de
adesdo (1). Leucocitos polimorfonucleares, sobretudo neutrofilos, sdo as primeiras células da
circulagdo sanguinea, que migram e atravessam o endotélio vascular para o tecido inflamado apos a
expressdo de moléculas de adesdo (selectinas e integrinas) pelas células epiteliais ativadas (2), seguido
por mondcitos (3). Mondcitos no sitio inflamatdrio se diferenciam em macroéfagos e sdo ativados para
exercer suas fungdes fagociticas (4). Com a progressdo da resposta inflamatoria, h intenso influxo de
leuctcitos para o tecido. Na fase de transicdo da inflamacéo, a apoptose é induzida por sinais pro-
resolutivos produzidos desde o inicio da resposta inflamatoria (6), e subsequente eferocitose por
macrofagos teciduais e polarizados. Durante a eferocitose, macréfagos mudam seu fenétipo de M1
para M2 (8). Macrofagos M2 sédo altamente eferociticos e produzem moléculas anti-inflamatérias (tais
como IL-10, TGF-B e INF-B) e mediadores pro-resolutivos (9). Tais mediadores tem o potencial para
inibir o recrutamento adicional de PMN, intensificar a migracdo de monécitos e ampliar a eferocitose.
Macrofagos M2 se modificam para macrofagos resolutivos (Mres) (10), os quais apresentam
capacidade fagocitica reduzida, mas, no entanto, produzem proteinas anti-fibréticas e antioxidantes
que limitam o dano tecidual e fibrose. O aumento da producdo de citocinas anti-inflamatorias, de
mediadores pro-resolutivos e anti-fibréticos por Mres, induzem a repovoagdo de linfocitos (11) e
apoptose de macrdfagos ou drenagem destas células para o linfonodo local (12) encerram o processo
inflamatdrio e restauram a homeostase do tecido. Fonte: Adaptado de Alessandri et al. (2013).

1.2.2 O eixo pré-resolutivo Anexina A1/FPR-2 na resposta inflamatdria

A proteina AnxAl, conhecida também como lipocortina 1, € um dos membros da
superfamilia das anexinas, que é constituida por pelo menos 13 proteinas estruturalmente

semelhantes  (GERKE; MOSS, 2002). Caracterizada como um mediador pro-resolutivo
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induzida por glicocorticoides, AnxAl foi inicialmente descrita como inibidora da acdo da
enzima fosfolipase A2 (FLOWER; BLACKWELL, 1979).

Na sua estrutura intacta AnxAl tem o peso molecular de 37 kDa e é composta por 346
aminoacidos formando 4 sequéncias repetidas e dois dominios estruturais: uma extremidade
carboxilica (C-terminal) com maior grau de conservagdo entre as proteinas desta familia, e
uma extremidade amino terminal (N-terminal) que é caracterizada como promotora da agédo
anti-inflamatéria dessa proteina (LEE et al., 2006). Embora a proteina ndo seja detectada no
plasma, altos niveis de expressdo sdo encontrados de forma constitutiva e particularmente
abundantes no citoplasma de células epiteliais, mondcitos e macréfagos (HEADLAND;
NORLING, 2015). Ap6s estimulo por glicocorticoides, em poucos minutos a proteina é
fosforilada e liberada para o meio extracelular. Os mecanismos moleculares responsaveis por
essa secrecdo rapida sdo especificos de cada célula, por um dos seguintes mecanismos: por
ativacdo do transportador ABC (ATP-binding cassete), fosforilacdo do residuo de serina na
porcdo N-terminal, ou fusdo de granulos de gelatinase com a membrana plasmatica
(PERRETTI; D’ACQUISTO, 2009). Estudos demonstraram que 0s neutrofilos também
podem expressar AnxAl, estocar em granulos e liberar como um componente de vesicula
extracelular (LEONI et al., 2015; PERRETTI; D’ACQUISTO, 2009) (Figura 5).
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Figura 5: Mobilizacdo da Anexina Al em células ativadas. Ap6s a ativacdo celular por meio da
adesdo a monocamada de células endoteliais, a Anexina Al citoplasméatica € mobilizada para a
membrana plasmatica. Dependendo do tipo celular, a Anexina Al é entdo externalizada e/ou secretada
por um dos trés mecanismos: Pela ativacdo do transportador ABC (a); Através da fosforilagdo do
residuo de serina N-terminal seguido de centralizacdo na membrana para dominios lipidicos
especificos, antes de se mover para a camada externa e ser secretada (b); ou através da fusdo de
granulos contendo Anexina Al com a membrana plasmatica, seguida de liberacdo da proteina,
expondo seu dominio N-terminal (c) (PERRETTI; D’ACQUISTO, 2009).
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Apobs ser expressa e secretada para o meio extracelular, o dominio N-terminal da AnxAl
liga-se ao receptor de formil peptideo 2 (FPR-2, um membro da familia de receptores formil
acoplados a proteina G (FILEP, 2022). Em humanos foram identificados trés membros da
familia dos receptores FPRs, composta por FPR-1, FPR-2, FPR-3 e em camundongos a
familia ¢ composta por 8 membros, sendo os principais: FPR-1 homologo ao FPR-1 humano e
FPR-2 e FPR-3, os quais sdo estruturalmente semelhantes ao FPR-2 humano. Essa familia de
receptores se liga a varios ligantes, como por exemplo, FPR-1 reconhece peptideos N-
formilados e desencadeia respostas pro-inflamatérias (DORWARD et al.,, 2015). FPR-2
reconhece com baixa afinidade fMLP (N-Formylmethionyl-leucyl-phenylanine), estimulo
bacteriano pro-inflamatorio. Por outro lado, FPR-2 reconhece com alta afinidade diversos
ligantes como peptideos, proteinas e lipidios, incluindo AnxAl, Lipoxina A4 e Resolvina D1,
desencadeando respostas pré-resolutivas (COORAY et al., 2013; FILEP, 2022). O receptor
FPR-3 esta distribuido em pequenas vesiculas intracelulares e reconhece somente o F2L
(peptideo derivado da proteina de ligacdo a heme), entretanto, pouco se sabe sobre sua funcéo
(RABIET et al.,, 2011). A sinalizacdo de FPR-2 induzida pela AnxAl envolve a fosforilagdo
transitoria da MAPK ERK1/2 (Extracellular-regulated kinase). A fosforilagio de ERK1/2
esta associada a um répido aumento na concentragdo intracelular de calcio (PERRETTI,
D’ACQUISTO, 2009).

O dominio N-terminal caracterizado como regido promotora da acdo pro-resolutiva de
AnxAl é composto por 44 aminoacidos, dos quais 0s 26 primeiros aminoacidos formam
dupla hélice. Essa regido é suficiente para mimetizar a acdo extracelular da proteina intacta,
visto que o peptideo acetilado (Acz.26) € um agonista de FPR-2 e também ativa vias de
modulacdo da resposta inflamatoria. A regido restante liga 0 dominio N-terminal a proteina do
nicleo C-termial (PERRETTI; D’ACQUISTO, 2009; ZHARKOVA et al., 2023). Porém,
devido a seu tamanho 0 Ac;.26 apresenta certa promiscuidade e se liga também ao receptor
FPR-1 (ERNST et al., 2004). No entanto, 0 Ac,-26 se liga fracamente ao FPR-1 e gera uma
resposta de baixa intensidade, devido sua principal via de sinalizagdo ser por ligacdo ao
receptor FPR-2 (DORWARD et al., 2015; GAVINS et al., 2012).

Ao ser secretada, a AnxAl pode ser clivada pela elastase neutrofilica e pela proteinase 3
gerando uma isoforma de 33kDa e outros fragmentos peptidicos. Acredita-se que a clivagem

de AnxAl seja um mecanismo de inativacdo da proteina e pode estar associado a um perfil
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inflamatorio, porém ainda ndo foi elucidado se estes fragmentos possuem alguma funcdo
bioldgica especifica (RESCHER et al., 2006; VONG et al., 2007, Sugimoto et al., 2016).

Anexina Al é uma proteina pro-resolutiva enddgena, capaz de regular a inflamacdo sem
bloquear a fase pré-inflamatéria (DAMAZO et al., 2011). Este conceito € muito importante
no contexto das infecgdes bacterianas visto que a modulagdo de um processo inflamatdrio
exacerbado é essencial para reestabelecer a homeostase e proteger o hospedeiro dos danos
evocados pela infeccdo e, por outro lado, o bloqueio da resposta inflamatéria pode favorecer a
disseminacdo bacteriana. Sendo assim AnxAl modula a resposta inflamatéria por modular a
transmigracdo de neutrofilos, promover o recrutamento de mondcitos/macréfagos de forma
ndo flogistica e sua polarizacdo para fenotipos anti-inflamatorios e pro-resolutivos, por
induzir a apoptose de neutrdfilos e sua subsequente remocdo por eferocitose (PATEL et al.,
2011; SUGIMOTO et al., 2016; YONA et al., 2006). Esses eventos estdo representados na

Figura 6.
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Figura 6: Eventos celulares associados aos efeitos anti-inflamatdérios e pro-resolutivos de AnxAl
e seus peptidomométicos derivados da porcdo N-terminal. AnxAl modula diversos eventos
celulares e moleculares da resposta inflamatéria, participando de mecanismos enddgenos associados
com a inducdo de uma resolucdo adequada. A administracdo farmacoldgica de AnxAl resulta na
diminuicdo do rolamento (1) e aderéncia (2) de neutréfilos ao endotélio, aumenta o desprendimento de
células aderentes (3), e inibe a transmigracao de neutrofilos (4). Além disso, AnxA1l é capaz de induzir
apoptose (6). AnxAl endogena e exdgena também promove o recrutamento de mondcitos (5) e a
eferocitose de neutrdfilos apoptéticos por macréfagos (7). A eferocitose de neutrofilos apoptdticos por
macrofagos é acompanhada pela inducéo de sinas anti-inflamatorios, incluindo producdo de TGF- e
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reprogramacao de macréfagos para um fendtipo pré-resolutivo (8), e inibe a producdo de citocinas
pro-inflamatorias apos a eferocitose de células necréticas (9) (SUGIMOTO et al., 2016).

