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RESUMO

A uveite autoimune é uma importante inflamagéo ocular relacionada a perda visual. A proteina
Anexina A1 (AnxA1) e seu peptideo mimético, Ac2-26, foram pesquisados em diferentes
condicbes oculares com perspectivas clinicas. Assim, investigamos, in vivo, os efeitos do
Ac2-26 para prevengao e protocolos terapéuticos na uveite autoimune experimental (EAU).
Para induzir EAU, a proteina de ligacdo a retinoides interfotorreceptores bovina (IRBP) em
adjuvante completo de Freund foi inoculada na pata direita de ratos Lewis. Adicionalmente, a
toxina de Bordetella pertussis foi injetada intraperitonealmente (i.p.). Ac2-26 foi administrado
diariamente (i.p.) seguindo os protocolos preventivos (a partir do dia 1) ou terapéuticos
(a partir do dia 8). Ambos os tratamentos foram realizados até o dia 13 apo6s a inducgéo
da EAU e a gravidade da EAU foi avaliada diariamente. A quantificagcdo de leucocitos foi
realizada em humor aquoso (AgH). As expressdes de AnxA1, receptor de formil-peptideo-2
(fpr2), ciclooxigenase-2 (COX-2) e quantificacdo de macréfagos (ED1) foram avaliados por
imuno-histoquimica. Linfécitos CD4 e CD8, AnxA1 e fpr2 foram estudados por Western
blotting. Interferon (IFN)-y, fator de necrose tumoral (TNF)-a, interleucinas (IL-2, IL-4, IL-10,
IL-17) e proteina quimioatraente de monécitos (MCP)-1 foram medidos em sobrenadante
de macerado ocular. Clinicamente, os olhos dos ratos induzidos por EAU apresentaram
caracteristicas macroscépicas alteradas e, nos grupos tratados, os parametros normais foram
restabelecidos. Leucdcitos, predominantemente linfocitos, foram encontrados no grupo EAU
nao tratado, enquanto a redugéo de CD4, CD8 e ED1 ocorreu nos animais tratados. Além
disso, Ac2-26 diminuiu a imunorreatividade de AnxA1, fpr2 e COX-2 em segmentos oculares
e sobrenadantes. Além disso, niveis reduzidos de IL-2, IFN-y e IL-10 foram detectados em
grupos tratados com Ac2-26. Entre os tratamentos, a administragéo terapéutica foi mais
eficaz. Os dados mostram os efeitos benéficos do Ac2-26 em EAU com potencial para
aplicacao terapéutica.

PALAVRAS-CHAVE: Inflamacdo ocular. Uveite autoimune. Anexina A1. Mediadores
inflamatorios.
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ABSTRACT

Autoimmune uveitis is an important ocular inflammation related to visual loss. Annexin A1
(AnxA1) protein and its mimetic peptide, Ac2-26, have been researched in different eye
conditions with clinical perspectives. Thus, we investigated, in vivo, the Ac2-26 effects for
prevention and therapeutic protocols in the experimental autoimmune uveitis (EAU). To
induce EAU, bovine interphotoreceptor retinoid-binding protein (IRBP) in complete Freund’s
adjuvant was inoculated in the right paw of Lewis rats. Additionally, Bordetella pertussis
toxin was injected intraperitoneally (i.p.). Ac2-26 was daily administered (i.p.) following the
preventive (from day 1) or therapeutic (from day 8) protocols. Both treatments were performed
until day 13 after EAU induction and EAU severity was daily assessed. The quantification of
leukocytes was performed in agueous humor (AgH). AnxA1, formyl-peptide receptor-2 (fpr2),
cyclooxygenase-2 (COX-2) expressions and macrophage quantification (ED1) were evaluated
by immunohistochemistry. CD4 and CD8 lymphocytes, AnxA1 and fpr2 were studied by
Western blotting. Interferon (IFN)-y, tumor necrosis factor (TNF)-q, interleukins (IL-2, IL-4, IL-
10, IL-17) and monocyte chemoattractant protein (MCP)-1 were measured in ocular macerate
supernatant. Clinically, the eyes of the EAU-induced rats showed altered macroscopic
characteristics, and in the treated groups, normal parameters were reestablished. Leukocytes,
predominantly lymphocytes, were found in the untreated-EAU group, while reduction of CD4,
CD8 and ED1 occurred in treated animals. In addition, Ac2-26 decreased AnxA1, fpr2 and
COX-2 immunoreactivity in ocular segments and supernatants. Furthermore, reduced levels
of IL-2, IFN-y and IL-10 were detected in Ac2-26-treated groups. Between the treatments,
therapeutic administration was more effective. Data show the beneficial effects of Ac2-26 in
EAU with potential for therapeutic application

KEYWORDS: Eye inflammation. Autoimmune uveitis. Annexin A1. Inflammatory mediators.
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INTRODUCAO

Uveite € o nome usado clinicamente para descrever inflamagdes intraoculares de
diferentes tipos e etiologias e que acometem a tlnica média do olho ou Uvea (iris, corpo
ciliar e coroide), podendo afetar, ainda, o vitreo, a retina e o nervo 6ptico (PASADHIKA
E ROSENBAUM, 2014; RONG et al., 2016; ZHONG et al., 2020). Anatomicamente e,
de acordo com as estruturas acometidas, a uveite pode ser classificada em anterior,
intermediéria, posterior e panuveite (BANSAL, GUPTA E GUPTA, 2010).

Como um grupo de desordens oculares, a uveite € uma das mais prejudiciais
condicbes oculares em humanos e uma das principais causas de cegueira no mundo
(READ, 2006; AGRAWAL et al., 2010; GAMALERO et al., 2019). Essa inflamacgéo atinge
individuos de ambos os sexos e pode ocorrer em qualquer faixa etaria, afetando com maior
frequéncia a populagéo adulta jovem e profissionalmente ativa, entre 20 a 59 anos. Embora
menos comum na infancia, a uveite pode causar diminuicdo severa da acuidade visual
em longo prazo, apresentando impacto social relevante (OOI et al., 2006; PASADHIKA E
ROSENBAUM, 2014).

Na uveite, a inflamacédo é caracterizada pelo acimulo de leuc6citos nos tecidos
oculares e liberagédo de citocinas, sendo um processo doloroso, associado a vermelhidao,
fotofobia, visdo dificultada e “moscas volantes” (BANSAL, GUPTA E GUPTA, 2010;
TSIROUKI et al., 2018; FORRESTER, KUFFOVA E DICK, 2018; CHOI, RIVERA-GRANA
E ROSENBAUM, 2019). A natureza recorrente desse processo inflamatério pode resultar
em complicagbes secundarias como catarata, glaucoma, edema macular, descolamento de
retina e, por fim, destruicdo dos tecidos oculares e cegueira (BABU E RATHINAM, 2010;
JANCEVSKI E FOSTER, 2010; SRIVASTAVA, RAJAPPA E KAUR, 2010; YANG et al., 2016;
TSIROUKI et al., 2018). Pode ser dividida em duas categorias, incluindo uveite infecciosa
(bactérias, virus, fungos e parasitas) e uveite ndo infecciosa de acordo com sua etiologia,
entre os quais, a doenca de Behcget (DB), espondilite anquilosante, Vogt-Koyanagi-Harada
(VKH), sindrome de Reiter e artrite reumatoide juvenil (HEILIGENHAUS et al., 2010;
SCHWARTZMAN, 2016; PAPOTTO et al., 2017; ZHONG et al., 2020).

A uveite autoimune experimental (experimental autoimune uveitis - EAU) é um
modelo bem estabelecido (GERY et al,, 1986; GASPARIN et al.,, 2012; EGWUAGU E
LARKIN IIl, 2013) e tem sido amplamente utilizado no entendimento da patogénese da
uveite imunomediada que atinge principalmente o segmento posterior do olho (corioide e
retina) (YADAV et al., 2011; FANG et al., 2013; BHUYAN et al., 2014; TANG et al., 2016).
Na EAU, o processo inflamatorio é induzido por antigenos de origem retiniana, como o
antigeno-S e a proteina ligadora de retinoide do interfotorreceptor (IBRP) em adjuvante
de Freund completo, além de exotoxinas bacterianas (OOl et al., 2006; GASPARIN et al.,
2012; LI et al., 2020). Nesse modelo a resposta inflamatéria € desencadeada por linfécitos,
especialmente os CD4+, que reconhecem os antigenos por meio das células apresentadoras

Introducao


about:blank
about:blank

de antigenos e moléculas do complexo principal de histocompatibilidade de classe Il
(MHCII), havendo polarizagéo de linfocitos T helper (Th)0 para o perfil Th1 e Th17 (OOl et
al., 2006; GASPARIN et al., 2012; EGWUAGU E LARKIN lll, 2013; GUEDES, BORREGO,
PROENGCA, 2016; ZHONG et al., 2020). Em ratos da linhagem Lewis, a inflamagéo pode
ser severa e se inicia de 8 a 12 dias ap06s a imunizacdo com IRBP, com duracdo de 5a 10
dias (GASPARIN et al., 2012).

