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RESUMO

O receptor do tipo Toll 4 (TLR4) é um receptor de reconhecimento de padrdes
(PRR) amplamente distribuido nos macrofagos, responsavel por reconhecer padroes
moleculares associados a patdogenos (PAMPs). O complexo MD2 se integra ao TLR4,
sendo ambos necessarios para o reconhecimento dos lipopolissacarideos (LPS)
presentes na membrana externa de bactérias Gram-negativas, como a Pseudomonas
aeruginosa. Estudos demonstraram que o tratamento com ivermectina melhora a
sobrevivéncia de camundongos apds a administragdo de uma dose letal de LPS,
embora os mecanismos de acgao envolvidos nesse processo ainda nao estejam
elucidados. Desta forma, foram realizados analises in silico utilizando ancoragem
molecular, e foi constatado que a ivermectina se ligaao MD2 do complexo TLR4/MD2.
Para avaliar se essa interagdo afeta a imunofuncionalidade de macrofagos, estes
foram derivados de células da medula 6ssea murina, tratados com ivermectina e
infectados com P. aeruginosa PA14. A ivermectina nao afetou a viabilidade celular,
prejudicou a depuracado bacteriana, reduziu a secrecdo de NO e TNF-a, além de
aumentar a ativagdo de NF-kB em macréfagos RAW 264.7 desafiados com LPS,
sendo esses efeitos revertidos apds a inibicdo do MD2. Camundongos C57BL/6 e
TLR47 foram tratados com ivermectina ou PBS e subsequentemente infectados
intratraquealmente com PA14. O tratamento com ivermectina reduziu a carga
bacteriana pulmonar em camundongos TLR4”-, diminuiu o infiltrado inflamatério e os
niveis de IL-6 e TNF-a, ao mesmo tempo em que aumentou os niveis de IL-17A e IFN-
y nos pulmdes dos camundongos infectados, com efeitos mais pronunciados em
camundongos TLR4”-. Em conjunto, esses achados sugerem que a ivermectina ao se
ligar ao MD2, suprimiu a atividade microbicida dos macréfagos in vitro. No entanto, in
vivo, particularmente em camundongos TLR47, o tratamento com ivermectina
melhorou a depuragao bacteriana, parametros histopatolégicos pulmonares e a
secrecao diferencial de citocinas, destacando uma possivel acdo imunomodulatéria

da ivermectina.

Palavras-chave: ivermectina; macrofago; TLR4; MD-2; Pseudomonas aeruginosa.



ABSTRACT

Toll-like receptor 4 (TLR4) is a pattern recognition receptor (PRR) widely distributed in
macrophages and responsible for recognizing pathogen-associated molecular
patterns (PAMPs). The MD-2 complex associates with TLR4, and both are required for
the recognition of lipopolysaccharides (LPS) present in the outer membrane of Gram-

negative bacteria such as Pseudomonas aeruginosa. Studies have shown that

treatment with ivermectin improves mouse survival following administration of a lethal
dose of LPS, although the mechanisms involved in this process remain unclear. Thus,
in_silico analyses using molecular docking were performed, revealing that ivermectin
binds to MD-2 within the TLR4/MD-2 complex. To evaluate whether this interaction
affects macrophage immunofunctionality, macrophages derived from murine bone

marrow cells were treated with ivermectin and infected with P. aeruginosa PA14.

Ivermectin did not affect cell viability, impaired bacterial clearance, reduced NO and
TNF-a secretion, and increased NF-kB activation in LPS-challenged RAW 264.7
macrophages; these effects were reversed following MD-2 inhibition. C57BL/6 and
TLR47 mice were treated with ivermectin or PBS and subsequently infected
intratracheally with PA14. Ivermectin treatment reduced pulmonary bacterial burden in
TLR47- mice, decreased inflammatory infiltrate and IL-6 and TNF-a levels, while
increasing IL-17A and IFN-y levels in the lungs of infected mice, with more pronounced
effects in TLR4”- animals. Taken together, these findings suggest that ivermectin, by
binding to MD-2, suppressed macrophage microbicidal activity in vitro. However, in
vivo, particularly in TLR4”- mice, ivermectin treatment improved bacterial clearance,
pulmonary histopathological parameters, and differential cytokine secretion,

highlighting a possible immunomodulatory action of ivermectin.

Keywords: ivermectin; macrophages; TLR4; MD-2; Pseudomonas aeruginosa.
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1.0 INTRODUGAO

A ivermectina é um farmaco antiparasitario endectocida de amplo espectro,
com ampla margem de seguranga em mamiferos. Este farmaco € amplamente
utilizado no tratamento de infecgdes parasitarias humanas e veterinarias, onde se liga
a canais de cloreto dependentes de glutamato, levando a hiperpolarizagao celular,
paralisia € morte do parasita (CRUMP, 2017). Nos ultimos anos, aplicacbes
terapéuticas adicionais para a ivermectina tém sido propostas, incluindo a modulagao
de canais ionicos. Khakh e colaboradores (1999) demonstraram que a ivermectina
atua como um modulador alostérico positivo dos receptores P2X4, que sao canais
catibnicos nao seletivos ativados por adenosina trifosfato (ATP) extracelular (KHALH
et al.,, 1990. Cso6ka e colaboradores (2018) mostraram que a ivermectina, em
associagao com ATP, aumentou a depuracdo de Escherichia coli por macrofagos,
melhorou a sobrevida em camundongos sob condi¢gdesde septicemia e reduziu o dano
tecidual geral, em especial nos rins, com a diminui¢gdo dos niveis plasmaticos de uréia
(CZOKA et al., 2018). Apesar desses achados, o papel direto da ivermectina em
células da imunidade inata permanece incompletamente compreendido.

Os macréfagos sao células fagociticas envolvidas na resposta imune inata e
sdo ativados por padrdes moleculares associados a patégenos, como o
lipopolissacarideo (LPS) de bactérias Gram-negativas (SUDA et al., 1995; TOBIAS et
al., 1992). O LPS interage com o receptor Toll-like 4 (TLR4) e sua proteina acessoria,
a proteina de diferenciacdo mieloide 2 (MD-2), iniciando cascatas de sinalizagéo
intracelular que ativam fatores de transcricdo como o NF-kB e, por fim, induzem a
producao de citocinas e quimiocinas proé-inflamatoérias (WANG et al., 2016; VAROL,;
MILDER; JUNG, 2015; ZOU; SHANKAR, 2015; SU et al., 2018). A Pseudomonas
aeruginosa € uma bactéria Gram-negativa reconhecida pelos receptores TLR4 e TLR5
por meio do LPS e da flagelina, respectivamente (GELLATLI; HANCOK; 2013). Trata-
se de um patégeno oportunista clinicamente relevante, frequentemente associado a
infecgdes pulmonares graves e a cepas multirresistentes, tendo sido designado pela
Organizagdo Mundial da Saude como prioritario para o desenvolvimento de novas
terapias antimicrobianas (BOTELHO; GROSSO; PEIXE, 2019; BEM et al., 2023;
BUCIOR; PIELAGE; ENGEL, 2012; RAOST et al., 2009).

Evidéncias da literatura demonstraram que o tratamento continuo com

ivermectina induz disbiose intestinal em animais (BELO et al., 2023; BELO et al., 2025;
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CHEN et al., 2024). Condi¢cdes disbiodticas estao fortemente associadas a modulagao
do eixo intestino—pulmao, aumentando a suscetibilidade a pneumonia por P
aeruginosa em camundongos (ROSA et al., 2020; SANTANA et al., 2022). No entanto,
em contraste com essa hipdtese, animais tratados com ivermectina em estudos
anteriores nao apresentaram aumento da suscetibilidade a infec¢ao (BELO et al.,
2023). Zhang e colaboradores (2008) demonstraram que o tratamento com
ivermectina melhorou a sobrevida de camundongos apos a administragcdo de uma
dose letal de LPS, por meio da inibicdo da producéo de citocinas pro-inflamatorias via
bloqueio da sinalizacdo de NF-kB. Esses autores também mostraram que a
ivermectina suprimiu a produgéo de oxido nitrico e prostaglandina E, em macréfagos
RAW 264.7 desafiados com LPS (ZHANG et al., 2009). Em conjunto, esses achados
sugerem que, apesar de um estado disbiotico intestinal, a ivermectina pode exercer
efeito imunomodulador, atenuando respostas inflamatérias exacerbadas sem
necessariamente comprometer a defesa contra infecgdes.

Assim, considerando a informacao limitada na literatura especializada sobre o
impacto imunofisiolégico da ivermectina em macrofagos infectados por bactérias
extracelulares, ou sobre sua interagdo com padrdes moleculares associados a
patdbgenos capazes de potencializar ou suprimir a ativagdo imune, este estudo
investigou a ligacao da ivermectina a MD-2 no contexto do complexo TLR4/MD-2.
Nossos achados demonstram que a ivermectina atua como um potencial
imunomodulador da resposta inflamatéria, preenchendo uma lacuna critica no
conhecimento disponivel e estendendo os trabalhos de Zhang e colaboradores (2008;
2009), que relataram os efeitos do tratamento com ivermectina in vitro e in vivo

utilizando células ou animais desafiados com LPS.
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1.1 REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 Pseudomonas aeruginosa E RESPOSTA IMUNOINFLAMATORIA

A Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria patogénica oportunista cuja
relevancia clinica deriva de sua elevada adaptabilidade ambiental, caracteristica que
a classifica como uma bactéria ubiqua, sendo considerada em 2017 como uma das
bactérias de maior risco a vida e listada pela Organizagdo Mundial da Saude como
prioritaria para a pesquisa e o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos
(OMS, 2017; QUIN et al., 2022). Pertencente a familia Pseudomonadaceae, trata-se
de um bacilo Gram-negativo ndo fermentador de glicose, com um arsenal diversificado
de fatores de viruléncia que permitem a evaséo do sistema imunologico e a subverséo
dos mecanismos de defesa do hospedeiro (LIAO et al., 2022). Esta bactéria é
denominada P. aeruginosa, uma vez que se encontra disposta em pares, que se
assemelham a uma célula unica cilindrica quando visualizada ao microscépio 6ptico
convencional, e, em sua colbénia macroscépica, encontram-se pigmentos azul-
amarelados, assemelhando-se a coloragao esverdeada (pseudo = falso; monas = uma
unidade; aeruginosa = cheia de ferrugem de cobre ou verde) (HOFMANN et al., 2021).

O genoma de P. aeruginosa possui grande tamanho, sendo um dos maiores
dentre os procariotos, no qual codifica aproximadamente 5.567 genes, com a
presenga de multiplos sistemas regulatérios, regulados por cerca de 468 genes
reguladores, que permitem que P. aeruginosa reorganize rapidamente seu
comportamento em resposta a estresses exdgenos, estimulos celulares e sinais
produzidos pela propria populagao bacteriana, como, por exemplo, a comunicagao por
quorum sensing bacteriano (sendo exemplos a guanosina monofosfato ciclico-di (c-
di-GMP), responsavel pela adesao inicial a mucosa; Las/ e LasR, genes que atuam
regulando, por exemplo, a formacao do biofilme; ou RhIR e Rhll, que controlam sua
disperséo, além dos ramnolipideos), resultando em infecgdes de alta complexidade
fisiopatoldgica, podendo conduzir o paciente infectado a 6bito (KLOCKGETHER et al.,
2011; STOVER et al., 2000; ZHANG et al., 2025; MUKHERJEE et al., 2017).

Embora seja amplamente distribuida na agua, no solo, em superficies
organicas umidas e, majoritariamente, no ambiente nosocomial hospitalar, sua
presenca em tecidos humanos é quase sempre reflexo do comprometimento prévio

da barreira epitelial, de alteragées no muco respiratério, de estado imunodepressivo
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ou do uso de dispositivos invasivos, como respiradores (MUGGEO; CORAUX;
GUILLARD, 2023; VERDIAL et al., 2023). No pulmé&o, essas condigdes constituem um
ambiente altamente permissivo, no qual a bactéria encontra substrato suficiente para
adesdo, expansao, alteragdo fenotipica e persisténcia de forma crénica,
especialmente quando o paciente possui comorbidades associadas que
comprometem as defesas pulmonares e o clearance mucociliar, como a fibrose cistica
(FC), uma doenca pulmonar monogénica autossOémica grave ocasionada por
mutagdes no gene CFTR, na qual o portador apresenta acumulo de muco nos
pulmdes, ou a doenga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) (NICKERSON et al.,
2024).

Um dos principais sitios de infecgdo da P. aeruginosa é o tecido pulmonar, no
qual o processo infeccioso se inicia por mecanismos de adesao mediados por flagelo,
lipopolissacarideo (LPS), alginato e pili do tipo IV, facilitando a aproximacao e a fixagao
da bactéria ao epitélio respiratério, especialmente quando este se encontra danificado
ou recoberto por muco espesso, como em FC, bronquiectasias ou estados de
ventilagdo mecanica (ZHANG et al., 2025; WOOD et al., 2023). A motilidade inicial,
proporcionada pelo flagelo, permite que as células bacterianas alcancem regides
profundas da arvore brénquica, mas, a medida que a infecgao progride, muitas cepas
de P. aeruginosa reduzem a expressao dessa estrutura com o intuito de diminuir o
reconhecimento pelo sistema imunoldgico, dado que a flagelina é um dos padrdes
moleculares associados ao patéogeno (PAMP), o qual ativa fortemente receptores de
reconhecimento de padrées (PRRs), como os receptores semelhantes a Toll (TLRs)
do tipo 5 (TLR5) (LORENZ et al., 2018). Ademais, a atividade endotdxica do LPS,
fortemente reconhecida pelo TLR4, participa desse processo na etapa inicial da
infeccdo, em associagdo com o alginato, um exopolissacarideo mucoide que atua na
protecao frente a componentes antibacterianos do hospedeiro e auxilia a bactéria na
evasao da fagocitose (GOLDBERG; PER, 1996; LIAO et al., 2022). A partir do
momento em que atinge a superficie epitelial, P. aeruginosa codifica um repertério de
fatores de viruléncia extracelulares que ampliam sua capacidade de invasao. Entre
esses fatores de viruléncia, os dependentes de elastases atuam degradando
componentes estruturais do epitélio, modulam proteinas de jungao celular, lisam
hemacias e enfraquecem o movimento de varredura ciliar, comprometendo a
depuracdo mucociliar e produzindo, assim, lesbées no parénquima pulmonar,
denominadas ectima gangrenoso (CASILAG et al., 2016; PRASAD et al., 2020). A
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piocianina, um metabdlito caracteristico da espécie responsavel por catalisar a
producao de superédxido e perdxido de hidrogénio, intensifica o estresse oxidativo,
induz disfungdo mitocondrial e reduz a viabilidade de células epiteliais, além de
estimular a secrecdo de interleucina 8 (IL-8), responsavel pela quimiotaxia de
neutréfilos (DENNING et al., 1998). Ademais, a pioverdina, responsavel pela
coloragao verde macroscopica caracteristica da coldnia, atua como sideréforo na
captacao de ferro, além de regular fatores de viruléncia importantes, como a exotoxina
A, que atua majoritariamente na interrup¢ao da sintese proteica (LAMONT et al., 2002;
BONNEAU; ROCHE; SCHALK, 2020).

O sistema de secrecéo do tipo Il exerce papel fundamental no agravamento da
infeccdo por P. aeruginosa, no qual séo liberadas toxinas intracelulares nas células
hospedeiras, interferindo na capacidade de fagocitose e na integridade da barreira
epitelial (FOULKES et al., 2019). Exotoxinas, como a ExoU, encontrada em cepas
mais virulentas, desencadeiam necrose rapida e ativacao inflamatéria local; ExoS e
ExoT prejudicam a reestruturacdo do citoesqueleto, bloqueiam a fagocitose e
comprometem a capacidade de reparo do epitélio; ExoY altera vias de sinalizacéo e a
integridade celular (HARDY et al., 2021; SAWA et al., 2014). Em conjunto, esses
elementos prejudicam a capacidade do hospedeiro de controlar a infecgao ainda no
estagio inicial, favorecendo a expansado bacteriana para areas adjacentes do
parénquima.

A partir do momento em que se estabelece a infecgao, a populacéo bacteriana
passa a reorganizar seu comportamento e a codificacdo diferencial de genes com o
intuito a formacao de biofilmes, no qual favorece a sua permanéncia no hospedeiro
(THI; WIBOWO; REHM, 2020). O biofilme de P. aeruginosa emerge de uma transi¢cao
programada entre motilidade e ades&o, governada por uma integracdo entre a
sinalizacao por c-di-GMP, estruturas de superficie e produgcdo de substancias
poliméricas extracelulares (EPS) (HA; O'TOOLE, 2015). Inicialmente, células
planctdnicas reconhecem a superficie a ser aderida por meio do flagelo e de pili do
tipo IV, em associagdo com o aumento local de c-di-GMP, controlado por diguanilato
ciclases (DGCs), como SadC, e fosfodiesterases (PDEs), como BifA, que reprimem a
motilidade e induzem a adesao irreversivel de P. aeruginosa, sustentada
principalmente por Psl e Pel, que sao polimeros exopolissacaridicos que se ancoram
a célula e iniciam a arquitetura tridimensional do biofilme (HA; O'TOOLE, 2015;

ZHANG et al., 2025). A medida que microcol6nias evoluem para estruturas mais
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complexas, o biofilme passa a depender mais fortemente da matriz rica em
exopolissacarideos (Psl, Pel e, em cepas mucoides, o alginato, como mencionado
previamente), além de DNA extracelular (eDNA), liberado por lise celular programada,
que confere estabilidade, promove agregacdo e modula quimicamente o
microambiente, acidificando-o e limitando a penetragao de antimicrobianos no biofilme
(MA et al., 2022). Esse sistema é reforgado pelo sistema de comunicagdo quorum
sensing, cujo circuito hierarquico (Las e Rhl) coordena a expressédo de fatores de
viruléncia e a maturacao do biofilme; ao mesmo tempo, a dispersao do biofilme inicia-
se pela queda de c-di-GMP e pela degradacao de eDNA, liberando, assim, células
planctdnicas para reiniciar a colonizagao em novos nichos (SARKAR, 2020).

O biofilme oferece vantagens significativas, pois protege a coldnia contra
antibidticos, reduz a acéo de fagdcitos e impede a difusdo de moléculas soluveis do
sistema imune sobre o microrganismo (THI; WIBOWO; REHM, 2020). Além disso, as
bactérias em biofilme apresentam metabolismo diminuido quando comparadas ao
estado plancténico, favorecendo a cronicidade da infecgdo no hospedeiro (SOARES;
ALEXANDRE; ETIENNE, 2020). A transi¢cao para o fenétipo mucoide, por exemplo,
caracterizada pelo aumento da produgao de alginato, € um evento marcante em
infeccdes crbnicas de P. aeruginosa, como na FC, e constitui um dos maiores desafios
terapéuticos, uma vez que essas cepas apresentam elevada resisténcia intrinseca e
menor imunogenicidade (BOUCHER et al., 1997; MALHOTRA et al., 2018).