Estudos mostraram que animais deficientes para AnxAl apresentaram resposta
exacerbada em modelos de endotoxemia induzida por LPS. E que a administracdo exdgena de
AnxAl ou do peptidomimético Acp.p¢ induz acbes anti-inflamatdrias no modelo de lesdo
pulmonar induzida por LPS (DA CUNHA; OLIANI; DAMAZO, 2012). Recentemente nosso
grupo de pesquisa demonstrou que a via pro-resolutiva ativada pela proteina AnxAl controla
a resposta inflamatéria e a disseminacdo bacteriana na pneumonia experimental induzida por
Streptococcus pneumoniae (MACHADO et al., 2020). A modulacdo da resposta inflamatoria
é exercida principalmente pela capacidade da proteina em reduzir o infiltrado neutrofilico,
sem alterar a capacidade dessas células exercerem suas funcdes efetoras. Outro importante
estudo demonstrou que pacientes com dengue apresentaram niveis circulantes de AnxAl
reduzidos, e que a delecdo génica de AnxAl ou FPR-2 agravou a doenca em camundongos
infectados com o virus a dengue. Além disso, o tratamento com o peptideo Ac,-6 atenuou as
manifestacOes da doenga e atenuou os sintomas da doenca (COSTA et al., 2022). De forma
interessante, um estudo de caso controle com 107 pacientes encontrou polimorfismos
relacionados com a maior susceptibilidade ao llpus eritematotoso sistémico para os genes de
AnxAl, FPR-1 e FPR-2. Por outro lado, outros trabalhos descreveram o papel prejudicial de
AnxAl em modelos de infeccdo por Influenza virus, cancer de laringe, cancer gastrointestinal
e cancer de mama (ARORA et al., 2016; GASTARDELO et al., 2009; MORAES et al., 2017;
SATO et al., 2011). Esses piores desfechos clinicos apresentados nestes estudos se devem ao
fato da AnxAl favorecer a replicacdo viral do Influenza A, além de contribuir para a
proliferacdo celular e metastase, (ARORA et al., 2016; FOO et al., 2019). Considerando o
papel dual de AnxAl no contexto imunoldgico, o estudo da sua funcdo frente a estimulos

especificos é essencial.
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2. JUSTIFICATIVA

A pneumonia adquirida no hospital (HAP), e a pneumonia associada ao uso de ventilacdo
mecanica (PAV), sdo infeccbes nosocomiais comuns, e que apresentam altos indices de
mortalidade (TITOV et al, 2021). As bactérias Gram-negativos como Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae sdo os principais patdgenos causadores
de pneumonia hospitalar, e estdo entre os mais significativos problemas de salde mundial,
devido a multirresisténcia aos antibidticos disponiveis na clinica (OLIVEIRA; REYGAERT,
2022). Uma resposta inflamatoria exacerbada desencadeada pela infeccdo contribui para o
dano pulmonar e gravidade da pneumonia (TAVARES et al., 2022). Dados do nosso grupo de
pesquisa e outros apontam que a modulacdo do processo inflamatorio pode ser essencial para
diminuir 0 dano associado a resposta inflamatéria (MACHADO et al., 2020; SOUZA et al.,
2022; TAVARES et al.,, 2016). O estudo de moléculas pro-resolutivas € importante por
oferecer uma oportunidade terapéutica Unica, uma vez que evitam os efeitos colaterais de
outras estratégias imunomoduladoras e poderiam ser utilizadas em terapias combinadas com
os antimicrobianos (PERRETTI; DALLI, 2023). A molécula pro-resolutiva AnxAl mostrou
capacidade de modular o processo inflamatério em diversos modelos de inflamacédo
(SUGIMOTO et al., 2016a). Porém os trabalhos que abordam o papel da AnxAl em modelos
infecciosos ainda sdo incipientes. Nesse contexto, a proposta do presente projeto € investigar
0 papel da via prd-resolutiva AnxA1l/FPR2 em modelos pré-clinicos de pneumonia por
bactérias Gram-negativos e avaliar o efeito terapéutico do peptidomimético da AnxAl, Ac;-26,
na fisiopatologia da infeccdo. Assim, o0 estudo desses fatores na pneumonia poderad
proporcionar  alternativas no controle do processo inflamatério, viabilizando 0

desenvolvimento de novos tratamentos.
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3. OBJETIVO
3.1. Objetivo geral

Estudar o papel modulador da proteina pro-resolutiva AnxAl, e de seu receptor FPR2 em
modelo murino de pneumonia induzida por E. coli. Posteriormente, avaliar o efeito

terapéutico do peptidomimético da AnxAl, Ac;-26, na fisiopatologia da infeccao.
3.2. Objetivos especificos

3.2.1. Avaliar o papel da proteina AnxAl na infec¢do pulmonar por E. coli, utilizando
camundongos deficientes para o gene da Anexina Al (AnxAl KO) e selvagens (WT)
quanto aos:

a. Parametros inflamatdrios e carga bacteriana dos animais infectados;

b. Dano tecidual causado pela infeccéo;

¢. Funcdo pulmonar dos animais infectados.

3.2.2. Avaliar a contribuicdo do receptor FPR-2 na infecgdo pulmonar por E. coli
utilizando camundongos deficientes para FPR-2/3 (FPR-2/3 KO) e selvagens (WT),
quanto aos:

a. Parametros inflamatorios e carga bacteriana dos animais infectados;

b. Dano tecidual causado pela infeccéo.

3.2.3. Avaliar o papel do receptor FPR-2 na letalidade induzida pela infeccdo por E.
coli utilizando camundongos FPR-2/3 KO e WT.

3.2.4. Avaliar o efeito do tratamento com o peptideo Ac,.26 em camundongos Balb/C
WT infectados com E. coli quanto aos:
a. Paramétros inflamatorios e carga bacteriana;

b. Dano tecidual.
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4, MATERIAIS E METODOS
4.1. Animais

Os experimentos com animais foram realizados em camundongos Balb/C WT e C57/BI6
WT, machos de 8 a 10 semanas, fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal de
Minas Gerais, e mantidos pelo Biotério de Imunofarmacologia do Instituto de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais. Foram utilizados também,
camundongos AnxAl KO (background Balb/C), e camundongos FPR2/3 KO (background
C57BII6), machos de 8 a 10 semanas, fornecidos e mantidos pelo Biotério de
Imunofarmacologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas
Gerais. Durante todo o periodo experimental, os animais foram mantidos em gaiolas
microisoladoras, dispostas em estantes para animais, com filtros de entrada e saida de ar, em
condicbes de temperatura e luz controladas, com livre acesso a agua e racdo. Este estudo foi
previamente submetido ao comité de ética em experimentacdo animal da Universidade
Federal de Minas Gerais. Todos estes procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica
da Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA: 262/2018) (Anexol).

4.2. Escherichia coli

Para realizacdo dos experimentos foi utilizada a cepa de E.coli ATCC 25922, conforme a
padronizacdo pelo nosso grupo de pesquisa (ZAIDAN et al., 2022). Para preparacdo do
inoculo, a linhagem previamente armazenada a -80°C foi semeada em meio de cultura agar
Mueller-Hinton e incubada a 37°C durante 14 horas. Em seguida, com o auxilio de uma alca
bacteriologica, a bactéria foi transferida para 15 ml de caldo de cultura LB, e incubada a 37°C
até atingir a fase exponencial de crescimento, pela leitura de densidade oOptica (OD) de 0.5
(600nm) em espectrofotbmetro. Apds a centrifugacdo e duas lavagens com 10ml de salina
0,9% estéril, o pellet de células foi ressuspendido em 1ml de solucdo salina, e a partir dessa
suspensdo de bactéria, o indculo foi diluido em salina, e preparado de forma que o volume de
40 ul de solugdo continha 3x10° UFC/ml ou 5x10° UFC/ml de E.coli. Em todos os
experimentos o indculo foi confirmado por meio do plaqueamento da solucdo de bactéria em

diferentes diluicdes, para contagem das col6nias apds 12 horas de incubacdo a 37°C.

4.3. Infeccdo dos camundongos
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Os animais foram infectados por instilagdo via intranasal. Para isso, 0s animais foram
anestesiados via subcutdnea com uma solucdo contendo 80mg/kg de cetamina e 15mg/kg de
xilazina. Apds a anestesia 0s camundongos foram divididos em grupos a serem infectados
com E.coli, ou aqueles que receberam solugdo salina, sendo considerados como grupo
controle ndo infectado. Utilizando ponteiras estéreis, a solucdo contendo a bactéria foi
gotejada lentamente nas narinas dos animais, de modo que eles aspirassem todo o volume
correspondente ao inoculo. Todo o procedimento de infeccdo foi realizado no fluxo laminar e

todos os animais foram monitorados até se recuperarem da sedagdo causada pelo anestésico.
4.4. Droga e esquema de tratamento

Para avaliacdo do efeito do peptideo Ac,-26 (Sintetizado pela GenScript) durante a infeccao
com Escherichia coli, os camundongos foram tratados com 150ug do peptideo, ou com
veiculo salina — salina estéril em 0,5% de DMSO - 200ul via intraperitoneal. Para avaliacao
dos parametros inflamatdrios, os animais foram tratados 8 horas ap6s a infecgdo e

eutanasiados apds 24 horas da infeccéo.
4.5. Acompanhamento da letalidade

Os animais foram pesados no tempo O antes da infeccdo, e apos infectados, foram pesados
e acompanhados durante 7 dias para a observacdo da letalidade. Os animais que atingiram
perda superior que 25% do seu peso corporal inicial foram eutanasiados de acordo com a
Resolucdo Normativa N° 33, de 18 de novembro de 2016 do Conselho Nacional de Controle
de Experimentacdo Animal (CONCEA).