O tratamento da uveite € baseado no grau da inflamacéo, existéncia de fatores de
riscos e complicagbes associadas (GAMALERO et al., 2019). Uma vez que o diagnéstico
€ realizado, uma abordagem escalonada é utilizada, comegando com tratamentos menos
agressivos para 0S mais agressivos, em busca de induzir a remissdo da inflamacéo
(GAMALERQO et al., 2019). Os corticosteroides tém sido utilizados como terapia de primeira
linha, somados com farmacos quimioterapicos, inibidores do fator de necrose tumoral
(TNF)-a, entre outros. Porém, muitas opgbes de tratamento podem estar relacionadas a
efeitos colaterais limitando seus usos, levando a novas buscas e amplo uso de outras
drogas imunomoduladoras (SRIVASTAVA, RAJAPPA E KAUR, 2010; GUEDES, BORREGO,
PROENGCA, 2016; DUICA et al., 2018; GAMALERO et al., 2019). Portanto, o aprofundamento
da compreenséo sobre os mecanismos inflamatérios e a descoberta de varios mediadores
anti-inflamatérios endégenos fornecem novas possibilidades de tratamento da uveite, como
propostas para substituicdo dos métodos atuais devido aos seus efeitos adversos (YADAV
etal., 2011; FANG et al., 2013; BHUYAN et al., 2014; SCHWARTZMAN, 2016; GAMALERO
et al., 2019).

Entre os mediadores anti-inflamatérios, a proteina Anexina A1 (AnxA1), que
desempenha um papel na limitacdo do processo inflamatério (GAVINS et al., 2005;
D’ACQUISTO, 2009; YAZID et al., 2015; SUGIMOTO et al., 2016), pode representar uma
terapia alternativa para a uveite (DA SILVA, GIROL E OLIANI, 2011; GIROL et al., 2013;
GIROL et al., 2021).

1.1 Anexina A1 e Inflamacao

A AnxA1 é uma proteina de 37 kDa que exibe sitios de ligacdo ao célcio e aos
fosfolipidios de membrana, sendo a sua sintese induzida por glicocorticoides, o que confere
propriedades anti-inflamatérias (PERRETTI E GAVINS, 2003; D’ACQUISTO, PERRETTI E
FLOWER, 2008). Em vertebrados, foram descritos doze membros da familia das anexinas
(PEPINSKY et al., 1988; RAYNAL E POLLARD, 1994; GOBBETTI E COORAY, 2016;
SCHLOER, PAJONCZYK E RESCHER, 2018), e em humanos, o gene AnxA1, se localiza
na regido cromossémica 9912-9g21.2 (HUEBNER et al., 1988; HAN et al., 2020).

As anexinas possuem dois dominios em sua estrutura, uma pequena regido
N-terminal, que varia em comprimento e sequéncia e, um dominio central fortemente
conservado (MUNN E MUES, 1986; LIM E PERVAIZ, 2007; LIZARBE et al., 2013; HAN
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et al., 2020). O dominio N-terminal, sendo Unico para cada tipo de anexina, confere as
atividades e fungbes especificas, apresentando sitios para processos pos-traducionais, tais
como, fosforilagdo, glicosilacdo e protedlise (PERRETTI E FLOWER, 2004; SOLITO et
al., 2006; PERRETTI E D’ACQUISTO, 2009; LIZARBE et al., 2013). As fungdes da AnxA1
podem ser mimetizadas pelos primeiros aminoacidos da por¢cdo N-terminal da proteina
(peptideo Ac2-26) (CIRINO et al.,1993), ou por peptideos menores (PERRETTI et al.,
2001). A representagdo esquematica da estrutura primaria e o arranjo tridimensional da
AnxA1 sdo mostrados na figura 1.

Figura 1 - (A) Representacdo esquemética da estrutura primaria da proteina AnxA1, com destaque do
sitio ativo anti-inflamatério (peptideo Ac2-26). (B) llustragéo do arranjo tridimensional dessa proteina.

Peptideo Ac2-26
(residuos acetilados 2-26)

CHLCO - AMVSEFLKQAWFE NEEQEYVQTV

Fonte: RESCHER; GERKE, 2004.

A AnxA1 desempenha muitos papéis na fisiologia celular, é altamente conservada
entre as espécies e amplamente distribuida em muitos tipos de células, em especial as
células relacionadas aos processos de defesa (KAMAL, FLOWER E PERRETTI, 2005)
como neutréfilos (PERRETTI et al., 2000; ALLCOCK et al.,, 2001; OLIANI et al., 2001;
SOLITO et al., 2003; HUANG et al., 2016; HAN et al., 2020); mastocitos (OLIANI et al., 2000;
DA SILVA, GIROL e OLIANI, 2011), eosinéfilos (OLIANI, DAMAZO E PERRETTI, 2002),
monacitos (SOLITO et al., 2001) e linfocitos (D’ACQUISTO et al., 2007; D’ACQUISTO et
al., 2008; HUANG et al., 2016).

A inflamacdo é uma resposta defensiva que ocorre quando os tecidos sao
danificados, desempenhando um papel importante na restaura¢cdo da homeostase (SHAO
et al., 2019). A identificacdo inicial da AnxA1como mediador endégeno abriu caminho
para que essa molécula fosse investigada como um agente anti-inflamatério por diversos
pesquisadores (OLIANI et al., 2001; DAMAZO et al., 2006; PATEL et al., 2012). Além do
processo inflamatério, a AnxA1 pode estar relacionada a uma variedade de condi¢cdes
patolégicas, como cancer e doencas autoimunes (ROVIEZZO et al., 2002; LIM E PERVAIZ,
2007).

Por muitos anos, nosso grupo de pesquisa tem estudado os efeitos da AnxA1
em processos alérgicos (SENA et al., 2006), aspectos da biologia tumoral (RODRIGUES-
LISONI et al., 2006; GASTARDELO et al. 2014; TAKAOKA et al., 2018; TADEI et al., 2018)

Introducao



e, principalmente, nas inflamagbes experimentais (OLIANI et al., 2001; GASTARDELO et
al., 2009; GIROL et al., 2013, GIMENES et al., 2015; POSSEBON et al., 2018). A AnxA1,
enddgena ou exdgena, tem capacidade de inibicdo de mediadores pro-inflamatérios e
inibir a transmigragéo leucocitaria (LIM E PERVAIZ, 2007; PERRETTI E D’ACQUISTO,
2009, LIZARBE et al., 2013; SUGIMOTO et al, 2016; SHEIKH E SOLITO, 2018), agindo
também na imunidade adaptativa, sendo expressa em baixo nivel nas células T e elevada
em processos inflamatérios (BRUSCHI et al., 2018).

Outro aspecto importante na biologia da AnxA1 tem sido o estudo do seu mecanismo
de acado na superficie celular. A AnxA1 e seus peptideos miméticos exibem efeitos anti-
inflamatorios e pré-inflamatorios, e os efeitos anti-inflamatérios séo regulados principalmente
pelas vias de sinalizagéo da familia de receptores de formil peptideos (FPRs) (WALTHER,
RIEHEMANN E GERKE, 2000; SHAO et al., 2019). Os receptores FPR sdo encontrados
em humanos, sendo conhecidos como FPR1, FPR2/ALX (também conhecido como FPRL-
1) e FPR3 (YE et al., 2009), ja nos roedores incluem fpr1 e fpr2.

Investigacbes realizadas em nosso laboratério mostraram, a colocalizagéo
ultraestrutural da AnxA1 com o receptor fpr2 em neutréfilos de camundongos induzidos a
peritonite aguda, indicando que a agéo anti-inflamatoéria da AnxA1 pode ser mediada pelo
receptor fpr2 (GASTARDELO, et al,, 2009). Em outra pesquisa realizada no modelo de
uveite induzida por endotoxina (EIU) em ratos e com células do epitélio pigmentar da retina
(ARPE-19) ativadas pelo lipopolissacarideo (LPS) a inibicdo da liberacdo de mediadores
inflamatorios ocorreu apés ativagéo dos receptores fpr2 pela AnxA1 enddgena translocada
e pelo peptideo mimético Ac2-26 (GIROL et al., 2013).

1.2 AnxA1 e olho

Como mencionado anteriormente, a proteina AnxA1 foi estudada em varios modelos
de inflamacédo, no entanto, em condicbes normais ou patologicas, especialmente em
condi¢bes inflamatérias, ainda foi pouco estudada em tecidos oculares. Nos ultimos anos,
o papel da proteina AnxA1 nos processos inflamatoérios oculares tem sido investigado em
nosso laboratério em estudos in vivo e in vitro (DA SILVA, GIROL E OLIANI, 2011; MIMURA
etal.,, 2012; GIROL et al., 2013; GIMENES et al., 2015; CARDIN et al., 2017; DA SILVA, et
al., 2019, MARMORATO et al., 2019; GIROL et al., 2021).