Aresisténcia aos antibacterianos em P. aeruginosa é resultado da convergéncia
de multiplos mecanismos intrinsecos de resisténcia antimicrobiana, incluindo a baixa
permeabilidade da membrana externa aos antibidticos, associada a escassez de
porinas inespecificas, e a expressao constitutiva de sistemas de efluxo multidroga,
especialmente o MexAB-OprM (BOTELHO; GROSSO; PEIXE, 2019). Soma-se a isso
a producgao da B-lactamase cromossémica AmpC, que contribui para a inativagao de
B-lactamicos. Em conjunto, esses mecanismos conferem baixa suscetibilidade basal
a multiplas classes de antibidticos, refletindo a elevada plasticidade gendmica e a forte
capacidade adaptativa da espécie sob pressédo seletiva (BOTELHO; GROSSO;
PEIXE, 2019; TSAI et al., 2025). A resisténcia adquirida é predominantemente
mediada por mutagdes cromossdémicas, como a inativagdo de oprD na resisténcia a
carbapenémicos, alteragdes em gyrA/parC frente as fluoroquinolonas e mutagdes
regulatorias que levam a superexpressao de bombas de efluxo, além da transferéncia
horizontal de plasmideos (LISTER; WOLTER; HANSON, 2009; LEE; KO, 2012;
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POOLE, 2011). Esse contexto é acentuado na presenga de biofilmes, denominado
resisténcia adaptativa, nos quais fatores fisicos e fisiolégicos, como gradientes de
oxigénio e nutrientes, sequestro de antibidticos pela matriz extracelular e presenca de
subpopulagdes metabolicamente inativas, promovem tolerancia transitoria, criando
um ambiente permissivo para a selecao e fixagcdo de mutacdes de resisténcia aos
antibacterianos (FERNANDEZ-BILLON et al., 2023; SINDELDECKER; STOODLEY,
2021).

Ainteracdo entre P. aeruginosa e o sistema imune, especialmente nos pulmdes,
€ marcada por um desequilibrio constante entre a tentativa do sistema imune de
controlar a bactéria e o dano colateral causado pela propria resposta inflamatdria ao
epitélio pulmonar (LIN; KAZMIERCZAK, 2017). O reconhecimento inicial ocorre
principalmente por meio de PRRs presentes no epitélio respiratorio e em células
imunoldgicas, como macrofagos alveolares (TAKEUCHI; AKIRA, 2010). Os
macrofagos compreendem um grupo celular fagocitico que compde a linha de frente
da defesa do hospedeiro quando este reconhece PAMPs durante processos
infecciosos (GALLI; SALEH, 2020). Um dos PAMPs mais estudados atualmente na
ativacao dessas vias de sinalizacao intracelular em células imunoldgicas, que resulta
na eliminagao eficaz de P. aeruginosa, é o LPS, presente em sua membrana externa,
que interage com o complexo formado por TLR4 (Toll-like receptor 4) e a proteina
acessoria fator de diferenciagdo mieloide 2 (myeloid differentiation factor 2 — MD-2)
(WANG et al., 2016).

O MD-2 atua como regulador central da resposta imune inata mediada por
TLR4, constituindo a subunidade acessoria responsavel pelo reconhecimento direto
do lipopolissacarideo (LPS) e pela ativagao subsequente da sinalizagao inflamatoria
em células imunes, como macréfagos (SHIMAZU et al., 1999). A associagao fisica do
MD-2 ao dominio extracelular do TLR4 induz responsividade ao LPS, uma vez que o
TLR4 isolado é incapaz de reconhecer esse PAMP ou iniciar qualquer tipo de
sinalizagao intracelular (AKASHI et al., 2000). Além disso, 0 MD-2 € determinante para
o correto trafego do TLR4 até a membrana plasmatica, visto que, na auséncia desse
correceptor, o TLR4 permanece retido no complexo de Golgi, e os macréfagos tornam-
se refratarios a estimulagdo por LPS. A formagdo do complexo TLR4/MD-2 na
superficie de macréfagos viabiliza a ativagdo de vias de sinalizagao intracelular,
permitindo que essas células se tornem responsivas ao ligante, como, por exemplo, a

via do fator nuclear kappa B (NF-kB) e as proteinas quinases ativadas por mitégenos
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(MAPKSs), culminando na produgéo de citocinas pro-inflamatérias, como o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) (NAGAI et al., 2002; BAI et al., 2023). Além do
reconhecimento do ligante, o MD-2 é determinante para o correto trafego do TLR4 até
a membrana plasmatica, uma vez que a formacao do complexo TLR4/MD-2 ocorre no
reticulo endoplasmatico e € necessaria para a exportacao eficiente do receptor. Na
auséncia de MD-2, o TLR4 permanece retido no complexo de Golgi, tornando
macrofagos refratarios a estimulagao por LPS (NAGAI et al., 2002). Ademais, residuos
especificos de aminoacidos do MD-2, como Lys128 e Lys132, participam da interagéo
com o LPS e contribuem para a estabilizagdo do complexo dimérico ativo (VISINTIN
et al., 2003). Adicionalmente, formas soluveis de MD-2 podem ser detectadas no meio
extracelular e ampliam o espectro funcional do TLR4 ao formar complexos com LPS,
permitindo a ativacdo de células que expressam TLR4, mas ndo MD-2
constitutivamente, como células epiteliais, além de exercer fungao opsonizante sobre
bactérias Gram-negativas de maneira dependente da integridade da via TLR4
(VISINTIN et al., 2001; KENNEDY et al., 2004; JAIN et al., 2008).

Dessa forma, o reconhecimento de PAMPs por TLRs e a ativagao de cascatas
de sinalizagdo intracelular culminam na liberacdo de fatores de transcrigao,
conduzindo a expressao de genes codificadores envolvidos na producao e posterior
secrecao de citocinas e quimiocinas no meio extracelular, além de promover a
expressdo de moléculas coestimuladoras e imunomodulatérias na superficie de
fagdcitos, como CD80/CD86, também conhecidas como B7-1/B7-2, que atuam na
inflamacado aguda e na estimulagdo da imunidade adaptativa (VAROL; MILDNER;
JUNG, 2015; ZOU; SHANKAR, 2015). Uma das vias mediadoras da resposta
inflamatoria em macrofagos € a MAPK, pertencente a familia de proteinas quinases
de serina/treonina, as quais, quando ativadas, fosforilam substratos e fatores de
transcricdo de genes envolvidos na resposta inflamatéria por meio de quinases
reguladas por sinal extracelular (extracellular signal-requlated kinase — ERKS),
quinases N-terminais c-Jun (c-Jun NHx-terminal kinase — JNKs), quinases ativadas
por estresse (stress-activated protein kinases — SAPKs) e a p38 MAPK (CARGNELLO;
ROUX, 2011). Intimamente relacionada a essa via, tem-se a via NF-kB, na qual o
estimulo de PRRs, como TLRs, conduz essa cascata de sinalizagdo, culminando na
ativacao de fatores de transcrigdo de genes pro-inflamatérios (MITCHELL; VARGAS;
HOFFMANN, 2016).
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A ativagao da via canénica do NF-kB inicia-se quando o LPS de P. aeruginosa
forma um complexo com proteinas ligantes ao LPS no meio extracelular, sendo entéo
transferido para o CD14, que facilita sua entrega ao complexo TLR4/MD-2 na
membrana plasmatica (GUHA; MACKMAN, 2001; LIU et al., 2021). A ligagao do LPS
promove a dimerizacdo do TLR4 e a ativagdo do dominio citoplasmatico TIR,
desencadeando o recrutamento sequencial do adaptador MyD88 e das quinases
IRAK4 e IRAK1, que se associam ao fator TRAF6 (PALSSON-McDERMOTT;
O’NEILL, 2004). Esse complexo sinalizador leva a ativagao da quinase TAK1, que, por
sua vez, fosforila o complexo IKK (IKKa/IKKB/NEMO), resultando na fosforilagdo da
proteina inibitéria IkBa (GUHA; MACKMAN, 2001; KIM et al., 2023; PEREIRA et al.,
2022). A fosforilagdo de IkBa promove sua ubiquitinagéo e degradagao proteassomal,
liberando os dimeros de NF-kB, predominantemente p50/p65, que se translocam para
0 nucleo (ALKALAY et al., 1995). No nucleo, o NF-kB liga-se a elementos kB em
regidbes promotoras de genes-alvo, induzindo a transcricdo de citocinas pro-
inflamatdrias, como TNF-a, IL-18 e IL-6, além de enzimas efetoras, como iNOS,
receptores de citocinas, fatores antimicrobianos e moléculas de adesao, convergindo
para o aumento da efetividade do sistema imunoldgico no reconhecimento e combate
a P. aeruginosa (TUKHVATULIN et al., 2013; SU et al., 2018; DE ALMEIDA et al.,
2013). Paralelamente, a ativagao do TLR4 também estimula vias MAPK dependentes
de ERK, JNK e p38, que cooperam com o NF-kB na amplificagdo da resposta
inflamatdria. Esse eixo de sinalizagdo é rigidamente regulado por mecanismos de
feedback negativo, incluindo a ressintese de IkBa, garantindo o controle temporal da
ativagao inflamatdria induzida pelo LPS (ZHANG et al., 2025; ZHOU et al., 2021). A
ativacdo dos inflamassomas, particularmente NLRC4 e NLRP3, ocorre de forma
correlacionada, intensificando a ativacdo da caspase-1 e a liberagao de IL-1(3, o que
promove piroptose e recrutamento adicional de neutréfilos (FU; WU, 2023; CHEN et
al., 2014).

Os neutrdfilos, também conhecidos como leucdcitos polimdorfonuclerares,
representam uma importante linha efetora da imunidade inata contra a P. aeruginosa,
sobretudo nas primeiras 24 a 48 horas (KOH et al., 2009). Sua agao baseia-se na
liberacdo de substancias presentes em seus granulos, que se dividem em granulos
especificos, contendo lisozimas, elastase e colagenase, e granulos azurofilicos, que
contém substancias microbicidas, como espécies reativas de oxigénio,

mieloperoxidase e armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETs) (CHAPPLE et al.,
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2023). Embora essa resposta seja eficaz contra bactérias plancténicas, ela se torna
insuficiente contra biofilmes. As NETs aderem a matriz sem destrui-la; as proteases
liberadas por neutréfilos contribuem para a degradagao de colageno e elastina no
parénquima; e a infiltracao neutrofilica massiva estreita as vias aéreas e compromete
a funcado pulmonar, sendo entdo a principal fungdo das NETs imobilizar e eliminar
microrganismos que se encontram no ambiente extracelular (RIZAKOS; GEDDES-
MCALISTER, 2025). A propria persisténcia dos neutrdfilos alimenta um processo
inflamatorio prolongado que néo resulta em eliminagdo bacteriana, mas amplia a
destruicdo pulmonar (SKOPELJA-GARDNER et al., 2019; WANG et al., 2024). A
Figura 1 resume de forma integrada os principais fatores de viruléncia da P.
aeruginosa e as vias imunoinflamatorias ativadas em células imunes inatas no tecido

pulmonar, como macréfagos (Figura 1).

Figura 1 — Interacado entre fatores de viruléncia da P. aeruginosa e a resposta

imunoinflamatdria pulmonar.
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Legenda: Representagdo esquematica dos principais fatores de viruléncia bacterianos,
incluindo exotoxinas, proteases, sideréforos, sistemas de secrecdo e plasmideo de
resusténcia, bem como dos mecanismos de reconhecimento imunolégico mediados por
receptores do tipo Toll (TLRs), ativagao de vias de sinalizagdo, como NF-kB, producao de
citocinas pro-inflamatérias e recrutamento de células efetoras, como macréfagos, neutréfilos
e linfécitos T CD4* (Th1 e Th17), culminando em inflamacao persistente e dano ao

parénquima pulmonar. Fonte: do autor (2026).
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Quando a infecgao persiste além dos estagios iniciais, a resposta imunolégica
adaptativa é estabelecida e passa a ter relevancia no contexto imunoinflamatorio.
Entre os subconjuntos de linfécitos T, o eixo Th17, um perfil de linfocitos T auxiliares
CD4* dependente dos fatores de transcrigio RORyT e STAT3, desempenha papel
crucial na infecgao por P. aeruginosa (BAYES; RITCHIE; EVANS, 2016; MOSER et al.,
2021). A IL-17, secretada por essas células, promove o recrutamento continuo de
neutrofilos por meio do estimulo a produgao de quimiocinas, incluindo IL-8, reforca as
barreiras epiteliais e estimula a producdo de peptideos antimicrobianos, como
defensinas (LIU et al., 2011). No entanto, a ativagao prolongada desse eixo contribui
para inflamacao cronica e remodelamento tecidual, transformando uma resposta
inicialmente protetora em uma atividade imunoinflamatdéria danosa ao organismo. O
eixo de linfécitos T CD4* Th1, dependente dos fatores de transcricdo T-BET, STAT1 e
STAT4, também participa desse processo, principalmente por meio da produgao de
IFN-y, que aumenta a atividade microbicida de macréfagos ao elevar a produgao de
espécies reativas, como 6xido nitrico, além de intensificar a secreg¢ao de citocinas pro-
inflamatorias inatas e a expressdo de moléculas coestimuladoras B7 e de MHC
(MOSER et al., 2021; HAZLETT, 2002).

Contudo, mesmo diante dessa resposta imune efetora, frente a biofilmes
maduros, sua eficacia é limitada. A producdo de anticorpos especificos contra
componentes bacterianos ocorre majoritariamente na forma de isétipos IgA, sobretudo
os subtipos IgA1 e IgA2, que atuam em mucosas, mas apresentam impacto restrito
na eliminagdo da infeccdo, dada a dificuldade de penetracdo no biofiime e a
neutralizagdo dos anticorpos por proteases bacterianas, como a elastase B, que cliva
a regiao Fab do anticorpo comprometendo sua fungao efetora, além da protease IV e
da protease alcalina (AprA) (ZHOU et al., 2023; KAGEYAMA et al., 2024; MUCH et
al., 2018; SAHU; RUHAL, 2025).

O desfecho da infecgao pulmonar por P. aeruginosa € determinado tanto pela
quantidade de células bacterianas com as quais o hospedeiro entra em contato quanto
pelos fatores de viruléncia e pela incapacidade do sistema imune de resolver a
infeccdo sem provocar dano significativo ao parénquima pulmonar, o que idealmente
ocorreria por meio de uma resposta imunoldgica regulada de forma homeostatica
(QUIN et al., 2022). O infiltrado neutrofilico persistente, a liberacdo continua de

proteases e espécies reativas, o espessamento septal e a perda da integridade



28

alveolar caracterizam um processo de destruicdo progressiva que, a longo prazo,
compromete irreversivelmente a fungao pulmonar (NICKERSON et al., 2024). Assim,
o pulméo infectado por P. aeruginosa é marcado por hipoxia, acumulo de muco e
remodelamento estrutural, contexto no qual a bactéria encontra condi¢des ideais para
persistir de forma crénica, agravando o progndstico clinico ou, em apresentacgdes
agudas, conduzindo o paciente a um prognéstico reservado (WLLIANS;
DEHNBOSTEL; BLACKWELL, 2010).

Portanto, a interacdo entre P. aeruginosa e o sistema imune pulmonar
representa um modelo que necessita ser estudado a fim de se alcangar novas formas
de tratamento para individuos infectados por essa bactéria, tanto em quadros agudos
quanto crénicos de pneumonia. Compreender essa dinamica, desde as vias de
reconhecimento inicial até a persisténcia mediada por biofilmes e a desregulagdo da
resposta imunoldgica, € fundamental para elucidar a fisiopatologia da infeccéo e

orientar o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.

1.1.2 IVERMECTINA: DE UM ANTIPARASITARIO A IMUNOMODULAGAO E
APLICAGAO EM OUTROS CONTEXTOS PATOLOGICOS

A ivermectina € um farmaco antiparasitario endectocida macrolideo de amplo
espectro, amplamente utilizado no tratamento de diversas parasitoses humanas e
veterinarias, cuja introdugao clinica representou um marco no controle de infecgdes
por nematddeos e ectoparasitas, contemplando seus descobridores Satoshi Omura e
William C. Campbell com o Prémio Nobel de Fisiologia em 2015 (CRUMP, 2017).
Trata-se de um derivado semissintético das avermectinas, compostos macrociclicos
isolados originalmente a partir da fermentacao de Streptomyces avermitilis (CRUMP,
2017). A ivermectina apresenta elevada eficacia terapéutica associada a uma ampla
margem de segurancga, o que possibilitou sua utilizacdo em larga escala, inclusive em
programas de administragdo em massa voltados a erradicacdo de doengas tropicais
negligenciadas, como a oncocercose. Em 1987 a ivermectina foi inserida no programa
de controle da oncocercose (OCP), que abrangeu a regido da Africa Ocidental, e nos
anos 2000, no programa global para eliminar a filariose linfatica (GPELF/OMS), no
qual a ivermectina foi administrada juntamente com o antiparasitario albendazol
(MARTIN et al., 2020; FISCHER et al., 2017; WHITE et al., 1987).
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O mecanismo de agao antiparasitario da ivermectina envolve a interrupgéo da
neurotransmissao em invertebrados por meio da ativagdo de canais de cloro
controlados por ligantes, particularmente aqueles regulados por glutamato (CRUMP,
2017). A ligacdo da ivermectina a esses canais promove influxo de ions cloreto,
resultando em hiperpolarizagdo da membrana neuronal e muscular, paralisia flacida e
morte do parasita (JOHNSON-ARBOR, 2022). Além disso, o farmaco pode interagir
com receptores do acido y-aminobutirico (GABA), potencializando ainda mais a
inibicdo da atividade neuromuscular (JOHNSON-ARBOR, 2022). Em vertebrados, a
auséncia de canais de cloreto controlados por glutamato e a restrigdo da ivermectina
a periferia, em fungdo de sua baixa penetracdo pela barreira hematoencefalica
mediada pela glicoproteina-P, impedem que o farmaco atinja o sistema nervoso central
(SNC), além de n&o exercer efeitos sobre os receptores de GABA, uma vez que estes
se concentram integralmente no SNC (WOLSTENHOLME; ROGERS, 2006).

A ivermectina € administrada por via oral em humanos e apresenta absorgao
relativamente lenta. Apds a absorgédo, distribui-se amplamente pelo organismo por
meio da corrente sanguinea, apresentando elevada taxa de ligagdo a proteinas
plasmaticas (aproximadamente 93%) e acentuada lipossolubilidade, o que Ihe confere
amplo volume de distribuicdo e acumulo preferencial em tecidos adiposos (KLOTZ;
OGBUOKIRI; OKONKWO, 1990; CRUMP, 2017). As concentragdes plasmaticas
maximas sao atingidas, em média, entre 4 e 5 horas apds a administracdo, enquanto
a meia-vida plasmatica varia, na maioria dos estudos, entre 18 e 40 horas, podendo
sofrer influéncia de fatores individuais, como peso corporal, composi¢cao corporal e
funcao hepatica (CANGA et al., 2008). A metabolizagao ocorre predominantemente no
figado, mediada principalmente pelas isoenzimas CYP3A4 e, em menor extenséo,
CYP3AS5 do citocromo P450, resultando na formacado de metabdlitos hidroxilados e O-
desmetilados detectaveis na circulagao sistémica (RENDIC, 2021). A eliminagao da-
se quase exclusivamente por excrecdo biliar, com posterior eliminacdo fecal,
correspondendo a cerca de 99% da dose administrada ao longo de aproximadamente
12 dias, sendo a excrecdo urinaria minima (SINGH et al., 2022). Esse pefrfil
farmacocinético, caracterizado por elevada lipossolubilidade, extensa distribuicdo
tecidual, metabolismo hepatico oxidativo e excregao predominantemente biliar/fecal,
sustenta sua eficacia como agente endectocida e fundamenta seu uso em esquemas

de dose unica em programas de administragdo em massa.
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Apesar da ivermectina ter sido inicialmente proposta e utilizada como
antiparasitario, observagdes de estudos recentes indicaram que a ivermectina
apresenta efeitos bioldgicos adicionais, sugerindo uma atuagéo que vai além do efeito
neuroparasitologico classico da droga sobre endo e ectoparasitas (KAUR; BLAVO;
PARMAR, 2024). Assim, o reposicionamento farmacoldgico da ivermectina passou a
ser investigado em diferentes condigbes patoldgicas, inflamatérias e infecciosas,
incluindo infecgbes virais, doengas inflamatdrias e processos neoplasicos (KAUR;
BLAVO; PARMAR, 2024). Embora esses efeitos ndo sejam uniformes, sendo
observados em estudos in vitro e in vivo, a consisténcia de determinados achados
experimentais impulsionou o interesse em compreender os mecanismos celulares
subjacentes a essas agodes pleiotropicas (ATMAKURI et al., 2023).