4.6. Eutanasia e coleta de amostras para andlises

Para todos os experimentos os animais foram anestesiados com solucdo de 80 mg/kg de
cetamina e 15 mg/kg de xilazina. Posteriormente, foram eutanasiados pelo método de
exsanguinacdo, para coleta de sangue do plexo braquial, para posterior contagem de bactérias
e dosagem de citocinas (RAUPP, 2013). Apds a eutandsia, 0s animais foram submetidos a
exposicdo da traqueia para a coleta do lavado broncoalveolar (BAL). O lavado consiste na
introducdo de uma cénula de 1,7 mm na traqueia do animal, a qual foi posteriormente
conectada a uma seringa de 1 ml com PBS. Este volume foi recolhido e reintroduzido 3 vezes.
Para obtencdo de uma quantidade satisfatoria de células, o lavado foi realizado duas vezes,

totalizando 2 ml de PBS. O fluido do lavado broncoalveolar foi utilizado para contagem de



42

células, contagem de bactérias e dosagem de citocinas e proteinas. Apos a realizacdo do BAL,
0s animais tiveram seus pulmdes perfundidos com uma seringa de 10 ml de PBS conectada a
uma agulha de 21G. O ventriculo esquerdo foi cortado e os 10 ml de PBS foram injetados no
ventriculo direito até o pulmdo inflar e a solucdo de PBS sangue sair pelo ventriculo esquerdo.
O lobo esquerdo foi coletado para histologia, e os lobos direitos processados para o ensaio de

atividade da mieloperoxidase (MPO) e dosagens de citocinas.
4.6.1.1. Contagem de bactérias no lavado BAL

Apobs a realizacdo BAL, 100 pl do fluido recuperado passou por diluicdes seriadas e logo
foi plagueado em placas de adgar MacConkey. As placas foram incubadas a 37°C durante 15
horas. Em seguida, as placas com a diluicdo contendo colénias em nimero entre 30 e 300

foram contadas e o resultado foi expresso em UFC por ml de BAL.
4.6.1.2. Contagem total e diferencial de células

O fluido recuperado do BAL foi submetido a centrifugacdo a 4°C a 300 g por 8 minutos.
O sobrenadante foi recolhido e congelado, para posterior dosagem de proteinas totais por
Bradford e citocinas por ELISA, enquanto o pellet foi ressuspendido em 100 ul de albumina
bovina sérica (BSA) 3% em PBS. A aliquota das células em albumina foi diluida 10 vezes na
solucdo de Turk (IMBRALAB), para a realizacdo da contagem total de células, na camara de
Neubauer. A partir dessa contagem, foram preparadas laminas para citocentrifugacdo com as
células ressuspendidas em albumina, de forma que as laminas citocentrifugadas continham
aproximadamente 40 mil células. As laminas foram coradas com o kit Panotico Répido (LB
Laborclin), para a realizacdo da contagem diferencial de células no aumento de 1000 vezes no
microscopio  optico. As células foram diferenciadas em mononucleares (macrdfagos,
monocitos e linfocitos), e polimorfonucleares (neutrofilos, eosindfilos e basofilos), por meio

de trés contagens em campos aleatérios totalizando cem células em cada contagem.
4.6.1.3. Dosagem da atividade da mieloperoxidase (MPQ)

O acumulo de neutrofilos nos pulmbes pode ser correlacionado com a atividade da enzima
MPO, a qual estd presente em altos niveis em neutréfilos e, por isso é usada como indicador
da presenca dessas células (BARCELOS et al., 2009)). Para isso, cinquenta miligramas do
pulmdo direito dos camundongos foram homogeneizados em 0,95 ml do Tampdo 1 pH 4,7
(0,1 M de NaCl, 0,02 M de NaPO, 0,015 M de NaEDTA) utilizando para tanto, um
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homogeneizador de tecidos (Power Gen 125 — Fisher Scientific Pennsylvania EUA). Apo6s
centrifugacdo por 10 minutos, a 4°C a 9400 g, o sobrenadante foi desprezado e o pellet
submetido a lise de hemécias através da adicdo de 0,75 ml de NaCl 0,2%, seguida de 0,75ml
de uma solucdo de NaCL 1,6% com glicose 5%. A solucdo final foi homogeneizada e
centrifugada por 10 minutos, a 4°C a 9400 g. O sobrenadante entdo foi novamente desprezado
e foram adicionados 0,8 ml de Tampédo 2 (0,05 M de Na3zPO4 e 0,5% de HETAB em pH 5,4)

ao pellet, o qual foi novamente homogeneizado.

As amostras obtidas a partir do processamento descrito anteriormente foram submetidas a
trés ciclos de congelamento e descongelamento em nitrogénio liquido, para liberacdo da
enzima mieloperoxidase da vesicula citoplasmatica. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 4°C por 15 minutos a 9400 g e o sobrenadante, diluido em Tampdo 2 na
propor¢cdo de 15, foi utilizado para o ensaio enzimatico colorimétrico. Em uma placa
contendo 96 pogos foram adicionados 25 pl da amostra diluida e em seguida, 25 pl de
tetrametibenzidina (TMB, Sigma) diluida em dimetilsulfoxido (DMSO, Synth) na
concentracdo final de 1,6 nM. A placa foi incubada a 37°C por 5 minutos e, ap06s a adicdo de
100 pl de perdxido de hidrogénio 0,003% (diluido em Tampdo 2 para MPO), uma nova
incubagdo a 37°C por 5 minutos foi realizada. A reagdo leva ao aparecimento de uma cor
azulada pela quebra do substrato TMB. Para o término desta reacdo, foram adicionados 100 pl
de H,SO, 1M. A atividade da mieloperoxidase foi entdo proporcional a intensidade da cor
observada em cada pogo. A absorbancia foi lida no espectrofotdmetro no comprimento de

onda 450nm.
4.6.1.4. Dosagem de proteina totais

A concentracdo de proteina total foi mensurada no fluido do lavado broncoalveolar
(BALF) foi determinada pelo método colorimétrico de Bradford, técnica que consiste em
diluir a solucdo estoque 5x de Bradford da Biorad® para concentragdo de 1x. Foram
pipetados 200 pl de Bradford 1x por pogo, usando uma placa de 96 pogos. Em seguida, 10 pl
do sobrenadante do BAL em duplicata foi adicionado em cada poco contendo a solu¢do de
Bradford e homogeneizado. A leitura da placa foi realizada no espectrofotdmetro com
comprimento de onda 595 nm, descontando a leitura do branco. Os resultados obtidos da
absorbancia foram comparados a uma curva padrdo, feita com concentracdes conhecidas de
BSA.
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4.6.1.5. Dosagem de citocinas por ELISA

O BALF, bem como o plasma dos animais foram utilizados para a dosagem de citocinas e
quimiocinas TNF-o, IL-6, IL-1B, CXCL1, CXCL2 e CCL2. O protocolo utilizado estava
estabelecido no kit de ELISA murino da R&D Systems, em placas de 96 pocos. Os anticorpos
de captura foram diluidos em PBS, adicionados a placa cobrindo os 96 pocos e a placa foi
armazenada a 4°C overnight. A placa foi lavada 3 vezes e, em seguida, foi realizado o
bloqueio da reacdo com 1% de albumina bovina diluida em PBS por 2 horas a temperatura
ambiente, para evitar a ligacdo inespecifica durante o ensaio. Apos o blogueio, a placa foi
lavada e 50 ul de amostra foram adicionados em cada poco e incubado overnight. No dia
seguinte, apos a lavagem, os anticorpos de deteccdo (diluidos em 0,1% de BSA/PBS) foram
adicionados a placa e esta foi incubada por duas horas a temperatura ambiente. A deteccdo foi
realizada pela incubacdo com estreptavidina conjugada com peroxidase (HRP-Streptavidin
Pharmingen — 1:4000) e revelada com substrato OPD (o-phenylenediamine dihidrocloride —
Sigma) com 0,006% peroxido de hidrogénio. Ap6s 20 minutos a reacdo foi interrompida com
H,SO4 1M. A leitura foi feita no espectrofotbmetro (Spectra Max 190, Molecular Devices),
com comprimento de onda de 492 nm. A cor obtida pela reacdo foi diretamente proporcional
a concentracdo da citocina na amostra analisada. As absorbancias obtidas pela leitura foram
comparadas a uma curva padrdo contendo concentragfes conhecidas de cada citocina

analisada, fornecidas no Kit.
4.7. Andlise da funcdo pulmonar

A funcdo pulmonar dos animais selvagens e deficientes para AnxAl foi realizada pela
analise de parametros espirométricos. Os camundongos foram anestesiados com uma injecao
subcutanea de cetamina e xilazina (15 mg/kg xilazina e 200mg/kg cetamina) para manutencao
da respiracdo espontanea sob anestesia. AplOs a traqueostomia, os camundongos foram
canulados e alocados em um pletismdgrafo corporal com ventilagdo controlada, conectado a
um computador (Forced Pulmonary Maneuver System®, Buxco Research Systems©,
Wilmington, North Carolina — USA). O protocolo de medicGes foi iniciado com o respirador

automatico ligado em uma frequéncia respiratoria de 160ms.
4.8. Avaliacdo de apoptose e eferocitose

A identificacdo e contagens de apoptose e macrofagos com corpos apoptéticos englobados

foi realizada por microscopia Optica (objetiva 100x, 500 células/lamina). Os resultados foram
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expressos pela média + SEM (erro padrdo da média) da porcentagem de apoptose ou
macrofagos com células apoptdticas em seu interior (VAGO et al, 2012; ZAIDAN et al.,
2022).