A modulacdo positiva da AnxA1 endogena nas células inflamatoérias nos olhos de
camundongos e nas células ARPE-19 infectadas pelo Toxoplasma gondii sugere a proteina
como alvo terapéutico na toxoplasmose ocular (MIMURA et al., 2012). No modelo de ceratite
infecciosa induzida pela bactéria Pseudomonas aeruginosa, a expressao exacerbada
da proteina AnxA1 sugere acdo compensatoria no controle de migracdo leucocitéaria,
especialmente os neutréfilos (DA SILVA et al., 2019).

Nos processos alérgicos de conjuntivite o potencial envolvimento dos fprs e o efeito
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protetor do peptideo mimético Ac2-26 foi estudado no modelo de conjuntivite alérgica
induzida por ovalbulmina em camundongos selvagem e nocautes para AnxA1 (Anxal”)
(MARMORATO et al., 2019). Esses autores mostraram niveis aumentados de fpr1 e fpr2
na conjuntiva dos animais induzidos a conjuntivite alérgica e que a auséncia da AnxA1
endbdgena exacerba a expressao de fpr2. Trabalho anterior do grupo, mostrou que animais
Anxa1l”exibem um perfil alérgico exacerbado e que a administragdo de Ac2-26 foi suficiente
para reduzir a liberagéo de IL-2, IL-4, IL-10, IL-13, eotaxina e RANTES no olho e linfonodo
(GIMENES et al., 2015). Outro estudo in vitro com mastécitos derivados de cultura da
medula éssea de animais selvagens e Anxal” sugerem que as drogas cromoglicato e
nedocromil evitam a degranulag@o dos mastocitos por meio da liberagéo da proteina AnxA1.
Os mastocitos de camundongos Anxal”-liberaram quantidades aumentadas de histamina,
IL-5, IL-6, IL-9 e MCP-1 (SINNIAH et al., 2019).

O tratamento com o peptideo Ac2-26 em células ganglionares da retina em privacao
de soro, mimetizando caracteristica do glaucoma, diminuiu a apoptose, por meio do
aumento da expresséao de B-cell ymphoma 2 (bcl-2) e redugéo das expressdes de caspase
3 e BCL-2 associated protein X (bax) de uma maneira dose-dependente (SUN et al., 2012).
Em modelo animal de glaucoma induzido por isquemia-reperfus@o ocorreu diminuicdo da
expressao do transportador de cassetes de ligagdo ao ATP (ABCA1) na camada de células
ganglionares o que causa diminuicdo na translocacdo da AnxA1 para a membrana celular
e sua secrecao, desta maneira, favorecendo a inflamacéo e a apoptose (LI et al., 2018).
No contexto de retinopatias isquémicas e vasculares ha indicagées do envolvimento da
AnxA1 na regulacdo de eventos que acontecem nestas patologias, como por exemplo, a
neovascularizagdo. Em porcos com oclusbes venosa retiniana, foi demonstrado aumento
da expressao da AnxA1, principalmente em células ganglionares (CEHOFSKI et al., 2018).

Em modelos de uveite, a expressdo da AnxA1 nos leucécitos e humor aquoso
(HA) foi observada na EIU em ratos (DA SILVA, GIROL e OLIANI, 2011) e aponta essa
proteina como um dos mediadores essenciais na homeostasia do processo inflamatério. O
mecanismo de agao e o uso potencial da AnxA1 e do peptideo Ac2-26 foram demonstrados
na EIU em roedores e nas células ARPE-19 ativadas pelo LPS (GIROL et al., 2013). Os
resultados desta investigagcdo mostraram que, ap6s fosforilagcdo especifica em serina, a
AnxA1 pode ser translocada para superficie celular onde interage com o receptor fpr2 e
inibe a liberagéo de mediadores inflamatérios independente da via de sinalizag@o do fator
de transcricdo nuclear kB (NF-kB) e, provavelmente, de maneira pds-traducional. Em outro
estudo in vitro das células ARPE-19, o peptideo Ac2-26 reduziu a liberagcdo de mediadores
inflamatorios, desempenhando um papel regulador na inflamacao ocular (CARDIN et al.,
2017).

Da mesma forma que na EIU, a uveite ndo infecciosa apresenta superexpressao
de AnxA1 na retina humana e em camundongos. O tratamento intravitreal com AnxA1

recombinante humana (hrAnx-A1), na EAU em camundongos mostrou redugdo dose-
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dependente da infiltracdo de neutréfilos (GARDNER et al,, 2017). Com administragéo
sistémica diaria de hrAnx-A1 foi observada diminuicdo da proliferacdo de células CD4*
autorreativas, expressdo reduzida de citocinas pro-inflamatérias IL-17, IFN-y e IL-
6, atenuacdo do desenvolvimento de EAU. Além disso, a deficiéncia de AnxA1 esta
correlacionada com a uveite humana (YAZID et al., 2015). Esses dados estimulam novas
propostas de abordagens terapéuticas com AnxA1 também para uveite ndo infecciosa.

Diante dessas consideracdes e da necessidade de novas terapias para o tratamento
da uveite, em substituicdo as atuais que apresentam efeitos adversos (READ, 2006; LEE
E FOSTER, 2010; SCHWARTZMAN, 2016), o estudo da proteina AnxA1 endbégena e do
seu peptideo mimético Ac2-26 na uveite autoimune experimental é importante, pois reforca
os estudos da AnxA1 nos processos inflamatérios oculares e podera ocasionar novas
descobertas terapéuticas para o tratamento dessa doenca.
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OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O modelo experimental de EAU foi realizado para investigar, in vivo, o possivel efeito
anti-inflamatério do peptideo mimético Ac2-26 da AnxA1, nessa condi¢c@o experimental.

2.2 Objetivos Especificos

Emanimaiscontroles, induzidosa EAU semtratamento etratadosintraperitonealmente
(i.p.) com o peptideo Ac2-26 em protocolos preventivo e terapéutico:
I. Avaliar a severidade da EAU, clinicamente e histopatologicamente;

Il. Quantificar os leuc6citos no humor aquoso;
IIl. Quantificar os macréfagos nos olhos;
IV. Analisar a expressao da AnxA1, fpr2 e COX-2 nos tecidos oculares;

V. Analisar a expressao da AnxA1, fpr2 e linfécitos CD4+e CD8* nos sobrenadantes
dos macerados oculares;

VI. Dosar nos sobrenadantes oculares ap6s maceracgéo, os mediadores quimicos
TNF-a, IFN-y, interleucina IL-2, IL-17 e MCP-1 (pré-inflamatérios) e IL-4, IL-
10 (anti-inflamatorios).
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RESULTADOS

Os resultados obtidos seréo apresentados a seguir na forma de um manuscrito, de
acordo com as normas da revista Experimental Eye Research.

Ainda, durante o periodo do doutoramento tive a oportunidade de participar de outras
investigacOes realizadas nos laboratérios de pesquisa da UNIFIPA, algumas delas também
relacionadas ao PPG em Biociéncias, IBILCE, UNESP. Essas investiga¢des envolveram a
proteina AnxA1 em outras condi¢des oftalmoldgicas e estdo indicadas nos apéndices.
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RESUMO: A uveite autoimune € uma importante inflamagé@o ocular relacionada a perda
visual. A proteina Anexina A1 (AnxA1) e seu peptideo mimético, Ac2-26, foram pesquisados
em diferentes condigbes oculares com perspectivas clinicas. Assim, investigamos, in
vivo, os efeitos do Ac2-26 para prevencéo e protocolos terapéuticos na uveite autoimune
experimental (EAU). Para induzir EAU, a proteina de ligagéo a retinoides interfotorreceptores
bovina (IRBP) em adjuvante completo de Freund foi inoculada na pata direita de ratos Lewis.
Adicionalmente, a toxina de Bordetella pertussis foi injetada intraperitonealmente (i.p.). Ac2-
26 foi administrado diariamente (i.p.) seguindo os protocolos preventivos (a partir do dia
1) ou terapéuticos (a partir do dia 8). Ambos os tratamentos foram realizados até o dia 13
apo6s a inducdo da EAU e a gravidade da EAU foi avaliada diariamente. A quantificacéo de
leucocitos foi realizada em humor aquoso (AgH). As expressdes de AnxA1, receptor de formil-
peptideo-2 (fpr2), ciclooxigenase-2 (COX-2) e quantificacdo de macrofagos (ED1) foram
avaliados por imuno-histoquimica. Linfécitos CD4 e CD8, AnxA1 e fpr2 foram estudados
por Western blotting. Interferon (IFN)-y, fator de necrose tumoral (TNF)-a, interleucinas
(IL-2, IL-4, IL-10, IL-17) e proteina quimioatraente de monécitos (MCP)-1 foram medidos
em sobrenadante de macerado ocular. Clinicamente, os olhos dos ratos induzidos por EAU
apresentaram caracteristicas macroscopicas alteradas e, nos grupos tratados, os parametros
normais foram restabelecidos. Leucécitos, predominantemente linfocitos, foram encontrados
no grupo EAU néo tratado, enquanto a reducdo de CD4, CD8 e ED1 ocorreu nos animais
tratados. Além disso, Ac2-26 diminuiu a imunorreatividade de AnxA1, fpr2 e COX-2 em
segmentos oculares e sobrenadantes. Além disso, niveis reduzidos de IL-2, IFN-y e IL-10
foram detectados em grupos tratados com Ac2-26. Entre os tratamentos, a administragdo
terapéutica foi mais eficaz. Os dados mostram os efeitos benéficos do Ac2-26 em EAU com
potencial para aplicacao terapéutica.

