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RESUMO

A inflamacdo aguda é o mecanismo fundamental pelo qual os organismos multicelulares
lidam com lesbes causadas por insultos relacionados ou ndo relacionados a infecgdo. Durante
a inflamacdo aguda, os neutréfilos circulantes sdo os primeiros leucdcitos a atingir o local
inflamado e tém sido considerados como a primeira linha de defesa do hospedeiro contra
estimulos nocivos. Em geral, ap6s os neutrofilos desempenharem seu papel no sitio
inflamatdrio, eles sdo removidos dos tecidos por apoptose e subsequente fagocitose por
macrofagos. Assim, a inflamacdo deve ser um processo altamente controlado para culminar
em sua resolucdo e retorno da homeostase tecidual. A inflamag&o descontrolada ou néo
resolvida pode estar associada ao aumento da sobrevivéncia de neutréfilos e a resposta
inflamatdria prolongada, culminando em doencas crénicas. O contato de neutré6filos com
células de tecidos residentes e mediadores inflamatorios resulta na ativacdo de neutréfilos e
no aumento da longevidade dessas células. Este processo € mediado por moléculas anti-
apoptdticas e reguladores de moléculas pré-apoptéticas. A survivina € um componente da
familia das Proteinas Inibidoras de Apoptose (IAPS) e tem seu papel extensivamente estudado
em células com alto potencial proliferativo e viabilidade, incluindo células cancerigenas.
Recentemente, alguns estudos demonstraram sua participacdo no desenvolvimento de doencas
autoimunes, mas sua expressao e funcdo em células do sistema imune e a manutengdo da
resposta inflamatdria sdo desconhecidas. Assim, o objetivo deste trabalho foi estudar a
expressao e funcdo da survivina no processo inflamatorio agudo induzido por LPS e na

sobrevivéncia de neutréfilos.



ABSTRACT

Acute Inflammation is the fundamental mechanism by which multicellular organisms deal
with injury caused either by infectious or non-infectious insults. During the acute
inflammation, circulating neutrophils are the first leukocytes to reach the inflamed site, and
have been regarded as first line of host defense against noxious stimulus. In general, after
neutrophils play their role in inflammatory site, they are removed from tissues by apoptosis
and subsenquent phagocytosis by macrophage. Thus, inflammation must be a highly
controlled process in order to culminate in its resolution and return of tissue homeostasis.
Uncontrolled or unresolved inflammation can be asssociated to increased neutrophil survival
and prolonged inflammatory response culminating in chronic diseases. The contact of
neutrophils with resident tissue cells and inflammatory mediators results in the activation of
neutrophils and increased lifespan of these cells. This process is mediated by anti-apoptotic
molecules and regulators of pro-apoptotic molecules. Survivin is a component of the
Apoptosis Inhibitory Proteins family (IAPs) family and has its role extensively studied in
cells with high proliferative potential and viability, including cancer cells. Recently, some
studies have demonstrated their participation in the development of autoimmune diseases, but
their expression and function in cells of the immune system and maintenance of inflammatory
response is unknown. Thus, the objective of this work was to study the expression and
function of survivin in the acute inflammatory process induced by LPS and to neutrophil

survival.



1. INTRODUCAO

1.1. Inflamacao

A inflamac&o é um fendmeno fisioldgico de prote¢do do organismo contra condi¢Bes nocivas,
como infeccdes e lesdo tecidual, e tem como fim eliminar os estimulos prejudiciais, promover
a reparacdo e cura do tecido e estabelecer, no caso de infec¢cdo, uma memdria imune
(Medzhitov, 2008; Fullerton e Gilroy, 2016; Withers, 1992). Esse fendmeno é orquestrado
temporalmente através da interacdo entre células imunolégicas e estruturais e da producao de
mediadores quimicos que neutralizam estimulos, como produtos microbianos
(lipopolissacarideos — LPS, acido lipoteicoico, flagelina) ou moléculas enddgenas que afetam

a homeostase tecidual (Gilroy e Maeyer, 2015; Alessandriet al., 2013).