No ambito das infeccbes virais, estudos in vitro demonstraram que a
ivermectina é capaz de inibir a replicagao de diversos virus de RNA e DNA (HEIDARY;
GHAREBAGHI, 2020; YANG et al., 2020). Um dos mecanismos mais bem
caracterizados envolve a interferéncia no transporte nucleocitoplasmatico mediado
pelo complexo importina a/B1 (YANG et al., 2020). Wagstaff e colaboradores (2012)
demonstraram que a ivermectina atua como um inibidor especifico da interagcéo entre
importina a e importina p1, bloqueando a translocagdo nuclear de proteinas virais
dependentes desse sistema. Esse mecanismo foi descrito em modelos celulares
infectados por HIV-1, virus da dengue, virus do Nilo Ocidental e influenza, nos quais
a inibicdo da importagao nuclear resultou em reducgao significativa da replicagao viral
(HEIDARY; GHAREBAGHI, 2020). Além disso, esses efeitos foram observados em
concentracbes micromolares, frequentemente superiores as concentragoes
plasmaticas alcancadas com doses terapéuticas convencionais quando administradas
oralmente em mamiferos, o que limita a extrapolacao direta desses achados para o
contexto clinico e para modelos in vivo (CALY et al., 2020).

Com o surgimento e a disseminacdo mundial do SARS-CoV-2 em 2019,
diversos pesquisadores sugeriram a utilizagdo da ivermectina como possivel opgao
de tratamento da Covid-19 por reposicionamento farmacoldgico, pois estudos
anteriores com proteinas do SARS-CoV demonstraram um papel fundamental da
importina a/B1 durante a infecgdo viral no transporte nucleocitoplasmatico das
proteinas do nucleocapsideo (WULAN et al., 2015). Também foi verificado que a
proteina viral acesséria ORF6 do SARS-CoV atua antagonizando o fator de

transcricdo STAT1, agindo no sequestro da importina a/B1 do reticulo endoplasmatico
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rugoso e do complexo de Golgi (FRIEMAN et al., 2007). Caly e colaboradores (2020)
demonstraram in vitro que a adicdo de ivermectina em células Vero-hSLAM, na
concentracédo de 5 uM, resultou, em 24 horas, em reducao de 93% do RNA presente
no sobrenadante, relativo aos virions liberados, e de 99,8% do RNA viral associado
as ceélulas, relativo aos virions ndao empacotados, reduzindo em aproximadamente
5.000 vezes o RNA viral em amostras tratadas com ivermectina por 48 horas, sem
toxicidade celular. Dessa forma, durante o periodo pandémico, diversos segmentos
da sociedade, do governo e da area da saude, com o intuito de prevencao e
tratamento dos infectados pelo SARS-CoV-2, adotaram o uso da ivermectina, mesmo
sem estudos com combinagdes in vivo, ensaios clinicos, ensaios controlados
randomizados ou estudos de dose-resposta realizados (KAUR et al., 2021; HEIDARY,;
GHAREBAGHI, 2020; CHOUDHARY; SHARMA, 2020). Por incentivo de 6rgaos
governamentais, a ivermectina entrou no senso comum em diversos paises como
possivel prevencao da Covid-19, sendo amplamente distribuida a populagao.

Contudo, foi verificado que a dose de ivermectina aprovada pelo Food and Drug
Administration (FDA) nao é ideal para o tratamento da Covid-19, uma vez que a dose
utilizada para obter o resultado de inibigdo de 50% (IC50) do SARS-CoV-2 in vitro, nos
estudos de Caly e colaboradores (2020), é 35 vezes maior do que a concentragcao
plasmatica maxima da dose aprovada apos a administragcédo oral em jejum e, utilizando
a dose aprovada de ivermectina, em modelos farmacocinéticos populacionais, nao se
atinge o IC50, mesmo em niveis 10 vezes maiores (SCHMITH; ZHOU; LOHMER,
2020). Em um estudo clinico randomizado, Mohan e colaboradores (2021) verificaram
que a dose unica de ivermectina em pacientes com Covid-19 leve e moderada nao
aumentou significativamente a negatividade do RT-PCR ou a diminuigdo da carga viral
apos cinco dias de administracao, em comparagao com o placebo.

Paralelamente aos estudos antivirais, evidéncias experimentais comegaram a
apontar para um impacto direto da ivermectina sobre o sistema imune e sobre o estado
pré-inflamatério. Em modelos animais foi sugerido que a ivermectina pode modular
respostas imunes celulares e humorais, embora os resultados variassem de acordo
com a dose, o modelo experimental e o estado fisiopatoldgico do hospedeiro. Sajid e
colaboradores (2007), ao avaliarem coelhos tratados com ivermectina em diferentes
doses, observaram um aumento dose-dependente da hipersensibilidade tardia ao
dinitroclorobenzeno, maior atividade fagocitica de macréfagos e elevagao de titulos

de anticorpos contra eritrécitos de carneiro. Esses achados indicaram que a
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ivermectina poderia influenciar parametros imunes de forma direta, embora os
mecanismos envolvidos permanecessem indefinidos.

Além disso, a ivermectina vem sendo descrita como um farmaco capaz de
modificar a microbiota bacteriana intestinal e induzir quadros de disbiose intestinal,
sobretudo quando administrada por via oral, com efeitos dependentes da dose, da
duracéao do tratamento e do hospedeiro. Belo e colaboradores (2025), em uma analise
integrativa abrangendo modelos pré-clinicos e dados clinicos, demonstraram que a
administracao oral de ivermectina promoveu alteragdes significativas na composigcéo
e na diversidade da microbiota intestinal eubidtica em diferentes espécies de
mamiferos, podendo impactar diretamente sobre o sistema imunolégico. Um dos
pontos centrais que o estudo evidencia € que esse estado disbidtico induzido pela
ivermectina é fortemente dependente da via de administragcdo, sendo praticamente
ausente quando a ivermectina é utilizada por vias nao orais, reforcando o papel do
contato direto do farmaco com o lumen intestinal (BELO et al., 2025). Além disso, os
autores mostram que, embora a disbiose induzida pela ivermectina seja
frequentemente transitéria, sua recorréncia em regimes repetidos ou prolongados
pode ter possiveis reflexos metabdlicos relevantes, ainda pouco averiguados.

Belo e colaboradores (2023) demonstraram que o tratamento continuo com
ivermectina em camundongos C57BL/6 induziu disbiose bacteriana intestinal e que,
embora essa condicao disbiética nao tenha aumentado a suscetibilidade a infeccéo
pulmonar aguda por P. aeruginosa, o tratamento com ivermectina exacerbou de forma
significativa o dano hepatico sem, contudo, alterar a recuperacao de bactérias viaveis
no figado. Esses dados sugerem que a ivermectina pode influenciar mecanismos
imunoinflamatérios hepaticos de maneira dissociada do controle direto da bactéria.

Ademais, a ivermectina vem sendo descrita na literatura como um farmaco com
potencial efeito modulador sobre receptores de sistemas purinérgicos. A ivermectina
€ reconhecida como modulador alostérico positivo do P2X4, aumentando a
sensibilidade do receptor ao trifosfato de adenosina (ATP) extracelular (KHAKH et al.,
1999). O P2X4 é um canal catibnico ndo seletivo ativado por ATP, amplamente
expresso em células do sistema imune inato, incluindo macréfagos e células
dendriticas (SLUYTER et al., 2024). A relevancia do P2X4 em quadros inflamatérios
também foi demonstrada em modelos de inflamagdo sistémica, nos quais a
sinalizagao purinérgica desempenha papel central na amplificagao da resposta imune

inata (LIU et al., 2024). A liberagdo macica de ATP extracelular em tecidos inflamados
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atua como estimulo, ativando receptores P2X e P2Y e contribuindo para a produgao
de citocinas e mediadores inflamatérios. Nesse cenario, a modulagédo farmacolégica
do P2X4 pode ter efeitos significativos sobre a intensidade e a duragdo da resposta
inflamatoria (KANELLOPOULOQOS et al., 2021). Csoka e colaboradores demonstraram
o impacto da ivermectina nos receptores P2X4 em macrofagos, no qual o tratamento
com o farmaco melhorou a sobrevida de camundongos apo6s a sepse, diminuindo a
carga bacteriana e os danos teciduais, além de verificar melhor depuragdo de
Escherichia coli por macrofagos estimulados com ivermectina e pulsados com ATP in
vitro (CSOKA et al., 2018).

Dados provenientes de modelos de infecgao viral reforcam a interpretagao de
que a ivermectina atua predominantemente modulando a resposta do hospedeiro. No
modelo de infeccdo por SARS-CoV-2 em hamsters, De Melo e colaboradores (2021)
demonstraram que a administracdo de ivermectina em dose antiparasitaria padrao
nao alterou significativamente a carga viral pulmonar, mas reduziu de forma
consistente os sinais clinicos da doenca e a inflamacao das vias aéreas. A analise
transcriptdmica revelou reducado da resposta de interferon do tipo |, diminuicdo da
razao IL-6/IL-10 e inducdo da polarizagao de macréfagos para um fendtipo anti-
inflamatdrio (M2), associado a resolucao inflamatéria e a melhor progndstico clinico.
Esses dados evidenciam que a ivermectina pode imunomodular o organismo em
quadros infecciosos e inflamatdrios, dissociando o efeito antiviral direto da ivermectina
de seus efeitos imunomoduladores in vivo.

Por outro lado, estudos em humanos saudaveis indicam que a ivermectina néo
exerce efeitos imunolégicos detectaveis na auséncia de inflamagao ativa. Wilson,
Reaves e Wolstenholme (2021) demonstraram que voluntarios tratados com dose
unica de ivermectina (0,15 mg/kg) ndo apresentaram alteragdes significativas em
contagens leucocitarias, niveis séricos de citocinas ou expressado génica em células
mononucleares periféricas até 24 horas apds a administracdo. Esses resultados
sugerem que a ivermectina ndo alterou a resposta imunolégica nesse contexto de
tratamento, indicando que seus efeitos sao condicionais ao estado inflamatério do
hospedeiro.

Zhang e colaboradores (2008) demonstraram evidéncias experimentais
consistentes de que a ivermectina atua como modulador da resposta inflamatdria
inata, particularmente em contextos de inflamacao induzida pela endotoxina LPS,

reduzindo significativamente a mortalidade em um modelo murino de choque
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endotéxico. Camundongos tratados com ivermectina apresentaram aumento
expressivo da taxa de sobrevivéncia quando comparados ao grupo controle exposto
apenas ao LPS, sendo observada concomitante reducdo sérica de citocinas pro-
inflamatadrias, incluindo TNF-a, IL-13 e IL-6. Em experimentos in vitro, macréfagos
RAW 264.7 estimulados com LPS exibiram diminui¢gdo dose-dependente da produgao
dessas citocinas quando tratados com ivermectina, sem prejuizo da viabilidade celular
nas doses utilizadas, indicando que o efeito observado nao se devia a citotoxicidade.

Posteriormente, Zhang e colaboradores (2009) realizaram uma analise
mecanistica in vitro, na qual revelaram que a ivermectina inibe a ativagao do fator de
transcricdo NF-kB, evidenciada pela retencéo citoplasmatica da subunidade p65 em
macrofagos estimulados por LPS. Considerando o papel central do NF-kB na
regulacédo da expressao de genes inflamatoérios, esse achado posiciona a ivermectina
como um modulador direto de um dos principais eixos da imunidade inata. Os autores
demonstraram que a ivermectina reduz a produgcdo de oxido nitrico (NO) e
prostaglandina E, (PGE,) em macréfagos RAW 264.7 estimulados com LPS. Essa
reducao foi acompanhada por diminuicdo significativa da expressdo génica das
enzimas iNOS e COX-2, tanto quando a ivermectina era administrada antes quanto
apos o estimulo inflamatério, sugerindo potencial efeito terapéutico além do profilatico.
Adicionalmente, os autores demonstraram que a ivermectina inibe a fosforilagdo das
principais quinases da via MAPK, ERK1/2, p38 e JNK, sem alterar os niveis totais
dessas proteinas, indicando interferéncia especifica na ativagdo da cascata
sinalizadora inflamatéria.

Em conjunto, esses estudos estabelecem que a ivermectina atua de forma
coordenada sobre multiplos niveis da sinalizagao inflamatdria, interferindo tanto na
ativacdo de MAPKs quanto na transcricdo dependente de NF-kB. No entanto,
permaneceu indefinido o alvo molecular primario responsavel por essa modulacao,
bem como a relagdo entre esses efeitos e outros sistemas de sinalizagao celular

potencialmente afetados pela ivermectina.
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1.2 JUSTIFICATIVA:

A ivermectina € amplamente utilizada na pratica clinica e veterinaria devido a
sua eficacia antiparasitaria e elevada margem de seguranga. Apesar disso, evidéncias
acumuladas indicam que seus efeitos biolégicos ndo se restringem apenas a agao
sobre parasitas, envolvendo também a modulacéo de respostas imunoldgicas, sendo
que grande parte dos trabalhos demonstra efeitos do tratamento, mas nao esclarece
onde especificamente ocorre a ligagdo da ivermectina que leva a modulagao
imunofisiolégica. Assim, os mecanismos pelos quais a ivermectina interfere na
imunidade inata permanecem pouco elucidados, especialmente no contexto de
infeccbes bacterianas agudas, nas quais a ativacdo adequada da resposta
inflamatdria € determinante para um bom progndstico do quadro infeccioso.

Assim, este trabalho se justifica por preencher uma lacuna relevante na
compreensao dos efeitos imunofisioldgicos da ivermectina, oferecendo uma analise
mecanistica e funcional de sua acdo em modelo murino experimental de pneumonia
aguda. Ao esclarecer como esse farmaco modula a resposta imune inata, os achados
contribuem para o direcionamento de novos estudos sobre os efeitos da ivermectina,
ampliando o entendimento acerca do uso do farmaco em possiveis contextos além da

terapéutica antiparasitaria.



36

1.3 HIPOTESE

A ivermectina liga-se ao correceptor MD-2 do complexo TLR4/MD-2,
modulando a sinalizagdo dependente de TLR4 em macréfagos, alterando
mecanismos microbicidas in vitro e modificando a responsividade do sistema
imunologico frente a infecgdo pulmonar por P. aeruginosa in vivo, conforme ilustrado

na figura abaixo (Figura 2).
Figura 2 — Hipdtese da agdo imunomoduladora da ivermectina via complexo

TLR4/MD-2 em macrofagos e suas possiveis repercussoes na infecgao pulmonar por

P. aeruginosa.
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Legenda: Esquema representativo da hipétese de trabalho, no qual a ivermectina interage
com o correceptor MD-2 do complexo TLR4/MD-2 em macréfagos, modulando a sinalizagéo
dependente de TLR4 e a ativagdo de vias inflamatdrias, como NF-kB. Essa modulacao
resultaria em alteragdes nos mecanismos microbicidas e na producdo de mediadores
inflamatérios in vitro, refletindo-se, in vivo, em mudangas na resposta imune pulmonar, na
carga bacteriana e na evolugdo da pneumonia aguda induzida por P. aeruginosa, de forma

dependente da integridade funcional do eixo TLR4/MD-2. Fonte: Elaborada pelo autor (2026).
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1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Objetivo geral:

Investigar o papel da ivermectina sobre o complexo TLR4/MD-2 e as
repercussdes na resposta imune sistémica e na evolugéo da infec¢do pulmonar aguda

por Pseudomonas aeruginosa em modelo murino.

1.4.2 Objetivos especificos:

1. Avaliar, por analise in silico, a afinidade de ligacdo da ivermectina aos
receptores TLRs e da via candnica de ativagdo de NF-kB.

2. Investigar o impacto da ivermectina sobre a ativacdo da via de sinalizagao
dependente de NF-kB em macréfagos estimulados por LPS, bem como a
participacdo do complexo TLR4/MD-2 nesse processo.

3. Analisar os efeitos da ivermectina sobre a viabilidade celular, os mecanismos
imunofuncionais de macrofagos e o efeito da inibigdo funcional do complexo
TLR4/MD-2, incluindo a depuragéo intracelular de P. aeruginosa e a secregao
de mediadores inflamatérios.

4. Avaliar o impacto do tratamento com ivermectina na carga bacteriana pulmonar
em um modelo murino de pneumonia aguda por P. aeruginosa, em animais
selvagens e deficientes para TLR4 (TLR47).

5. Analisar as alteragcbes histopatoldgicas, inflamatodrias e estereoldgicas do
tecido pulmonar associadas ao tratamento com ivermectina durante a infecgao
bacteriana aguda.

6. Investigar a modulagdo do perfil de citocinas pulmonares induzida pela
ivermectina, com énfase em mediadores inflamatdrios da imunidade inata e em

citocinas associadas as respostas imunoldgicas adaptativas.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Desenho de acoplamento molecular in silico: alvo e preparagao de ligantes

envolvendo TLRs, TLR4/MD-2 e ivermectina

Para investigar a interagao entre a ivermectina e os TLRs e, em especial, ao
complexo TLR4/MD-2, foi realizada uma busca sistematica na literatura com o objetivo
de identificar um modelo estrutural apropriado. A estrutura cristalografica 51JC do
complexo humano TLR4/MD-2, disponivel no Protein Data Bank (PDB), foi
selecionada por conter o ligante co-cristalizado neoseptina com valores de ICs,
previamente reportados, permitindo a validagdo do sitio de ligagao. Adicionalmente,
as estruturas cristalograficas dos receptores Toll-like humanos TLR1 a TLR9 foram
obtidas a partir do PDB, utilizando os seguintes cddigos PDB: TLR1/2 (2Z7X), TLR3
(1ZIW), TLR5 (3V44), TLR6 (3A7B), TLR7 (8TTY), TLR8 (7R54) e TLR9 (5Y3J). A
selecao dessas estruturas baseou-se na completude estrutural e na disponibilidade
de sitios de ligacao relevantes para analises de interagao proteina-ligante. Além disso,
todas as proteinas envolvidas na via candnica de ativagcdo do TLR-4 foram obtidas
utilizando os mesmos parametros empregados para a estrutura do complexo
TLR4/MD-2.