4.9. Avaliacdo histoldgica

AplOs a eutanasia dos animais os pulmbes esquerdos foram recolhidos e fixados em
solucdo de formol 10% tamponado. As amostras foram incluidas em parafina, cortadas em
microtomo e fixadas em laminas histologicas. Em seguida, os cortes foram corados com
hematoxilina e eosina. As analises das laminas foram realizadas por patologista experiente,
sem conhecimento prévio sobre 0s grupos experimentais, em microscépio optico nas objetivas
de 10 e 40 vezes, para determinacdo do padrdo inflamatério. O grau de inflamacdo foi
quantificado usando um escore semi-quantitativo da gravidade das alteracbes observadas. Os
pontos foram distribuidos da seguinte forma: 0-5 para inflamacdo do parénquima e 0-5 para o
infiltrado de polimormonuclear (0-ausente, 1-minimo, 2-pouco, 3-moderado, 4-intenso, 5-
muito intenso); 0-4 inflamacdo das vias aéreas e 0-4 inflamacdo vascular (0-auséncia de
células inflamatorias, 1-presenca de poucas células inflamatdrias, 2-presenca de inflamacédo
significativa e focalizada, 3-presenca de inflamacdo disseminada, 4-inflamacdo significativa e
disseminada). O total do escore histopatologico representa 18 pontos. Campos de imagens
representativos de cada grupo foram capturados e fotografados no Microscopio Olympus

Bx41 nas objetivas de 5 e 20x.
4.10. Analises estatisticas

Antes das andlises estatisticas o0s conjuntos de dados foram submetidos a andlise de
distribuicdo de normalidade (Kolmogorov-Smirnov test). Os dados foram expressos como
média + erro padrdo da media (SEM) ou apenas como média. As meédias foram comparadas
utilizando analise de variancia twoway ANOVA e oneway ANOVA. Na comparacdo entre
dois grupos foi utilizado o teste t ndo pareado. Os resultados foram considerados
significativos quando valor de p<0.05. Para a construcdo dos graficos, foi utilizado o software
GraphPad PRISM 6. A exclusdo de valores outliers foi feita através do teste de Grubbs com
nivel de significAncia igual a 0.05. A curva de letalidade, construida no mesmo software, foi

comparada utilizando o teste Log-rank qui-quadrado.
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5. RESULTADOS

5.1 Anexina Al é importante para o controle do recrutamento celular, promocédo de

apoptose/eferocitose e maior clearence bacteriano

Animais Balb/C WT e AnxAl KO foram infectados com 3x10° UFC de E. coli e
eutanasiados 24h apo6s a infeccdo. O BAL foi coletado para andlise do infiltrado celular,
contagens de apoptose e eferocitose e carga bacteriana. De forma interessante, 0s animais
AnxAl KO apresentaram maior recrutamento de leucocitos (Figura 7A), principalmente
neutréfilos (Figura 7B), nas vias aéreas quando comparados com os animais WT. De maneira
interessante, foi observado um menor recrutamento de mondcitos/macréfagos (Figura 7C) nos
animais deficientes para AnxAl, bem como menores taxas de apoptose de neutrofilos e
eferocitose dessas células por macrofagos (Figura 7 D-E). Apesar do maior recrutamento de
neutrofilos, foram encontrados numeros significativamente maiores de bactérias nos pulmdes

de animais AnxAl KO em comparagdo aos animais WT (Figuras 7 F-G).
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Figura 7: A deficiéncia génica em AnxAl intensifica a resposta inflamatdria e prejudica o
clearence bacteriano no pulmdo. Camundongos Balb/C WT e AnxAl KO foram infectados por via
intranasal (i.n) com E.coli (3x10° UFC) e eutanasiados 24h ap6s a infeccfo para contagens de
leucdcitos totais (A), neutrdfilos (B) e monocitos/macrofagos (C) no BAL. Os graficos (D-E) mostram
a porcentagem de apoptose e eferocitose, respectivamente. Quantificacdo da carga bacteriana presente
no BAL (F) e no pulméo (G). Os dados apresentam a média £ SEM (N = 6-8 animais infectados e N =
4 animais grupo salina) e foram representados com * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 e ****
p<0,0001 quando comparados com o grupo controle salina, ou com o grupo indicado. As analises
foram realizadas pelo teste t ndo pareado. Outliers detectados pelo teste de Grubbs foram excluidos
das analises.
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5.1.1 Anexina Al é importante para o controle da producdo de citocinas

Para compreender o maior recrutamento de leucécitos observado nos animais tanto Balb/C
guanto nos AnxAl KO, e para avaliar os parametros inflamatérios desencadeados pela
pneumonia induzida por E. coli, foram realizados dosagem das quimiocinas envolvidas no
recrutamento de neutrofilos (CXCL1 e CXCL2), e no recrutamento de mondcitos/macréfagos
(CCL2), além de citocinas pré-inflamatérias (IL-6, IL-1p e TNF-a). De forma interessante, 0s
animais deficientes para AnxAl apresentaram maiores niveis das quimiocionas CXCL1
(Figura 8A) e CXCL2 (Figura 8B) e das citocinas IL-1B (Figura 8C) e TNF-a (Figura 8D). Os
niveis de IL-6 (Figura 8E) ndo foram significativamente diferentes entre os animais WT e
AnxAl KO. Em contraste com o menor ndmero de macrofagos observados no BAL (Figura
7C), maiores niveis da quimiocina CCL2 (Figura 8F), foram observados nos animais AnxAl

KO guando comparados com os animais WT.
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Figura 8: Mensuragdo de quimiocinas e citocinas em camundongos Balb/C WT e AnxAl KO
infectados com E. coli. Dosagem dos niveis de CXCL1 (A), CXCL2 (B), IL-1p (C), TNF-a (D), IL-6

(E) e CCL2 (F) presentes no BALF. O grupo ndo infectado recebeu solugéo salina 0,9% por via
intranasal. Os dados apresentam a média + SEM (N = 6-8 animais infectados e N = 4 animais grupo
salina) e foram representados com * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 e **** p<0,0001 quando
comparados com o grupo controle salina, ou com o grupo indicado. As analises foram realizadas pelo
teste t ndo pareado. Outliers detectados pelo teste de Grubbs foram excluidos das analises.



48

5.1.2 Anexina Al é importante para o controle do dano pulmonar durante a pneumonia

induzida por E. coli

Visando analisar o dano pulmonar gerado nos animais AnxAl KO pela exacerbacdo da
resposta inflamatoria apds estimulo por E. coli, os niveis de proteina total foram quantificados
como medida indireta de edema, além da quantificacdo de lactato desidrogenase (LDH) como
medida indireta de lesdo pulmonar. Complementar ao maior infiltrado neutrofilico observado
no BAL dos animais deficientes para AnxAl, a atividade da enzima MPO foi mensurada no
pulmdo, como medida indireta da presenca de neutrofilos no tecido. Animais AnxAl KO
infectados com E. coli apresentaram maiores niveis de proteinas totais (Figura 9A) e de LDH
(Figura 9B) no BALF, e maior atividade de MPO (Figura 9C) no pulmdo quando comparados

aos animais WT infectados.
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Figura 9: A deficiéncia génica em AnxAl aumenta parametros associados ao dano pulmonar
promovido pela infeccdo por E. coli. Dosagem da quantidade total de proteinas no espaco alveolar
(A); dos niveis de LDH (B) presentes no BALF. Amostras do lobo direito do pulmdo foram
submetidas a andlise de atividade da enzima MPO (C). O grupo ndo infectado recebeu solugédo salina
0,9% por via intranasal. Os dados apresentam a média + SEM (N = 6-8 animais infectados e N = 4
animais grupo salina) e foram representados com * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 e **** p<0,0001
quando comparados com o0 grupo controle salina, ou com o grupo indicado. As analises foram
realizadas pelo teste t ndo pareado. Outliers detectados pelo teste de Grubbs foram excluidos das
analises.

Corroborando com as andlises bioquimicas, a analise histopatologica dos pulmbes 24h
apo6s a inducdo da pneumonia por E. coli mostrou que o grupo de animais deficientes em
AnxAl apresentou dano mais grave e maior infittrado de células inflamatérias (Figura 10A e

setas nas pranchas representativas).
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Figura 10: Andlise do escore histopatoldgico dos pulmdes de camundongos Balb/C WT e AnxAl
KO infectados com E.coli. Escore histologico do infiltrado inflamatério pulmonar (A). O grupo mock
recebeu solucdo salina 0,9% por via intranasal. Os dados apresentam a média £ SEM (N = 6-8 animais
infectados e N = 4 mock) por grupo e foram representados com * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 e
**** n<0,0001 quando comparados com o grupo controle mock, ou com o grupo indicado. As analises
foram realizadas pelo teste t ndo pareado. Outliers detectados pelo teste de Grubbs foram excluidos

das analises.

Com o intuito de avaliar as alteracGes funcionais resultantes da inflamacdo exacerbada, a
mecanica pulmonar foi avaliada e foram analisados os parametros de resisténcia pulmonar,
complacéncia dindmica e volume expiratério forcado em 50 milissegundos (FEVsp).
Corroborando com as alteracBes histologicas, foi observado maior resisténcia pulmonar
(Figura 11A), menor complacéncia dinamica (Figura 11B) e menor volume de ar expirado
(Figura 11C) nos animais deficientes para AnxAl, quando comparados com os animais WT.
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Figura 11: Avaliacdo da funcdo pulmonar de camundongos Balb/C WT e AnxA1 KO 24h ap6s a
infeccdo por E.coli. Parametros como resisténcia pulmonar (A), complacéncia dindmica (B) e volume
forcado de ar expirado nos primeiros 50 ms (C) foram avaliados 24h ap6s a infec¢do com E.coli. O
grupo ndo infectado recebeu solugdo salina 0,9% por via intranasal. Os dados apresentam a média +
SEM (N = 6-8 animais infectados e N = 4 animais grupo salina) e foram representados com * p<0,05,
** p<0,01, *** p<0,001 e **** p<0,0001 quando comparados com o grupo controle salina, ou com o
grupo indicado. As analises foram realizadas pelo teste t ndo pareado. Outliers detectados pelo teste de
Grubbs foram excluidos das analises.

