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RESUMO

A sepse € uma disfuncdo organica com alto risco de morte causada por uma resposta
desregulada do hospedeiro frente a uma infeccdo. Representa uma das maiores causas de morte
em todo o0 mundo e é a causa mais comum de interna¢fes em unidades de terapia intensiva. Os
receptores canabinoides do tipo 2 (CB:) estdo envolvidos na modulagéo da resposta imune e do
processo inflamatorio, se tornando um alvo terapéutico interessante no tratamento da sepse.
Portanto, este estudo investigou os efeitos de um agonista seletivo de receptores CB> no
processo inflamatorio em um modelo de sepse induzida por pneumonia. A sepse foi induzida
em camundongos suicos machos por inoculagdo intratraqueal de Klebsiella pneumoniae.
Animais naive foram utilizados como controle. Os camundongos foram tratados com agonista
CB2(AM1241, 3 mg/kg, 6 e 12 h) ou veiculo, e 24 h ap6s a inducéo da sepse, pulmdes, sangue
e lavado broncoalveolar (BAL) foram coletados e parametros inflamatorios foram avaliados. A
expressdo de CB2 em macrofagos do BAL reduziu em animais sépticos quando comparado aos
animais controle. Os animais septicos apresentaram lesdo e edema pulmonar, aumento no
escore clinico de sepse e diminui¢cdo da temperatura corporal e do nimero de plaquetas. Houve
aumento da citocina pré-inflamatoria IL-1p no plasma e no BAL, aumento nos niveis de lactato
sanguineo, além de um aumento nos niveis de marcadores de dano de 6rgdos AST, ALT,
bilirrubina e creatinina nos camundongos sépticos. O tratamento com AM1241 reduziu a
gravidade da sepse através da diminuicéo do escore clinico, atenuou a hipotermia e reduziu a
lesdo pulmonar associada a sepse. O tratamento reduziu IL-1p, aumentou IL-10 e a sobrevida
dos animais sépticos. Esses resultados sugerem que o receptor CB: estd envolvido no processo
hiperinflamatorio local e sistémico e, portanto, a intervencdo farmacoldgica com agonistas CB>
pode ser uma abordagem terapéutica adjuvante na sepse.

Palavras-chave: sepse, pulméao, receptor canabinoide do tipo 2.



ABSTRACT

Sepsis is an organic dysfunction with a high risk of death caused by a dysregulated host
response to an infection. It represents one of the leading causes of death worldwide and is the
most common cause of intensive care units admission. The cannabinoid receptor type 2 (CB>)
are involved in modulating the immune response and the inflammatory process, becoming an
interesting therapeutic target in sepsis treatment. Therefore, this study investigated the effects
of a selective CB: receptor agonist on the inflammatory process in a pneumonia-induced sepsis
model. Sepsis was induced in male Swiss mice by intratracheal inoculation of Klebsiella
pneumoniae. Naive animals were used as controls. Mice were treated with CB. agonist
(AM1241, 3 mg/kg, 6 and 12 h) or vehicle, and 24 h after sepsis induction, lungs, blood and
bronchoalveolar lavage (BAL) were collected and inflammatory parameters were evaluated.
The expression of CB in BAL macrophages decreased in septic animals when compared to
control animals. Septic animals presented pulmonary injury and edema, an increase in the
clinical sepsis score and a decrease in body temperature and the number of platelets. There was
an increase in the pro-inflammatory cytokine IL-1f in plasma and BAL, an increase in blood
lactate levels, as well as an increase in the levels of organ damage markers AST, ALT, bilirubin
and creatinine in septic mice. Treatment with AM1241 reduced the severity of sepsis by
decreasing the clinical score, attenuated hypothermia, and reduced sepsis-associated lung
injury. The treatment reduced IL-1p, increased IL-10, and improved the survival of septic
animals. These results suggest that the CB: receptor is involved in both local and systemic
hyperinflammatory processes, therefore, pharmacological intervention with CB> agonists may
be considered as an adjunct therapeutic approach in sepsis.

Keywords: sepsis; lung; cannabinoid receptor type 2.
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1 INTRODUCAO

1.1 SEPSE/CHOQUE SEPTICO: DEFINICAO, EPIDEMIOLOGIA E FISIOPATOLOGIA

A sepse representa uma das maiores causas de morte em todo o mundo e é a causa mais
comum de internacbes em unidades de terapia intensiva (UTI), além de ser reconhecida pela
Organizacdo mundial da saude (OMS) como um importante problema de satde publica global
(Machado et al., 2023; World Health Organization, 2017). Derivada do grego "sepsis”, a
palavra sepse tem como significado decomposi¢cdo de matéria organica animal ou vegetal na
presenca de bactérias (Geroulanos; Douka, 2006). O termo "sepse" foi recentemente revisado e
0 consenso mais atual (Sepsis-3) define a sepse como uma disfuncdo organica com alto risco
de morte causada por uma resposta desregulada do hospedeiro frente a uma infeccéo (Singer et
al., 2016). A evolucgdo da sepse pode levar a um quadro chamado de choque séptico, que esta
associado a desregulacdo circulatoria, celular e metabdlica com um indice de mortalidade ainda
maior em relacdo ao da sepse. Clinicamente, o chogue séptico € identificado quando ocorre uma
hipotensdo persistente, havendo a necessidade de vasopressores para manter a pressao arterial
média (PAM) superior a 65 mmHg e o lactato sérico superior a 2 mmol/L ap6s reanimacéo
volémica adequada (Font; Thyagarajan; Khanna, 2020).

O quadro de sepse pode evoluir a partir de uma infec¢do primaria causada por bactérias,
fungos, virus ou protozoarios. Os mais prevalentes patdgenos responsaveis pela infeccao inicial
sdo as bactérias gram-negativas, principalmente as espécies Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli e Klebisiella pneumoniae (Angus; van der Poll, 2013). A fonte mais comum
de infeccdo entre os pacientes sépticos internados em UTIs séo os pulmdes (64%), abddmen
(20%), corrente sanguinea (15%) e trato urinario (14%) (Font; Thyagarajan; Khanna, 2020).
Ademais, existem alguns fatores associados a gravidade e ao prognostico da sepse, entre eles
estdo a idade, sexo, presenca de comorbidades, e a fonte de infecgdo. Tendo em vista que as
infeccdes pulmonares sdo mais frequentes no inverno e estas retratam uma das principais causas
de sepse, as estacOes do ano sdo fatores de extrema relevancia (Esposito et al., 2017).