Para cada receptor TLR, trés compostos controles foram selecionados a partir
do banco de dados BindingDB, com base nos menores valores de ICs, reportados
para cada alvo. As estruturas proteicas foram preparadas utilizando o software
MGLTools, seguindo um protocolo padrdo que incluiu a remogéo de moléculas de
agua, adicao de hidrogénios polares, atribuicdo de cargas de Kollman, corregcédo de
atomos ausentes e exclusdo de cadeias nao relevantes. A estrutura tridimensional da
ivermectina foi obtida a partir do banco de dados PubChem e convertida para o
formato PDBQT utilizando o software OpenBabel, com aplicagdo da opgéo “—gen3d”
para otimizagdo geométrica.

Depois de preparados os arquivos dos receptores e ligantes, realizou-se a
etapa de ancoragem molecular (molecular docking), na qual os arquivos das
proteinas-alvo foram abertos no software MGLTools para o processo de criagao da
Gridbox, em que se construiu a caixa ao redor dos ligantes co-cristalizados presentes

originalmente na estrutura. Apds a delimitacdo da regiao, realizou-se primeiramente o
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processo de redocking (BARREIRO; FRAGA, 2014), no software AutoDock Vina, em
que os ligantes co-cristalizados anteriormente separados foram novamente ancorados
a proteina para a obtencao de resultados de controle. As intera¢des proteina—ligante
resultantes foram visualizadas e analisadas com o auxilio do software LigPlot+, com
foco na identificacdo e comparagcdo dos principais contatos formados entre a
ivermectina e os residuos localizados no sitio ativo das proteinas analisadas. O
desenho esquematico metodolégico empregado na analise in silico de interagdes

proteina—ligante encontra-se na Figura 3.

Figura 3 - Fluxograma metodologico do acoplamento molecular in silico envolvendo

receptores TLR, em especial do complexo TLR4/MD-2 e ivermectina.
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Legenda: As estruturas cristalograficas dos TLRs foram obtidas do Protein Data Bank e
preparadas para ancoragem molecular, enquanto a ivermectina e os ligantes controle foram
selecionados a partir dos bancos PubChem e BindingDB. A validagdo do protocolo foi
realizada por meio de redocking dos ligantes co-cristalizados, considerando desvios
posicionais inferiores a 2 A como aceitaveis. O molecular docking foi conduzido utilizando o
software AutoDock Vina, com delimitacdo da regido de ancoragem baseada nos sitios co-
cristalizados, e as interagdes proteina—ligante foram analisadas com o auxilio do LigPlot+,
sendo diferencas energéticas de ligagdo iguais ou superiores a +3,0 kcal/mol consideradas

relevantes. Fonte: o autor.
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2.2 Ensaio de viabilidade celular (MTT)

Para avaliacdo da viabilidade celular do tratamento com ivermectina em
macrofagos RAW 264.7, células da linhagem de macrofagos murinos RAW 264.7
foram submetidas a um pré-tratamento com ivermectina (ivermectina 1% Ivomec®) na
concentracdo de 1 uyg/mL em meio DMEM, permanecendo incubadas por 1 hora,
conforme previamente descrito na literatura (ZHANG et al., 2008). Posteriormente, foi
realizado o ensaio colorimétrico com brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT). Apds o tratamento com ivermectina, além do grupo tratado com
Triton X-100 a 1% como controle negativo de viabilidade, foi adicionado a placa de 24
pocos o MTT na concentragédo de 5 mg/mL por pogo, sendo a placa incubada a 37 °C,
sob atmosfera de 5% de CO,, por 3 horas. Em seguida, o sobrenadante foi removido,
e foi adicionado o tamp&o de extragcao contendo DMSO para solubilizagao dos cristais
de formazan. A solugédo resultante foi homogeneizada, a fim de garantir a completa
dissolugao do corante. Para quantificacdo, cada amostra/poco foi lida em uma placa
de 96 pogos, no comprimento de onda de 550 nm, utilizando um leitor de microplacas
(Bio-Tropsch Tek Instruments, Winooski, VT, EUA). Todo o teste foi realizado em

triplicata.

2.3 Inibicao do complexo TLR4/MD-2, tratamento com ivermectina e ativacao de
NF-kB

Células da linhagem de macrofagos murinos RAW 264.7 estavelmente
transfectadas com um gene repérter de luciferase sob controle transcricional de
elementos responsivos ao fator de transcrigdo NF-kB foram utilizadas para a avaliagéo
da ativacao da via de sinalizagao do NF-kB. As células foram plagueadas em placas
de 24 pocos, quantificadas em camara de Neubauer, na concentragao de 4 x 10°
células por poco, em Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado com
10% de soro fetal bovino, 1% de penicilina/estreptomicina e anfotericina B e 1% de
HEPES, e mantidas em incubacgao durante a noite, em estufa a 37 °C e em atmosfera
de 5% de CO,, a fim de permitir adequada adesao celular a superficie da placa.

Para a inibicdo da sinalizacdo mediada pelo complexo TLR4/MD-2, as células
aderidas foram tratadas com o antagonista especifico de TLR4, LPS/RS (InvivoGen®),

um lipopolissacarideo advindo da bactéria fotossintética Rhodobacter sphaeroides,
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que se liga especificamente ao complexo MD-2, por um periodo de 2 horas. Apds essa
etapa, o meio contendo o inibidor foi retirado, e as células foram submetidas a um pré-
tratamento com ivermectina (ivermectina 1% Ivomec®), na concentragcédo de 1 ug/mL
em meio DMEM, permanecendo incubadas por 1 hora, conforme previamente descrito
na literatura (ZHANG et al., 2008).

Concluido o pré-tratamento, o meio contendo ivermectina foi retirado, e as
células foram estimuladas ou ndo com LPS, na concentragdo de 10 pg/mL, por um
periodo de 4 horas, com o objetivo de induzir a ativagado da via NF-kB dependente de
TLR4. Ao término do periodo de estimulagdo, o sobrenadante foi coletado para
posteriores analises, e os macrofagos RAW 264.7 foram submetidos a lise celular por
meio da adigdo de 50 pL de tampao de lise TNT (0,01 M Tris-HCI (pH 8,0), 0,15 M
NaCl, 0,05% Tween-20) por pogo e lise mecanica, permitindo a liberagdo do conteudo
celular para posterior analise.

A partir de cada pogo, um volume de 10 pL do lisado celular foi coletado e
transferido para placas de 96 pogos de fundo branco, sendo entdo misturado com 25
ML de reagente de luciferase contendo luciferina na concentragdo de 0,5 mg/mL. A
leitura da luminescéncia foi realizada imediatamente apdés a adicdo do reagente,
utilizando um leitor de microplacas. Os resultados obtidos foram expressos como
porcentagem de unidades relativas de luminescéncia (relative luminescence units —
RLU), de acordo com metodologia previamente estabelecida (SALIBA et al., 2024), e
os dados foram analisados por meio de porcentagens de ativagdo, comparados ao
grupo controle sem tratamento prévio, acrescido de LPS. Todos os testes foram

realizados em triplicata.

2.4 Cultura de macréfagos derivados da medula 6ssea (Bone marrow-derived

macrophage — BMDM)

Para a obtengdo de BMDMs, camundongos C57BL/6 foram eutanasiados com
dose letal de anestésicos, seguida de deslocamento cervical, e tiveram os fémures e
as tibias extraidos. As epifises dos ossos foram cortadas, seguidas da injecdo de
cloreto de sodio 0,9% estéril por osso, até a remogado completa da medula éssea. A
suspensao celular foi centrifugada a 1200 rpm por 10 minutos, e o precipitado de
células foi ressuspendido em 1 mL de DMEM suplementado com 10% de soro fetal
bovino, 1% de penicilina/estreptomicina e anfotericina B e 1% de HEPES. Apés, as
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amostras foram submetidas a filtragdo em separadores de nylon com malha de 70 um,
para a remocgao de detritos e ruptura de ligagdes célula—célula.

Apos a filtracdo, as células foram plaqueadas em placas de Petri e incubadas
a 37 °C por 2 horas, em atmosfera de 5% de CO,, de maneira a obter somente células
nao diferenciadas. Em seguida, as células n&o aderentes foram coletadas,
centrifugadas a 1200 rpm por 10 minutos e posteriormente ressuspendidas em 1 mL
de DMEM, alto em glicose, suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% de
penicilina/estreptomicina e anfotericina B e 1% de HEPES. As células viaveis foram
quantificadas em camara de Neubauer por meio da marcagdo com azul de Tripan e
plaqueadas na concentracido de 5 x 10° células por poco, a fim de se obter BMDM em
placa de 24 pogos, com meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1%
de penicilina/estreptomicina e anfotericina B € 1% de HEPES , mais 10% de LCCM
(L929 cell conditioned medium) como fonte de fator estimulador de colbnias de
monaocitos (M-CSF).

As placas foram incubadas a 37 °C, sob atmosfera de 5% de CO,, com adigao
de 100 pL de LCCM por pogo no quarto dia apdés o plagueamento das células,
correspondente a 10% do volume total de meio por pogo. No sétimo dia, o meio foi
trocado por novo DMEM suplementado com 10% de LCCM, e os experimentos foram

conduzidos a partir do 10° dia da derivagéao.

2.5 Cultivo da estirpe de Pseudomonas aeruginosa cepa PA14

Foi utilizada a cepa virulenta de P. aeruginosa PA14, pertencente a colegao de
culturas bacterianas do Laboratorio de Microbiologia Molecular e de Microrganismos
da Universidade Federal de Alfenas. A PA14 foi cultivada em caldo Lauria Broth (LB),
a temperatura de 37 °C e a 180 rpm, até a fase de crescimento exponencial (fase /log)
e, em seguida, utilizada tanto para a infecgao in vitro quanto para a infecgao in vivo
(ROSA et al., 2020).

2.6 Inibicao de TLR-4/MD2, tratamento com ivermectina e infecgao com PA14
em BMDM
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Apos o cultivo dos BMDM, a inibicdo do TLR4/MD-2 e o tratamento com
ivermectina deram-se conforme previamente descrito para macréfagos RAW 264.7.
Apobs o estimulo, os sobrenadantes foram coletados para a quantificagcdo de nitrito e
avaliacdo metabdlica por meio da dosagem de glicose e lactato, conforme descritos
abaixo. Apds isso, foram realizadas novas culturas de BMDM, seguidas do desafio
com P. aeruginosa, sendo repetidas a inibicdo e o tratamento com ivermectina,
conforme descrito, e, posteriormente, realizado o desafio com P. aeruginosa. A cepa
PA14 foi administrada na propor¢ao de MOI de 10.

A PA14, em fase log, foi inoculada em meio DMEM suplementado com 10% de
SFB e 1% de HEPES, adicionada aos macréfagos e centrifugada a 1.200 rpm por 10
minutos. Em seguida, foi permitida a fagocitose por 50 minutos, a temperatura de 37
°C e sob atmosfera de 5% de CO,. Apds esse periodo, as células foram lavadas cinco
vezes com cloreto de sodio 0,9% e foi adicionado DMEM suplementado com 100
pg/mL de gentamicina por 30 minutos, para eliminagao de P. aeruginosa extracelular.
Em seguida, as células foram lavadas trés vezes com cloreto de sodio 0,9% e foi
adicionado meio DMEM alto em glicose suplementado. Nos intervalos de 0, 1 e 2
horas, as células foram lavadas e lisadas com 0,1% de Triton X-100, seguidas de
diluicdo seriada e plaqueamento em agar LB, sendo incubadas a 37 °C overnight para
a contagem de unidades formadoras de colénia (UFCs). Da mesma forma, os
sobrenadantes foram plaqueados como controle para verificagcdo da auséncia de
bactérias extracelulares. Além disso, os sobrenadantes foram coletados para as
demais analises. Todos os testes foram realizados em triplicata. Adicionalmente, foi
realizado o ensaio de MTT para verificar se 0 processo infeccioso in vitro, a jusante
do tratamento com ivermectina, interferiria na viabilidade celular (JAGER et al., 2021;
OLIVEIRA et al., 2021; TOSSETI et al., 2021; DU et al., 2022). O delineamento
experimental e o fluxo metodolégico das abordagens descritas estdo resumidos

esquematicamente abaixo (Figura 4).

Figura 4 - Desenho experimental in vitro para avaliagao da inibicdo do complexo
TLR4/MD-2, tratamento com ivermectina e infecgdo por Pseudomonas aeruginosa em

macréfagos murinos.
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Legenda: Macroéfagos derivados da medula éssea (BMDM) obtidos de camundongos C57BL/6
foram submetidos a inibicdo do complexo TLR4/MD-2 com LPS/RS, seguida de pré-
tratamento com ivermectina e posterior infeccao com P. aeruginosa PA14 (MOI 1:10). Apos os
periodos experimentais estabelecidos, foram realizadas analises de viabilidade celular,
contagem de unidades formadoras de colénia (UFCs), dosagem de glicose e lactato,
quantificacdo de nitrito e avaliagao da producdo de TNF-a, conforme indicado. As coletas
foram realizadas nos tempos de 0, 1 e 2 horas apds a infecgdo, de acordo com o fluxo

metodoldgico representado. Fonte: o autor.

2.7 Dosagem de lactato e glicose de BMDM inibidos, estimulados e/ou

infectados com PA14

O sobrenadante do meio de cultura dos BMDM, com TLR4/MD-2 inibidos ou
ndo, estimulados ou ndo com ivermectina e/ou infectados com P. aeruginosa, foi
coletado e armazenado a -20 °C. Para os testes, foram utilizados os seguintes kits
especificos: Glicose Liquiform e Lactato Liquiform, Labtest (Labtest®, Lagoa Santa,
MG, Brasil), seguindo as instrugdes do fabricante. Resumidamente, as amostras
foram incubadas com os reagentes fornecidos pelos kits e mantidas por 5 minutos
(lactato) ou 10 minutos (glicose) em banho-maria a 37 °C. As leituras foram realizadas
em espectrofotdbmetro nos comprimentos de onda de 550 nm (lactato) e 505 nm



45

(glicose) (Bio-Tropsch Tek Instruments, Winooski, VT, EUA). Os calculos para
determinacado das concentragdes foram realizados da seguinte forma: [Glicose] =
(absorbancia da amostra/absorbancia do padréo) x 100; [Lactato] = (absorbéancia da

amostra/absorbancia do padrao) x 40. Todos os testes foram realizado em triplicata.

2.8 Camundongos e comité de ética

Este estudo foi realizado em estrita conformidade com as leis brasileiras n°
6.638 e n° 9.605, referentes a experimentac&o animal. O protocolo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Alfenas
(CEUA 23/2021). Os camundongos isogénicos das linhagens C57BL/6 e TLR47-, com
idades entre 6 e 8 semanas, foram provenientes do Biotério Central da Universidade
Federal de Alfenas ou doados pela Universidade de Sao Paulo — Ribeirdo Preto
(FMRP-USP). Os camundongos foram mantidos em gaiolas isoladas, sob ciclo
claro/escuro de 12:12, alimentados ad libitum com dieta padréao para roedores e sem

restricdes de acesso a agua.

2.9 Tratamento com ivermectina; grupos experimentais e infec¢ao intratraqueal
com PA14

Ivermectina 1% (p/v) foi administrada por via intraperitoneal, na dose de 5
mg/kg/dia, em camundongos. Camundongos C57BL/6 ou TLR4™~ foram separados
aleatoriamente em oito grupos diferentes, sendo a relagdo de sexo macho/fémea na
mesma proporgao dentro dos grupos experimentais. Os grupos PBS C57BL/6; PBS
TLR4~; PBS/I C57BL/6; PBS/I TLR4~ foram tratados por cinco dias consecutivos
com solugédo tampéo fosfato (PBS). Os grupos IVM C57BL/6; IVM TLR4™~; IVM/I
C57BL/6; IVM/I TLR4™~ foram tratados por cinco dias consecutivos com ivermectina;
(N = 5 animais/grupo). O peso corporal e o consumo de ragao foram verificados
diariamente.

No ultimo dia de tratamento, os camundongos foram infectados por via
intratraqueal com a cepa virulenta de P. aeruginosa PA14, conforme descrito por Belo
e colaboradores (2023). Resumidamente, os camundongos foram anestesiados com
cetaminal/xilazina (80/10 mg/kg, i.p.) e tiveram as traqueias expostas por meio de uma

pequena incisao na pele do pescoco, sendo a infecgao realizada pela instilagcao de 10
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ML de suspensdo bacteriana contendo 1 x 10° unidades formadoras de col6nia
(UFCs), em fase log, por animal. Apds a instilagao, a pele do pescoco foi suturada.
Os camundongos foram mantidos em posicdo vertical por 5 minutos e
transferidos para uma almofada de aquecimento até a recuperagcdo completa da
anestesia. Em seguida, permaneceram sob observagao constante e, apds 10 horas
de infecgao, foram eutanasiados, sob anestesia, por deslocamento cervical, para a
coleta de material biolégico protocolado pelo grupo de pesquisa, conforme ilustrado
no esquema experimental abaixo (Figura 5) (ROSA et al., 2020; BELO et al., 2021).

Figura 5 - Desenho experimental in vivo para avaliacdo do papel do complexo
TLR4/MD-2 no tratamento com ivermectina durante a infeccdo pulmonar por P.

aeruginosa PA14.
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Legenda: Camundongos C57BL/6 ou deficientes para TLR4 (TLR47/7) receberam PBS ou
ivermectina (5 mg/kg/dia, via intraperitoneal) por cinco dias consecutivos. No ultimo dia de
tratamento, os animais foram infectados por via intratraqueal com P. aeruginosa PA14 (1 x 10°
UFCs/animal) e eutanasiados apds 10 horas de infecgéo para coleta de pulmdes. As amostras
pulmonares foram utilizadas para determinacédo de carga bacteriana (UFCs), dosagem de
oxido nitrico (NO), analise histopatolégica e estereoldgica, quantificacdo de citocinas e

avaliagao imunofenotipica por citometria de fluxo para os perfis Th1 e Th17. Fonte: o autor.

2.10 Unidades Formadoras de Colénias (UFCs)
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Fragmentos de tecido pulmonar provenientes de animais infectados foram
coletados e macerados individualmente em 9 mL de solugdo salina estéril, com o
objetivo de obter uma suspensdo homogénea. A partir dessa suspensdo, foram
realizadas diluicbes seriadas decimais, as quais foram semeadas em placas contendo
meio agar LB.

As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas, em condi¢bes aerobias. Apos
o periodo de incubacgao, as UFCs foram enumeradas, e os resultados expressos como

o logaritmo do numero de UFCs por pulmé&o, para cada animal por grupo experimental.

2.11 Dosagem de 6xido nitrico (NO)

A dosagem de oOxido nitrico foi realizada pelo método de Griess.
Resumidamente, os sobrenadantes das culturas de BMDM ou o0 homogeneizado do
macerado pulmonar foram adicionados a placas de 96 po¢os, juntamente com a curva
controle (solugdo de nitrito na concentragcdo de 10 pM). Em seguida, foram
adicionados 100 pL do sobrenadante e 100 yL do reagente de Griess (solugao 1:1 de
sulfanilamida 1% e 0,1% de dihidrocloreto de naftiletilenodiamina, diluida em 5% de
acido fosforico). Posteriormente, foi realizada a leitura no comprimento de onda de
540 nm, utilizando um leitor de microplacas (Bio-Tropsch Tek Instruments, Winooski,

VT, EUA). Todo o teste foi realizado em triplicata.