O processo inflamatorio é classificado em processo agudo e crénico baseado na resposta
celular, nos mediadores quimicos envolvidos e na duracdo da resposta inflamatéria. A
inflamacéo aguda se estabelece em um estagio inicial, em resposta a lesdo ou infeccdo e visa
processos como a eliminacdo do estimulo inflamatdrio, a resolucdo da inflamacéo e o retorno
a homeostase tecidual. Em casos onde ocorram alteracGes moleculares ou fisioldgicas que
interfiram nos mecanismos normais desses processos, a resolucdo da inflamacdo pode ser
afetada e um perfil inflamatorio duradouro, ou crénico, e patoldgico pode se desenvolver
gerando doencas como a asma, aterosclerose, artrite reumatdide, gota, entre outras (Kotas e
Medzhitov, 2015; Leliefeld et al.,2016; Gilroy e Maeyer, 2015; Alessandri et al., 2013).

1.2. Processo Inflamatoério Agudo

Um processo inflamatorio agudo é desencadeado apds ocorrer uma infec¢do ou uma leséo
tecidual. Inicialmente, ocorre uma resposta vascular resultando em um aumento da
permeabilidade de vasos e vasodilatagdo. Por meio desta, ha um aumento do fluxo sanguineo
local, resultando em hiperemia, processo que consiste em alteracbes do endotélio vascular,
contribuindo para a exsudacgéo de proteinas e fluido sanguineo para dentro do tecido e para o
local inflamado (Crecelius et al.,2014; Perretti, 1996). Além disso, algumas células
sanguineas como leucdcitos circulantes sdo recrutadas para o tecido por um processo

conhecido como diapedese, o qual sera descrito em detalhes abaixo.



A diapedese inicia-se com o recrutamento de leucdcitos presentes na circulacdo sanguinea,
entre estes, os neutrofilos, que sdo os primeiros leucécitos a desempenharem um papel na
resposta imune inata. Essas celulas sdo derivadas da medula 6ssea e sdo liberadas em um
estagio final de maturagdo na circulacdo sanguinea. Nos seres humanos, cerca de 100 bilhdes
de neutrofilos entram e deixam a circulacdo todos os dias, nUmero que representa o papel
fundamental dessas células para um processo inflamatorio (Teng et al., 2017). A migragéo
para o tecido ocorre em resposta a quimioatraentes, descritos mais adiante, e é coordenada
pela interacdo entre os leucdcitos com células endoteliais e a matriz extracelular (Dean et al.,
2008; Ortega-Gomez, et al., 2013).

Os neutrofilos presentes na circulacdo sanguinea aderem-se as células endoteliais ativadas
presentes em vénulas pos-capilares por meio de seus ligantes glicosilados, como a interacéo
entre a glicoproteina ligante de P-selectina (PSGL-1) com as P e E-selectinas endoteliais. Essa
adesdo € uma interagdo fraca e transitéria que reduz o movimento de neutréfilos ao longo do
vaso, gerando um processo conhecido como rolamento. Além disso, essa interacdo contribui
para a ativacdo dos neutréfilos por mediadores quimicos presentes na superficie luminal do
endotélio, que contribuem para o aumento de expressao e afinidade de integrinas (Fullerton e
Gilroy, 2016; Alessandri et al., 2013; Kumar et al.,2013; Nourshargh e Voisin, 2013). Estas
ultimas, por sua vez, ligam-se as moléculas de adesdo Intercelular 1 (do inglés, intercellular
adhesion molecule 1 - ICAM-1) e moléculas de adesdo vascular 1 (do inglés, vascular cell
adhesion molecule 1- VCAM-1) na superficie do endotélio, interrompendo o processo de
rolamento e promovendo, entdo, uma adesdo altamente forte, capaz de cessar 0 movimento
dos neutrofilos.— Figura 1 (Burne et al., 2001; Phillipson et al., 2006). Ap6s a parada celular,
mediada pelas integrinas de alta afinidade, diferentes vias de sinalizacdo sdo ativadas e as
células iniciam a transmigracdo (McDonald e Kubes, 2012). Esse fenémeno consiste na
polarizacdo de neutréfilos firmemente aderidos, que penetram através do endotélio em direcdo
ao estimulo inflamatdrio por rotas transjuncional ou transcelular (Phillipson et al.,2006;

Nourshargh e Voisin, 2013). Parte do processo pode ser observada na Figura 1.
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Figura 1. Extravasamento de leucdécitos para o tecido. O processo é controlado por interacfes adesivas entre
leucdcitos e células endoteliais (Nourshargh e Alon, 2014).