Apesar de ser uma prioridade de salde, os dados representativos da carga mundial de
sepse sdo limitados por se tratar de uma complicacao causada por infeccéo subjacente. Segundo
Rudd et al. (2020), em 2017, cerca de 48,9 milhdes de casos de sepse foram registrados em
todo 0 mundo e 11,0 milhGes de mortes foram relatadas, caracterizando 19,7% de todas as
mortes globais. A incidéncia da sepse varia de forma substancial nas regides do planeta e paises

de baixa renda apresentam uma situacdo ainda mais grave. O Brasil apresenta uma estimativa
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de mais de 200.000 mortes em pacientes adultos com sepse tratados em UTI por ano, uma
incidéncia de 36,3 casos por 1.000 pacientes/dia (Machado et al., 2017). Diante destas altas
taxas de incidéncia e mortalidade, a sepse demonstra ser um problema de extrema relevancia,
especialmente no que diz respeito a custos nos setores publico e privado de satde. De acordo
com os dados de 2016 do Instituto Latino Americano de Sepse (ILAS), o gasto com cuidados
aos pacientes com sepse grave ou choque séptico no Brasil foi de US$ 10.595, um gasto diério
médio de US$ 1.028. Curiosamente, o custo diario de pacientes que ndo sobrevivem é mais
elevado contribuindo com a associacdo de gravidade e custos (Rosa; Pessoa; Aragédo, 2019).

Atualmente ndo existe um teste especifico para diagnosticar a sepse. Por esse motivo,
para a identificagdo de casos de sepse na clinica, sinais de disfuncdo organica sdo observados
nos pacientes, sendo avaliado pelas pontuacdes Sequential Organ Failure Assessment (SOFA)
e Quick SOFA (qSOFA). Os critérios do qSOFA incluem: pressdo arterial sistlica menor que
100 mmHg, frequéncia respiratoria maior que 22/min e diminuicdo do nivel de consciéncia
(escala de coma de Glasgow inferior a 15). J& os critérios de SOFA, utilizados para confirmacéo
da disfuncdo orgénica presente na sepse, incluem: baixa pressao arterial de oxigénio e fracao
de oxigénio inspirado (PaO2/FiO>), hipotenséo refrataria a vasopressores, plaquetopenia, baixo
escore na escala de Glasgow, aumento de bilirrubinas, creatinina e oliguria. Quando o paciente
apresenta dois ou mais pontos dos critérios SOFA, é definido um quadro séptico (Singer et al.,
2016) (Figura 1).
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Figura 1 - Fluxograma de critérios clinicos para identificacdo de pacientes com sepse e
choque séptico.
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Fonte: elaborado pela autora. Adaptado de Singer et al., 2016.

A patogénese complexa da disfuncéo organica nos casos de sepse ocorre por diversos
fatores e inclui ndo somente desequilibrio da resposta inflamatéria, mas também disfuncéo
imune, dano mitocondrial, coagulopatia, anormalidades da rede imune neuroenddcrina, estresse
do reticulo endoplasmatico, autofagia e outros processos fisiopatoldgicos que desencadeiam
uma disfuncdo de érgdos (Huang; Cai; Su, 2019). O sistema imunoldgico inato, composto
principalmente por macrofagos, neutrofilos, células dendriticas e células natural killers é
responsavel pela resposta que ocorre no processo inflamatorio inicial do quadro séptico. A
ativacdo do sistema imune inato € mediada por receptores de reconhecimento de padrfes
(PRRs) e envolve o reconhecimento de patégenos ou seus produtos, os chamados padrfes
moleculares associados a patdgenos (PAMPs) e padrdes moleculares associados a danos
(DAMPs), nas células de defesa do hospedeiro. Dentro do contexto dessa resposta, fatores
exogenos derivados do patdégeno, como por exemplo lipopolissacarideo (LPS), e fatores
enddgenos liberados pelas células lesadas, podem interagir com varios PRRs, como por
exemplo os receptores Toll-like (TLRs) (Angus; van der Poll, 2013; Cohen, 2002).

Ao se tratar de bactérias gram-negativas, o LPS presente na parede celular é reconhecido
pelos receptores Toll- like receptor 4, que leva a uma cascata de sinalizagéo intracelular. Essa

classe de receptores possui diversas fungdes, mas em especial na sepse, 0 resultado dessa
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cascata de sinalizacdo intracelular leva a ativacdo de diversos fatores de transcri¢cdo, como o
fator nuclear kappa B (NF-kB), que esta envolvido no controle da expressao de diversos genes
ligados a resposta inflamatoria.

Todos esses eventos sdo seguidos pela producao de citocinas inflamatorias, em destaque
as citocinas pro-inflamatorias fator de necrose tumoral a (TNF-a) e interleucina-1p (IL-1pB),
além da liberacdo de mediadores anti-inflamatdrios como a interleucina 10 (IL-10), envolvida
na resposta anti-inflamatoria compensatoria (O’Brien et al., 2007). Ha também outros
mediadores reguladores da resposta inflamatdria como as enzimas 6xido nitrico sintases (NOS),
ativacdo e recrutamento de leucdcitos para os tecidos afetados pela infecgdo e expressao de
moléculas de adesdo pelas células endoteliais que participam do recrutamento de células do
sistema imune (Angus; van der Poll, 2013).

As células endoteliais desempenham um papel essencial nas respostas sistémicas apds
uma infeccdo (Joffre et al., 2020). A disfuncdo endotelial estd diretamente relacionada a
disfuncdo organica presente na sepse, isso porque as alteragdes do fluxo sanguineo
microvascular sdo frequentes em pacientes com sepse, levando a lesGes de Orgaos e
consequentemente a faléncia de orgaos (De Backer et al., 2002; Joffre et al., 2020). Embora
ndo se saiba ao certo quais mecanismos sdo capazes de levar a disfungcdo microcirculatoria,
alguns estudos apontam que DAMPs e PAMPs, estresse oxidativo e produgao alterada de 6xido
nitrico contribuem para a disfuncdo endotelial (Pool; Gomez; Kellum, 2018).

As citocinas pré-inflamatorias estimulam a sintese de moléculas de adesdo em células
endoteliais, levando a migracao dos leucécitos da microcirculacdo para os locais infectados.
Apesar dos neutrofilos ativados destruirem os microrganismos, eles sdo capazes de causar um
aumento da permeabilidade vascular, levando ao extravasamento de fluido e proteinas
plasmaticas para os tecidos (Henkin et al., 2009; King et al., 2014). As células endoteliais
ativadas liberam diversas substancias, entre elas o vasodilatador 6xido nitrico (NO), que tem
papel essencial na patogénese do quadro de sepse. Durante a sepse ocorre um aumento
significativo na producdo de NO, causando uma vasodilatacdo excessiva, além da formacéo de
radicais livres que sdo responsaveis por efeitos toxicos (revisado em ASSREUY, 2006).