2.12 Processamento histolégico pulmonar e analise histopatolégica

Amostras de pulméo (lobo esquerdo) foram coletadas e fixadas por imersdo em
solugao de formaldeido tamponado a 10% (0,1 M, pH 7,2) por 24 horas, desidratadas
em etanol e diafanizadas em xilol, conforme descrito previamente (FELIZARDO et al.,
2018). Os fragmentos teciduais foram incluidos em parafina histolégica, seccionados
em cortes de 4 um de espessura, utilizando micrétomo rotativo, corados por
hematoxilina e eosina (H&E) e montados em laminas histolégicas com meio de
montagem Entelan (Merck, Darmstadt, Alemanha) (SARANDY et al., 2017; SARANDY
et al., 2018). As imagens histolégicas pulmonares foram obtidas por meio de
fotomicroscopio de campo claro (Axio Scope A1, Carl Zeiss, Alemanha). Para cada
animal, 20 campos histolégicos foram adquiridos aleatoriamente, utilizando aumento
total de 400x% (objetiva de 40x e ocular de 10x).
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A andlise histopatoldgica foi realizada de forma qualitativa, com base na
observagdo da histoarquitetura pulmonar tipica e na identificacdo de alteragdes
morfologicas classicas, incluindo colapso ou hiperinsuflagdo alveolar, presenga de
exsudato alveolar, aumento da celularidade intersticial/infiltrado inflamatério e colapso
ou congestao vascular (LACERDA et al., 2009). As avaliagdes foram conduzidas por
patologista experiente, cego em relagéo aos tratamentos e aos grupos experimentais.
Animais saudaveis foram utilizados como referéncia para a normalidade
microestrutural pulmonar (LACERDA et al., 2009).

2.13 Analise estereolégica e histomorfométrica pulmonar

A microestrutura pulmonar foi analisada quantitativamente por meio de métodos
estereoldgicos. A densidade volumétrica (Vv, %) do septo alveolar e do espacgo
alveolar foi determinada utilizando a férmula Vv = Zp/Pt, em que Zp corresponde ao
numero de pontos do sistema-teste que interceptam a estrutura de interesse e Pt
representa o numero total de pontos do reticulo estereoldgico (n = 100) (NOVAES et
al., 2016). Adensidade numérica (Nv) de alvéolos e de células intersticiais pulmonares
foi estimada de acordo com a equagao Nv = Qa/Ta, na qual Qa corresponde ao
numero de estruturas de interesse presentes na area-teste e Ta representa a
dimensao da area de teste no nivel tecidual (35 x 10 ym?) (NOVAES et al., 2017,
SANTOS et al., 2018).

O volume médio alveolar foi estimado no pulmao por meio do método do volume
estrela (V*), conforme previamente descrito (SANTOS et al., 2021). Esse parametro
foi calculado a partir da analise aleatdria de 100 alvéolos por grupo experimental,
utilizando-se a equagao V* = (11/3) x 3, em que { representa o comprimento meédio do
intercepto linear com orientagao aleat6ria a partir de um ponto intra-alveolar. Todas as
analises estereoldgicas e histomorfométricas foram realizadas utilizando o software
Image Pro-Plus, verséao 4.5 (CUPERTINO et al., 2017; SARANDY et al., 2017).

2.14 Ensaio de imunoabsorgao enzimatica (ELISA)

Foram utilizados os sobrenadantes das culturas de células RAW 264.7, BMDM

e 0 homogeneizado do macerado pulmonar para a analise quantitativa da secrecao
de citocinas, sendo elas TNF-a, IL-6, IL-10, IFN-y e IL-17A, por meio do kit Murine
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Standard ABTS ELISA Development Kit, conforme descrito pelo fabricante
(PeproTech, Cranbury, NJ, EUA). Em suma, foi utilizada placa Nunc MaxiSorp
sensibilizada com anticorpo de captura na concentracdo de 1 pg/mL, incubada
overnight, seguida de quatro lavagens com solugdo de PBS contendo 0,05% de
Tween-20. Em seguida, foi adicionado tampao de bloqueio contendo 1% de BSA em
PBS, sendo a placa incubada por 1 hora, seguida de quatro lavagens.
Posteriormente, foram adicionados os padrdes (TNF-a, 2.000 pg/mL; IL-6,
4.000 pg/mL; IL-10, 1.000 pg/mL; IFN-y, 1.000 pg/mL; IL-17A, 1.000 pg/mL, diluidos
serialmente) e as amostras, com incubagao por 2 horas, seguida de lavagem. Em
seguida, foi adicionado o anticorpo de detec¢ao (1 ug/mL), com incubacéo por 2 horas,
seguida de lavagem e adigdo do conjugado avidina-HRP na diluigdo 1:200, incubado
por 30 minutos, com posterior lavagem. Por fim, foi adicionado o substrato ABTS,
incubado a temperatura ambiente até o desenvolvimento de cor, sendo entdo
realizada a leitura em espectrofotdmetro, com densidade éptica de 405 nm e corregao
em 650 nm, utilizando leitor de microplacas (Bio-Tropsch Tek Instruments, Winooski,

VT, EUA). Todos os testes foram realizados em triplicata.

2.15 Analise da marcagao CD4/IL17A e CD4/IFNy por citometria de fluxo

O macerado pulmonar dos animais nao tratados e tratados com ivermectina e
infectados (PBS/I C57BL/6; PBS/I TLR4™"~; IVM/I C57BL/6; IVM/I TLR4™") foi tratado
com tampao ACK (0,15 M NH,CI, 1,0 mM KHCO3, 0,1 mM Na,EDTA, pH 7,2) para lise
de hemacias. Logo apds, as células foram lavadas com solugéo salina (NaCl 0,8%,
peso/volume) e suspensas em DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino,
1% de penicilina/estreptomicina e anfotericina B e 1% de HEPES. As amostras foram
submetidas a filtracado em separadores de nylon com malha de 70 ym, para a remogao
de detritos e ruptura de ligagbes célula—célula.

ApOs a obtengao da suspenséo celular, as células viaveis foram quantificadas
em camara de Neubauer por meio da marcagdo com azul de tripan e ajustadas para
a densidade de 2 x 10° células por poco, em placas de fundo em U. As células foram
mantidas em suspensao e submetidas a etapa de bloqueio de receptores Fc por
incubagédo com anti-CD16/CD32 (FcBlock; BD Biosciences, San Jose, CA, EUA) por

30 minutos, a fim de minimizar ligacdes inespecificas de anticorpos mediadas por
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receptores Fc, seguida de centrifugacao a 1.500 rpm, a 4 °C, por 5 minutos, com 300
uL de PBS.

Para a identificacao das subpopulacdes de linfécitos T auxiliares Th1 e Th17,
as células foram inicialmente coradas para o marcador de superficie CD4, utilizando
anticorpo anti-CD4 conjugado a FITC (BD Biosciences), na concentragao de 0,5 pL
por poco. Em seguida, realizou-se a marcagao intracelular de citocinas, empregando
anticorpos anti-IFN-y conjugado a PE para identificacdo de células Th1 ou anti-IL-17
conjugado a PE para identificagcao de células Th17 (BD Biosciences), na concentragéo
de 0,5 uL por pogo.

A coloracgao intracelular foi realizada apds permeabilizagao celular com tampéao
BD FACS™ Permeabilization Buffer 1X, conforme as recomendacgdes do fabricante,
seguida de incubagédo por 30 minutos com os respectivos anticorpos. A placa foi
incubada em camara escura, a 4 °C, por 30 minutos. Apds as etapas de lavagem em
PBS 1X, as amostras foram submetidas a aquisicao de fluorescéncia em citbmetro de
fluxo FACS Lyric™ (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA).

Para cada amostra, foram adquiridos 30.000 eventos, os quais foram
analisados utilizando o software FlowJo (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA). As
populagdes celulares foram comparadas com amostras provenientes de animais nao
infectados, tratados apenas com PBS, utilizados como controles bioldgicos. Células
nao coradas foram empregadas como controles negativos para a definicdo dos
parametros de gate e exclusao de autofluorescéncia, conforme previamente descrito
(CEBINELLI et al., 2021).

2.16 Analise estatistica

Todos os experimentos foram realizados com, no minimo, duas repeticdes
independentes, a fim de assegurar a reprodutibilidade dos resultados, tendo sido
observada consisténcia entre as réplicas experimentais. A organizagao, a visualizagao
dos dados e as analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad
Prism®, versao 8.0 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, EUA). A normalidade da
distribuicdo dos dados foi avaliada por meio do teste de D’Agostino—Pearson. Nos
casos em que o tamanho amostral foi reduzido, a normalidade foi verificada utilizando-
se o teste de Shapiro—Wilk, conforme recomendagado para pequenos conjuntos de

dados.
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Para dados com distribuicdo paramétrica, as comparagdes entre dois grupos
independentes foram realizadas por meio do teste t de Student nao pareado. Quando
mais de dois grupos foram comparados, empregou-se a analise de variancia
(ANOVA), seguida do teste pos-hoc de Tukey para comparagbes multiplas. Para
dados que nao apresentaram distribuicdo normal, as comparagdes entre dois grupos
foram realizadas utilizando o teste ndo paramétrico de Mann—-Whitney. Quando
apropriado, comparagdes entre mais de dois grupos foram conduzidas por meio do
teste de Kruskal-Wallis, seguido do pos-teste de Dunn. Em todas as analises, as
diferengas foram consideradas estatisticamente significativas quando o valor de p foi

igual ou inferior a 0,05 (p < 0,05).
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3.0 RESULTADOS

3.1 A ivermectina liga-se ao correceptor MD-2 do TLR4 com alta afinidade e a

todos os TLRs com intensidade semelhante

Os resultados apresentados neste tdpico contextualizam a etapa inicial do
estudo, na qual foi investigada, por meio de anadlises in silico, a interacdo da
ivermectina com receptores da imunidade inata, com énfase no complexo TLR4/MD-
2, estrutura central no reconhecimento do LPS por macrofagos. Inicialmente, o
protocolo de ancoragem molecular (molecular docking) foi validado por meio do
redocking do ligante co-cristalizado neoseptina na estrutura do complexo TLR4/MD-2
(PDB: 51JC). Essa validagdo resultou em um valor de RMSD de 0,28 A entre a
conformacao “redockada” e a estrutura cristalografica original, valor inferior ao limite
de 2,0 A, confirmando a precisdo e a confiabilidade do método utilizado para a
avaliacao das interagcbes moleculares. A neoseptina foi utilizada como ligante de
referéncia por ser o unico composto co-cristalizado com o MD-2 entre as estruturas
analisadas. Apos a validagao do protocolo, a ivermectina foi submetida a ancoragem
molecular com diferentes TLRs e com o correceptor MD-2, sendo os resultados
comparados a compostos controle especificos, conforme descritos na Tabela 1, para

cada receptor, previamente identificados na base de dados BindingDB.

Tabela 1 - Identificacdo dos compostos controle utilizados nas analises de docking

molecular para cada receptor TLR e para o correceptor MD-2.

Controle 1 Controle 2 Controle 3
TLR1 BDBM50552135 BDBM50543142 BDBM50463543
TLR2 BDBM315416 BDBM50570375 BDBM50590252
TLR3 BDBM50543466 BDBM50563780 BDBM21958
TLR4 BDBM50274760 BDBMS50177125 BDBM50595028
MD-2 Neoseptina*® BDBMS50271262 BDBM50580156
TLR5 BDBM50552136 BDBM50563780 BDBM50543142
TLR6 BDBM50399456 BDBM50589247 BDBM50589254
TLR7 BDBM516908 BDBM50586260 BDBM273647
TLR8 BDBM50586261 BDBM428547 BDBM428472
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TLR9 BDBM50033123 BDBM50033101 BDBM50587873
Legenda: Os codigos apresentados correspondem aos identificadores dos ligantes

selecionados a partir do banco de dados BindingDB, escolhidos com base nos menores
valores de IC;, reportados para cada alvo. A neoseptina* foi utilizada exclusivamente na etapa
de redocking do complexo TLR4/MD-2 por se tratar do unico ligante co-cristalizado disponivel

para essa estrutura (PDB: 51JC). Fonte: adaptado de Belo e colaboradores (2025).

Observou-se que a ivermectina apresentou uma energia de ligacéo de —-14,2
kcal/mol com o MD-2, valor que demonstra uma energia de ligacdo superior a
observada para a neoseptina (-9,1 kcal/mol) e para os demais compostos controle
avaliados. Considerando a variagdo padrao do AutoDock Vina (£3,0 kcal/mol), essa
diferenca é relevante e indica uma interagao de alta afinidade entre a ivermectina e o
MD-2. Embora a ivermectina também tenha apresentado energias de ligacéo
semelhantes as dos compostos controle para os TLRs analisados, apenas a interagao
com o MD-2 exibiu diferenca estatisticamente relevante, reforcando a especificidade

funcional dessa interagao, conforme demonstrado na Tabela 2.

Tabela 2 - Energias de ligagdo (kcal/mol) obtidas por docking molecular entre a
ivermectina, compostos controle e os receptores Toll-like (TLR1-TLR9) e o

correceptor MD-2.

Ivermectina Controle 1 Controle 2 Controle 3
TLR1 -6,5 -6,1 -5,9 -5,0
TLR2 -6,4 -3,8 -4,7 -5,8
TLR3 -7,2 -7,2 -6,8 -5,5
TLR4 -7,5 -5,4 -6,6 -5,5
MD-2 -14,2 -9,1 -7,2 -7.9
TLR5 -7,2 -7,9 -7,0 -8,2
TLR6 -7.9 -3,9 -4,3 -5,2
TLR7 -7.7 -7,5 -1,4 -7,3
TLR8 -8.8 -71 -1,4 -8,5
TLR9 -8.3 -7,5 -7,0 -1,4

Legenda: Os valores representam as afinidades previstas pelo AutoDock Vina para cada

complexo proteina—ligante. Diferengas iguais ou superiores a 13,0 kcal/mol foram
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consideradas relevantes. Observa-se que a ivermectina apresentou maior afinidade pelo MD-
2 em comparagao aos compostos controle, enquanto para os demais TLRs as energias de
ligacdo foram semelhantes as dos respectivos controles. Fonte: adaptado de Belo e
colaboradores (2025).

A representacédo tridimensional demonstra que a ivermectina se liga ao sitio
ativo do MD-2 de maneira semelhante a neoseptina e ao LPS, que apresenta energia
de ligacao de —6,9 kcal/mol, ambos ligantes classicos do complexo TLR4/MD-2, sendo
o LPS o ativador candnico da via TLR4/MD-2 e a neoseptina um agonista sintético de
TLR4, sugerindo que a ivermectina ocupa uma regido critica para a modulacao da
ativacao do receptor (Figura 6A).

A analise detalhada das interagbes moleculares em duas dimensdes revelou
que a ivermectina estabelece um total de 11 interagdes hidrofébicas com residuos de
aminoacidos do sitio ativo do MD-2, enquanto a neoseptina e o LPS estabelecem,
respectivamente, 10 e 9 interagcdes hidrofébicas. Esse maior numero de contatos
hidrofébicos sugere maior estabilidade do complexo ivermectina—MD-2 e fornece
suporte estrutural para a elevada afinidade observada nos calculos de energia de

ligacéo (Figura 6B).

Figura 6 - Representagao estrutural das interagcdes entre a ivermectina e o complexo

TLR4/MD-2 obtidas por ancoragem molecular.
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TLR4

Legenda: A) Representagéo tridimensional do receptor TLR4 associado ao correceptor MD-2
(em amarelo), evidenciando o posicionamento da ivermectina (vermelho) no sitio ativo do MD-
2 em comparagao com a neoseptina (azul) e o lipopolissacarideo (LPS, marrom), ligantes
classicos do complexo TLR4/MD-2. Observa-se que os trés compostos ocupam regides
sobrepostas do sitio de ligacdo do MD-2.

B) Diagramas bidimensionais das interagbes proteina-ligante no sitio ativo do MD-2,
destacando os residuos de aminoacidos envolvidos predominantemente em interacdes
hidrofdbicas (cilios vermelhos) entre os ligantes e o correceptor. Fonte: adaptado de Belo e
colaboradores (2025).

Adicionalmente, foram avaliadas possiveis interacbes da ivermectina com
componentes intracelulares da via de sinalizagéo candnica do NF-kB, incluindo TIRAP,
TRIF, RIPK1, TAK1/TAB e IKKpB, cujos resultados estdo descritos na Tabela 3. As
proteinas RIPK1 e TAK1/TAB apresentam ligantes co-cristalizados com valores de
ICso disponiveis, o que as torna adequadas como controles experimentais. Em

contraste, proteinas como TIRAP, TRIF e IKKB também possuem compostos co-
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cristalizados em suas estruturas, porém nao apresentam dados de inibicao
associados (por exemplo, valores de ICso) no PDB. Ainda assim, essas proteinas
foram incluidas na andlise. Por outro lado, proteinas como TIRAP-TRAM, TRIF,
TRAFG6, IKKG, IKKA e inibidor alfa do NF-kB possuem estruturas cristalograficas
disponiveis, mas ndo apresentam ligantes co-cristalizados. Na auséncia de um ligante
conhecido associado a proteina, ndo ha referéncia experimental para comparagao ou
utilizagdo como controle. Adicionalmente, a proteina MyD88 ainda ndo possui uma
estrutura cristalografica completa depositada.

De acordo com a Tabela 3, a ivermectina apresentou menor energia de ligagao
em comparagao com o composto controle para as proteinas TRIF, RIPK1, TAK1/TAB
e IKKB. Notavelmente, para TRIF e TAK1/TAB, a diferenca na energia de ligagcao
excedeu o limite do desvio-padréao de +3,0 kcal/mol, sugerindo que a ivermectina se
liga de forma menos eficiente do que o controle. Para as demais proteinas, embora a
ivermectina tenha apresentado energia de ligagao ligeiramente menor, os valores
permaneceram dentro da faixa do desvio-padrao, indicando afinidades de ligagao
estatisticamente comparaveis. De modo geral, a ivermectina apresentou energias de
ligacdo menos favoraveis quando comparadas as dos respectivos compostos controle
para cada proteina, apesar de formar interagdes hidrofébicas e ligagées de hidrogénio
com esses alvos. Esses achados indicam que os efeitos da ivermectina sobre a
ativacao dessa via ndao decorrem de uma interagao direta e dominante com proteinas
intracelulares, mas possivelmente de eventos iniciados no nivel do complexo
TLR4/MD-2.

Tabela 3 - Resultados das analises de ancoragem molecular entre a ivermectina,
compostos controle e proteinas intracelulares da via candnica de sinalizacdo do NF-
KB.

Energia de
R t PDB RMSD c t ligagao Interagoes Pontes de Pontes de
eceptor  csdigo A) ompostos (Keal hidrofébicas hidrogénios halogénios
/Mol)

Controle -3,2 0 2 0
TIRAP 3UB2 1,58 Ivermectina -5,4 3 1 0

Controle -10,6 1 1 0
TRIF 6BFN 0.14 Ivermectina -6,5 5 2 0

RIPK1 41TJ 0,09 Controle -10,2 7 1 1
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Ivermectina -7.8 5 2 0

TAKA/ - IGA 0.62 Controle -11,2 5 3 0
TAB ’ Ivermectina -7.4 4 3 0
Controle -10,9 8 1 0

IKKB 4KIK 0,00 Ivermectina -9,2 9 4 0

Legenda: Sao apresentados, para cada proteina avaliada (TIRAP, TRIF, RIPK1, TAK1/TAB e
IKKB), o codigo PDB utilizado, os valores de RMSD obtidos na validagdo estrutural, as
energias de ligacao estimadas (kcal/mol) e o nimero de interacdes hidrofébicas, ligacbes de
hidrogénio e halogénio observadas nos complexos formados. Os compostos controle
correspondem aos ligantes co-cristalizados disponiveis nas respectivas estruturas. Diferengas
de energia de ligagao iguais ou superiores a 3,0 kcal/mol sao relevantes para a comparagao

entre ivermectina e os ligantes de referéncia. Adaptado de Belo e colaboradores (2025).