PALAVRAS-CHAVE: inflamacgéao ocular, uveite autoimune, Ac2-26, mediadores inflamatérios.
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11 INTRODUGAO

A uveite & uma inflamacgéo intraocular que afeta a camada uveal e pode atingir o
vitreo, retina e nervo 6ptico (Pasadhika e Rosenbaum, 2014; Rong et al., 2016; Zhong
et al., 2020). Essa inflamagédo é caracterizada pelo acamulo de leucécitos nas tunicas
oculares e liberagdo de citocinas, sendo um processo doloroso, associado a vermelhidéao,
fotofobia e comprometimento da visdo (Bansal, Gupta e Gupta, 2010). Episodios repetitivos
do processo inflamatério podem levar a complicagdes secundarias, causando destruicéo
das camadas oculares e cegueira (Babu e Rathinam, 2010; Jancevski e Foster, 2010;
Srivastava, Rajappa e Kaur, 2010; Yang et al., 2016; Forrester , Kuffova e Dick, 2018).

Na uveite autoimune experimental (EAU), o processo inflamatério é induzido por
antigenos de origem retiniana, como o antigeno S e a proteina de ligagcao ao retinoide
interfotorreceptor (IBRP) em adjuvante completo de Freund, além de exotoxinas bacterianas
(Ooietal., 2006; Gasparin et al., 2012; Li et al., 2020). Nesse modelo, a resposta inflamatoria
€ desencadeada por linfécitos, principalmente CD4+, com polarizagdo dos linfécitos T
auxiliares (Th)0 para o perfil Th1 e Th17 (Ooi et al., 2006; Gasparin et al., 2012; Egwuagu
e Larkin, 2013; Guedes, Borrego e Proenca, 2016; Zhong et al.2020).

Atualmente, o tratamento farmacoldégico da uveite inclui corticosteroides,
quimioterapicos e inibidores do fator de necrose tumoral (TNF)-a. No entanto, os efeitos
colaterais desses medicamentos, como aumento da presséo intraocular ou citotoxicidade,
limitam seus usos (Heiligenhaus et al., 2010; Lee e Foster, 2010; Rosenbaum, 2010;
Srivastava, Rajappa e Kaur, 2010; Guedes, Borrego e Proenca , 2016; Zhong, et al., 2020).
Dentre os mediadores anti-inflamatérios, a proteina Anexina A1 (AnxA1) atua na limitacao
do processo inflamatorio (Gavins et al., 2005; D’acquisto, 2009; Yazid et al., 2015; Sugimoto
et al., 2016) e pode representar uma terapia alternativa para o tratamento da uveite (Da
Silva, Girol e Oliani, 2011; Girol et al., 2013; Girol et al., 2021).

A AnxA1, seja endbgena ou exdgena, regula as atividades imunes inatas,
principalmente o processo de producao de mediadores pro-inflamatérios e de transmigracéo
(Lim e Pervaiz, 2007; Perretti e D’acquisto, 2009, Lizarbe et al., 2013; Sugimoto et al. al,
2016). Esses efeitos garantem que niveis suficientes de ativacéo celular sejam alcangados,
mas nao excedidos, proporcionando assim a homeostase do processo inflamatério.

Nos Ultimos anos, o papel da proteina AnxA1 nos processos inflamatorios oculares
tem sido investigado em nosso laboratério em estudos in vivo e in vitro (Da Silva, Girol e
Oliani, 2011; Mimura et al., 2012; Girol et al., 2013 ; Gimenes et al., 2015; Cardin et al.,
2017; Da Silva, et al., 2019, Marmorato et al., 2019; Girol et al., 2021). A modulagéo positiva
de AnxA1 endogena foi observada em células inflamatérias em olhos de camundongos e
em células ARPE-19 infectadas por Toxoplasma gondii (Mimura et al., 2012). Em c6rneas
de camundongos no modelo de ceratite infecciosa induzida pela bactéria Pseudomonas
aeruginosa, a expressao de AnxA1 foi exacerbada na linhagem C57 considerada mais
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suscetivel que Balb/c, o que sugere uma agdo compensatéria no controle da migracéo
leucocitaria, principalmente de neutréfilos (Da Silva , e outros, 2019).

Nos processos alérgicos in vivo de conjuntivite, o potencial envolvimento de
receptores de formil-peptideo (fprs) e o efeito protetor do peptideo mimético Ac2-26 foi
estudado no modelo de conjuntivite alérgica induzida por ovalbulmina em camundongos
do tipo selvagem e nocautes AnxA1 (Anxal -/-) (Marmorato et al., 2019). Esses autores
mostraram niveis aumentados de fpr1 e fpr2 na conjuntiva de animais induzidos a
conjuntivite alérgica e também que a auséncia de AnxA1 enddgena exacerbou a expressao
de fpr2. Trabalhos anteriores do grupo mostraram que animais Anxal-/- apresentam um
perfil alérgico exacerbado. mas que a administracao de Ac2-26 foi suficiente para reduzir
a liberagéo de interleucina (IL)-2, IL-4, IL-10, IL-13, eotaxina e Regulada por Ativacgéo,
Expressa de Célula T Normal e RANTES Secretada na olhos e linfonodos (Gimenes et al.,
2015).

Em relacdo a uveite, a expressdo de AnxA1 em leucocitos e humor aquoso (AH)
foi observada na EIU em ratos (Da Silva, Girol, Oliani, 2011) e aponta essa proteina como
um dos mediadores essenciais na homeostase do processo inflamatério . O mecanismo de
acao e o uso potencial de AnxA1 e do peptideo Ac2-26 foram demonstrados em EIU e em
células ARPE-19 ativadas por LPS (Girol et al., 2013). Os resultados desta investigagéo
mostraram que, apds a fosforilagdo especifica da serina, a AnxA1 pode ser translocada
para a superficie celular onde interage com a fpr2 e inibe a liberagcdo de mediadores
inflamatorios independentemente da via de sinalizagdo do fator de transcricdo nuclear-kB
(NF-kB) e, provavelmente pds-traducional. Em outro estudo in vitro de células ARPE-19,
ativadas por endotoxina lipopolissacaridica bacteriana (LPS), o peptideo Ac2-26 reduziu a
liberacdo de mediadores inflamatérios, desempenhando um papel regulador na inflamacgao
ocular (Cardin et al., 2017).

Como na EIU, a uveite ndo infecciosa superexpressa AnxA1 na retina humana e
de camundongo. O tratamento intravitreo com AnxA1 humano recombinante (hrAnx-A1)
em EAU em camundongos mostrou uma reducdo dependente da dose da infiltragcdo de
neutréfilos (Gardner et al., 2017). A administracdo sistémica diaria de hrAnx-A1, diminuiu
a proliferagcdo de células CD4+ autorreativas, reduziu a expressédo de citocinas pro-
inflamatorias IL-17, interferon (IFN)-y e IL-6 e atenuou o desenvolvimento de EAU (Yazid
et al., 2015). Esses dados estimulam novas propostas de abordagens terapéuticas com
AnxA1 em uveites.

Diante do exposto e na busca de novas terapias para o tratamento da uveite,
substituindo as atuais que apresentam efeitos adversos (Read, 2006; Lee e Foster, 2010;
Schwartzman, 2016), o estudo da administracao do Ac2 -26 peptideo mimético, em uveites
autoimunes experimentais, utilizando protocolos de prevencéo e terapéuticos, € importante,
pois complementa as pesquisas de AnxA1 em processos inflamatérios oculares e pode
levar a novas descobertas terapéuticas para o tratamento desta doenca.
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21 MATERIAIS E METODOS

2.1 Animais

Ratos Lewis machos, com 6 a 8 semanas de idade (150 a 200g), foram obtidos da
Unidade de Pesquisa Didéatica e Experimental (UDPE) do Centro Universitario Padre Albino
(UNIFIPA), Catanduva, SP, Brasil. Os animais foram mantidos em gaiolas em ambiente com
temperatura controlada (22 a 25°C) com agua e racao ad libitum. Todos os procedimentos
experimentais foram conduzidos de acordo com as diretrizes dos EUA (publicagdo do NIH
n°® 85-23, revisada em 1985) para experimentos com animais, as diretrizes para pesquisas
biomédicas estabelecidas pelas Sociedades Brasileiras de Biologia Experimental e foram
aprovadas pelos Comités de Etica em Uso de Animais na UNIFIPA (aprovacdo nimero
01/14). Além disso, todos os cuidados com o bem-estar dos animais foram prestados e os
experimentos acompanhados por um veterinario do biotério da UNIFIPA.