Sabe-se que, a maioria das funcGes imunomodulatorias e pro-resolutivas sinalizadas por
AnxAl sdo dependentes da sua ligacdo ao receptor FPR-2 (PERRETI, et al., 2009). Para
avaliar se a sinalizagdo da proteina AnxAl no modelo de pneumonia induzida por E. coli seria
dependente do receptor FPR-2, animais FPR-2/3 KO foram infectados com E. coli e os
parametros inflamatorios foram analisados. Em camundongos, o0 gene para expressao de FPR-
2 e FPR-3 compartilham os dois primeiros éxons codificantes, portanto, para a dele¢cdo génica
de FPR-2 promoveu a delecdo génica subsequente de FPR-3. Sendo assim, 0s animais
deficientes para FPR-2 sdo também deficientes para FPR-3 (GOBBETTI, et al.,2014). Visto
que existem poucos estudos sobre o receptor FPR-3, que sua funcdo ndo esta bem estabelecida
e que ele é fracamente ativado pelo seu unico ligante (F2L), a delecdo deste receptor parece

ndo ter importancia bioldgica para o modelo estudado (RABIET, etal., 2011).

5.2 O receptor FPR-2 é importante para o controle do recrutamento celular, maiores

contagens de apoptose/eferocitose e maior clearence bacteriano

Animais C57BlI6 WT e FPR-2/3 KO foram infectados com 3x10° UFC de E. coli e
eutanasiados 24h apo6s a infeccdo. O BAL foi coletado para andlise do infiltrado celular,
contagens de apoptose/eferocitose e carga bacteriana. De forma interessante, corroborando

com os dados obtidos pela deficiéncia da proteina Anexina Al, os animais FPR-2/3 KO
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apresentaram maior recrutamento de leucocitos (Figura 12A), principalmente neutrofilos
(Figura 12B) nas vias aéreas, quando comparados com o0s animais WT. De maneira
interessante, foi observado um menor recrutamento de mondcitos/macréfagos (Figura 12C)
nos animais deficientes para FPR-2/3, bem como menores taxas de apoptose de neutrofilos, e
eferocitose dessas células por macréfagos (Figura 12 D-E). Apesar, do maior recrutamento de
neutrofilos, foram encontrados ndmeros significativamente maiores de bactérias nas vias

aéreas e pulmdes de animais FPR-2/3 KO em comparacdo aos animais WT (Figuras 12 F-G).
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Figura 12: A deficiéncia génica em FPR-2/3 intensifica a resposta inflamatoéria e prejudica o
clearence bacteriano. Camundongos C57BI/6 WT e FPR-2/3 KO foram infectados por via intranasal
com E.coli (3x10° UFC) e eutanasiados 24h apds a infecgdo para contagens de leucécitos totais (A),
neutrdfilos (B) e mondcitos/macréfagos (C) no BAL. Os graficos (D-E) mostram a porcentagem de
apoptose e eferocitose, respectivamente. Quantificagdo da carga bacteriana presente no BAL (F) e no
pulmao (G). Os dados apresentam a média £ SEM (N = 6-8 animais infectados e N = 4 animais grupo
salina) e foram representados com * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 e **** p<0,0001 quando
comparados com o grupo controle salina, ou com o grupo indicado. As analises foram realizadas pelo
teste t ndo pareado. Outliers detectados pelo teste de Grubbs foram excluidos das analises.

5.2.1 O receptor FPR-2 é importante para o controle da producdo de citocinas

Para compreender 0 maior recrutamento de leucOcitos observado nos animais tanto
C57Bl6 WT, quanto nos animais FPR-2/3 KO, foram dosadas as quimiocinas (CXCL1,
CXCL2) envolvidas no recrutamento de neutrofilos, e a quimiocina (CCL2) envolvida no

recrutamento de macrdfagos, além da dosagem de citocinas pro-inflamatorias (IL-6, IL-1p e
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TNF-0). De forma interessante, assim como para 0S animais deficientes em AnxAl, o0s
animais deficientes para FPR-2/3 apresentaram maiores niveis das quimiocinas CXCL1
(Figura 13A), CXCL2 (Figura 13B), e das citocinas pro-inflamatorias IL-6 (Figura 13C) e
TNF-o (Figura 13D), os animais FPR-2/3 KO também apresentaram maiores niveis de
CXCL1 pela dosagem da quimiocina no plasma. Os niveis da citocina IL-1p (Figura 13E) ndo
foram significativamente diferentes entre os animais WT e FPR-2/3 KO. Os animais
deficientes para FPR-2/3 apresentaram maiores niveis da quimiocina CCL2 (Figura 13F)

guando comparados com os animais WT.
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Figura 13: Mensuracéo de quimiocinas e citocinas no BAL de camundongos C57BI1/6 WT e FPR-
2/3 KO 24h apo6s a infec¢éo por E. coli. Dosagem dos niveis de CXCL1 (A), CXCL2 (B), IL-6 (C),
TNF-a (D), IL-1B (E) e CCL2 (F) presentes no BALF. O grupo néo infectado recebeu solugéo salina
0,9% por via intranasal. Os dados apresentam a média + SEM (N = 6-8 animais infectados e N =4
animais grupo salina) e foram representados com * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 e **** p<0,0001
quando comparados com o grupo controle salina, ou com o grupo indicado. As analises foram
realizadas pelo teste t ndo pareado. Outliers detectados pelo teste de Grubbs foram excluidos das
analises.

5.2.2 O Receptor FPR-2 é importante para reducdo dos parametros associados ao dano

pulmonar para a sobrevivéncia dos animais durante a pneumonia por E. coli
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Considerando o maior recrutamento de leucdcitos e maiores niveis de citocinas pro-
inflamatdrias, foram analisados os parametros associados ao dano pulmonar. Os niveis de
proteina total foram quantificados como medida indireta de edema, além da quantificacdo de
LDH como medida indireta de lesdo pulmonar. Complementar ao maior infittrado neutrofilico
nos animais deficientes para FPR-2/3, a atividade da ezima MPO foi mensurada no pulméo,
como forma de contribuicdo para a lesdo tecidual. Animais infectados apresentaram aumento
de proteinas totais (Figura 14A) e de LDH (Figura 14B) no BALF, sendo os niveis ainda
maiores nos animais FPR-2/3 KO. Além disso, animais FPR-2/3 KO apresentarem maior
atividade de MPO (Figura 14C) no pulmio.
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Figura 14: A deficiénciagénicaem FPR-2/3 aumenta parametros associados ao dano pulmonar
promovido pela infeccdo por E. coli. Dosagem da quantidade total de proteinas no espaco alveolar
(A); dos niveis de LDH (B) presentes no BALF. Amostras do lobo direito do pulmdo foram
submetidas a andlise de atividade da enzima MPO (C). O grupo ndo infectado recebeu solugédo salina
0,9% por via intranasal. Os dados apresentam a média £ SEM (N = 6-8 animais infectados e N = 4
animais grupo salina) e foram representados com * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 e **** p<0,0001
quando comparados com o grupo controle salina, ou com o grupo indicado. As analises foram
realizadas pelo teste t ndo pareado. Outliers detectados pelo teste de Grubbs foram excluidos das
analises.

Em adicdo, devido aos maiores niveis de proteina total no BALF em animais FPR-2/3
KO, foi entdo analisado o infiltrado inflamatorio pulmonar e atribuido a ele pontuagdes
(escore) de acordo com a intensidade e localizacdo da lesdo. A andlise histopatoldgica dos
pulmbes 24h apos a inducdo da pneumonia por E. coli mostrou que, embora os animais FPR-
2/3 KO apresentem maior extravasamento de proteina total nas vias aéreas e maiores niveis de
MPO (medida indireta do infilttrado neutrofilico no pulmdo), ndo houve diferenca significativa

no escore de lesdo pulmonar (Figura 15A) em comparagdo ao grupo WT.
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Figura 15: Analise do escore histopatolégico do pulméo de camundongos C57BI/6 WT e FPR-2/3
KO infectados com E. coli. Escore histolégico do infiltrado inflamatdrio pulmonar. O grupo mock
recebeu solugao salina 0,9% por via intranasal. Os dados apresentam a média + SEM (N = 6-8 animalis
infectados e N = 4 mock) por grupo e foram representados com * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 e
**** p<0,0001 quando comparados com o grupo controle NI, ou com o grupo indicado. As analises
foram realizadas pelo teste t ndo pareado. Outliers detectados pelo teste de Grubbs foram excluidos

das analises.

Para avaliar a susceptibilidade dos animais FPR-2/3 KO frente a pneumonia por E. coli,
animais C57BI/6 WT e FPR-2/3 KO foram infectados com um inéculo letal de E. coli (5x10°
UFC) e acompanhados durante 7 dias para letalidade. Os animais deficientes para FPR-2/3
apresentaram 72% de letalidade apds infeccdo, enquanto 82% dos animais WT sobreviveram

pos a infeccdo com E. coli (Figura 16).
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Figura 16: Curvade letalidade de camundongos C57B1/6 WT e FPR-2/3 KO infectados com E.
coli (5x10° UFC). Os camundongos foram infectados por via intranasal com E. coli (5x10° UFC), e
acompanhados quanto a letalidade. Os dados sdo expressos em porcentagem de sobrevivéncia de 6 ou
mais animais por grupo e a diferenca foi representada com * para p<0,05. A andlise foi realizada pelo
teste de Log-rank qui-quadrado.