Uma vez dentro dos tecidos, os neutrofilos migram para o local de inflamacdo direcionados
por um gradientes de moléculas quimiotaticas. Os quimioatraentes podem ser lipidios,
peptidios, peptideos N-formilados, anafilotoxinas do sistema complemento ou quimiocinas
que agem como “pistas” moleculares para atrair os leucdcitos para os locais de inflamagao
(Pinho et al., 2007; Petri e Sanz, 2018; Allendorf et al., 2005). Eles podem ter origem de
células do hospedeiro, tais como as quimiocinas interleucina-8 (IL-8), 0 CXCL1, CXCL-6 e 0
peréxido de hidrogénio, ou ainda, serem produtos dos proprios agentes de infecgdo, como 0s
lipopolissacarideos (LPS), o acido lipoteicoico e os péptidos N-formilados (fMLP). Essas
substancias sdo capazes de desempenharem seu papel através da interacdo com receptores
acoplados a proteinas G (GPCRs) expostos na superficie celular de neutréfilos. Uma vez que
0 quimioatraente liga-se aos receptores, uma via de sinalizacdo € ativada e a célula assume um
rearranjo do citoesqueleto capaz de fazé-la emitir pseuddpodes e movimentar-se intra ou
extravascularmente a favor de um gradiente de concentracdo da quimiocina (Pinho et
al.,2007; Hirsch et al., 2000; Li et al., 2000; Petri e Sanz, 2018).

Além disso, algumas citocinas como a interleucina-6 (IL-6), a IL-8 e o fator estimulante de
colbnias de granulécitos e macréfagos (GM-CSF), liberados no local da injuria, podem
exercer outros papeis, como induzir um aumento da sobrevida de leucocitos (Petri e Sanz,
2017; Alessandri et al., 2013, Medzhitov, 2008; Fullerton e Gilroy, 2016). Esses dois eventos
supracitados, em conjunto, contribuem para a acdo dos neutrofilos em eliminar o estimulo

inflamatdrio (Alessandri et al., 2013).



Por fim, a resposta inflamatdria aguda € normalmente terminada quando o insulto é removido
e o tecido danificado € reparado. Contudo, esse término do processo inflamatorio ndo ocorre
de forma passiva e a transicdo para o estado homeostatico € um processo ativo e altamente
regulado, conhecido como a resolucdo da inflamacg&o, que seré descrita adiante (Alessandri et
al., 2013, Medzhitov, 2008; Fullerton e Gilroy, 2016).

Modelos experimentais de Inflamacdao Aguda

No decorrer do seculo 20, cientistas de todo 0 mundo tem se envolvido em pesquisas para a
descoberta de tratamentos para doencas imunes, usando técnicas provenientes de institutos de
pesquisa e universidades. Isso levou a farmacologistas e imunologistas a desenvolverem
abordagens adequadas em espécies animais para testes de novas terapias em humanos. A
ordem dos roedores, que compreendem principalmente ratos e camundongos, sdo 0s animais
mais utilizados na pesquisa, parte por razdes historicas, mas também devido aos custos de
manutencdo, facilidade de manejo e capacidade de manipular suas células e tecidos para
desenvolverem modelos que se assemelham a doencas humanas. Dentre essas doencas, no
campo da imunologia, temos o modelo de artrite reumatoide, esclerose maultipla, asma
alérgica e colite, por exemplo (Webb, 2014). Nesse trabalho o modelo de doenca utilizado
para o estudo da survivina sera a gota e para o estudo da inflamacgéo, em um contexto geral,

sera a pleurisia aguda induzida por LPS.

A gota é uma doenga inflamatdria mais comum em homens com mais de 40 anos, com
incidéncia de 1,4 em mulheres e de 4 homens a cada 1.000 pessoas/ano. Essa doenca consiste
em uma hiperuricemia resultante da saturacdo de cristais de acido urico (do inglés,
monosodium urate - MSU) no sangue ou liquido sinovial, com formacdo de cristais que se
depositam nas articulagcdes e nos rins (Amaral et al., 2012; Mitroulis et al., 2013). Nosso
grupo desenvolve 0 modelo de gota em murinos, segundo Amaral et al., 2012, por meio da

aplicacdo de cristais de MSU (100ug) na cavidade intrarticular de joelho.

O modelo murino de pleurisia induzida por LPS ja foi padronizado pelo nosso grupo de
pesquisa, como descrito por Sousa et al., 2010. Nesse modelo os camundongos recebem
100p! de LPS (250 ng/ml) na cavidade intrapleural, na qual ocorre o acimulo de células
inflamatdrias, suficientes para dirigir nossos estudos. Vale ressaltar que esse modelo néo
representa uma doenga, visto que a pleurisia ndo acomete humanos, nem roedores em

situagBes naturais, mas € uma técnica capaz de fornecer um grande numero de amostras de



células inflamatorias estimuladas, que contribui para a agilidade e fornecimento de materiais

para estudos.