Outra resposta que possui um importante papel na fisiopatologia da sepse € a ativagdo
do sistema de coagulacdo juntamente com a inibi¢do dos fatores anticoagulantes enddgenos.
Quando ocorre lesdo endotelial ou a ativacdo do mesmo na presenca de citocinas inflamatorias,
a cascata de coagulacédo é ativada. Sabe-se que a sepse resulta em uma cascata descontrolada
de coagulacdo, levando & coagulacdo intravascular disseminada, associada a coagulacdo

exacerbada, anticoagulacédo prejudicada e remocéo de fibrina reduzida. Como resultado, ocorre
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a microtrombose em pequenos vasos, deposicdo de microcoagulos e obstrucdo de circulagéo,
prejudicando o fluxo sanguineo e contribuindo para a hipoperfusdo e, consequentemente,
disfuncéo organica (Machado; Silva, 2006).

Embora a resposta inflamatdria desregulada seja uma importante caracteristica da sepse,
elando é a Unica. A disfuncédo endotelial juntamente com a cascata descontrolada de coagulacao
sdo fatores que estdo diretamente relacionados a graves prejuizos ao hospedeiro além de

estarem associados a faléncia de multiplos 6rgéos presente na sepse (Figura 2).
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Figura 2 - Esquema simplificado do mecanismo fisiopatoldgico da sepse que contribui para a
disfuncéo organica.

LPS e outros componentes bacterianos
|

—

T -
- - _:g-/r - ——

—
—
! L )

.f"“‘,‘fl'_-

i i i
= ’E \ ’
% Y p

Monacitos e

S ¥

Endotélio Neutrofilos

macrofagos
Citocinas

Espécies reativas de Prostanoides

oxigénio e nitrogénio
t Fator tecidual Complemento,
t Moléculas de adesdo Cininas

. . uimiotaxia
Efeito pro-coagulante .Q : L.
enzimas lisossdmicas

Coagulopatia Febre Vasodilatacio Enfraqugcmento
| | | capilar

Fonte: elaborado pela autora. Adaptado de Lolis e Bucala, 2003.

Sepse e faléncia de multiplos drgdos



20

1.2 MODELOS PARA ESTUDO DA SEPSE

Os modelos murinos de sepse mais utilizados para o estudo dessa condic¢do incluem
administracdo de endotoxina, como por exemplo LPS bacteriano, ligadura e puncéo cecal (CLP)
e injecdo de patdgenos vivos (Kingsley; Bhat, 2016). A sepse induzida por pneumonia é um
modelo clinicamente relevante pois as infeccdes das vias aéreas sdo as mais comuns entre 0s
pacientes sépticos. Trata-se de um modelo que permite varias vias de administracdo como a
intranasal, intratraqueal, intrabrénquica, spray, dentre outras (Korneev, 2019).

A sepse induzida por pneumonia atraves da administracdo intratraqueal (i.t) da bactéria
Klebsiella pneumoniae, mimetiza um foco infeccioso de inicio pulmonar e posteriormente
progride para um gquadro de sepse (Figura 3). De acordo com SORDI et al. (2013), esse modelo
é interessante para estudar as alteracdes inflamatorias e cardiovasculares que ocorrem na sepse,
pois é possivel observar nos animais alteragcdes histopatoldgicas pulmonares, leucopenia,
aumento nos niveis de TNF-a e IL-1p, hipotensdo e hiporresponsividade aos vasoconstritores,
aumento nos niveis dos metabolitos do NO e na expressdo da 6xido nitrico sintase induzida
(NOS-2).

Figura 3 - Esquema representativo do modelo de sepse induzida por pneumonia.
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1.3 SISTEMA ENDOCANABINOIDE

O sistema endocanabinoide vem sido amplamente investigado e parece estar envolvido
no desenvolvimento do sistema nervoso, com participacao relevante em processos cognitivos e
fisiologicos. Ele é composto pelos receptores canabinoides (CBR) CB;1 e CB», seus ligantes
enddgenos, chamados de endocanabinoides (eCBs) e as enzimas responsaveis pelo transporte,
sintese e degradacdo dos eCBs (Lu; Mackie, 2021). Os principais eCBs sdo
aracdonoiletanolamida, mais conhecida como anandamida (AEA) (Devane et al., 1992), e 0 2-
aracdonoilglicerol (2-AG) (Mechoulam et al., 1995; Sugiura et al., 1995). Esses eCBs ativam
0s CBR, onde AEA se comporta como um agonista parcial de CB1 e CBze 0 2-AG um agonista
pleno dos dois receptores. Além dos eCBs, existem também os canabinoides exdgenos ou
derivados de plantas (fitocanabinoides), que se referem aos canabinoides extraidos da Cannabis
sativa, e os sintéticos (Hourani; Alexander, 2018).

Um grupo cléssico de agonistas dos CBR s&o os derivados de dibenzopiranos, como o
A°-tetraidrocanabinol (THC), principal constituinte psicoativo da Cannabis, e 0 11-hidroxi-A®-
THC-dimetilptil (HU-210). Por outro lado, agonistas com maior afinidade por receptores CB:
do que CB: incluem os compostos AM1241, HU-308 e JWH-133. Alguns compostos foram
desenvolvidos para ter uma acéo antagonista dos CBR, como é o caso do rimonabanto e seus
analogos estruturais AM251 e AM281, com afinidade para o receptor CB1, € 0 composto

AMG630, que bloqueia a acao do receptor CB> (Pertwee, 2010).

Quadro 1 - Principais agonistas e antagonistas canabinoides.

Nome Alvo Acdo
A°-THC CB1/CB: Agonista
HU-210 CB41/CB: Agonista

AM1241 CB2 Agonista

HU-308 CB: Agonista

JWH-133 CB2 Agonista
Rimonabanto CB: Antagonista
AM251 CB: Antagonista
AM281 CB: Antagonista
AM630 CB: Antagonista

Fonte: elaborado pela autora.

Os CBR pertencem a familia dos receptores acoplados a proteina G principalmente do
tipo inibitoria (Gilo), e possuem sete dominios transmembrana, um dominio amino-terminal

extracelular e um dominio carboxila-terminal intracelular. O processo de ativacdo dos CBR por



22

seus ligantes envolve a dissociacdo da proteina G acoplada em subunidade alfa, que se liga a
adenilato ciclase (AC) inibindo a sua atividade, reduzindo os niveis de adenosina 3'5'-
monofosfato ciclico (AMPc) e, portanto, a ativacdo da proteina quinase A (PKA) (Howlett,
2005). Além dessa via, a ativacdo dos CBR regula de maneira positiva a cascata de sinalizacao
da proteina quinase ativada por mitdgeno (MAPK), que € associada a migragdo, proliferacdo e
apoptose celular, e ainda a producdo de citocinas inflamatorias (Figura 4) (revisado em
MALFITANO et al., 2014).