5.3 Animais tratados com Ac;.,s apresentaram reducdo no recrutamento celular,

aumento nas contagens de apoptose/eferocitose, e clearence bacteriano

Uma vez que a auséncia de AnxAl ou seu receptor levou a uma piora da inflamacéo,
maior dano tecidual e aumentou a proliferacdo bacteriana nos pulmdes de animais infectados
por E. coli, o proximo passo foi verificar se a adicdo farmacoldgica de um peptidomomético
de AnxAl (Acy.26) impactaria na gravidade da infeccdo. Assim, para avaliar o impacto do
tratamento com Ac,.26 ha pneumonia bacteriana experimental induzida por E. coli, os animais
foram infectados com 3x10° UFC de E. coli e tratados 8h apés a infeccdo com 150ug do
peptideo via intraperitoneal. Apés 24h da infeccdo, o BAL foi coletado para andlise do
infiltrado celular, contagens de apoptose/eferocitose e carga bacteriana. O grupo de animais
infectados e tratados com weiculo apresentou um aumento significativo no ndmero de
leucécitos totais, principalmente neutrdfilos, por outro lado o tratamento com Ac;.6 foi capaz
de reduzir o infitrado leucocitario (Figura 17A), e neutrofilico (Figura 17B). Os animais
infectados e tratados com Ac;.p¢ apresentaram aumento no nimero de mondcitos/macrofagos
(Figura 17C), maiores contagens de apoptose/eferocitose (Figura 17 D-E) e redugdo da carga
bacteriana nas vias aéreas e nos pulmdes (Figura 17 F-G), quando comparados ao grupo

veiculo.
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Figura 17: Efeito do tratamento com Ac,,s ho curso da pneumonia induzida por E. coli.
Camundongos Balb/C WT foram infectados por via intranasal com E.coli (3x10° UFC) e entfo
tratados com AcC,,s (150 upg/camundongo, i.p.) 8h apds a infeccdo. Os camundongos foram
eutanasiados 24h ap6s a infeccdo para contagens de leucdécitos totais (A), neutrofilos (B) e
mondcitos/macréfagos (C) no BAL. Os graficos (D-E) mostram a porcentagem de apoptose e
eferocitose, respectivamente. Quantificacdo da carga bacteriana presente no BAL (F) e no pulméo (G).
O grupo ndo infectado e o grupo veiculo receberam solucdo salina 0,9% por via intranasal e
intraperitoneal, respectivamente. Os dados apresentam a média + SEM (N = 6-8 animais infectados e
N = 3 animais grupo salina) e foram representados com * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 e ****
p<0,0001 quando comparados com o grupo controle salina, ou com o grupo indicado. As analises
foram realizadas pelo teste t ndo pareado. Outliers detectados pelo teste de Grubbs foram excluidos
das analises.

5.3.1 Animais tratados com Ac;.»s apresentaram reducéo dos niveis de citocinas

Em seguida foi avaliado os niveis de quimiocinas e citocinas pro-inflamatorias durante a
infeccdo e apds o tratamento com Acy.26. De forma interessante, corroborando com os dados
obtidos de menor infilttracdo neutrofilica (Figura 17B), os animais tratados com AcCz-26
apresentaram reducdo dos niveis da quimiocina CXCL1 (Figura 18A) envolvida no
recrutamento neutrofilico, além de menores niveis das citocinas pro-inflamatorias I1L-6
(Figura 18B), IL-1p (Figura 18C), TNF-a (Figura 18D), quando comparados ao grupo tratado
com \veiculo. Embora aumentados pds infeccdo, os niveis das quimiocinas CXCL2 (Figura
18E) e CCL2 (Figura 18F) ndo foram modificados ap0s tratamento com Ac,.26. permanecendo

em niveis similares ao grupo tratado com veiculo.
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Figura 18: Efeito do tratamento com Ac,., nos niveis de quimiocinas e citocinas induzidos
durante a infeccdo com E. coli. Dosagem dos niveis de CXCL1 (A), IL-6 (B), IL-1p (C), TNF-a (D),
CXCL2 (E) e CCL2 (F) presentes no BALF. O grupo ndo infectado e o grupo veiculo receberam
solucdo salina 0,9% por via intranasal e intraperitoneal, respectivamente. Os dados apresentam a
média + SEM (N = 6-8 animais infectados e N = 3 animais grupo salina) e foram representados com *
p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 e **** p<0,0001 quando comparados com o grupo controle salina, ou
com o grupo indicado. As analises foram realizadas pelo teste t ndo pareado. Outliers detectados pelo
teste de Grubbs foram excluidos das analises.

5.3.2 Animais tratados com Ac;.2¢ apresentaram reducdo dos parametros associados ao

dano pulmonar e controle do infiltrado inflamatdrio

Com intuito de avaliar os pardmetros associados ao dano pulmonar, os niveis de proteina
total foram quantificados como medida indireta de edema, alétm da quantificacdo de LDH
como medida indireta de lesdo pulmonar. Complementar ao maior infiltrado neutrofilico, a
atividade da ezima MPO foi mensurada no pulmdo, como forma de contribuicdo para a leséo
tecidual. Animais infectados e tratados com wveiculo apresentaram aumento de proteina total
(Figura 19A) e de LDH (Figura 19B) no BALF, além de apresentarem maior atividade de

MPO (Figura 19C) no pulmé@o, quando comparados ao grupo tratado com Ac;-26.
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Figura 19: Efeito do tratamento com Ac,.,s No dano pulmonar associado a infec¢éo por E. coli.
Dosagem da quantidade total de proteinas no espaco alveolar (A); dos niveis de LDH (B) presentes no
BALF. Amostras do lobo direito do pulmdo foram submetidas a analise de atividade da enzima MPO
(C). O grupo ndo infectado e o grupo veiculo receberam solucdo salina 0,9% por via intranasal e
intraperitoneal, respectivamente. Os dados apresentam a média + SEM (N = 6-8 animais infectados e
N = 3 animais grupo salina) e foram representados com * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 e ****
p<0,0001 quando comparados com o grupo controle salina, ou com o grupo indicado. As analises
foram realizadas pelo teste t ndo pareado. Outliers detectados pelo teste de Grubbs foram excluidos
das analises.

Considerando 0 aumento de extravasamento de proteina total e parametros associados ao
dano pulmonar, foi analisado o dano pulmonar resultante da infeccdo. Em acordancia com os
dados anteriores, a analise histopatoldgica dos pulmdes 24h ap6s a inducdo da pneumonia
induzida por E. coli mostrou que o tratamento com Ac;.p¢ foi capaz de atenuar o infiltrado
inflamatdrio no pulmdo e subsequente a lesdo pulmonar (Figura 20A e setas nas pranchas

representativas).
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Figura 20: Andlise do escore histopatoldgico do pulméo de camundongos Balb/C WT infectados
com E. coli e tratados com Ac,.,s. Escore histologico do infiltrado inflamatorio pulmonar. O grupo
ndo infectado (NI) e o grupo veiculo receberam solucdo salina 0,9% por via intranasal e
intraperitoneal, respectivamente. Os dados apresentam a média + SEM (N = 6-8 animais infectados e
N = 3 NI) por grupo e foram representados com * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 e **** p<0,0001
quando comparados com o grupo controle NI, ou com o grupo indicado. As analises foram realizadas
pelo teste t ndo pareado. Outliers detectados pelo teste de Grubbs foram excluidos das analises.



60

6. DISCUSSAO

Pneumonia é uma infeccdo respiratoria comum que afeta os alveolos e a arvore brénquica
distal dos pulmdes, caracterizada pela inflamacdo do parénquima apds o reconhecimento de
microrganismos como fungos, virus e bactérias. A resposta imune inata desencadeada frente
ao estimulo infeccioso é essencial para protecdo do hospedeiro. De fato, a resposta
inflamatdria € necessaria para conter o microrganismo e fornecer estimulos coestimulatorios
adequados para a resposta imune adaptativa (SOUSA; PINHO; TEIXEIRA, 2020; TORRES
et al., 2021).

A inflamacdo € um processo fisiologico e orquestrado principalmente por células e
mediadores da imunidade inata. No entanto, a resposta inflamatoria deve ser autolimitada e
progredir para completa resolugdo da inflamacdo, com o propdsito de eliminar o estimulo
infeccioso (MEDZHITOV, 2010). A resolucdo da resposta inflamatoria € um processo ativo
que visa 0 retorno da homeostase tecidual, e envolve a producdo de mediadores pro-
resolutivos e/ou ativacdo de vias de sinalizacdo. Por outro lado, a exacerbacdo da resposta
inflamatoria e ineficacia dos mecanismos do processo de resolugdo da inflamacdo podem
causar intenso dano e disfuncdo pulmonar (QUINTON; WALKEY; MIZGERD, 2018;
SUGIMOTO, Michelle A. et al., 2016Db).

A exacerbacdo da inflamacdo aguda no parénquima pulmonar ap6s a infeccdo por
bactérias Gram-negativos é caracterizada pelo rapido acumulo de neutrofilos e ativacdo para
liberacdo de proteases, sinalizados pelo aumento da producdo de quimiocinas e citocinas pro-
inflamatdrias. Esses fatores contribuem intensamente para lesbes graves que pode culminar o
pior desfecho clinico da pneumonia (TAVARES et al., 2020). Neste contexto a ativacdo de
vias pro-resolutivas desempenham potenciais alternativas terapéuticas como tratamentos
ajuvantes para o controle de doencas infecciosas e inflamatorias graves (SOUSA; PINHO;
TEIXEIRA, 2020; SUGIMOTO et al., 2016b).