Os animais foram divididos em 4 grupos (n=10/grupo): Controle sem manipulacao (C),
induzido a uveite autoimune e néo tratado (EAU), induzido a EAU e tratado preventivamente
(P) ou terapeuticamente (T).

2.2 Modelo experimental de uveite autoimune e protocolos de tratamento

Para o desenvolvimento da EAU, os animais foram inoculados na pata direita com
100 pg de proteina ligante de retinoides interfotorreceptores bovina (IRBP) em 100 ul
de emulsdo de adjuvante completo de Freund (adjuvante completo de Freund — CFA).
Simultaneamente, uma injecao intraperitoneal (i.p.) contendo 0,5 g da toxina de Bordetella
pertussis purificada em 100 ul de PBS foi administrada como adjuvante adicional (Yadav et
al., 2011; Fang et al., 2013).

A eficacia do tratamento com o peptideo N-terminal Ac2-26 de AnxA1 (Ac-
AMVSEFLKQAWFIENEEQEYVQTVK) (Raynal e Pollard, 1994) foi testada administrando
(ip) 200 pg do peptideo em 200 ul de PBS (Girol et al., 2013; Girol et al., 2021) em dois
grupos de EAU, segundo protocolos de prevencao ou terapéuticos, iniciados 24 horas ap6s
a indugao. No protocolo de prevencéo, os animais foram tratados diariamente, do dia 1 ao
dia 13 po6s-imunizagéo. Os animais do protocolo terapéutico também receberam o peptideo
diariamente, mas do dia 8 ao dia 13 p6s-imunizacao (Fang et al., 2013). Os animais EAU
tratados ou ndo foram eutanasiados 14 dias apds a imunizagéo (Gasparin et al., 2012),
devido a uma overdose de anestésico. Animais sem manipulacdo foram utilizados como

grupo controle (Fig. 1).

2.3 Avaliacao Clinica da EAU

A gravidade da EAU foi avaliada diariamente, desde o dia 2 pds-imunizagcéo até
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o final do experimento, por meio de exame realizado com biomicroscopio. Cada olho foi
classificado de acordo com os seguintes critérios de classificagé@o: grau 0 (reflexo normal,
vermelho e transllcido), grau 1 (dilatacdo dos vasos da iris e contragdo anormal da
pupila), grau 2 (infiltrado celular, cAmara anterior levemente opaca e diminuicéo do reflexo
vermelho), grau 3 (camara anterior moderadamente opaca, pupila ainda visivel e reflexo
vermelho muito diminuido) e grau 4 (cadmara anterior opaca, pupila obscurecida e sem
reflexo vermelho) (Yadav et al., 2011). Posteriormente, todos os olhos foram fotografados e
intersecbes padronizadas de 3 mm foram adicionadas as fotografias e os vasos localizados
nas interse¢des das linhas foram quantificados.

2.4 Analise histopatoldgica

2.4.1 Anélise quantitativa de leucdcitos no humor aquoso

O humor aquoso (AH) foi coletado por pun¢éo da camara anterior do olho esquerdo
e 10 pl foram utilizados e corados em solugdo de Turk (90 ul). Os leucécitos foram
quantificados na camara de Neubauer. Os valores para quantificagdo foram apresentados
como média =+ erro padrdo (S.E.M) do nimero de células x 10% por ml.

Osolhosesquerdos, apos acoletade AH, foram fixados em formol a 10%, desidratados
em ordem crescente de alcool e incluidos em parafina para estudo histopatolégico e imuno-
histoquimico.

2.4.2 Anélise imuno-histoquimica

A deteccdo de AnxA1, fpr2, ciclooxigenase-2 (COX-2) e macréfagos em tecidos
oculares foi realizada em cortes de 5 ym dos olhos incluidos em parafina. A recuperagcéao
do antigeno foi realizada usando tampé&o citrato (pH 6,0) e as se¢bes foram incubadas
com anticorpos primarios policlonais anti-AnxA1 (1:2000) de coelho (Life Technologies,
EUA), anti-fpr2 (1:2000) (Bioss), anti COX-2 (1:1000) (Invitrogen) e anti-ED-1 monoclonal
(macroéfagos) (1:1000) (Merck, Millipore Corporation, EUA). Ap6s a lavagem, o anticorpo
secundario biotinilado foi incubado (kit Histostain, Invitrogen), imerso em complexo
conjugado com estreptavidina peroxidase e incubado em substrato diaminobenzidina
(DAB), no escuro, para desenvolvimento (Kit DAB, Invitrogen). Em seguida, os cortes foram
contracorados com Hematoxilina e as Iaminas montadas.

As células ED-1 positivas foram quantificadas nas regides anterior e posterior dos
olhos usando o software Leica Image Analysis e os valores obtidos foram expressos como
0 numero de células por mm2. Para a analise densitométrica de AnxA1, fpr2 e COX-2, foram
analisados 15 pontos em 3 regides dos processos ciliares e da retina para obter uma média
relacionada a intensidade da imunocoloragéo. Os valores foram obtidos como unidades
arbitrarias (Girol et al., 2013).
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2.5 Analise de proteinas em sobrenadantes de tecido ocular apés maceracao

Os olhos direitos intactos foram macerados em nitrogénio liquido e 500 ul de uma
solucdo contendo inibidores de protease e fosfatase (Merck, Millipore Corporation, EUA)
foram adicionados seguindo as instru¢ées do fabricante. O material foi incubado por 20
minutos a 4°C sob agitacéo constante e depois centrifugado a 15.000 rpm por 10 minutos
a 4°C. Os sobrenadantes foram recolhidos e congelados a -70°C.

A determinacdo da concentracédo de proteinas, presentes nos sobrenadantes dos
tecidos oculares ap6s maceragéo, foi realizada em ensaio de Bradford (Biorad, Hemel
Hempsted, UK) e ajustada para 2 mg/ml. Uma aliquota foi misturada (1:1) com tampéao
de carregamento 2X (125 mM Tris base, pH 6,8, contendo 2 mM de &acido etilenodiamina
tetraacético, 10% de mercaptoetanol, 4% de dodecil sulfato de soédio, 20% de glicerol,
0,1% de azul de Coomassie) e desnaturado em agua a 100°C por 5 minutos. Amostras (20
ug de proteina por poco) e marcadores de peso molecular foram separados em gel SDS-
PAGE (10% de dodecil sulfato de sddio — 10% de gel de poliacrilamida) e posteriormente
transferidos para uma membrana de nitrocelulose. AnxA1, fpr2 e os linfécitos CD4+ e
CD8+ foram detectados usando, respectivamente, anti-AnxA1 de coelho (1:1000) (Life
Technologies, EUA), anti-fpr2 (1:2000) (Bioss), anti-cd4 (1:1000) (Abclonal - Abcam,
Cambridge, MA, EUA) e anticorpos anti-cd8 (1:1000) (Abclonal - Abcam, Cambridge, MA,
EUA). Os controles de reagédo foram realizados com anticorpo anti-tubulina-a (1:1000)
(Sigma-Aldrich, EUA). O sinal foi amplificado usando anticorpos secundarios IgG anti-
coelho conjugados com HRP (Promega) e o produto da reacgéo visualizado com coloragcéo
DAB (Kit DAB, Invitrogen). Para a analise densitométrica, AnxA1, fpr2, CD4+ e CD8+ foram
quantificados usando o software Leica Image Analysis

2.6 Analise quantitativa dos niveis de citocinas

As citocinas IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-4, IL-10, IL-17 e proteina quimiotatica de
monocitos-1 (MCP-1) (Yadav et al.,, 2011; Guedes, Borrego e Proencga, 2016) foram
quantificados no sobrenadante dos olhos usando o kit MILLIPLEX MAP de citocinas de rato
(RECYTMAG-65K; Millipore Corporation, EUA) e analisados no equipamento LUMINEX
xMAP MAGPIX (Millipore Corporation, EUA) e foram seguidas todas as instru¢des do
fabricante..

2.7 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram previamente submetidos a analise descritiva e
determinagdo da normalidade. Como as amostras apresentaram distribuicdo normal, foi
utilizada a Anélise de Variancia (ANOVA), seguida do teste de Bonferroni. Todos os valores
obtidos foram expressos como média + S.E.M. e valores de P menores que 0,05 foram
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considerados estatisticamente significantes.

31 RESULTADOS

3.1 Avaliacao Clinica da EAU

Inicialmente, realizamos as analises clinicas por meio de um biomicroscépio para
avaliar a evolugdo do grau de gravidade da doencga apos a indugdo. Nossos resultados
mostraram olhos controle com vascularizagdo normal, tamanho da pupila dentro dos
parametros indicados e transparéncia da camara anterior (Fig. 2A). Em contraste, os olhos
de camundongos induzidos com IRBP + toxina purificada de Bordetella pertussis mostraram
um aumento no nimero de vasos sanguineos, dilatagdo vascular iridiana, vermelhidao,
pupila obscurecida, maior opacidade na camara anterior, reflexo vermelho diminuido
e conjuntiva inchada (Fig. 2B-D). Nos grupos tratados (Fig. 2E-J), a vascularizagéo,
o0 tamanho da pupila e a transparéncia na camara anterior foram restabelecidos aos
parametros normais, observando-se maior similaridade do grupo preventivo em relagéo
aos animais controle.