Figura 4 - Representagdo das vias de sinalizago dos receptores canabinoides acoplados a
proteina Gil/o.

AEA/2-AG

Fonte: elaborado pela autora.
Na figura estdo representados: anandamida (AEA), 2-aracdonilglicerol (2-AG), receptor canabinoide (CBR),
proteina G inibitoria (Gilg), proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK), adenilato ciclase (AC), adenosina
3',5'-monofosfato ciclico (CAMP) e proteina quinase A (PKA).
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Os receptores CB1 séo conhecidos por suas propriedades psicoativas, sendo expressos
por neurdnios centrais e periféricos, modulando a liberagdo de neurotransmissores. Estes
receptores estdo localizados em areas que envolvem controle motor, resposta emocional,
aprendizagem e memoria, entre outras (Kano et al., 2009). Além disso, os receptores CB1 sdo
expressos também em tecidos periféricos, como o sistema cardiovascular, reprodutivo e trato
gastrointestinal (Pertwee, 1997). Por outro lado, os receptores CB2s&o conhecidos por seu papel
na inflamacdo. S&o expressos principalmente nas células do sistema imune, como linfocitos,
macrofagos, células mononucleares, mastocito e microglia, principalmente modulando a
liberacdo de citocinas, além de diversas outras acdes (Howlett; Abood, 2017). Estudos mostram
que estes receptores também estdo presentes no sistema nervoso central, predominantemente
em células da glia (Chen et al., 2017) e em ceélulas endoteliais (Bondarenko et al., 2018).

A participacdo do eCB na sepse vem sendo explorado largamente em diversos trabalhos
na literatura. Por exemplo, recentemente, Liu et al., (2020) relataram que a ativacdo do receptor
CB:2 com agonista HU308 foi capaz de reduzir a lesdo pulmonar em camundongos sépticos,
além de observarem uma reducéo de citocinas pré-inflamatorias (TNF-a, IL-1p e IL-18). Em
outro estudo foi avaliado o efeito da ativacdo do receptor CB> utilizando o agonista JWH-133,
onde demonstraram uma diminui¢cdo nos niveis séricos de IL-6 e IL-1B, além de uma
diminuicdo na expressao de TNF-a, IL-6, IL-1B e NF- kB no cérebro, pulmao, figado e coragao
de ratos sépticos (Cakir et al., 2020).

Os receptores CB; possuem uma participacdo importante na modulagdo da resposta
imune e dos processos inflamatdrios, se tornando uma alternativa terapéutica relevante no
quadro de sepse. Contudo, os mecanismos pelos quais esses receptores exercem seus efeitos

precisam ser melhor elucidados.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O principal objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de um agonista de receptores
canabinoides do tipo 2 (CB2) nas alteragdes inflamatdrias em um modelo de sepse induzida por

pneumonia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Induzir a sepse experimental e avaliar a sobrevida, escore de severidade septica e
temperatura dos animais;

2. Auvaliar as alteracdes histoldgicas no tecido pulmonar 24 h ap6s a inducdo da sepse por
pneumonia;

3. Avaliar o aumento da permeabilidade vascular e formacdo de edema pulmonar atraves
da proporcdo de peso umido/seco dos tecidos pulmonares;

4. Avaliar a disfuncdo renal e hepatica pela determinacdo de marcadores de dano de 6rgaos
no plasma e avaliar a quantidade de plaguetas no sangue de camundongos 24 h apos a
inducdo da sepse por pneumonia;

5. Awvaliar citocinas inflamatérias no lavado broncoalveolar (BAL) e no plasma 24 h
apos a inducédo da sepse por pneumonia;

6. Awvaliar a expressdo dos receptores CB; nas células do lavado broncoalveolar (BAL) em
camundongos machos 24 h apés a inducdo da sepse por pneumonia, utilizando a técnica
de citometria de fluxo;

7. Auvaliar o efeito do tratamento com agonista CB, (AM1241) nas alteraces observadas

nos objetivos especificos 1 a 6.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos sui¢os machos, com idade entre 50 e 60 dias, fornecidos
pelo Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Os animais foram
levados para o biotério do Laboratdrio de Farmacologia Cardiovascular e Renal (LabCaRe) e
tratados com anti-helmintico Albendazol (2mL/300mL agua de beber) por 3 dias. Apos este
tratamento, os animais foram mantidos em repouso por pelo menos 7 dias antes da realizagédo
dos experimentos. Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura controlada (22 +
2°C), ciclo claro/escuro (12 h/12 h) e com livre acesso a comida e agua. Todos os procedimentos
foram aprovados pelo Comité de Etica para Uso de Animais (CEUA/UFSC), projeto nlimero
9074250219.

3.2 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.2.1 Modelo experimental de sepse induzida por pneumonia

Para realizacdo do modelo de sepse induzida por pneumonia, camundongos suicos
machos foram anestesiados com anestésico inalatorio (isoflurano 5%), seguido pela
manutencdo anestésica via mascara facial (isoflurano 3%). Os animais foram mantidos na
posicdo supino inclinado e apds a confirmacdo da auséncia de reflexos, assepticamente foi
realizada uma pequena incisdo de 5 mm na pele na regido ventral do pescoco. A musculatura
foi levemente afastada para a identificacdo da traqueia, onde foram injetados 50 pulL de uma
suspenséo de Klebsiella pneumoniae conforme trabalhos prévios (Sordi et al., 2013). A pele foi
suturada e os animais receberam PBS estéril aquecido (30 mL/Kg, 37 °C) pela via subcutéanea,
para reposi¢cdo volémica. Os animais foram mantidos a 37 °C até recuperacdo da anestesia e

alocados em ambiente com temperatura e luz controlados.