1.3. Resolucao Da Inflamacao

A resolucdo da inflamag&o é um processo ativo e extremamente importante para o controle da
inflamacdo que envolve o término da resposta inflamatoria, a produgdo de mediadores pro-

resolutivo e a ativagdo de vias de sinalizacao que controlam as seguintes etapas:

1.3.1. Remocgao do estimulo inflamatoério:

Para a resolucdo ocorrer de forma efetiva € imprescindivel que o agente inflamatorio seja
removido, como por exemplo, em infec¢bes bacterianas, em que a remocgdo do patégeno é
facilitada pela acdo da NADPH oxidase de polimorfonucleares (PMN) (Segal et al, 1981;
Impellizzeri et al., 2011). Por outro lado, em doencas autoimunes, como artrite reumatdide
(AR) e lupus eritematoso sistémico, a remocao do estimulo inflamatorio é particularmente
relevante, uma vez essas doencas sao dirigidas por antigenos enddgenos (Gilroy e Fullerton,
2016).

1.3.2. Inibicdo do recrutamento leucocitario

Como descrito anteriormente, os neutrofilos sdo capazes de migrar rapidamente e em grande
nimero em direcdo ao agente inflamatério. O recrutamento € orquestrado por
quimioatraentes, que compreendem um grupo quimico diversificado de “pistas” de orientagdo
molecular (Petri e Sanz, 2018). Durante a resolucdo da inflamagdo esse recrutamento de
neutrdfilos é reduzido por diferentes mecanismos. Por exemplo, alguns quimioatraentes em
altas concentragdes podem promover dessensibiliza¢do, internaliza¢do ou “dowregulation” de
receptores quimiotaticos (Headland e Norling, 2015). A producdo de mediadores pro-
resolutivos tais como anexina Al, resolvinas, protectinas e maresinas podem inibir a migracéao
de neutrofilos (Headland e Norling, 2015; Serhan et al., 2006). A anexina Al (AnxAl), uma
proteina regulada por glicocorticoides com funcées anti-inflamatdrias e pré-resolutivas, reduz
o0 recrutamento através da interacdo com os receptores da familia peptideos formilados, FPR1
e FPR2/ALX (Gastardelo et al., 2009; Galvéo et al., 2017). As resolvinas, por sua vez, inibem
0 recrutamento de neutrdfilos pela interacdo com o receptor acoplado a proteina G — 32
(GPR32) (Norling et al., 2012).



A ligacdo de qumiocinas aos receptores atipicos de quimiocinas ACKR, também compreende
um mecanismo inibidor de recrutamento. Os ACKR ndo sdo capazes de ativar as vias
classicas de sinalizacdo dependentes de proteinas G quando se ligam a quimiocinas e, desta
forma, inibem a migracdo celular. Além disso, os ACKRs medeiam internalizacdo ou
protedlise de quimiocinas, afetando a disponibilidade das mesmas e contribuindo para inibir a
migracdo (Nibbs e Graham, 2013; Werth e Forster, 2016). A protedlise de quimiocinas
também ocorre da clivagem pela metoproteinase-12 (MMPS-12), produzida por macréfagos
presentes no tecido, como demonstrado por Dean e colaboradores (2008).

1.3.3. Producdo de mediadores pro-resolutivos:

Durante uma resposta inflamatdria diversos mediadores e de diferentes naturezas quimicas
(lipidicos, peptidicos, purinas, gases e neuromediadores) sdo produzidos. Os mediadores
lipidicos sdo produzidos através da acdo das enzimas ciclo-oxigenase (COX) e lipoxigenases
(LO) sobre o &cido araquidénico (AA). Os eicosanoicos (prostaglandinas e leucotrienos),
produtos da acdo dessas enzimas, sdo pré-inflamatorios e tem importante papel no
recrutamento de leucocitos, nas mudancas do fluxo sanguineo e no aumento da
permeabilidade de vasos sanguineos (Sugimoto et al., 2016). Os mediadores lipidicos também
sdo capazes de induzir a producdo de mediadores pré-resolutivos no sitio inflamatério. Levy e
colaboradores (2001), por exemplo, conseguiram demonstrar que os PMNs expostos a altas
concentracbes de prostaglandinas E2 (PGE;) e prostaglandinas D2 (PGD; aumentam a
producdo de 15-lipoxigenase (15-LO). Esta, por sua vez, atua indiretamente na producédo de

lipoxina, um dos mais importantes, ou mais bem descritos, mediador prd-resolutivo.