Em conjunto, os dados apresentados na Figura 1 e nas Tabelas 1 e 2
demonstram que a ivermectina se liga preferencialmente ao correceptor MD-2,
ocupando o mesmo sitio funcional de ligantes classicos do complexo TLR4/MD-2 e

apresentando afinidade superior a de compostos controle.

3.2 A ivermectina amplifica a ativagdo do NF-kB em macréfagos, mas reduz a
secrecao de TNF-a, com reversao desse efeito pela inibicdo do complexo
TLR4/MD-2

Ap0s a verificagao in silico da interagao da ivermectina com o correceptor MD-
2 do complexo TLR4/MD-2, a etapa subsequente do estudo consistiu em avaliar se
essa interacdo se traduziria em alteracdes funcionais na ativagao da via inflamatéria
dependente do fator de transcricdo NF-kB em macréfagos. Para esse fim, foram
realizados ensaios in vitro utilizando macréfagos RAW 264.7 transfectados com um
gene reporter de luciferase sob controle transcricional de elementos responsivos ao
NF-kB. Nessa linhagem, quando ativado, o NF-kB induz a transcricdo do gene da
luciferase, cuja enzima expressa catalisa a reagao responsavel pela emissédo de
luminescéncia na presenga de seu substrato, a luciferina, adicionada de forma
exogena.

Previamente aos ensaios de sinalizacdo, procedeu-se a avaliacdo da
viabilidade celular, uma vez que possiveis efeitos citotdxicos poderiam interferir na

interpretacéo dos resultados. A analise por meio do ensaio de MTT demonstrou que o
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tratamento das células RAW 264.7 com ivermectina na concentragao de 1 ug/mL n&o
promoveu reducao significativa da viabilidade celular em comparagdo ao grupo
controle, conforme previamente descrito na literatura (ZHANG et al., 2008). Esses
achados confirmam que a concentragdo empregada € nao citotoxica e adequada para
utilizagcao experimental, afastando a possibilidade de que os efeitos observados sobre

a via do NF-kB decorram de toxicidade celular (Figura 7).

Figura 7 - Avaliagdo da viabilidade celular de macrofagos RAW 264.7 apés tratamento

com ivermectina.
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Legenda: Células RAW 264.7 foram tratadas com ivermectina (1 ug/mL) e a viabilidade celular
foi determinada por meio do ensaio de MTT. Os resultados sdo expressos como porcentagem
de células viaveis em relagdo ao grupo controle (meio). ¥comparado ao grupo Controle e IVM.
As barras de erro representam a média + desvio padrdao de amostras em triplicata (N = 3

pogos/grupo). Fonte: adaptado de Belo e colaboradores (2025).

Apds a confirmagao da viabilidade celular, foi avaliada a ativagao da via do NF-
kB. O tratamento com ivermectina, isoladamente, ndo induziu a ativagdo do NF-kB,
conforme evidenciado pela auséncia de aumento significativo na atividade de
luminescéncia relacionada a presenca da luciferase. De forma consistente, a
ivermectina administrada isoladamente também ndo aumentou a secrecéo de TNF-q,
indicando que, na auséncia de estimulo canbénico com LPS, a ivermectina ndo atua
como agonista direto da via pro-inflamatoéria mediada por NF-kB, independentemente

da presencga ou nao de inibigdo do complexo TLR4/MD-2 por LPS/RS (Figura 8A, B).
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Em contraste, macréfagos RAW 264.7 pré-tratados com ivermectina e
posteriormente estimulados com LPS apresentaram aumento significativo na ativagao
do NF-kB quando comparados as células estimuladas apenas com LPS. Esse efeito
foi completamente revertido pela inibicdo do complexo TLR4/MD-2 com LPS/RS,
diminuindo os niveis de ativacdo do NF-kB a valores semelhantes ao observado no
grupo nao tratado com ivermectina. Esses resultados demonstram que a amplificagéo
da ativacdo do NF-kB induzida pela ivermectina é dependente da integridade funcional
do complexo TLR4/MD-2 (Figura 8A).

Paralelamente, a secrecdo de TNF-a foi avaliada nas mesmas condi¢des
experimentais. O tratamento com ivermectina, isoladamente, ndo alterou os niveis
basais de TNF-a. No entanto, apesar do aumento da ativacdo do NF-kB, os
macréfagos pré-tratados com ivermectina e estimulados com LPS apresentaram
reducao significativa na secrecdo de TNF-a em comparagao as células estimuladas
apenas com LPS. Assim como observado para a ativacdo do NF-kB, a inibicdo do
complexo TLR4/MD-2 foi capaz de reverter esse efeito, restabelecendo os niveis de
TNF-a a valores semelhantes ao controle sem tratamento com ivermectina e inibidos
com LPS/RS. Esses dados indicam que, embora a ivermectina potencialize a ativagao
do NF-kB na presencga de LPS, essa ativacdo nao se reflete em um aumento na
producao de TNF-a, sugerindo uma dissociacdo entre a ativagcdo do fator de

transcrigdo e a indugao de respostas proé-inflamatorias classicas (Figura 8B).

Figura 8 — Efeito da ivermectina sobre a ativagao da via do NF-kB e a secregao de
TNF-a em macréfagos RAW 264.7.
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Legenda: A) Ativacdo do NF-kB avaliada por ensaio de luciferase em macréfagos RAW 264.7
pré-tratados com ivermectina e subsequentemente estimulados com LPS, expressa em
porcentagem como unidades relativas de luminescéncia (RLU).

B) Quantificagdo da secrecao de TNF-a (pg/mL) nos sobrenadantes celulares obtidos nas
mesmas condi¢cdes experimentais.

Diferencas estatisticamente significativas foram consideradas para p < 0,05. *Comparagao
entre os controles com macréfagos tratados com ivermectina e desafiados com LPS.
*Comparagao de macréfagos tratados ou ndo com ivermectina e desafiados com LPS, com
ou sem inibicdo do complexo TLR4/MD-2. Os dados sao apresentados como média £ desvio
padrdo de amostras em triplicata (n = 3 pogos/grupo), representativas de trés experimentos

independentes. Fonte: adaptado de Belo e colaboradores (2025).

Em conjunto, esses resultados demonstram que a ivermectina, em
concentragdes nao citotdxicas, ndo ativa diretamente a via do NF-kB em macréfagos
RAW 264.7, mas amplifica sua ativagao na presencga de LPS, de maneira dependente
do complexo TLR4/MD-2. Contudo, essa amplificacdo ocorre de forma dissociada da
secrecao de TNF-a, evidenciando um efeito modulatoério seletivo da ivermectina sobre
a via do NF-kB e estabelecendo uma correlagédo entre os achados in silico de interagao

da ivermectina com o MD-2 e os efeitos observados em macréfagos RAW 264.7.

3.3 A ivermectina prejudica a secre¢cao de NO e TNF-a e a eliminagcao de P.
aeruginosa em BMDM, com reversao do efeito apds a inibicido do complexo
TLR4/MD-2

Dado que a ivermectina aumentou a ativacdo do NF-kB na presenca de LPS, o
agonista candénico do complexo TLR4/MD-2, BMDMs de camundongos C57BL/6
foram pré-tratados com ivermectina, na concentracado de 1 pg/mL, e entao infectados
com P. aeruginosa (PA14). Em BMDM, o tratamento com ivermectina n&o alterou a
viabilidade celular, tanto antes quanto apds a infec¢gdo por PA14 (MOI 1:10). Como
esperado para um modelo in vitro de infeccdo aguda, a exposicao a bactéria reduziu
a viabilidade celular em aproximadamente 20%; contudo, essa redugao foi semelhante
entre os grupos tratados e nao tratados com ivermectina, indicando que a ivermectina
nao exerceu efeito citotdxico adicional sobre os macréfagos durante a infec¢ao (Figura
9).
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Figura 9 — Viabilidade de BMDM tratados e infectados com PA14.
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Legenda: Viabilidade de BMDM de camundongos C57BL/6 tratados ou nao com 1 ug/mL de
ivermectina e infectados com PA14 (MOI 1:10), avaliada por ensaio de MTT. Diferencas
estatisticamente significativas foram consideradas para p < 0,05. *Comparagédo entre
macrofagos infectados ou ndo com PA14 independente do tratamento. ¥Comparag&o entre o
controle negativo com os demais grupos. Os dados sdo apresentados como média + desvio
padrao de amostras em ftriplicata (n = 3 pogos/grupo), representativas de trés experimentos

independentes. Fonte: adaptado de Belo e colaboradores (2025).

Da mesma forma, a ivermectina ndao promoveu alteragcdes metabdlicas
detectaveis nos BMDM, tanto na auséncia quanto na presencga da infecgao por PA14.
O consumo de glicose e a secregao de lactato permaneceram semelhantes ao longo
de 0, 1 e 2 horas ap06s a infecgao, independentemente do tratamento com ivermectina
ou da inibicao do complexo TLR4/MD-2, e em células infectadas ou nao com PA14
(Figuras 10A-D). Esses resultados indicam que a ivermectina ndo induziu
reprogramagao metabodlica mensuravel nessas células, nem na presenga nem na

auséncia de infeccao bacteriana, nas condi¢cdes experimentais testadas.

Figura 10 — Consumo de glicose e secregédo de lactato por BMDM tratados com

ivermectina e infectados com PA14.
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Legenda: Consumo de glicose e secrecao de lactato por BMDM, com TLR4/MD-2 inibidos ou
nao, tratados ou ndo com ivermectina e infectados com nao com PA14.

A) Consumo de glicose por BMDM sem infec¢ao.

B) Consumo de glicose por BMDM com infecgéo.

C) Secrecao de lactato por BMDM sem infecgao.

D) Secrecao de lactato por BMDM com infecgao.

As analises foram realizadas em 0, 1 e 2 horas apds a presencga ou auséncia de PA14. Os

dados sao apresentados como média * desvio padrdo de amostras em triplicata (n = 3

pogos/grupo), representativas de trés experimentos independentes. Nao foram observadas

diferencas significativas entre os grupos experimentais. Fonte: adaptado de Belo e
colaboradores (2025).

Em contraste, a fungao microbicida dos macrofagos foi claramente afetada. O
tratamento com ivermectina prejudicou a depuracao intracelular de PA14, como
evidenciado pela maior recuperacio de bactérias viaveis no interior dos BMDM apés
1 e 2 horas de infecgdo, em comparagédo com os macrofagos nao tratados (Figura
11A). Esse efeito foi revertido quando o complexo TLR4/MD-2 foi inibido com LPS/RS,

restabelecendo a capacidade de eliminagao bacteriana a niveis semelhantes aos
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controles (Figura 11B), o que indica que o efeito da ivermectina sobre a depuragao

bacteriana depende funcionalmente da sinalizagao via TLR4/MD-2.

Figura 11 — A ivermectina prejudica a eliminagcdo de PA14 por macrofagos tratados,

sendo este efeito revertido pela inibicao de TLR4/MD-2.
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Legenda: Depuracéo intracelular de PA14 por BMDM tratados ou n&do com ivermectina.

A) Recuperagdo de bactérias viaveis em BMDM infectados na auséncia de inibigdo do
complexo TLR4/MD-2.

B) Recuperagéo de bactérias viaveis em BMDM infectados apds inibicdo do complexo
TLR4/MD-2 com LPS/RS. Os dados sao expressos como log,, UFC de PA14 por poco,

avaliados em 0, 1 e 2 horas apds a infecgao, sendo apresentados como média + desvio padrao
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de amostras em friplicata (n = 3 pogos/grupo), representativas de trés experimentos
independentes. Diferencas estatisticamente significativas foram consideradas para p < 0,05.
*Comparagao entre o grupo tratado ou ndo com ivermectina dentro do mesmo horario. Fonte:

adaptado de Belo e colaboradores (2025).

De forma semelhante, a secrecao de TNF-a pelos BMDM infectados também
foi reduzida pela ivermectina. Apés 2 horas de infec¢do por PA14, a ivermectina
diminuiu a produgédo de TNF-a em aproximadamente 60%, enquanto a inibicdo do
complexo TLR4/MD-2 reduziu a secregao dessa citocina em cerca de 20,8% (Figura
12). Esses dados evidenciam que a ivermectina exerce um efeito supressor mais
pronunciado sobre o TNF-a do que o bloqueio direto do receptor, reforcando seu papel

modulador da resposta inflamatéria mediada pela sinalizagao via TLR4.

Figura 12 — A secrecdo de TNF-a por BMDM é prejudicada com o tratamento de

ivermectina, sendo este efeito parcialmente revertido pela inibicao de TLR4/MD-2.
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Legenda: Secregao de TNF-a por BMDM apo6s 2 horas de infecgdo com PA14. Os macrofagos
foram tratados ou ndo com ivermectina e/ou submetidos a inibicdo do complexo TLR4/MD-2

com LPS/RS. Os dados sdo expressos em pg/mL e apresentados como média + desvio
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padrdo de amostras em triplicata (n = 3 pogos/grupo), representativas de trés experimentos
independentes. Diferencas estatisticamente significativas foram consideradas para p < 0,05.
*Comparagdo com o grupo controle. “Comparagdo com o grupo tratado com ivermectina.

Fonte: adaptado de Belo e colaboradores (2025).

Ademais, a produgdo de Ooxido nitrico (NO), um importante mediador
microbicida dos macréfagos, foi significativamente comprometida pelo tratamento com
ivermectina. Nos BMDM infectados com PA14, observou-se redugao significativa da
secrecado de nitrito, tanto 1 quanto 2 horas apds a infecgdo, em comparagdo aos
controles nao tratados (Figura 13A). Quando o complexo TLR4/MD-2 foi inibido, a
ivermectina deixou de suprimir a produc¢ao de NO, e uma tendéncia de aumento foi
observada em ambos os tempos analisados, ainda que sem diferencas
estatisticamente significativas (Figura 13B). Em macrofagos néo infectados, a
secrecao de NO permaneceu inalterada, independentemente do tratamento com

ivermectina ou da inibicdo do complexo TLR4/MD-2 (Figura 13C).

Figura 13 - A ivermectina prejudica a secregao de NO por macrofagos infectados com
PA14, sendo este efeito revertido pela inibicado de TLR4/MD-2.
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Legenda: Producéo de éxido nitrico, avaliada indiretamente pela quantificacdo de nitrito, em
BMDM tratados ou ndo com ivermectina.

A) BMDM infectados com PA14.

B) BMDM infectados com PA14 apds inibicdo do complexo TLR4/MD-2 com LPS/RS.

C) BMDM néao infectados.

As analises foram realizadas em 0, 1 e 2 horas, sendo apresentados como média * desvio
padrao de amostras em triplicata (n = 3 pogos/grupo), representativas de trés experimentos
independentes. Diferencas estatisticamente significativas foram consideradas para p < 0,05.
*Comparagéo entre o grupo tratado ou ndo com ivermectina dentro do mesmo horario. Fonte:

adaptado de Belo e colaboradores (2025).

Em conjunto, embora a ivermectina ndo afete a viabilidade celular nem o
metabolismo energético dos BMDM, o tratamento comprometeu a resposta
microbicida contra P. aeruginosa, reduzindo a depuracgao intracelular da PA14 e
suprimindo dois dos principais efetores dessa resposta testados, TNF-a e NO, de

maneira dependente e/ou correlacionada a sinalizagéo via TLR4/MD-2.

3.4 O tratamento com ivermectina diminuiu a carga bacteriana pulmonar em
camundongos TLR47 infectados com PA14, mas nio em camundongos

selvagens

Apos as etapas in silico e in vitro, foram conduzidos ensaios in vivo em
camundongos C57BL/6 e TLR4 " para avaliar os efeitos da ivermectina em um modelo
de pneumonia aguda por Pseudomonas aeruginosa PA14. Os animais receberam
ivermectina por cinco dias consecutivos (5 mg/kg/dia, via intraperitoneal) e,
posteriormente, foram infectados por via intratraqueal com PA14. Durante o periodo
de tratamento, a ivermectina ndo afetou o consumo alimentar nem o peso corporal

dos animais (Figura 14A-B).

Figura 14 - O tratamento com ivermectina n&o alterou a ingestao de ragédo, nem o peso

corporal dos camundongos.
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Figura 14: Peso corporal e consumo alimentar de camundongos tratados com ivermectina.
A) Peso corporal.

B) Consumo de racéo.

Ambos os grupos C57BL/6 e/ou TLR4" foram tratados com ivermectina na concentragdo de
5 mg/kg/dia, via intraperitoneal, ou PBS, durante cinco dias consecutivos. Os dados sao
apresentados por grupo e por dia de tratamento. Nao foram observadas alteracées no peso
corporal ou no consumo alimentar associadas ao tratamento com ivermectina. As barras de
erro representam a média + desvio padrao (N = 5 animais/grupo). Fonte: adaptado de Belo e
colaboradores (2025).
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Apods o tratamento por cinco dias com ivermectina e a subsequente infeccao
intratraqueal com PA14, na multiplicidade de infeccdo de 1 x 10° UFCs por
camundongo, a carga bacteriana pulmonar foi determinada 10 horas apds a infecgao
e expressa como logi, de UFC por pulmé&o/animal. Esse intervalo de tempo
corresponde a fase aguda da pneumonia, na qual os mecanismos de imunidade inata
exercem papel central no controle da proliferacdo bacteriana. Nos camundongos
C57BL/6 selvagens, o tratamento com ivermectina ndo promoveu alteragdes
significativas na carga bacteriana pulmonar quando comparado aos animais controle
infectados e tratados apenas com PBS. Ambos os grupos exibiram niveis semelhantes
de recuperacdo de PA14 nos pulmdes, indicando que, na presenca de sinalizagao
funcional via TLR4, a ivermectina nao modifica de maneira detectavel a suscetibilidade
do hospedeiro a infecgdo pulmonar aguda por PA14 (PBS/I C57BL/6 versus IVM/I
C57BL/6).

Contudo, um padrdo distinto foi observado nos animais TLR47. Os
camundongos TLR47 infectados e tratados apenas com PBS (PBS/I TLR47)
apresentaram cargas bacterianas pulmonares semelhantes as observadas nos
animais selvagens infectados, confirmando que a auséncia de TLR4, isoladamente,
nao aumenta a suscetibilidade a pneumonia aguda por PA14 nesse modelo. No
entanto, quando os animais TLR47 foram previamente tratados com ivermectina e
subsequentemente infectados (IVM/I TLR47"), observou-se uma redugao significativa
na recuperacdo de bactérias viaveis nos pulmdes, tanto em relagdo aos TLR4"
infectados nao tratados quanto em relagdo aos grupos TLR4 ™" infectados, tratados ou

nao com ivermectina (Figura 15).

Figura 15 — O tratamento com ivermectina reduziu a recuperagao de bactérias viaveis

nos pulmdes de camundongos infectados TLR4".
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Legenda: Recuperagao de bactérias viaveis nos pulmbes de camundongos C57BL/6 (WT) e
TLR47 tratados com ivermectina ou PBS infectados com 1x10° UFC de PA14. A carga
bacteriana pulmonar foi determinada 10 horas ap6s a infecgao e expressa como log,, de UFC
por pulmao. As barras de erro representam a média * desvio padrao, p < 0,05 foi considerado
estatisticamente significativo. #*Comparado ao grupo PBS/I C57BL/6; ®comparado ao grupo
IVM/I C57BL/6; *comparado ao grupo PBS/I TLR4” (n = 5 animais/grupo). Fonte: adaptado

de Belo e colaboradores (2025).