3.2.2 Grupos experimentais e protocolo de tratamento

Camundongos machos foram submetidos ao modelo de sepse induzido por pneumonia

e animais naive foram utilizados como controle. 6 e 12 h apés a inoculagdo da bactéria, os
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animais receberam o agonista CB> AM1241 (3 mg/kg; i.p.) ou o veiculo dimetilsulféxido
(DMSO) (6%) em PBS (do inglés, Phosphate buffered saline; NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM,
KH2PO4 1,5 mM e NaHPO4 8,1 mM; pH 7,4). A dose do agonista CB; foi escolhida com base
na literatura (Barutta et al., 2011; Curto-Reyes et al., 2010). As andlises foram realizadas 24 h

apos indugdo do quadro de sepse. Os animais foram divididos em 3 grupos:

Naive
Sepse + Veiculo (DMSO)
Sepse + agonista CB>
AM1241

3.2.3 Obtencédo de amostras de sangue e lavado broncoalveolar (BAL)

Para a coleta de sangue e BAL, o0s animais foram anestesiados com cetamina e xilazina
(90 e 10 mg/kg, respectivamente) por via intraperitoneal (i.p.). Apds confirmacdo da auséncia
de reflexos, o sangue foi coletado por puncdo cardiaca, centrifugado e o plasma resultante foi
armazenado em freezer a — 80 °C para as analises.

Além disso, 0s animais tiveram suas traqueias expostas e um cateter (21 G) acoplado a
uma seringa que foi introduzido na traqueia para que fosse possivel injetar vagarosamente 1
mL de PBS estéril nos pulmdes dos animais, sendo em seguida o liquido aspirado de volta a

seringa. Este procedimento foi repetido 3 vezes para a coleta do BAL.

3.2.4 Avaliacéo da sobrevida, escore de severidade séptica, peso e temperatura

Foi investigada a sobrevida dos animais frente ao tratamento com agonista CB:
(AM1241). Para tal, foi observada a curva de sobrevida dos animais a cada 24 h pelo tempo
total de 72 h apds inducdo da sepse. Além disso, foi realizado o escore de severidade séptica
observando parametros descritos na literatura (Alves et al., 2022) como letargia, piloerecéo,
tremores, exsudatos periorbitais, dificuldade respiratdria e diarreia, onde valores de escore >3
foi considerada sepse grave e valores <3 sepse moderada. Por fim foi realizada a afericdo de
temperatura em 24 h por via retal. Durante a avalia¢do os animais foram mantidos em local com
temperatura e ciclo de luz controlados, com livre acesso a ragao e agua. Ao final da curva os
animais que sobreviveram foram eutanasiados com sobredose de anestésico cetamina e xilazina
(200/50 mg/kg).
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3.2.5 Histologia e escore patoldgico do tecido pulmonar

3.2.5.1 Coleta e processamento dos tecidos

Os animais foram anestesiados com cetamina e xilazina (90 e 10 mg/kg,
respectivamente) por via intraperitoneal (i.p.). Apds confirmacdo da auséncia de reflexos, 0s
animais foram perfundidos com uma solucdo de paraformaldeido 4%. Em seguida os tecidos
foram coletados, preenchidos com 1 mL de solucgéo de formalina 4% e deixados nessa solugéo
por 24 h para fixac&o, e apds isso a solucéo foi substituida por etanol 70%. As amostras foram

colocadas individualmente em cassetes histolégicos identificados.

3.2.5.2 Inclusao dos tecidos

Logo ap6s o término do processamento as amostras foram levadas ao equipamento
Emblocador de amostras Leica EG1150H, proveniente do LAMEB-UFSC. Com a parafina em
estado liquido, os cassetes foram transferidos para o recipiente de ambientacdo, onde
permaneceu de 40 a 60 minutos para adequar-se a temperatura, cada cassete foi retirado do
banho de parafina e os tecidos imersos em uma forma com parafina. Apds ajeitar a amostra, 0
material foi levado a uma placa fria para a solidificacdo da parafina e consequentemente a
formacéo do bloco.

3.2.5.3 Seccéo dos tecidos

Depois de 24 h emblocados a 4 °C, os tecidos foram levados ao Micrétomo Rotativo
Leica RM2255 do LAMEB e seccionados na espessura de 5 um. Assim que o seccionamento
alcangou o material, os filetes de parafina foram colocados em banho-maria contendo oito
gramas de gelatina sem sabor diluidos em 4 litros de agua. A parafina com o tecido ficou em
média 5 minutos no banho-maria para estabilizar e em seguida os cortes foram colocados em

laminas histoldgicas, seguindo para secagem ao ar livre.

3.2.5.4 Coloracao das laminas histoldgicas
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Depois do material seco, as laminas histolégicas seguiram para o equipamento de
Sistema de Coloragdo de Laminas Leica AutoStainer XL proveniente do LAMEB-UFSC,

seguindo o protocolo padréo de coloracdo com hematoxilina e eosina.

3.2.5.5 Anélise histoldgica dos tecidos
Os cortes foram analisados de maneira semi-quantitativa com base no grau e extensao
da inflamag&o como descrito previamente (Beck et al., 2001; Sordi et al., 2013). Utilizou-se a

escala representada no Quadro 2.

Quadro 2 - Pontuacdo de escore utilizado para avaliacdo de dano microscopico.

Escores Descrigdo
0 Auséncia de inflamacao
1 Pouca/moderada infiltracdo de células
2 Infiltrado inflamatdrio envolvendo aproximadamente 25-50% do pulméo
3 Infiltrado inflamatdrio severo envolvendo 50-75% do pulmé&o
4 Infiltrado inflamat6rio em praticamente todo tecido pulmonar

Fonte: elaborado pela autora.

3.2.6 Razdo de peso umido/ seco do tecido pulmonar

Os animais foram anestesiados com a solucdo de cetamina e xilazina (90 e 10 mg/kg,
respectivamente) por via intraperitoneal (i.p.) e foram obtidos tecidos pulmonares. O lobo
pulmonar superior esquerdo foi pesado (peso Umido) e seco em estufa mantida a 70 °C até que
0 peso se mantivesse constante (peso seco) conforme trabalhos prévios (Zhou et al., 2022). As

razdes de peso Umido/seco do pulmé&o foram calculadas e expressas como valor relativo.

3.2.7 Determinacdo de marcadores de dano de 6rgdos e contagem de plaquetas

No sangue coletado dos animais (item 3.2.3) foi realizada a determinagéo de lactato
atraveés de aparelho medidor de lactato (Accutrend Plus Roche Diagnostics). A contagem de
plaquetas foi feita utilizando um hemocitémetro. Posteriormente o plasma foi obtido e realizou-

se as determinagdes de creatinina, bilirrubina, aspartato aminotransferase (AST) e alanina
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aminotransferase (ALT). Essas determinacfes foram realizadas com kits comercialmente

disponiveis (LabTest, Lagoa Santa, MG) de acordo com as instrugdes do fabricante.

3.2.8 Quantificacdo de citocinas inflamatdrias

A citocina anti-inflamatoria IL-10 foi mensurada no plasma e a citocina pré-inflamatoria
IL-1B foi mensurada no BAL e no plasma através de kits de ELISA comercialmente

disponiveis.