O escore clinico confirmou estatisticamente as analises biomicroscopicas, indicando
diferenca estatisticamente significante entre o grupo controle e EAU (p<0,001). O tratamento
com o peptideo Ac2-26 reduziu a gravidade clinica da EAU no dia 14, principalmente nos
animais tratados preventivamente (p<0,05) (Fig. 2K). A quantificacdo de vasos mostrou
um aumento, embora né&o significativo, no grupo EAU néo tratado em relagéo aos demais
grupos (Fig. 2L).

3.2 Tratamentos preventivos e terapéuticos reduzem o influxo de leucécitos
na EAU

As analises histopatologicas por HE mostraram infiltracdo de células inflamatorias
nos segmentos anterior e posterior dos olhos dos animais EAU (Fig. 3B e F). Observou-se
que as células transmigraram para os tecidos, especialmente a retina e o corpo ciliar. Os
animais de controle ndo apresentaram influxo de leucocitos (Fig. 3A e E). Os tratamentos,
tanto preventivos (Fig. 3C e G) quanto terapéuticos (Fig. 3D e H), promoveram a reducéo
da infiltracdo leucocitaria nos tecidos oculares.

A andlise quantitativa de AH mostrou um grande numero de leucécitos no grupo
induzido a EAU sem tratamento, mas uma reducéo significativa de linfécitos (p<0,001) foi
observada com a administracdo de Ac2-26 em ambos os protocolos de tratamento (Fig.
31, J e K). No grupo tratado terapeuticamente, monécitos e neutréfilos também diminuiram
(p<0,001).

Para complementar esses dados, macréfagos também foram quantificados, apés
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imuno-histoquimica (Fig. 4A e B). Essas analises indicaram maior numero de macrofagos
em EAU néo tratada (p<0,001) e animais tratados preventivamente com o peptideo (p<0,05)
em relacdo ao grupo controle. O tratamento terapéutico reduziu o niUmero de macrofagos
em relacéo ao grupo induzido a EAU (p<0,01) (Fig. 4B).

Além disso, a expressdo de CD4+ e CD8+ foi verificada no sobrenadante do
macerado ocular. Esta andlise indicou aumento de CD4+ e CD8+ no grupo EAU néo
tratado, mas mostrou redugédo de CD4+ em ambos 0s grupos tratados, principalmente no
protocolo terapeuticamente, no qual CD8+ também foram diminuidos (Fig. 3D e E). CD4+
e CD8+ nao foram detectados no grupo controle (Fig. 4C, D e E).

3.3 A administracao do peptideo Ac2-26 modula as expressées AnxA1 e fpr2

A expressa@o da AnxA1 foi observada nos processos ciliares e retina de ratos do
grupo controle (Fig. 5A e E). A analise densitométrica revelou expressdo aumentada de
AnxA1 nessas regides no grupo EAU néo tratado (p <0,001) (Fig. 5B, F e J). No entanto,
a expresséo reduzida de AnxA1 foi encontrada em animais EAU tratados preventivamente
(p<0,001) (Fig. 5C, G e J) e terapeuticamente (p<0,001) (Fig.5D, H e J) com o peptideo
Ac2-26.

O receptor fpr2 foi expresso nas mesmas regides onde AnxA1 foi observado (Fig.
6A-H). A expressao de fpr2 ocorreu em células epiteliais dos processos ciliares e retina dos
animais EAU e em camundongos tratados com Ac2-26 (Fig. 6). A andlise densitométrica
revelou aumento da immurreatividade no grupo EAU (p<0,001) e, embora ainda elevada,
houve diminuicdo em ambos os grupos tratados, sendo mais pronunciada no tratamento
preventivo (P: p<0,001 e T: p<0,01) ( Fig. 6J). A especificidade da imunocoloragdo foi
confirmada por controles de reacao (Fig. 5 e 6l).

A andlise de Western blotting da expressdo do receptor AnxA1l e fpr2 em
sobrenadantes do tecido ocular apdés macerag¢édo (Fig.7A) reforcou os achados imuno-
histoquimicos. As analises densitométricas indicaram aumento da expresséo de AnxA1, nas
formas intacta e clivada N-terminal, no grupo EAU (p<0,001), mas o tratamento com Ac2-
26 reduziu significativamente os niveis da forma intacta de AnxA1 no preventivo (p<0,01
) e grupos tratados terapéuticos (p <0,001) (Fig. 7B). A expressao de fpr2 continuou a ser
aumentada apds o tratamento com Ac2-26, em comparagdo ao controle, no entanto, foi
reduzido no grupo preventivo em comparacao com o EAU nao tratado (p<0,05) (Fig. 7C).

3.4 Os tratamentos inibem a liberacdo de mediadores inflamatérios

A expressdo de COX-2 foi detectada por imuno-histoquimica nos segmentos
oculares anterior e posterior (Fig. 8A-H). A analise densitométrica indicou um aumento
na imunorreatividade de COX-2 em EAU (p <0,001) em comparagdo com animais de
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controle (Fig. 8J). O tratamento com a administracdo do peptideo reduziu a expressao
desta enzima nos tecidos oculares nos grupos tratados preventivos (p<0,05) (Fig. 8C, G e
J) e terapéuticos (p<0,001) (Fig. 8D, He J).

Niveis elevados de IL-2 (p<0,001), IFN-y (p<0,05), IL-10 (p<0,001) e MCP-1 (p<0,01)
foram observados no sobrenadante macerado do olho de animais EAU (Fig. 9A, C, G
e E). A administracdo do peptideo promoveu reducdo significativa dos mediadores proé-
inflamatorios IL-2 (P: p<0,05) e IFN-y (P: p<0,001 e T:p<0,05) (Fig. 9A e C). Também houve
reducao da citocina anti-inflamatéria IL-10 (p<0,05) no grupo tratado terapeuticamente (Fig.
9G).

41 DISCUSSAO

Caracterizada como uma inflamacéo da camada vascular média do olho, a uveite
€ uma das causas mais comuns de deficiéncia visual e cegueira em todo o mundo
(Yadav et al., 2011; Zhong et al.2020). Devido ao papel da proteina AnxA1 nos processos
inflamatérios oculares, no presente estudo, analisamos in vivo, no modelo EAU, os efeitos
anti-inflamatérios da administracdo de Ac2-26, em protocolos de tratamento preventivo e
terapéutico.

Inicialmente, verificamos o grau de gravidade da doenga em EAU por meio de analises
clinicas e nossos resultados mostraram que os olhos dos ratos induzidos apresentavam
vascularizagdo aumentada, vermelhidao, pupila obscurecida, opacidade intensa da camara
anterior e reflexo vermelho reduzido. Nos grupos tratados, as caracteristicas oculares
assemelharam-se aos critérios normais, principalmente no grupo preventivo. O resultado
obtido corrobora outro estudo em que, ap6s imunizacdo com IRBP, ratos apresentaram
grave desenvolvimento de EAU, com opacidade visivel na cdmara anterior, obscurecimento
da pupila, lesdo da camada fotorreceptora e infiltracdo leucocitaria grave na camara
posterior (Fang et al., 2013). Além disso, os efeitos benéficos do tratamento com hrAnx-A1
por um periodo mais longo foram observados no modelo EAU de camundongos AnxA -/-. O
hrAnx-A1 impediu o desenvolvimento da EAU limitando o desenvolvimento de Th17 (Yazid
et al., 2015).

Os estudos histopatoldgicos e quantitativos das células leucocitarias mostraram
maior numero de linfocitos, mas também neutréfilos e mondcitos no grupo induzido por
EAU, sendo que essas células foram observadas principalmente na retina e corpo ciliar.
Entretanto, a administracdo de Ac2-26 promoveu reducgéo do influxo inflamatério no grupo
preventivo e principalmente terapéutico. Por Western blotting, o aumento da expresséo
de linfécitos CD4+ e CD8+ também foi observado no sobrenadante macerado ocular de
animais EAU né&o tratados, sendo reduzido em ambos os grupos tratados com o peptideo
mimético AnxAT.

Na EAU, a resposta inflamatoria € desencadeada por linfocitos, principalmente
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CD4+, com polarizagéo dos linfocitos T auxiliares (Th)0 para o perfil Th1 e Th17 (Gasparin
et al., 2012; Guedes, Borrego e Proenca, 2016). Este aumento de leucocitos é consistente
com outras pesquisas, relacionadas a resposta inflamatéria em EAU, usando camundongos
AnxA1-/-, com aumento da gravidade da doenga e infiltracdo de células inflamatdrias, em
particular, linfocitos Th17-CD4+ (Yazid et al., 2015). Ainda no modelo EAU, houve reducéo
nas células CD4+ autorreativas e nos niveis de IL-17, IFN-y e IL-6 pela administragdo
sistémica diaria de hrAnx-A1 (Gardner et al., 2017).