Esses resultados demonstram que a ivermectina exerceu um efeito protetor
contra a infecgdo pulmonar por P. aeruginosa especificamente no contexto da
deficiéncia de TLR4. Enquanto nos animais C57BL/6 a ivermectina ndo alterou a carga
bacteriana pulmonar, nos animais TLR4”/ o tratamento promoveu uma redugéo
significativa da colonizagao bacteriana, indicando que seus efeitos imunomodulatérios
in vivo favorecem mecanismos alternativos de controle da infeccdo quando a via

classica TLR4/MD-2 nao esta disponivel.
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3.5 O tratamento com ivermectina atenua os danos pulmonares e reduz o

infiltrado inflamatério em camundongos infectados com P. aeruginosa

Ap0s a verificagao de que a ivermectina reduziu de forma significativa a carga
bacteriana pulmonar em animais TLR4" infectados por PA14, tornou-se essencial
determinar se essa melhora no controle bacteriologico se refletia também na
preservagao estrutural do tecido pulmonar e em menor dano inflamatério. Para
compreender o impacto funcional da ivermectina sobre a integridade do pulmao
durante a infecgdo aguda, foi realizada a analise histopatologica e estereoldgica dos
pulmbes de camundongos C57BL/6 e TLR47, tratados ou ndo com ivermectina e
submetidos ou n&o a infec¢ao por PA14.

Nos grupos nio infectados, tanto C57BL/6 quanto TLR4 ™", tratados ou ndo com
ivermectina (PBS C57BL/6, IVM C57BL/6, PBS TLR47 e IVM TLR47), o tecido
pulmonar apresentou arquitetura histopatolégica normal, caracterizada por sacos
alveolares bem delimitados, septos alveolares finos e baixa celularidade intersticial.
Esses parametros indicam preservagado da organizagéo histologica e auséncia de
inflamacgé&o ou colapso alveolar, demonstrando que a ivermectina, por si sO, nao
induziu alteragdes estruturais no pulmao em condi¢des basais (Figuras 16A-D).

Em contraste, a infeccdo por PA14 induziu alteragdes histopatologicas
marcantes. Os animais C57BL/6 infectados e nao tratados (PBS/I C57BL/6) exibiram
espessamento acentuado dos septos alveolares, aumento expressivo da celularidade
intersticial e infiltrado difuso de células polimorfonucleares e mononucleares. Essas
alteragdes foram acompanhadas por colapso alveolar e acumulo de neutrofilos,
caracterizados morfologicamente, configurando um quadro de inflamagao pulmonar
intensa (Figura 16E). Nos animais C57BL/6 infectados tratados com ivermectina
(IVM/I C57BL/6), essas alteragdes permaneceram evidentes, porém em menor
intensidade, com redugao parcial do espessamento septal, do colapso alveolar e do
infiltrado inflamatério quando comparados aos controles infectados nao tratados
(Figura 16F). Nos camundongos TLR4™7, a infecgdo por PA14 resultou em um padrao
de alteragdes histopatoldgicas mais atenuado. Tanto os animais PBS/I TLR4 7" quanto
os IVM/I TLR4 " apresentaram menor espessamento septal, menor infiltrado celular e
melhor preservacao da arquitetura alveolar quando comparados aos animais C57BL/6
infectados. Notavelmente, o tratamento com ivermectina em camundongos TLR4 7

infectados promoveu maior preservacao da microestrutura pulmonar, com septos mais
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delgados, menor colapso alveolar e menor acumulo de células polimorfonucleares e

mononucleares (Figuras 16G—H).

Figura 16 - O tratamento com ivermectina melhorou os parametros histopatolégicos

pulmonares em camundongos C57BL/6 e TLR4" infectados com PA14.
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Legenda: Imagens representativas da histopatologia pulmonar em campo claro de
camundongos C57BL/6 e TLR4 ™, tratados com ivermectina ou PBS e infectados ou ndo com
PA14. Os pulmdes foram coletados 10 horas apés a infecgao e corados com H&E.

A) PBS C57BL/6.

B) IVM C57BL/6.

C) PBS TLR4™.

D) IVM TLR4 ™.

E) PBS/I C57BL/6.

F) IVM/I C57BL/6.

G) PBS/I TLR4™.

H) IVM/I TLR4 ™.

%: alvéolos; A: septo alveolar; As: saco alveolar. As areas destacadas nos painéis PBS/I
C57BL/6 e IVM/I C57BL/6 indicam infiltrado neutrofilico. Fonte: adaptado de Belo e
colaboradores (2025).

A andlise estereoldgica confirmou quantitativamente esses achados
histopatoldgicos. Todos os grupos infectados apresentaram aumento da densidade
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volumétrica dos septos alveolares e reducao proporcional do espacgo de troca gasosa
e do volume alveolar em relagdo aos grupos nao infectados, refletindo o aumento do
espessamento intersticial e o colapso alveolar induzidos pela infecgdo. Essas
alteragdes foram mais pronunciadas nos animais PBS/I C57BL/6, seguidos pelos
IVM/I C57BL/6, nos quais a ivermectina promoveu apenas uma melhora parcial dos
parametros pulmonares. Nos camundongos TLR47 infectados, essas alteragbes
foram menos intensas, e o tratamento com ivermectina promoveu melhora adicional,
resultando nos valores mais proximos da normalidade entre todos os grupos
infectados (Figuras 17A—C).

Em relagdo a celularidade intersticial, utilizada como marcador quantitativo do
infiltrado inflamatorio, todos os grupos infectados apresentaram aumento significativo
em comparacao aos controles nao infectados. O maior infiltrado foi observado nos
animais PBS/I C57BL/6 , enquanto esse parametro foi reduzido tanto pelo tratamento
com ivermectina (IVM/I C57BL/6) quanto pela auséncia de TLR4 (PBS/I TLR47/7). A
menor celularidade intersticial foi observada nos camundongos TLR4 7 tratados com
ivermectina e infectados (IVM/I TLR47), evidenciando que a auséncia de TLR4
associada ao tratamento com ivermectina foi necessaria para a reducao do infiltrado

inflamatorio pulmonar durante a pneumonia aguda por PA14 nos animais (Figura 17D).

Figura 17 - O tratamento com ivermectina melhorou os parametros esterolégicos

pulmonares em camundongos C57BL/6 e TLR4" infectados com PA14.
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Legenda: Anadlise estereoldgica quantitativa da microestrutura pulmonar de camundongos
C57BL/6 e TLR4™, tratados com ivermectina ou PBS, infectados ou ndo PA14.

A) Densidade volumétrica (Vv) dos septos alveolares.

B) densidade volumétrica (Vv) do espaco alveolar.

C) volume alveolar médio (V* x 10° ym?3).

D) celularidade intersticial (células/mm?).

Os dados sao apresentados como mediana e intervalo interquartil. Diferentes simbolos (*, #,
&, %, @) indicam diferengas estatisticamente significativas entre os grupos, p < 0,05 foi
considerado estatisticamente significativo; grupos que compartilham o mesmo simbolo néo
diferem estatisticamente (p > 0,05).

Em conjunto, embora a infeccdo por PA14 induza desorganizacao estrutural
significativa no tecido pulmonar, a ivermectina atenua essas alteragdes histologicas e
estereoldgicas, com efeito mais evidente em camundongos TLR4 7", nos quais ocorre

maior preservacao da arquitetura pulmonar e menor inflamacgao tecidual local.
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3.6 O tratamento com ivermectina reduziu a secre¢ao de IL-6 e TNF-a e
aumentou a secregao de IFN-y e IL-17A nos pulmées de camundongos C57BL/6,

com efeitos mais evidentes em camundongos TLR4

Apos verificar que a ivermectina ndo apenas reduziu a carga bacteriana
pulmonar em camundongos TLR47", mas também preservou de forma significativa a
microarquitetura do tecido pulmonar e atenuou o infiltrado inflamatério durante a
pneumonia aguda por PA14, foi investigado como esses efeitos estruturais se
relacionavam com o perfil imunoldgico secretor de componentes humorais in loco. Em
infeccbes por P. aeruginosa, a simples supressdo da inflamagdo, marcada pela
diminuicao de citocinas proé-inflamatérias como IL-6 e TNF-a, ndo é suficiente para
explicar a resolugdo do quadro infeccioso, sendo a ativagao de resposta imune
adaptativa, particularmente aquelas mediadas por linfécitos T CD4*, um componente
central para o controle efetivo de bactérias extracelulares. Assim, a proxima etapa
consistiu em avaliar se a ivermectina modulava o ambiente inflamatério pulmonar e a
possivel ativacao de subpopulagdes de linfocitos T nos pulmdes de camundongos
C57BL/6 e TLR4™ infectados com PA14.

A infeccao pulmonar por PA14 induziu, como esperado, um aumento
significativo na produgao de citocinas proé-inflamatérias classicas, particularmente IL-
6 e TNF-a, nos pulmdes dos animais C57BL/6 e TLR47, quando comparados aos
grupos nao infectados. Esse aumento é reflexo da intensa ativagéo pré-inflamatéria
desencadeada pela presenca da PA14 no parénquima pulmonar. No entanto, o
tratamento com ivermectina promoveu uma redugao dessas duas citocinas nos
animais infectados. Nos camundongos C57BL/6 tratados com ivermectina (IVM/I
C57BL/6), observou-se uma diminuigao tanto de IL-6 quanto de TNF-a em relagéo aos
controles infectados tratados apenas com PBS. Essa redugdo foi ainda mais
pronunciada nos camundongos TLR4” tratados com ivermectina e infectados com
PA14 (IVM/I TLR4 ™), evidenciando que a auséncia de TLR4 favoreceu o efeito menos
inflamatorio da ivermectina no pulmao durante a infec¢ao por PA14 (Figuras 18A-B).

A quantificacao de nitrito, que reflete a secrecao de 6xido nitrico no tecido
pulmonar, ndo apresentou variagdes significativas entre os diferentes grupos
experimentais, independentemente da infeccdo com PA14 ou do tratamento com
ivermectina, indicando que, no contexto in vivo, a via do O6xido nitrico ndo foi

diferencialmente modulada pelo tratamento com ivermectina. De modo semelhante,
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os niveis da citocina anti-inflamatéria IL-10 permaneceram estaveis na maioria dos
grupos, com excegdo dos animais TLR4” infectados, independentemente do
tratamento com ivermectina, que exibiram niveis reduzidos dessa citocina em
comparagao aos animais C57BL/6 infectados, sugerindo uma regulacao diferencial da
resposta anti-inflamatéria na auséncia de TLR4, mas independente do tratamento com

ivermectina (Figuras 18C-D).

Figura 18 - O tratamento com ivermectina reduziu a secrecdo de IL-6 e TNF-a no

pulmao de camundongos C57BL/6 e TLR4" infectados com PA14.
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Legenda: A ivermectina reduziu os niveis de IL-6 e TNF-a pulmonares em camundongos
infectados por PA14, com efeito acentuado na auséncia de TLR4. A concentragdo de citocinas
e de nitrito foram determinados em homogeneizados pulmonares de camundongos C57BL/6
e TLR4™ tratados com ivermectina ou PBS e infectados com PA14.

A) IL-6.

B) TNF-a.

C) NO, avaliado por quantificagao de nitrito.
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D) IL-10.

As barras de erro representam a média * desvio padrdo, p < 0,05 foi considerado
estatisticamente significativo de amostras em triplicata. “Comparado ao grupo PBS/I C57BL/6;
&comparado ao grupo IVM/I C57BL/6; *comparado ao grupo PBS/I TLR4” (n = 5

animais/grupo). Fonte: adaptado de Belo e colaboradores (2025).

Em paralelo a reducgéo das citocinas inflamatérias classicas, o tratamento com
ivermectina refletiu em um aumento de citocinas associadas a imunidade adaptativa
protetora contra P. aeruginosa. A infecgao por PA14 induziu a produgéo pulmonar de
IL-17A e IFN-y exclusivamente nos grupos infectados, ndo sendo essas citocinas
detectaveis nos animais néo infectados. Nos camundongos C57BL/6 infectados e
tratados com ivermectina, os niveis de IL-17A e IFN-y foram significativamente
maiores do que nos animais infectados nao tratados, indicando que a ivermectina
favorece a polarizagao da resposta imune para um perfil mais efetor e direcionado ao
controle da infecgdo por PA14. Esse efeito foi ainda mais intenso nos camundongos
TLR4 7 tratados com ivermectina, nos quais os maiores niveis de IL-17A e IFN-y entre
todos os grupos experimentais foram observados (Figuras 19A-B).

A analise por citometria de fluxo dos linfécitos CD4* pulmonares confirmou que
esse aumento de citocinas estava diretamente associado a expanséao funcional de
subpopulagdes Th1 e Th17. Nos camundongos TLR47 infectados com PA14 e
tratados com ivermectina, houve um aumento na intensidade de fluorescéncia de
células CD4" positivas para IL-17A, indicando maior produgao dessa citocina por
células Th17 no tecido pulmonar em comparagéo aos TLR4 7 infectados n&o tratados
(Figura 19C). Ja nos camundongos TLR4"" tratados com ivermectina, o principal efeito
observado foi o aumento da intensidade de fluorescéncia de células CD4* positivas
para IFN-y, evidenciando maior ativacdo da populagdo Th1 nesses animais apods a
infecgao por PA14 (Figura 19D).

Figura 19 - O tratamento com ivermectina aumentou a produgéo pulmonar de IL-17A
e IFN-y e promoveu a maior funcionalidade de subpopulacbes secretoras de IL-17A e

IFN-y em camundongos infectados com PA14.
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Legenda: A ivermectina aumentou a secreg¢ado local de IL-17A e IFN-y quantificado nos
homogeneizados pulmonares dos camundongos infectados e direcionou a resposta imune
adaptativa para perfis celulares secretores de IL-17A e IFN-y no pulmao dos animais durante
pneumonia por PA14.

A) IL-17A.

B) IFN-y.

C) Intensidade média de fluorescéncia (IMF) de linfécitos T CD4* IL-17A*.

D) Intensidade média de fluorescéncia (MFI) de linfocitos T CD4* IFN-y*, indicando maior

+[+

ativagao da populagao Th1 em camundongos TLR4"" tratados com ivermectina apds infeccao
por PA14.

As barras de erro representam a média + desvio padrao, p < 0,05 foi considerado
estatisticamente significativo. *comparado ao grupo PBS/I C57BL/6; 4comparado ao grupo
IVM/I C57BL/6; *»comparado ao grupo PBS/I TLR4™ (n = 5 animais/grupo). Fonte: adaptado

de Belo e colaboradores (2025).

Em conjunto, esses resultados sugerem que a ivermectina reprograma o

microambiente imunoldgico pulmonar durante a pneumonia aguda por P. aeruginosa.
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Ao mesmo tempo em que reduz a produgao de citocinas pré-inflamatdrias associadas
ao dano tecidual, como IL-6 e TNF-q, o tratamento suscitou uma resposta imunoldgica
aumentada para citocinas da imunidade adaptativa, marcada pela maior concentragao
de IL-17A e IFN-y, especialmente em camundongos TLR47". Essa combinagéo de
menor pro-inflamacgéo lesiva e maior responsividade imunologica efetora fornece uma
potencial explicagdo mecanistica para a redugao da carga bacteriana e a preservagao

estrutural do pulmao observadas anteriormente nesses animais.
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4.0 DISCUSSAO

A ivermectina € um farmaco amplamente empregado na pratica da medicina
alopatica e, mais recentemente, tem despertado interesse por potenciais aplicacoes
que extrapolam suas propriedades antiparasitarias. Essas novas indicagdes
evidenciam lacunas relevantes no conhecimento sobre seus efeitos nos sistemas de
mamiferos, como, por exemplo, a sua capacidade de modular a microbiota intestinal
e suas possiveis implicagbes em terapias oncoldgicas, ambas aplicagées que podem
impactar de forma significativa a imunofisiologia do hospedeiro (BELO et al., 2025;
DOU et al.,, 2016). Neste trabalho, foi demonstrado que a ivermectina se liga ao
correceptor MD-2 associado ao TLR4, uma interagcao que, em condi¢des in vitro,
resultou em modulagdo imune prejudicial em macréfagos, mas que, de maneira
contrastante, promoveu o aumento da responsividade imune em camundongos
deficientes em TLR4 submetidos a pneumonia bacteriana por P. aeruginosa.

A atividade imunomoduladora da ivermectina ja havia sido proposta em estudos
prévios, indicando que seus efeitos farmacologicos extrapolam o escopo estritamente
antiparasitario. Khakh e colaboradores (1999) demonstraram que a ivermectina atua
como um ativador alostérico positivo, especifico e reversivel dos receptores P2X4, os
quais pertencem a familia de canais catibnicos nao seletivos regulados por ATP
extracelular. Esses receptores, quando ativados, permitem o influxo de ions sddio
(Na*) e calcio (Ca?*) para o interior da célula, simultaneamente ao efluxo de ions
potassio (K*), configurando um mecanismo capaz de influenciar de maneira direta a
ativagdo e a funcionalidade das células imunes. Ademais, Csoka e colaboradores
(2018) demonstraram que o tratamento com ivermectina promoveu aumento
significativo da sobrevida de camundongos submetidos a sepse induzida por
Escherichia coli, efeito que foi atribuido a mecanismos dependentes da ativagao dos
receptores P2X4. Dessa forma, esses trabalhos estabeleceram uma base
experimental consistente para a nogdo de que a ivermectina exerce efeitos
imunomoduladores mediados por P2X4, os quais sao relevantes em contextos de
infeccao sistémica e resposta inflamatoria exacerbada.

A ivermectina também foi caracterizada como um farmaco capaz de modular
de forma direta as respostas mediadas por linfécitos T em modelos in vivo, indicando
que seus efeitos imunoldgicos se estendem ao compartimento da imunidade

adaptativa. Em camundongos, foi demonstrado que a ivermectina exerceu um efeito
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protetor no modelo de encefalomielite autoimune experimental por meio da regulagao
do balango funcional entre células Th17 e células T reguladoras, mediado
especificamente pela via de sinalizagdo dependente de IL-2 e STATS (XIE et al., 2023).
Esse mecanismo sugere que a ivermectina interfere em circuitos moleculares que
controlam a diferenciagao e a estabilidade fenotipica dos linfocitos T.

De forma consistente com essa ag¢ao sobre subpopulagdes de linfécitos, em
cabras infectadas pelo Capra hircus papillomavirus, a administracdo repetida de
ivermectina promoveu aumento da razdo CD4*/CD8*, associado a reducao dos niveis
periféricos de linfocitos T CD8*, indicando uma reorganizagao quantitativa de linfécitos
T induzida pelo farmaco (BOZKURT et al., 2023). Além disso, outros estudos
demonstraram que a ivermectina atua sobre o complexo heterodimérico de importina
IPOa/B, um sistema essencial para o transporte nuclear de proteinas, levando a
reducao da proliferacao de linfocitos T infectados pelo virus da leucemia de células T
humanas do tipo 1. Esse efeito destacou a ivermectina como um potencial agente
terapéutico no contexto da leucemia/linfoma de células T do adulto (SHIKAWA et al.,
2021). Em conjunto, esses achados sustentam que, para além de sua agao sobre os
receptores P2X4, a ivermectina exerce efeitos moduladores relevantes sobre a
imunidade adaptativa mediada por linfocitos T.