3.2.9 Expresséo dos receptores CB: por citometria de fluxo

As amostras de BAL obtidas no (item 3.2.3) foram incubadas por 5 minutos com solugéo
de lise (Gibco® ACK lysing buffer, Invitrogen, UK). Em seguida, as células foram lavadas e
centrifugadas (1200 g, 5 min, 4 °C). Aliquotas de 2-5 x 10° células foram suspensas em tamp&o
de citometria e incubadas com anticorpo anti-FPR2 (clone M-73; Santa Cruz Biotechnology,
CA, USA) e varias combinac@es de anticorpos especificos para as moléculas de superficie de
interesse: Gr-1-PE (Ly-6G e Ly-6C; clone RB6-8C5), F4/80 eFluor® 450 (marcador pan de
macrofagos; clone BM8, eBioscience, CA, EUA) e CB> (Cayman Chemicals, Ann Arbor, Ml,
USA, cat n. 101550). Apds este periodo, as amostras foram novamente lavadas e incubadas (0,5
h, 4 °C, escuro) com anticorpo secundario anti-IgG conjugado com Alexa Fluor 488 (Invitrogen,
UK). Apds o tempo de incubacdo, as amostras foram centrifugadas (1200 g, 5 min, 4 °C), o
sobrenadante descartado, as células foram suspensas em tampdo de citometria e adquiridas pelo
citdbmetro de fluxo (FACSCanto 11, BD Biosciences, CA, EUA). Os dados foram coletados com
o programa FACSDiva (BD Biosciences, CA, EUA) e analisados utilizando o software Flowjo
(Tree Star, Ashland, OR, EUA).

3.3 ANALISE ESTATISTICA

Os valores obtidos foram expressos como média + desvio padrdo da média do namero
de animais utilizados em cada experimento. Foi verificado se os dados apresentaram
normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e homogeneidade de variancias pelo teste de Bartlett.
Quando necessario, foi realizada transformacéo logaritmica para garantir a normalidade e

homogeneidade das variancias.
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A significancia estatistica foi analisada por analise de variancia de uma via (one way
ANOVA) seguida do teste post hoc de Tukey. As diferengas na sobrevivéncia foram
determinadas com o teste log rank. Os dados ndo paramétricos foram analisados por Kruskal-
wallis seguido de teste post hoc de Dunn e o teste de Mann-Whitney. Os outliers foram
detectados e removidos. Os dados foram expressos como media + desvio padrdo e um valor de
p inferior a 0,05 foi considerado significativo. Foi utilizado para as analises dos dados o

software comercial de gréaficos e estatisticas GraphPad Prism 9.0 (San Diego, CA, EUA).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 SOBREVIVENCIA, ESCORE DE SEVERIDADE SEPTICA E TEMPERATURA
CORPORAL

A sepse é uma condicdo que pode progredir rapidamente e é descrita por uma alta taxa
de mortalidade. O risco de morte aumenta a medida que a gravidade da sepse progride. Na
literatura ja foi demonstrado que ha uma melhora na sobrevida global em modelos de sepse em
camundongos usando agonistas sistémicos do receptor CB, (GUI et al., 2013; ZHANG et al.,
2021). Desse modo, inicialmente foi realizada a curva de sobrevivéncia dos animais. Observou-
se que 0s animais septicos tratados com AM1241 exibiram um aumento significativo no
percentual de sobrevivéncia quando comparados aos animais sépticos que receberam apenas
veiculo (Fig. 5A). Além disso, o tratamento com o agonista AM1241 demonstrou uma
diminuicdo na pontuacédo de gravidade da sepse (Fig. 5B).

As alteracbes na temperatura corporal podem ser frequentemente observadas em
pacientes e animais experimentais. Em determinadas situaces, humanos e roedores apresentam
respostas diferentes as infec¢des. Geralmente, os animais apresentam uma diminui¢do da
temperatura corporal em resposta a uma infecgéo (Saito et al., 2003). Por exemplo, Alexander
et al (1991) observaram que, ap6s o CLP, os ratos desenvolvem gradualmente taquicardia,
hipotensdo, taquipneia e hipotermia. Vale destacar que alguns autores demonstraram que
pacientes com sepse que desenvolvem hipotermia apresentam mortalidade significativamente
maior, além de pontuacdes de avaliacdo de faléncia de 6rgdos muito mais altas (Arons et al.,
1999; Clemmer et al., 1992). Os resultados deste trabalho mostraram que o tratamento com
AM1241 foi capaz de restaurar a temperatura corporal dos animais sépticos (Fig. 5C).

Todos esses achados sugerem que o tratamento com o agonista AM1241 melhora a
sobrevida e diminui a gravidade da sepse, além de atenuar a hipotermia induzida por esse

quadro.
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Figura 5 - Efeito do agonista CB na sobrevida, gravidade da sepse e temperatura.
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Os camundongos foram inoculados (i.t.) com 3 x 108 UFC de K. pneumoniae. Seis e 12 h ap6s receberam veiculo
ou o agonista CB, (AM1241) e a taxa de sobrevivéncia foi avaliada até 72 h. Os resultados foram expressos
como percentual de sobrevivéncia (A) (n = 15, teste log-rank). A gravidade da sepse foi avaliada por meio de um
escore clinico (B) (n = 6-11, kruskal-wallis seguido de teste post hoc de Dunn) e a temperatura corporal foi
observada em 24 h ap6s a cirurgia (C) (n = 8-11, analise de variancia de uma via (one-way ANOVA) seguida do
teste post hoc de Tukey). Os resultados representam a média + desvio padrdo e cada ponto representa um animal.
*p<0,05.

4.2 ALTERACOES HISTOLOGICAS NO TECIDO PULMOMAR

O sitio mais comum de infec¢do dos pacientes sépticos sdo 0s pulmdes, sendo este um
dos 6rgdos mais vulneraveis na sepse. Além disso, a lesdo pulmonar associada a sepse se
apresenta histologicamente com infiltracdo de células inflamatorias, danos as células
endoteliais e edema (Angus; van der Poll, 2013; Liu et al., 2020). Hall et al (2022) investigaram
o efeito do agonista CB> HU-308 na inflamacg&o pulmonar em um modelo experimental animal
de lesdo pulmonar aguda induzida por pneumonia e observaram que o tratamento reduziu
modestamente a lesdo pulmonar histolégica, sugerindo uma atenuacdo da lesdo pulmonar.
Quando comparado aos pulmdes dos animais controle (Fig. 6A e 6D), os camundongos sépticos
apresentaram lesdo pulmonar com exsudato e infiltracdo visivel de células inflamatdrias nos
alvéolos pulmonares (Fig. 6B e 6E). O tratamento dos animais com AM1241 (Fig. 6C e 6F)
atenuou a lesdo pulmonar significativamente (Fig. 6G). Esses achados sugerem que o