Os glicocorticoides sdo medicamentos importantes para o tratamento de muitas doencas
inflamatdrias, e frequentemente sdo utilizados como adjuvantes no tratamento de doencas
infeciosas, incluindo  meningite,  tuberculose e pneumonia  bacteriana (OAKLEY;
CIDLOWSKI, 2011). De fato, estudos pré-clinicos demonstram que a combinacdo de
glicocorticoides com antibidticos previne danos pulmonares relacionados a inflamacéo

durante a pneumonia, pela capacidade imunomodulatoria desses farmacos. No entanto, o
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tratamento com glicocorticoides por periodo prolongado ou em altas doses geralmente esta
associado a varios efeitos colaterais, além de induzirem a imunossupressdo (GHONEIM;
MCCULLERS, 2014; VANDEVYVER et al., 2013).

Proteinas prd-resolutivas induzidas por glicocorticoides, como a AnxAl, podem ser
importantes alternativas para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas que mimetizem as
funcbes dos glicocorticoides sem apresentarem 0s potenciais efeitos colaterais, metabolicos e
imunossuprossores, estabelecidos por essa classe de farmacos (VAGO et al., 2021). De
maneira geral as agdes atribuidas a proteina AnxAl na modulacdo da resposta inflamatoria se
deve a sua ligacdo e ativacdo da via de sinalizacdo do receptor FPR-2 (COORAY et al,,
2013). AnxAl via FPR-2 pode desencadear efeitos anti-inflamatorios, tais como a inibicdo da
producdo e liberacdo de mediadores pro-inflamatdrios proteicos ou lipidicos. Em adicdo aos
efeitos anti-inflamatdrios, mais recentemente, acfes pro-resolutivas da AnxAl foram descritas
incluindo estimulo a migracdo de mondcitos, promogdo de apoptose de neutrdfilos e
subsequente eferocitose, e a inducdo da polarizacdo de macrofagos para fendtipos pro-
resolutivos (LEONI et al., 2015; SUGIMOTO, Michelle A. et al., 2019). Assim como a
proteina AnxAl, o peptidomimético correspondente a regido N-terminal de AnxAl também
tem a capacidade de exercer fungcbes pro-resolutivas, por semelhante interacdo com o receptor
FPR-2 (COORAY et al., 2013).

No presente trabalho, utilizamos um modelo experimental de pneumonia bacteriana
induzido por E. coli, para compreender o papel do eixo AnxA1l/FPR-2 na infeccdo pulmonar
por Gram-negativo. Observamos que a auséncia da proteina AnxAl favorece a exacerbacdo
da resposta inflamatdria, pela proliferacdo e disseminacdo da bactéria, levando a um intenso
dano tecidual e disfuncdo pulmonar. De maneira semelhante, a dele¢cdo génica de FPR-2/3
também contribuiu para uma resposta inflamatéria acentuada, desencadeada pelo menor
clearence bacteriano e maior susceptibilidade a infeccdo por E. coli, estabelecidos pelos
parametros associados ao dano pulmonar. Cabe ressaltar que FPR-2 também converge sinais
de mdltiplos agonistas do processo resolutivo e sua delecdo génica ter um impacto ainda
maior frente a um estimulo inflamatério, quando comparado a deficiéncia de AnxAl
isoladamente. Porém, de maneira interessante, o tratamento com o peptidomimético Ac;-p¢ Toi
capaz de atenuar a resposta inflamatoria, reduzir a carga bacteriana, bem como promover a
homeostase por diminuir o dano tecidual desencadeado pela exacerbacdo da resposta

inflamatoria durante a pneumonia induzida por E. coli.
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O estudo da proteina AnxAl enddgena, no modelo de pneumonia bacteriana experimental
mostrou resultados condizentes com aqueles obtidos na literatura referente a infeccédo
pulmonar com bactéria Gram-negativo (MACHADO et al., 2020; TAVARES et al., 2016). O
maior infiltrado neutrofilico e maiores niveis de mediadores pro-inflamatorios é uma
caracteristica importante em modelos de pneumonia por bactérias Gram-negativos (KUMAR,
2020).

A anélise do infiltrado leucocitario no espaco alveolar 24h ap6s a infec¢do, mostrou que
os animais AnxAl KO e FPR-2/3 KO apresentaram maior ndmero de leucdcitos,
principalmente neutréfilos, indicando que a deficiéncia do eixo pré-resolutivo AnxAl/FPR-2
leva a uma exacerbacdo da resposta inflamatoria com maior dano pulmonar e maior letalidade
dos animais frente a pneumonia induzida com E coli. De fato, um maior infiltrado neutrofilico
também foi observado na auséncia de AnxAl em modelos experimentais de doencas
inflamatorias, como pleurisia e gota e até mesmo pneumonia pneumocécica. Animais
deficientes em AnxAl apresentaram um descontrole na producdo de citocinas pro-
inflamatorias, contribuindo para ativacdo e recrutamento exacerbado dessas células
(GALVAO et al., 2017a; MACHADO et al., 2020; TAVARES et al., 2016).

Em contrapartida, na auséncia de AnxA1l/FPR2-3 observamos uma falha no recrutamento
de mondcitos/macrofagos, bem como menores taxas de apoptose de neutrdfilos e eferocitose
dessas células por macréfagos. Os macrofagos sdo fundamentais para orquestrar a resolucdo
da inflamacdo, exercendo funcdes efetoras como a fagocitose de bactérias e eferocitose de
células apoptoticas, além da secrecdo de mediadores anti-inflamatorios e prd-resolutivos,
como IL-10, TGF-B, INF-B (KUMARAN SATYANARAYANAN et al., 2019). O clearence
prejudicado de bactérias, mesmo na presenca de maior nimero de neutréfilos, indica que estas
células podem estar menos ativas ou com a capacidade reduzida para fagocitar e eliminar a
bactéria. De fato, ja foi demonstrado na literatura que os neutréfilos de animais FPR-2/3 KO
exibem capacidade reduzida tanto para fagocitar, quanto para eliminar E. coli (GOBBETTI et
al., 2014). Os dados obtidos pelo déficit de apoptose e eferocitose na auséncia da via pro-
resolutiva AnxAl/FPR-2  evidenciam o papel da AnxAl em promover apoptose, e 0
recrutamento de mondcitos/macréfagos para a funcdo de eferocitose, corroborando com dados

descritos na literatura no modelo pleurisia induzida por LPS (VAGO et al., 2012).

Apbs o reconhecimento da bactéria pelos PRRs de células epiteliais e células imunes, vias

de sinalizacdo sdo ativadas e culminam na producdo e secrecdo de quimiocinas e citocinas
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pro-inflamatérias. Os animais deficientes para o eixo AnxA1l/FPR-2 apresentaram niveis
elevados de CXCL1, CXCL2, TNF-a no BALF contribuindo para exacerbagdo da resposta
inflamatoria. Os niveis de TNF-o expressivamente maiores reforcam o papel do eixo pro-
resolutivo para as fungdes homeostaticas por inibir o dano tecidual (OLMOS; LLADO, 2014;
YAMAMOTO et al., 2001).

De maneira interessante, 0s niveis da quimiocina CCL2 envolvida com o recrutamento de
mondcitos/macréfagos foram maiores nos animais AnxAl KO e FPR-2/3 KO, mostrando a
importancia da via AnXALl/FPR-2 para as funcGes efetoras dessas células. O impacto da
auséncia de AnxAl na funcdo macrofagica também foi observado em outros estudos, nos
quais macrofagos de animais AnxAl KO apresentam menor expressdao de receptores
relacionados a fagocitose e reducdo na formacdo do fagolisossomo, essencial para a
fagocitose (PATEL et al., 2011; YONA et al., 2006). Tal resultado difere do que ja foi descrito
na literatura, uma vez que CCL2 promove o recrutamento de mondcitos/macréfagos. Este
resultado supostamente estd relacionado ao déficit da funcdo fagocitica desses animais, no
intuito de recuperar o recrutamento de mondcitos/macréfagos, bem como suas funcdes
efetoras reduzidas pela menor migracdo dessas células para o sitio inflamatorio. Além disso,
estudos mais detalhados foram realizados e mostraram que macrdéfagos de animais AnxAl KO
expressam menos receptores relacionados a fagocitose e tem mais dificuldade em remodelar o
citoesqueleto para formar o “copo fagocitico” (PATEL et al., 2011; YONA et al., 2006).

O dano pulmonar decorrente da ativagdo excessiva do sistema imune foi avaliado de
diferentes maneiras. Um método indireto de avaliar disfuncdo da permeabilidade da barreira
epitelial pulmonar consiste em dosar a concentracdo de proteinas no BALF indicando edema.
Maiores niveis de proteina total no BALF foram observados na auséncia de AnxA/FPR-2
indicando possivel extravasamento de proteinas para o espaco alveolar. Outro método indireto
para avaliar parametros associados a lesdo pulmonar é a dosagem de LDH no BALF
(MORIMOTO et al., 2013). O LDH, ou lactato desidrogenase, é uma enzima citoplasmatica
que é liberada no meio extracelular quando ha aumento de permeabilidade da membrana
plasmatica celular durante morte por necrose ou apoptose (NEWTON et al., 2021). Os niveis
de LDH foram maiores na deficiéncia de AnxAl/FPR-2 indicando morte no tecido pulmonar
infectado. Coerente com os resultados obtidos, a analise histologica mostrou maior dano
tecidual decorrente de resposta inflamatoria acentuada em animais AnxAl KO quando
comparados aos animais WT. Este resultado esta em consonancia com a literatura, uma vez

que diferentes trabalhos demonstram que animais deficientes para AnxAl apresentam maior
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infiltrado neutrofilico e maior dano tecidual em modelos experimentais de peritonite, aumento
na deposicdo de coldgeno em modelo de fibrose pulmonar e exacerbacdo do infitrado de
células inflamatérias e aumento de dareas necrosadas apds infarto do miocardio em
camundongos (DAMAZO et al., 2011; GASTARDELO et al., 2009; QIN et al., 2017).