Os resultados obtidos nesta tese demonstraram que o tratamento com
ivermectina, de forma isolada, ndo promoveu ativagao da via de sinalizagao do NF-kB
em macrofagos RAW 264.7. No entanto, quando essas células foram previamente
expostas a ivermectina e posteriormente estimuladas com lipopolissacarideo
bacteriano, observou-se intensificagcao da ativacido do NF-kB, efeito que foi revertido
pela inibicdo do complexo TLR4/MD-2. Esse comportamento € compativel com os
dados de acoplamento molecular in silico, que evidenciaram a ligagao da ivermectina
ao correceptor MD-2, o qual forma um complexo funcional com o TLR4, fornecendo
uma base mecanistica para a modulacado observada da via de sinalizacao.

Zhang e colaboradores (2008) demonstraram que o tratamento com
ivermectina aumentou a sobrevida de camundongos submetidos a uma dose letal de
LPS por meio da inibicdo da producéo de citocinas pro-inflamatérias dependente do
bloqueio do NF-kB. De maneira semelhante, Jiang e colaboradores (2019) mostraram
que a ivermectina foi capaz de reverter a resisténcia a farmacos em células tumorais
ao inibir vias intracelulares, incluindo a via do NF-kB, resultando em reducédo da

transcricdo da glicoproteina P (P-gp). Em contraste com esses achados, os dados
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apresentados neste estudo indicaram que a ivermectina aumentou a sinalizagao de
NF-kB em condigbes in vitro, 0 que reforca a hipotese de que esse efeito decorre
predominantemente da interagdo do farmaco com o correceptor MD-2 do complexo
TLR4, e ndo de uma acéao direta sobre os componentes intracelulares da via do NF-
KB. Apesar da amplificacdo da ativacdo de NF-kB, o tratamento com ivermectina
resultou em diminuigdo da secregdo de TNF-q, indicando que a ativagao dessa via
nao se traduziu em uma resposta pro-inflamatdria classica. Esse padréo sugere que
a sinalizagdo a jusante do NF-kB foi seletivamente modulada pela ivermectina,
favorecendo potenciais saidas regulatérias em detrimento da indu¢cado de mediadores
inflamatadrios tipicos. Em conjunto, esses resultados evidenciam um modo distinto de
regulacdo da via do NF-kB sob a influéncia da ivermectina, apontando para a
necessidade de investigagbes mecanisticas adicionais para elucidar os processos
moleculares subjacentes.

O tratamento com ivermectina comprometeu de forma significativa a
capacidade de eliminacéo intracelular de P. aeruginosa por macrofagos em condigdes
in vitro, sendo esse efeito diretamente refletido pela diminuicdo da secrecao de NO e
de TNF-a, sem que houvesse qualquer alteragcdo na viabilidade celular. Esse padrao
indica que a reducgao da atividade microbicida nao decorreu de citotoxicidade, mas de
uma modulagdo funcional das respostas efetoras desses macréfagos. Zhang e
colaboradores (2009) demonstraram previamente que a ivermectina inibiu a produgéo
de 6xido nitrico em macrofagos estimulados com LPS, o que fornece uma base
consistente para a interpretacdo de que a diminuicdo da depuragao bacteriana
observada nos experimentos do presente estudo esta associada a redugédo da
disponibilidade dessa espécie reativa de nitrogénio, essencial para a atividade
bactericida de macrofagos (ZHANG et al., 2008; ZHANG et al., 2009).

De modo complementar, Gossein e colaboradores (1995) demonstraram que
camundongos infectados com P. aeruginosa apresentam aumento da expressao de
TNF-a durante as fases iniciais da infeccdo, sendo esse aumento funcionalmente
relevante, uma vez que o bloqueio desse mediador por meio de anticorpos anti-TNF-
a resultou em maior recuperacao de bactérias viaveis nos pulmoes. Assim, a redugao
da depuracdo de PA14 observada em macréfagos tratados com ivermectina pode
também ser atribuida a diminuicdo da secrecdo de TNF-a induzida pelo farmaco in
vitro, comprometendo um eixo central da resposta inflamatéria protetora contra

bactérias extracelulares. Esse mesmo padrao de reducdo de TNF-a foi igualmente
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observado em macrofagos RAW 264.7 tratados com ivermectina e posteriormente
estimulados com LPS, o que é consistente com a interagdo da ivermectina com o
complexo receptor TLR4/MD-2, previamente demonstrada. De forma particularmente
relevante, a supressio da secreg¢ao de TNF-a e de 6xido nitrico foi revertida quando
o complexo TLR4/MD-2 foi farmacologicamente inibido, indicando que os efeitos da
ivermectina sobre esses mediadores microbicidas dependem da integridade desse
eixo de reconhecimento.

Macrofagos com fendtipo pré-inflamatério, classificados como M1,
caracterizam-se por um aumento da captagcdo de glicose e por uma mudanga do
metabolismo energético da fosforilagdo oxidativa mitocondrial para vias
predominantemente fermentativas, o que resulta em maior producdo de lactato
(VIOLA et al., 2019). Esse processo de reprogramacao metabdlica permite a geragao
rapida de ATP e, ao mesmo tempo, reforga a sinalizagao imune por meio do acumulo
de metabdlitos, o qual atua na estabilizagao do fator induzivel por hipéxia 1-alfa e,
consequentemente, favorece a expressao de citocinas pro-inflamatoérias (YE et al.,
2022). No entanto, no presente estudo, esse padrdo classico de reprogramagao
metabdlica ndo foi detectado. Os macrofagos avaliados exibiram niveis semelhantes
de consumo de glicose e de secrecao de lactato, independentemente de terem sido
tratados com ivermectina ou ndo, bem como independentemente da presenca ou
auséncia de infecgao por P. aeruginosa. Esses resultados indicam que, nas condi¢des
experimentais empregadas, a ivermectina e a infecgdo bacteriana ndo promoveram
alteragcbes mensuraveis no metabolismo glicolitico ou na producdo de lactato
associadas ao fendétipo pré-inflamatério.

Em modelos in vivo, o tratamento com ivermectina ndo modificou a recuperacao
de bactérias viaveis nos pulmdes, em concordancia com os achados previamente
reportados pelo nosso grupo (BELO et al., 2023). Apesar disso, a administragcao do
farmaco resultou em melhora significativa dos parametros histopatoldgicos
pulmonares, além de promover reducdo da secrecao local de IL-6 e TNF-a. Essas
alteracbes sao compativeis com uma atenuacéo do processo inflamatério pulmonar e
podem estar diretamente relacionadas a diminuicdo do dano tecidual induzido pela
infecgao bacteriana. A redugéo dos niveis de TNF-a observada nos animais tratados
foi consistente com os resultados obtidos nos ensaios in vitro, indicando que os efeitos
imunomoduladores da ivermectina sobre esse mediador inflamatério se mantém entre

os diferentes sistemas experimentais. Entretanto, o fato de a recuperacao de bactérias
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viaveis nos pulmdes permanecer inalterada nos camundongos do tipo selvagem, ao
passo que foi reduzida nos animais deficientes em TLR4, sugere que outros
componentes da resposta imune tenham sido modulados pela ivermectina. Nesse
contexto, observou-se o0 aumento dos niveis de IL-17A e IFN-y nos pulmdes dos
animais infectados e tratados com ivermectina, com um aumento ainda mais
acentuado nos camundongos TLR47". Essas citocinas, produzidas por linfécitos T
auxiliares e/ou por células linfoides inatas, estdo associadas a desfechos mais
favoraveis na pneumonia causada por P. aeruginosa (SHINDO et al., 2017; MUNTAKA
et al., 2019), o que indica que a modulagdo desses eixos imunologicos pode ter
contribuido para a melhora dos parametros pulmonares e para a maior eficiéncia no
controle da infeccado observada nos grupos tratados com ivermectina, em especial nos
camundongos TLR4™".

Happel e colaboradores (2005) evidenciaram a importancia central das
citocinas IL-17 e IFN-y na defesa imunolégica pulmonar contra Klebsiella pneumoniae,
demonstrando que a auséncia desses mediadores resultou em aumento significativo
da mortalidade em camundongos. Esses dados consolidam o papel dessas citocinas
na coordenacgao de respostas imunes eficazes no trato respiratério durante infecgdes
bacterianas. De forma convergente, estudos voltados ao desenvolvimento de vacinas
tém buscado identificar alvos capazes de intensificar respostas imunoldgicas
mediadas por IL-17 como estratégia para aumentar a proteg¢ado contra a infecgao por
P. aeruginosa (SHAINKH et al., 2022). Nesse contexto, o0 aumento dos niveis de IL-
17A e IFN-y observado apds o tratamento com ivermectina sugere que esse farmaco
atua por meio de receptores adicionais e/ou vias de sinalizagao intracelular distintas
daquelas previamente caracterizadas neste trabalho, promovendo maior produgao
dessas citocinas por linfocitos T e/ou por células linfoides inatas. Tal modulagao indica
que a ivermectina influencia componentes especificos da resposta imune que estao
diretamente associados a mecanismos de protecdo em infeccbes pulmonares
bacterianas. Esse conjunto de observacgdes reforca a necessidade de investigacoes
adicionais voltadas a identificacdo dos alvos moleculares e das vias de sinalizacao
envolvidas nessa resposta especifica induzida e/ou potencializada pela ivermectina.

De forma particularmente relevante, os camundongos deficientes em TLR4
tratados com ivermectina apresentaram desfechos mais favoraveis frente a infecgéo
por P. aeruginosa quando comparados tanto aos animais TLR4 " n&o tratados quanto

aos camundongos C57BL/6, independentemente do uso de ivermectina. Esses
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animais exibiram menor recuperagao de bactérias viaveis nos pulmdes e melhora dos
parametros histopatolégicos pulmonares, indicando uma resposta imune mais
eficiente no controle da infeccdo. Em consonéncia com esses achados, Ramphal e
colaboradores (2005) demonstraram que camundongos TLR47 ndo apresentam
maior suscetibilidade a infecgdo pulmonar aguda por P. aeruginosa, uma vez que as
cargas bacterianas e as contagens de neutréfilos nos pulmdes foram semelhantes
entre animais C57BL/6 e TLR4/-apos a infeccdo. Esses dados sustentam a afirmacgao
de que a suscetibilidade a pneumonia aguda causada por P. aeruginosa nao depende
diretamente da sinalizagao mediada por TLR4. Nesse contexto, a observacgao de que
camundongos TLR4 ™ tratados com ivermectina foram menos suscetiveis a infecgéo
por PA14, apresentando melhor preservacdo da histoarquitetura pulmonar em
comparagdo com os controles TLR4”7 infectados e n&o tratados, sugere que a
ivermectina exerce seus efeitos por meio de outros receptores fisioldgicos nao
seletivos ou por vias compensatorias capazes de suprir a auséncia da sinalizagao
mediada pelo eixo TLR4/MD-2.

O tratamento com ivermectina resultou em melhora estatisticamente
significativa dos parametros estereoldgicos pulmonares, especialmente nos
camundongos deficientes em TLR4, refletindo maior preservagdo da estrutura
pulmonar nesse grupo. Além disso, a administracdo de ivermectina resultou em
reducao do infiltrado inflamatério, marcada pela diminuicdo da celularidade no tecido
pulmonar dos animais infectados, alteracao que apresentou correlagao direta com a
diminuicdo da secrecédo local de TNF-a e IL-6. Esses efeitos juntamente a protegéo
tecidual foram mais pronunciados nos camundongos TLR47 tratados com
ivermectina, sugerindo que a auséncia da sinalizagdo mediada por TLR4 potencializa
a agao moduladora do farmaco sobre a inflamacgao pulmonar in loco. Esse perfil de
resposta esta de acordo com os achados descritos por Ma e colaboradores (2022),
que demonstraram que a ivermectina foi capaz de atenuar a lesdo pulmonar aguda
induzida por LPS em camundongos, reforgcando a consisténcia dos efeitos observados
sobre a redugao do dano inflamatério no pulméao.

Da mesma forma, os dados obtidos neste trabalho e os resultados
recentemente descritos por Noori, Sureda e Shirooie (2025) permitem uma
compreensao mais abrangente e mecanisticamente consistente do papel
imunomodulador da ivermectina. Enquanto este trabalho demonstrou que a

ivermectina promoveu aumento da ativagdo de NF-kB em macréfagos estimulados por
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LPS, esse efeito ndo se traduziu em amplificagdo da resposta inflamatdria classica,
uma vez que houve reducgao significativa da secregao de TNF-qa, 6xido nitrico e outros
mediadores pro-inflamatorios in vitro e posteriormente verificados in vivo,
evidenciando uma dissociagao funcional entre a ativagao do fator de transcricdo e a
resposta efetora inflamatéria. Por outro lado, no modelo de psoriase induzida por
imiquimode, caracterizado por inflamagado cutdnea crbnica e desregulada, o
tratamento tépico com ivermectina resultou na reducéo da expressido de TLR4 e da
ativagao nuclear de NF-kB, acompanhada por melhora dos indices de gravidade da
area da psoriase e da histopatologia das lesdes nos camundongos (NOORI;
SUREDA; SHIROOIE, 2025). A integracao desses dados sugere que a ivermectina é
capaz de preservar sinais iniciais de ativacado necessarios a uma resposta imune
adequada e regulada, ao mesmo tempo em que limita a sustentagdo e a propagagao
imunopatoldgica da inflamacéao, conferindo um efeito imunoprotetor tanto em cenarios
de infecgao bacteriana aguda pulmonar quanto em doencas inflamatdrias crénicas,

como a psoriase.
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5.0 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstram que a ivermectina se liga ao
correceptor MD-2 do complexo TLR4/MD-2, indicando uma interagao direta com um
componente central da sinalizagdo da imunidade inata por meio de analise in silico.
Essa interacdo associou-se a modulagao da resposta imune in vitro em macréfagos e
a alteracdo de parametros inflamatoérios in vivo, com efeitos mais evidentes em
camundongos deficientes para TLR4. Em macréfagos, a ivermectina comprometeu a
depuracéo intracelular de P. aeruginosa e promoveu a ativagao da via do NF-kB, sem
aumento concomitante da secre¢cao de TNF-a. Esses efeitos foram revertidos pela
inibicdo do complexo TLR4/MD-2, indicando a dependéncia dessa via para os efeitos
observados.

No modelo murino de infecgao, particularmente em animais deficientes para
TLR4, o tratamento com ivermectina reduziu a suscetibilidade a pneumonia aguda
induzida pela cepa PA14 de P. aeruginosa. Observou-se melhora da histoarquitetura
pulmonar, aumento na producdo de IL-17A e IFN-y, redugéo do infiltrado inflamatorio
e diminuicdo da carga bacteriana pulmonar, conforme ilustrado na figura abaixo
(Figura 20). Em conjunto, os resultados indicam que a ivermectina exerce um papel
imunomodulador, uma vez que, apesar de inibir mecanismos microbicidas classicos
em macrofagos in vitro, promoveu in vivo uma resposta imune protetora mais eficaz

na auséncia da sinalizagdo mediada por TLR4.

Figura 20 - Representagcao esquematica dos efeitos da ivermectina sobre a resposta

imune inata e adaptativa de camundongos durante infec¢ao por P. aeruginosa.
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Legenda: Em analises in silico, a ivermectina apresentou alta afinidade de ligacdo ao
componente MD-2 do complexo TLR4/MD-2, modulando a sinalizagdo dependente de NF-kB
em macrofagos. Em ensaios in vitro, o tratamento com ivermectina prejudicou a atividade
microbicida de macroéfagos, resultando em maior recuperagdo de bactérias viaveis, com
reducdo da secrecdo de TNF-a e o6xido nitrico (NO), efeitos revertidos pela inibicdo do
complexo TLR4/MD-2. Em modelo in vivo de pneumonia aguda por P. aeruginosa, a
ivermectina atenuou o dano pulmonar e a inflamagéo, com redugdo da carga bacteriana,
particularmente em camundongos TLR47/~, associada ao aumento de respostas mediadas
por IL-17 e IFN-y e a diminuicao de IL-6 e TNF-a. Fonte: Adaptado de Belo e colaboradores
(2025)

Esses dados abrem perspectivas para investigacdes futuras sobre os efeitos
imunofarmacolégicos da ivermectina em diferentes contextos imunofisiolégicos.
Estudos adicionais devem ser conduzidos a fim de identificar possiveis alvos
moleculares associados ao aumento da producdo de IFN-y e IL-17 nos quais a
ivermectina possa atuar, bem como o papel de populacdes celulares especificas em
processos infecciosos. Além disso, a avaliacao do efeito da ivermectina em outros
modelos de infeccdo bacteriana e de sua possivel associagdo com terapias
antimicrobianas antibacterianas e imunofarmacoldgicas convencionais pode ampliar
sua aplicabilidade terapéutica em contextos infecciosos. Assim, os resultados
apresentados sustentam o potencial da ivermectina como agente imunofarmacolégico

e indicam alvos moleculares e celulares relevantes para futuras abordagens
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terapéuticas no controle de P. aeruginosa e de patdogenos relacionados. Todos os
resultados deste trabalho encontram-se publicados (BELO et al., 2025), e a primeira

pagina do artigo encontra-se disponivel no Apéndice A.
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Abstract

The TLR4 receptor, together with the MD-2 co-receptor, is essential for macrophage recognition of LPS from Gram-negative
bacteria such as Pseudomonas aeruginosa. Although ivermectin improves survival following LPS challenge in mice, its
immunological mechanisms remain poorly understood. In silico molecular docking was performed to evaluate the binding
of ivermectin to TLR4/MD-2. In vitro studies were conducted using RAW 264.7 macrophages and bone marrow-derived
macrophages (BMDMs) treated with ivermectin and/or TLR4/MD-2 inhibitors, followed by LPS stimulation or infection with
P. aeruginosa PA14. In vivo studies were carried out in C57BL/6 wild-type (WT) and TLR4 knockout (KO) mice treated
with ivermectin or phosphate-buffered saline and subsequently intratracheally infected with PA14. Docking analysis dem-
onstrated high-affinity binding of ivermectin to the MD-2 component of the TLR4/MD-2 complex. Ivermectin did not affect
macrophage viability but impaired bacterial clearance, reduced NO and TNF-a secretion, and enhanced NF-xB activation
in LPS-stimulated RAW 264.7 macrophages. These effects were reversed by TLR4/MD-2 complex inhibition with LPS/RS.
In vivo, ivermectin treatment reduced the pulmonary bacterial load in TLR4 KO mice. Additionally, ivermectin decreased
inflammatory infiltrates IL-6 and TNF-« levels while increasing IL-17 and IFN-y production in infected lungs, with more
pronounced effects in TLR4 KO mice. Ivermectin binds to MD-2 and suppresses macrophage microbicidal activity in vitro.
In vivo, however—particularly in TLR4-deficient mice—ivermectin improved bacterial clearance, lung histopathology,
and cytokine modulation. These findings highlight a complex, context-dependent immunomodulatory role of ivermectin.

Graphical Abstract
In silico, ivermectin binds to the MD-2 component of the TLR4/MD-2 complex, modulating NF-kB signaling in mac-
rophages. In vitro, ivermectin impairs bacterial clearance, increases recovery of viable bacteria, and decreases TNF-a and
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