tratamento com o agonista AM1241 reduz a lesdo pulmonar associada a sepse.
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Figura 6 - Efeito do agonista CB2 na histologia pulmonar de camundongos submetidos a sepse
induzida por pneumonia.
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Os camundongos foram inoculados (i.t.) com 3 x 108 UFC de K. pneumoniae. Seis e 12 h ap6s receberam veiculo
ou 0 agonista CB, (AM1241) e 24 h ap6s, foram sacrificados. Os pulmdes foram coletados, seccdes de 5 um
foram obtidas e coradas com HE. Imagens representativas dos pulmdes sdo mostradas com objetiva de 20x (A-
C) e 40x (D-F). O escore de dano pulmonar ¢ exibido no painel G e foi realizado conforme detalhado na se¢do
de métodos. Os resultados representam a média + desvio padrédo e cada ponto representa um animal (n = 9).
*p<0,05, teste de Mann-Whitney.

4.3 RAZAO PESO UMIDO/SECO DO PULMAO

A razdo do peso umido/seco do pulmédo é um indice bastante utilizado em trabalhos
experimentais para avaliar aumento da permeabilidade vascular e formacdo de edema
pulmonar.

Como esperado, durante a sepse foi possivel observar um aumento de edema pulmonar
nos animais quando comparados aos pulmdes dos animais controle, corroborando outros dados
da literatura (Jiang; Chen; Jiang, 2020) e também os resultados observados na histologia. Por

outo lado, o tratamento com o0 agonista CB ndo foi capaz de atenuar esse edema (Fig. 7).
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Figura 7 - Efeito do agonista CB2no edema pulmonar de camundongos submetidos a sepse
induzida por pneumonia.
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Os camundongos foram inoculados (i.t.) com 3 x 108 UFC de K. pneumoniae. Seis e 12 h ap6s receberam veiculo
ou 0 agonista CB; (AM1241) e 24 h apés, foram sacrificados. Os pulmdes foram coletados e o lobo pulmonar
superior esquerdo foi pesado e seco em estufa mantida a 70 °C até que 0 peso se mantivesse constante. A razao
do peso umido/seco do pulmao é mostrada na figura. Os resultados representam a média + desvio padrdo e cada
ponto representa um animal (n = 9-10). *p<0,05, analise de variancia de uma via (one-way ANOVA) seguida do
teste post hoc de Tukey.

4.4 DISFUNCAO RENAL E HEPATICA PELA DETERMINACAO DE MARCADORES DE
DANO DE ORGAOS E CONTAGEM DE PLAQUETAS

A disfuncdo ou faléncia de multiplos érgdos da sepse pode afetar diversos sistemas do
corpo, como o sistema nervosa central, respiratorio, cardiovascular, hepatico e renal. Alguns
estudos realizam a analise de marcadores de dano e disfuncdo de 6rgdos para observar a
gravidade sepse e outras doencas. Por exemplo, Ruetten e Thiemermann (1997) observaram
que a endotoxemia causou aumentos nos niveis séricos de ureia e creatinina (disfuncéo renal),
ALT, AST, bilirrubina e y-glutamil transferase (yGT) (lesdo hepética), lipase (lesdo
pancreatica) e lactato. Dessa forma, inicialmente marcadores de dano hepatico foram avaliados
no plasma dos animais. Durante a sepse, foi possivel observar um aumento nos niveis de AST
(Fig. 8A), ALT (Fig. 8B) e bilirrubina (Fig. 8C). O tratamento com AM1241 foi capaz de
diminuir os niveis de AST, sugerindo uma melhora no dano hepatico causado pelo quadro de
sepse. A creatinina, um importante marcador de disfuncdo renal, mostrou um aumento
significativo nos animais sépticos (Fig. 8D). Contudo, o tratamento com AM1241 ndo reverteu
esse aumento. Estes dados sugerem que o tratamento dos animais com AM1241 reduz o dano

hepatico durante a sepse experimental.
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Figura 8 - Dosagem de AST, ALT, bilirrubina e creatinina no plasma de camundongos
submetidos a sepse induzida por pneumonia.
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Os camundongos foram inoculados (i.t.) com 3 x 108 UFC de K. pneumoniae. Seis e 12 h ap6s receberam veiculo
ou o0 agonista CB, (AM1241) e 24 h apés, foram sacrificados. O sangue foi coletado e o plasma foi utilizado para
determinacdo dos marcadores de disfungdo organica. A dosagem de AST (A), ALT (B), bilirrubina (C) e
creatinina (D) é mostrada na figura. Os resultados representam a média + desvio padrédo e cada ponto representa
um animal (n = 7-11). *p<0,05, andlise de variancia de uma via (one-way ANOVA) seguida do teste post hoc de
Tukey.

Em pacientes com sepse, a causa mais provavel para que ocorra aumento dos niveis de
lactato € o fornecimento inadequado de oxigénio (Bakker; Nijsten; Jansen, 2013). Além disso,
um dos critérios utilizados no diagnostico da disfungdo organica presente na sepse € a
plaquetopenia (Singer et al., 2016). Durante a sepse, foi observado um aumento nos niveis de
lactato (Fig. 9A), bem como uma diminui¢do no nimero de plaquetas (Fig. 9B). No entanto, o

tratamento com AM1241 néo conseguiu restaurar os valores normais de lactato e plaquetas.
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Figura 9 - Dosagem de lactato e contagem de plaquetas no sangue de camundongos
submetidos a sepse induzida por pneumonia.
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Os camundongos foram inoculados (i.t.) com 3 x 108 UFC de K. pneumoniae. Seis e 12 h ap6s receberam veiculo
ou 0 agonista CB; (AM1241) e 24 h apds, foi feita determinacéo de lactato (A) e contagem de plaquetas (B)
através do sangue dos animais. Os resultados representam a média * desvio padrdo e cada ponto representa um
animal (n = 5-6). Andlise de variancia de uma via (one-way ANOVA) seguida do teste post hoc de Tukey.
*p<0,05 é considerado significativo.