De acordo com nossos achados em subpopulagbes de linfocitos, Fan e
colaboradores (2021) observaram infiliragdo de células Th17 na retina na forma crénica
de uveite autoimune, caracterizadas como células CD44hilL-17+CD4+ de memobria
Th17 predominantes, sugerindo que essas células podem levar a inflamacgéo intraocular
crénica. Outro estudo investigou o tratamento com glicosideos totais de Paeonia (TGP)
em camundongos induzidos por EAU. A citometria de fluxo demonstrou diminuicdo das
concentragbes de CD4+ e do perfil de CD4+/CD8+ e IFN-y, bem como aumento da
frequéncia de CD8+ no bacgo e linfonodos, atuando como imunomodulador (Huang et al.,
2018).

Em outra condicéo de inflamagéo ocular previamente estudada por nosso grupo
de pesquisa, a uveite induzida por endotoxina (EIU), o influxo de células leucocitarias é
caracterizado principalmente por neutrofilos, e a transmigracdo dessas células ocorre na
base do corpo ciliar, enquanto o infiltrado de células mononucleares fagociticas e linfécitos
ocorrem nos vasos da iris (Silva, Girol e Oliani, 2011; Girol et al., 2013; Girol et al., 2021).
Na presente investigacdo, a quantificacdo tecidual por imuno-histoquimica mostrou
maior niumero de macrofagos na retina, estendendo-se até o corpo ciliar no EAU em
comparacao aos grupos controle e tratado. Outros estudos indicaram que os macréfagos
desempenham um papel crucial na EAU, especialmente em relagcdo a fase de indugéo
e eficicia no estabelecimento da doenca (Jiang, Lumsden e Forrester, 1999; Mérida et
al.,, 2015). Investigagoes reforcam que macréfagos derivados de um tipo especifico de
mondcitos séo previamente recrutados durante o progresso e indugéo de EAU, exibindo
um fenotipo proé-inflamatério. A inibicao do infiltrado inflamatério contendo essas células
previne a inflamacgéao oftalmoldgica (London et al. 2013).

Seguindo nossos estudos, analisamos as expressdes de diferentes proteinas
envolvidas em processos inflamatérios. Aimunomarcacao paraAnxA1 e fpr2 foiintensamente
observada nos processos ciliares e retina de ratos do grupo induzido por EAU, o que reforca
a participacao desta proteina na inflamacao e sua interacdo com fpr2. Em um modelo de
conjuntivite alérgica induzida por ovalbumina, a colocalizag&o ultraestrutural de fpr2/AnxA1
foi observada na membrana plasmatica de mastécitos, eosindfilos e neutréfilos, e os efeitos
benéficos da administracdo do peptideo foram revertidos por Boc2, um antagonista de
fpr. Os autores indicam o sistema AnxA1/fpr como alvo terapéutico em distirbios oculares
(Marmorato et al., 2019).
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A expressdo aumentada da proteina AnxA1 endbgena também ocorreu na retina
no pico da doenga EAU em camundongos C57BL/6 (d26), com os niveis de proteina
parecendo aumentar na camada de células ganglionares (Gardner et al., 2017). Além disso,
nossos resultados complementam outros estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa
que mostraram um aumento da imunorreatividade AnxA1 em todas as regides oculares em
EIU e interag@o com fpr2 para resolucdo do processo inflamatério (Girol et al., 2013; Girol
et al., 2021).

No entanto, essas investiga¢gdes em EIU mostraram um aumento na expressao de
fpr2 pela administragéo do peptideo Ac2-26. Diferentemente, no presente estudo, embora a
administracéo de Ac2-26 na EAU tenha mantido a expresséo de fpr2 aumentada em relacédo
ao grupo controle, houve reducdo em relacdo a EAU nao tratada. Esta estabelecido que
FPRL1/FPR2 medeia sinais AnxA1 para regular a inflamacéo (Dufton et al., 2010), assim
como a translocagdo do complexo ligante-receptor para o citoplasma é fundamental para
a ativacéao funcional da interacéo de sinalizagao dependente de AnxA1/FPR2 (Maderna et
al., 2010). Além disso, na EIU, as observacgbes foram realizadas as 24 e 48 horas (Girol et
al., 2013; Girol et al., 2021), enquanto na EAU, as analises foram realizadas 14 dias ap6s
a inducéo.

Nossa investigacdo complementa as descobertas de Gardner e colegas (2017) que
indicaram a relevancia de AnxA1 na retina humana e a eficacia do tratamento com hrAnxA1
em um modelo EAU com camundongos AnxA-/-. Além disso, esses autores mostraram a
expressao dos receptores FPR1 e FPR2 na retina humana e relataram que a presenca
desses receptores em astrédcitos, microglia e células de Muller levou a modulacdo da
inflamacéo do tecido retiniano pelo hrAnxA1, por meio da diminuigéo das citocinas.

Em relacdo aos mediadores pré-inflamatérios, procedeu-se a analise da expressao
de COX-2 no olho. Maior imunocoloracao da enzima foi observada em animais néo tratados
com EAU em comparacao com controles e tratados. Um estudo que utilizou um inibidor de
COX-2 (CS 236) antes da indugéo com antigeno, associado a melanina, mostrou que ratos
Lewis ndo desenvolveram uveite anterior autoimune experimental (EAAU), mas os animais
dos grupos que tinham apenas DMSO como veiculo, apresentou maior gravidade desta
inflamacgé@o ocular (Yadav et al., 2011). Mais uma vez, os resultados obtidos indicam os
efeitos protetores dos tratamentos com o peptideo Ac2-26, por reduzir a imunorreatividade
para COX-2 e sdo semelhantes ao efeito anti-inflamatério do peptideo em modelo de uveite
infecciosa (Girol et al. , 2013; Girol et al. 2021).

Em seguida, analisamos mediadores inflamatérios no sobrenadante do macerado
ocular. Niveis aumentados das citocinas pro-inflamatorias IL-2, IFN-y, do anti-inflamatério
IL-10 e da quimiocina MCP-1 foram encontrados no grupo EAU néo tratado. Mas nossos
resultados indicam efeitos benéficos da administracdo de Ac2-26 tanto preventiva quanto
terapeuticamente através da redugéo de IL-2, IL10 e IFN-y.

A EAU é mediada predominantemente por linfocitos T CD4+ e citocinas pro-
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inflamatorias (Witkowski et al., 2016). As células Th sao diferenciadas das células T CD4+
virgens e regulam as respostas inflamatorias e a imunidade geral. Embora a patogénese
da uveite autoimune humana nao seja totalmente compreendida, a associagdo entre o
desenvolvimento da uveite e as respostas das células Th foi estabelecida como um
contribuinte vital para a etiologia da uveite autoimune (Luger et al, 2014, Niu et al., 2019).
Além disso, a diferenciacdo e ativacao de subconjuntos de células Th pré-inflamatérias,
incluindo Th1 e Th17, demonstraram induzir a secre¢éo de citocinas pré-inflamatérias que
sdo capazes de romper a barreira sanguinea da retina. Essas citocinas pré-inflamatérias
recrutam macrofagos, resultando em inflamacao intraocular (Lee et al., 2014).

Subconjuntos de células podem agir de forma antagénica (Luger et al., 2014). Por
exemplo, deficiéncia ou neutralizacéo de INF-y, a citocina reguladora primaria para Th1,
resulta em elevagdo de Th17 e vice-versa (Yi et al., 2008). A expressao de Notch1, IL-10
e IL-17 no baco, linfonodos e tecidos oculares foi aumentada em EAU em ratos, assim
como as razoes regulatorias CD4+/CD8+ e Th17/T (Treg) em comparagao com individuos
normais (Yin e outros, 2019).

As relagdes celulares no desenvolvimento da uveite sdo complexas. A IL-2 promove
o desenvolvimento de células Treg e pode conferir protegcdo contra doengas autoimunes
(Malek, 2008). Curiosamente, por um lado, a IL-2 inibe a diferenciagdo de células Th17,
embora, por outro lado, induza a expanséao de células Th17, que uma vez desenvolvidas,
mediam a uveite (Amadi-Obi et al, 2007). A inflamag&o no olho pode ser controlada pela
infiltracdo de células produtoras de citocinas supressoras como IL-10 ou por células da
retina e citocinas produzidas endogenamente. As células T intraoculares que co-produzem
INF-y, IL-17 e IL-10 foram mostradas em EAU de camundongo (Wildner e Méhring 2019).

Entre as citocinas examinadas por seu papel funcional na uveite e sua relagdo com
células Th17 patologicas, destacam-se IL-6, IL-10, IL-17, IL-22, IL-23 e TNF-a (Weinstein
e Pepple, 2019). Enquanto IL-1B e TNF-a aumentam a produgéo de quimiocinas, citocinas
anti-inflamatérias como IL-4, IL-10, IL-13, TGF-B e também IL-6 tiveram pouco efeito na
producao de quimiocinas naretina humana (Wildner e Méhring 2019; Thomas, 2019). AIL-17
esta intimamente associada a uveite, enquanto a IL-10 esta negativamente correlacionada
com a uveite (Zhou et al., 2012).