Uma vez que a avaliacdo histologica revelou maior dano tecidual, a funcdo pulmonar foi
avaliada para estabelecer uma correlacdo entre a funcionalidade e o comprometimento tecidual.
Em consonancia com os dados histopatolégicos, os animais deficientes para AnxAl apresentaram
maior resisténcia pulmonar, indicando obstrucdo das vias areas, provavelmente devido ao
infiltrado fibrinoso e rico em células infiltradas durante a pneumonia. Essa obstrugdo impde uma
maior pressdo pulmonar para que os animais expirem o mesmo fluxo de ar. Em adi¢do, foi
observado menor complacéncia dindmica e menor FEVsy nos animais AnxAl KO, indicando
dificuldade em distender o tecido e esvaziar os pulmdes. Assim como no aumento da
resisténcia, as reducdes de complacéncia dindmica e FEVso podem ter ocorrido também
devido a producdo excessiva de exsudato inflamatorio, o qual pode ter obstruido os aléolos e
as vias aéreas. Esta hipOtese é suportada pela literatura, em estudo que demonstra que a
resposta inflamatoria afeta diretamente a funcdo pulmonar de camundongos com pneumonia
(WRIGHT et al.,, 1999). Alem disso, animais com fibrose pulmonar apresentaram piora da

mecénica pulmonar quando comparados aos animais WT (TRENTIN et al., 2015).

Portanto, nossos dados suportam a conclusdo que a auséncia de AnxAl e FPR-2/3 durante
a pneumonia induzida por bactéria Gram-negativo, contribui para exacerbacdo da resposta
inflamatoria e disseminacdo bacteriana, 0 que resulta em maior dano pulmonar e
desencadeamento da insuficiéncia respiratoria. Depois de estabelecido o papel da AnxAl e de
seu receptor FPR-2 na resposta inflamatéria desencadeada por E. coli, a associacdo dos
resultados encontrados nos permite sugerir a participacdo de FPR-2 no papel exercido pela
AnxAl. Tendo em vista que ambos 0s genotipos dos animais deficientes possuem
background diferente (Balb/C e C57Bl6), é importante ressaltar que esta comparagdo deve
ser feita entre os animais de mesmo background e sO entdo as diferencas podem ser
confrontadas. Sendo assim, ndo € possivel comparar valores absolutos encontrados em cada
experimento. Mesmo com este vies de diferenca no background, é possivel comparar o0s
resultados de maneira geral levando-se em conta os animais selvagens de cada grupo.
Observamos que ambos os animais deficientes apresentaram maior susceptibilidade a
infeccdo e em ambos 0s casos a resposta inflamatoria foi exacerbada. Sendo esta resposta

marcada por intenso infitrado neutrofilico e altos niveis de citocinas pro-inflamatrias no
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BALF. Menor recrutamento de mondcitos/macréfagos, evidenciando maior proliferacdo e
disseminacdo bacteriana nestes animais, indicando que tanto a proteina AnxAl quanto o
receptor FPR-2 sdo importantes para o controle do recrutamento de leucécitos e suas funcdes
efetoras. Sendo assim, podemos inferir que o papel da AnxAl no processo inflamatorio

observado é dependente do receptor FPR-2.

Por outro lado, mesmo pelo fato de ndo podermos comparar os efeitos absolutos, devido
as diferencas no background dos dois gendtipos, devemos considerar que 0s animais
deficientes para FPR-2/3 tendem a apresentar um fendtipo ainda mais inflamatorio, quando
comparados com animais deficientes para AnxAl, e este fato pode estar relacionado a outros
mediadores pré-resolutivos, como Lipoxina A4 (LXA4), e Resolvina D1 (RvD1) que também

utilizam o receptor FPR-2 para sinalizacdo de vias pro-resolutivas (PERUCCI et al., 2017).

De posse dos resultados obtidos até 0 momento, concluimos que a proteina AnxAl ndo
apenas modula a inflamacdo, como também contribui para a eliminagdo bacteriana via
receptor FPR-2. Sendo assim, a avaliacdo do efeito terapéutico de um peptidomimético de
AnxAl agonista de FPR-2 passou a ser uma estratégia interessante, como alvo de estudo no
modelo de pneumonia grave, induzida por bactérias Gram-negativos. O Acz-26, UM peptideo
sintético da porcdo N-terminal de Anexina Al e agonista de FPR-2 foi utilizado para tratar
animais com pneumonia grave, induzida por E. coli, no intuito de avaliar se seria capaz de
induzir uma melhora nos animais infectados. Os animais tratados com Ac,.26 apresentaram
reducdo do infiltrado leucocitario, principalmente neutrofilico, como também aumento no
recrutamento de mondcitos/macréfagos, quando comparados aos animais tratados com
veiculo. Este resultado corrobora com dados anteriores obtidos pelo nosso grupo de pesquisa
em modelos inflamatérios induzido por pneumonia pneumocdcica, no qual o tratamento com
Acy.26 reduziu o infiltrado inflamatorio em animais infectados com Streptococcus pneumoniae
(Gram-positivo)  (MACHADO et al., 2020). De forma interessante, 0 aumento no
recrutamento  de  mondcitos/macréfagos  evidencia as  maiores  contagens  de
apoptose/eferocitose, e maior clearence bacteriano nos animais tratados com Ac;.26. Estudos
do nosso grupo de pesquisa utilizando modelos experimentais inflamatdrios auto-resolutivos
mostraram que alguns efeitos pro-resolutivos da Plasmina, um importante mediador do
sistema fibrinolitico, sdo mediados por AnxAl, como a inducdo de apotose e a eferocitose por
macrofagos (SUGIMOTO, Michelle A. et al., 2017). A eferocitose de neutrofilos apoptdticos

por macrofagos € um processo mediado principalmente por macréfagos do tipo M2 e é um
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estagio critico na resolucdo da inflamacdo. Macrofagos do tipo M2 produzem mediadores anti-
inflamatérios como IL-10, INF-B e TGF-p (KUMARAN SATYANARAYANAN et al., 2019;

ZAIDAN et al., 2022), e quantidades biologicamente ativas de mediadores pré-resolutivos
lipidicos (SERHAN, 2014).

Ao avaliar as dosagens de citocinas no BALF, observamos que 0s hiveis de quimiocinas e
citocinas pro-inflamatorias se correlacionaram com o maior infiltrado neutrofilico encontrado
nos animais tratados com weiculo. Os niveis de CXCL1, IL-6, IL-1p e TNF-o foram
expressivamente aumentados no grupo Veiculo, e reduzidos nos animais tratados com Ac;-z6.
O tratamento com o peptideo Acy.,¢ foi capaz de reduzir os niveis de CXCL1 e TNF-a
refletindo no menor recrutamento neutrofilico no espaco alveolar. Esta reducdo de CXCL1 e
TNF-0 também foi observada em animais tratados com Acz.p6 em um modelo de fibrose
pulmonar (TRENTIN et al., 2015). Embora os niveis de CXCL1 tenham sido reduzidos nos
animais tratados com Ac;.26, ndo observamos diferenca significativa nos niveis de CXCL2 e

CCL2 ap0s o tratamento com o peptideo quando comparados ao grupo Veiculo.

Para avaliar os parametros associados ao dano pulmonar foi dosada a concentracdo de
proteinas totais e LDH no BALF e cortes histoldgicos dos pulmbes foram analisados. Os
animais tratados com weiculo apresentaram alta concentracdo de proteinas totais, e uma
tendéncia de aumento na concentracdo de LDH quando comparados aos animais tratados com
Ac;.26, indicando que o tratamento com o peptideo foi capaz de reduzir o edema pulmonar.
Este resultado € condizente com a literatura, pela qual é demonstrado que o tratamento com
Ac;,.26 foi capaz de reduzir o edema pulmonar no modelo de isquemia e reperfusdo pulmonar
em camundongos. Porém, neste modelo o tratamento foi realizado antes da cirurgia e a
eutandsia 3h apds o tratamento (LIAO et al., 2017). Coerente com os dados obtidos na
avaliacdo dos parametros associados ao dano, o tratamento com Ac;.»¢ foi eficaz em atenuar o
infiltrado pulmonar representado pelo escore histologico.

Em conjunto, os dados obtidos no presente trabalho sugerem que o tratamento com 0 Ac;-
26, peptidomimético de AnxAl, é capaz de reduzir a resposta inflamatéria no modelo de
pneumonia induzida por E. coli, consequentemente prevenindo os danos evocados pela
infeccdo. Os resultados obtidos no presente estudo corroboram com os achados ja
demonstrados pelo nosso grupo de pesquisa no modelo de pneumonia pneumocdcica, na qual
os parametros inflamatorios e a lesdo pulmonar foram atenuados apds o tratamento com AcC;.26
(MACHADO et al., 2020)
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7. CONCLUSAO

Diante os resultados obtidos neste trabalho, podemos concluir que o eixo pro-resolutivo
AnxA1/FPR-2 exerce uma fungdo crucial na modulacdo da resposta inflamatéria, no
clearence bacteriano, e prevencdo da lesdo pulmonar associada a pneumonia induzida por E.
coli. Nesse sentido, o tratamento com o peptideo Acj.,¢ mimetizando os efeitos moduladores
de AnxAl ao se ligar no receptor FPR-2, foi capaz de estabelecer o controle do processo
inflamatorio e promover melhora durante a pneumonia bacteriana experimental, induzida por

uma bactéria Gram-negativo.
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Prezado(a):

Esta € uma mensagem automatica do sistema Solicite CEUA que indica mudanga
na situacao de uma solicitacao.

Protocolo CEUA: 262/2018

Titulo do projeto: Estudo do papel da Anexina A1 na sepse experimental e na
infeccao pulmonar pos sepse

Finalidade: Pesquisa

Pesquisador responsavel: Lirlandia Pires de Sousa

Unidade: Faculdade de Farmacia

Departamento: Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas

Situagao atual: Decisao Final - Aprovado

Aprovado na reuniao do dia 17/09/2018. Validade: 17/09/2018 a 16/09/2023

Belo Horizonte, 18/09/2018.
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