4.5 CITOCINAS INFLAMATORIAS

As citocinas de forma geral tém como funcdo uma sinalizacdo no organismo frente uma
inflamacdo. A presenca de citocinas pro-inflamatérias na circulacdo indica uma inflamacéo
sisttmica como ocorre na sepse, dessa forma elas se tornam um importante marcador (Walley
et al., 1996). Houve aumento da citocina pré-inflamatéria IL-1p no plasma e no BAL de
camundongos sépticos quando comparados ao grupo controle. O tratamento de camundongos
sépticos com AM1241 reduziu os niveis de IL-1p sistémicos (plasma; Fig. 10B), mas ndo locais
(BAL; Fig. 10A). Além disso, o tratamento dos animais sépticos com o agonista CB», aumentou
a citocina anti-inflamatdria 1L-10 no plasma (Fig. 10C).

Embora o tratamento com AM1241 ndo tenha tido efeito sobre os niveis locais da
citocina pro-inflamatdria IL-1B, os niveis sistémicos desta citocina foram reduzidos pelo
agonista CB;, corroborando outros estudos (Lehmann et al., 2012; Tschop et al., 2009). E
crucial notar que os niveis de IL-10, uma citocina anti-inflamatdria, registraram aumento em
animais que receberam tratamento com AM1241. Estas descobertas sugerem que AM1241

reduziu a inflamac&o sistémica e contribuiu para a resolugédo da inflamacé&o.
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Figura 10 - Dosagem de IL-10 e IL-1p no plasma ¢ BAL de camundongos submetidos & sepse
induzida por pneumonia.
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Os camundongos foram inoculados (i.t.) com 3 x 108 UFC de K. pneumoniae. Seis e 12 h ap6s receberam
veiculo ou o agonista CB, (AM1241) e 24 h apo6s, foram sacrificados. O sangue foi coletado e o plasma foi
utilizado para dosagem da citocina anti-inflamatoria IL-10 (C) e pré-inflamatéria IL-1B (B). No BAL coletado
dos camundongos foi feita a dosagem de IL-1p (A). Os resultados representam a média + desvio padrao e cada
ponto representa um animal (n = 9-10). *p<0,05, andlise de variancia de uma via (one-way ANOVA) seguida do
teste post hoc de Tukey.

4.6 AVALIACAO DA EXPRESSAO DO RECEPTOR CB; EM CELULAS MIELOIDES

O receptor CB2 é expresso principalmente em macréfagos (CD45+, F4/80+) em
comparacgdo com neutréfilos (CD45+, Gr1"9"). Durante a sepse, foi possivel observar uma
reducdo da expressao do receptor CB2 em macrofagos (Fig. 11D), mas ndo em neutrofilos (Fig.
11A), em comparacdo com o grupo controle. O tratamento com AM1241 ndo alterou estes
parametros. Além disso, a sepse aumentou a porcentagem de neutréfilos (CD45+, Gr1"9") em
relacdo aos leucdcitos totais e, consequentemente, a porcentagem de macrofagos (CD45+,
F4/80+) diminuiu, independentemente do tratamento com AM1241 (Fig. 11B e 11E). No
entanto, a avaliacdo das contagens de células mostrou que o tratamento com AM1241 reduziu
0 numero total de neutrofilos e macrofagos no BAL de camundongos sépticos (Fig. 11C e 11F).
Tomados em conjunto, esses resultados mostram uma reducéo da expressao do receptor CB>
em macrofagos durante a sepse induzida por pneumonia, € 0 agonista do receptor CB> AM1241
foi capaz de reduzir a migracdo de macréfagos e neutréfilos para o local inflamatério. Portanto,
é possivel sugerir que esta importante reducdo na expressdo dos receptores CB2 nos macréfagos,
células que desempenham papéis importantes na resposta imunitaria, pode apresentar

consequéncias cruciais na gravidade da sepse induzida por pneumonia.
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A reducdo da migracdo celular para os pulmdes nos camundongos tratados com
AM1241 é consistente com estudos anteriores que demonstram a reducao da adesao e migracao
de leucdcitos em camundongos tratados com agonistas do receptor canabinoide CB2 submetidos
a modelos agudos de endotoxemia e sepse (Lehmann et al., 2012; Leite-Avalca; Zampronio;
Lehmann, 2021).

Embora haja caréncia de dados acerca da expressao e ativacao dos receptores CB», sabe-
se gque a sua ativacdo desempenha um papel fundamental na polarizacdo e migracdo de
leucéitos, regulando a resposta inflamatéria desregulada (Kurihara et al., 2006). Sahinovi¢ et
al (2023) mostraram que baixos niveis de AEA e 2-AG sdo preditores de necessidade de
ventilagdo mecénica invasiva, enquanto baixa concentracdo de AEA est4 associada ao tempo
de internacdo hospitalar superior a 10 dias. Esses achados sobre a expressao/ativacdo do
receptor CB2 em leucdcitos podem representar um novo mecanismo pelo qual a resposta imune

durante a sepse é comprometida.

Figura 11 — Expressédo do receptor CB2 em celulas inflamatorias no BAL de camundongos
submetidos a sepse induzida por pneumonia
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Os camundongos foram inoculados (i.t.) com 3 x 108 UFC de K. pneumoniae. Seis e 12 h ap6s receberam veiculo
ou 0 agonista CB; (AM1241) e 24 h apés, foram sacrificados. Nas células do BAL coletado dos camundongos
foi avaliada a expressdo de CB; pela intensidade de fluorescéncia mediana (IFM) em neutréfilos (CD45+,
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Gr1Ma") (A) e macrofagos (CD45+, F4/80+) (D). (B) Porcentagem de neutrofilos (CD45+, Gr1"ia") em relagdo
aos leucdcitos totais (CD45+, Grl-, Gr1'™¥). (E) Porcentagem de macréfagos (CD45+, F4/80+) em relagdo aos
leucdcitos totais (CD45+, F4/80-). Contagens de células de neutréfilos (C) e macréfagos (F). Os resultados
representam a média + desvio padrédo e cada ponto representa um animal (n = 5). *p<0,05, analise de variancia
de uma via (one-way ANOVA) seguida do teste post hoc de Tukey.
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5 CONCLUSAO

Na sepse experimental, a expressdo dos receptores CB. reduziu em macrofagos
presentes no foco infeccioso. O tratamento dos animais sépticos com o agonista de receptores
CB2 AM1241 reduziu o dano hepatico, atenuou a hipotermia, diminuiu a inflamacéo e leséo
pulmonar, e a inflamacdo sistémica. Além disso, a ativacdo de receptores CB: parece ter
contribuido para a resolucdo da inflamacdo ao promover o aumento da citocina anti-
inflamatdria IL-10. Finalmente, o tratamento foi capaz de aumentar a sobrevida dos animais.
Portanto, os receptores CB» sdo alvos potenciais para controlar o processo inflamatorio
desregulado que ocorre em quadros graves e agonistas destes receptores podem ser uma terapia

adjuvante no tratamento da sepse.
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