Curiosamente, nossos resultados também apontam para a redugao de 1I-10 com a
administracéo do peptideo Ac2-26 de AnxA1, o que pode reforcar a resolu¢éo do processo
inflamatorio. Estudos in vitro com culturas de linfocitos T de camundongos tratados com
hrAnxA1 mostraram niveis reduzidos de IL-10 (D’Acquisto et al. 2008). Além disso, no
modelo de conjuntivite alérgica, foram observados baixos niveis de IL-10 ap6s o tratamento
com Ac2-26, bem como um aumento significativo dessa citocina em animais AnxA1-/-
(Gimenes et al., 2015), indicando a importancia do equilibrio Th1/Th2 no desenvolvimento
de respostas inflamatérias alérgicas e sugerindo que o papel protetor da AnxA1 na alergia
ocular ocorre através da regulagdo negativa de ambos os perfis de citocinas.
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Os niveis de -2, IL-6, IL-10, IL-17, TNF-a, INF-y foram aumentados em um
modelo EAU com camundongos AnxA1-/- (Yazid et al., 2015). No entanto, a administracao
de hrAnx-A1 exdgeno reduziu as respostas de Th17. Esses autores demonstram que
a deficiéncia de AnxA1 resulta em aumento da patologia autoimune em camundongos,
com maior numero de retina Th17 e niveis elevados de IL-17 na periferia. Portanto,
nossos resultados complementam esses estudos anteriores e mostram que o tratamento
preventivo e terapéutico com o peptideo Ac2-26 também séo eficazes no controle da EAU

com perspectivas clinicas interessantes.

51 CONCLUSAO

Juntos, nossos resultados enfatizam o envolvimento de AnxA1 e seu peptideo
mimético Ac2-26, por meio da interagdo AnxA1/fpr2, na resolugédo da inflamacgéo ocular
autoimune, e demonstram a potencial aplicacdo do peptideo Ac2-26, especialmente na
terapia tratamento.
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Figuras

Fig. 1. Representacao esquematica dos grupos experimentais. Induzida por 100ug IRBP/ 100ul
CFA + 0,5 ug B. pertussis. Protocolo preventivo e terapéutico, 200 pg de peptideo em 200 ul de PBS.
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Fonte: Elaborado pela autora
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Fig. 2. Analise clinica por biomicroscopia. Apds 24 horas da indugdo da EAU (B), a camara anterior
esta levemente opaca. O reflexo vermelho (dos vasos) diminui apos 7 dias (C). Aos 14 dias a camara
anterior estda moderadamente opaca, a pupila ainda visivel, o reflexo vermelho (dos vasos) esta
diminuido e o vermelhiddo intensa esté presente (D). Grupo preventivo (E, F, G) e grupo terapéutico (H,
I, J) apresentam caracteristicas clinicas semelhantes ao grupo controle (A). Score Clinico. Exame dos
olhos ao longo da doenga (K). Os resultados sdo apresentados como média + S.E.M., *** p < 0,001 e *
p < 0,05 vs Controle; ### p<0,001 vs EAU. Analise de quantificacdao de vasos sanguineos oculares.

Resultados apresentados como média + S.E.M (L).
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Fig. 3. Analise histopatolégica. Segmentos anterior (processo ciliar) e posterior (retina) dos olhos dos
animais controle com auséncia de células inflamatérias (A e E) e influxo de leucécitos (setas) nestas
regides 14 dias apds a indugdo da EAU (B e F). Células inflamatérias diminuidas por tratamentos com
peptideo Ac2-26 (C, D, G e H). Quantificagcdo de leucécitos no humor aquoso (I, J e K). Os resultados
sdo apresentados como média + S.E.M, *** p < 0,001 vs Controle; ### p<0,001 vs EAU; &&& p <0,001
vs Tratamento preventivo.
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Fig. 4. Anadlise de quantificagcado de macréfagos oculares. Poucos macroéfagos (A e B) no grupo
controle. Aumento dessas células no grupo EAU e reducéo ap6s tratamentos com o peptideo Ac2-26,
principalmente na administracao terapéutica (B) (n=10/grupo). Contracoloragéo: Hematoxilina. Barras

10 pm. Linfécitos CD4+ e CD8+ em sobrenadantes oculares. Western blot representativo ilustrando
CD4+ e CD8+. a-tubulina foi usada como controle (C). Andlise densitométrica de CD4+ (D) e CD8+ (E).
*** p<0,001 e **p<0,01 vs controle; ### p<0,01, ## p<0,01 e #p<0,5 vs EAU; e &&& p<0,001 e &p<0,05

vs Tratamento Preventivo.
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Fig. 5. Expressao endégena de AnxA1 em tecidos oculares em EAU. Expressdo de AnxA1 em
processos ciliares (A) e retina (E) em animais controle. Imunorreatividade aumentada de ANXA1
em EAU néo tratada (B, F e J) e imunocoloragéo diminuida apés tratamentos preventivos (C, G e J)
e terapéuticos (D, H e J). Auséncia de imunorreatividade no controle da reagao (l). Se¢des: 4 ym.
Contracoloragéo: Hematoxilina. Barra: 10 pm. *** p<0,001 vs controle; ### p<0,001 vs Tratamento
Preventivo e Tratamento Terapéutico.
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Fig. 6. Expressao do receptor fpr2 em tecidos oculares em EAU. Aumento da imunorreatividade
do fpr2 nao tratado-EAU no processo ciliar (B e J) e retina (F e J) em relagédo ao grupo controle (A e
E). Redugéo da imunocoloragdo apds tratamentos preventivos (C, G e J) e terapéuticos (D, H e J).
Auséncia de imunorreatividade no controle da reacéo (). Se¢des: 4 um. Contracoloragdo: Hematoxilina.
Barra: 10 ym. *** p<0,001 vs controle; ### p<0,001 e ##p<0,01 vs EAU; & p<0,05 vs Tratamento
Preventivo.
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Fig. 7. Expressoes de AnxA1 e fpr2 em sobrenadantes de olho macerado. Western blot
representativo ilustrando formas intactas (37 kDa) e clivadas (33 kDa) de AnxA1 e fpr2. a-tubulina
foi usada como controle. (A) As bandas sao representativas de pelo menos trés experimentos com
resultados semelhantes. Analise densitométrica de AnxA1 (B) e fpr2 (C). *** p<0,001 e ** p<0,01 vs

controle; # p<0,05 vs EAU.
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Fig. 8. Expressao de COX-2 em tecidos oculares em EAU. Expresséo reduzida de COX-2 em
processos ciliares (A) e retina (E) em animais controle. Aumento da imunorreatividade da COX-2 em
EAU (B, F e J) e diminuigdo da imunocoloragdo apds tratamentos preventivos (C, G e J) e terapéuticos
(D, H e J). Auséncia de imunorreatividade no controle da reagéo (I). Se¢bes: 4 um. Contracoloragédo:
Hematoxilina. Barra: 10 ym. Auséncia de imunorreatividade no controle da reagdo (l). *** p<0,001 vs
controle; ### p<0,001 e # p<0,05 vs EAU.
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Fig. 9. Medicao de citocinas no macerado ocular. Pré-inflamatério: IL-2 (A); IL-17 (B); IFN-y (C);
TNF-a (D); MCP-1 (E), Anti-inflamatério: IL-4 (F) e IL-10 (G). Resultados apresentados como média +
S.E.M. (n=10/grupo). *** p<0,001; ** p<0,01 e * p<0,05 vs controle; ### p<0,001 e # p<0,05 vs EAU.
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CONCLUSAO

Os resultados obtidos, no modelo de uveite autoimune experimental, permitem
concluir que a administragdo do peptideo mimético Ac2-26 da AnxA1:
1. Mantém a vascularizagéo, tamanho de pupila e transparéncia na camara anterior
semelhantes aos controles.

2. Promove a resolugéo do processo inflamatério pela redugéo de linfocitos no HA
em ambos os tratamentos e também de neutrofilos e macréfagos no HA, bem como
dos macrofagos nos segmentos oculares pelo tratamento terapéutico.

3. Reduz a expressao endogena de AnxA1 e COX-2, mas mantém niveis elevados
de fpr2, especialmente no grupo de tratamento terapéutico.

4. Diminui a expressao de CD4+ em ambos os grupos tratados e de CD8+no grupo
tratado terapeuticamente.

5. Reduz, no sobrenadante do macerado ocular, a liberagdo dos mediadores pré-
inflamatdrios IL-2 no grupo preventivo, IFN-y em ambos os grupos e da citocina
anti-inflamatéria IL-10 no grupo terapéutico.

6. Entre os tratamentos, o terapéutico foi o mais eficaz na modulacao do processo
inflamatério.

Em conjunto, nossos resultados enfatizam o envolvimento da AnxA1 e seu peptideo
mimético Ac2-26, na resolugéo da inflamacgao ocular autoimune, e demonstram a potencial
aplicacéo do Ac2-26 em condicdes inflamatdrias oculares, especialmente no tratamento
terapéutico.
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