As lipoxinas (LX), juntamente com outros mediadores como as resolvinas, protectinas e
maresinas, compdem a superfamilia de mediadores pré-resolutivos especializados (SPM, do
inglés: specialized pro-resolving mediators). Estudos recentes demonstram a acdo desses
mediadores em diversos modelos de doengas crénicas como a colite, a artrite reumatoide e o
diabetes. Em geral, esses mediadores podem ativar eventos importantes para a resolucao
como, a cessacgdo da infiltracdo de leucdocitos efetores, a regulacéo dos niveis de quimiocinas e
citocinas, o desligamento das vias de sinalizacdo associadas com a sobrevida de leucécitos, a
inducdo da eferocitose de neutrdfilos apoptéticos, a reprogramacdo de macrofagos e a

estimulagdo de mediadores anti-inflamatdrios (El Kebir et al., 2012; Dalli e Serhan, 2017,



Werz et al., 2017; Gongalves et al., 2018). Alguns desses eventos serdo descritos em detalhes

adiante.

Os mediadores de natureza proteica incluem a anexina Al (ANEXAL), a melanocortina,
quemerina, e galectinas. A ANEXAL, além de sua acdo na inibicdo do recrutamento
leucocitéria anteriormente descrita, ela induz a apoptose de leucdécitos (Vago et al., 2012;
Sugimoto et al., 2017; Debret et al., 2003; Galvao et al., 2017), estimula a eferocitose
(Galvéo et al., 2017; Scannell et al., 2007) e induz a reprogramacédo de macrofagos (Li et al,
2011; Cooray et al.,, 2013). A melanocortina, por sua vez, é encontrada principalmente no
sistema nervoso central, mas em menores quantidades séo produzidas em outras regides como
pele, baco e pulmdes e contribui para a reducdo da producdo de citocinas pro-inflamatorias,
como IL-1, IL-8, IL-6, TNF-a, IFN-y, ¢ IL-17 e para a producdo de citocinas anti -
inflamatorias, como IL-10 e TGF-B (Taylor et al., 1994; Delgado et al., 1998; Kaneva et al.,
2012). As quemerinas promovem a eferocitose de celulas apoptoticas, inibem a ativagdo de
integrinas, reduzindo a adesdo de neutréfilos e quimiotaxia (Mariani e Roncucci, 2015; Cash
et al., 2010; Cash et al., 2013). Por fim, as galectinas como a galectina-1 e 9 (Gal-1 e Gal-9),
inibem a producdo de citocinas pro-inflamatérias, a adesdo e o trafico de leucdcitos
(Rabinovich et al., 1999; Norling et al., 2008; Niki et al., 2009).

Os mediadores gasosos sdo compostos por gases de baixos pesos moleculares, como o sulfeto
de hidrogénio (H,S), o mondxido de carbono (CO) e o éxido nitrico (NO). A producédo desses
gases esta relacionada a processos fisiologicos e patoldgicos. No contexto de resolucdo da
inflamacdo, eles apresentam acbes semelhantes, como protecdo de células e tecidos, a
estimulacdo de angiogénese e a inducdo de apoptose celular, contribuindo para a resciséo da
resposta inflamatoria (Gongalves et al., 2018).

1.3.4. Inducao de apoptose celular

A inibicdo do recrutamento de neutr6filos ndo é o Unico passo requerido para reconstituir a
homeostase tecidual apds eliminagdo da resposta inflamatoria. O clearance de leucdcitos
também é um evento fundamental para a resolucdo da inflamacdo. As células inflamatorias
podem ser eliminadas do sitio inflamatorio por recirculagdo sistémica, drenagem linfatica ou
por morte celular. Os leucocitos podem sofrer diferentes tipos de morte celular como,
autofagia, NET-osis e necrose durante o processo inflamatério. Entretanto, para que a

resolucéo ocorra, a depuracdo de granuldcitos deve ocorrer, principalmente, por apoptose. As



células apoptdticas sdo capazes de reduzir os sinais inflamatérios ao liberar moléculas que
inibem o influxo de granuldcitos e mondcitos, e sdo capazes ainda de reprogramar 0s

macrofagos (Alessandri et al., 2013; Fullerton e Gilroy, 2016).

Resumidamente, a apoptose, ou morte celular programada, € um processo que ocorre em
todos os tecidos e contribui para a manutencdo da homeostase, embora também ocorra em
alguns processos patologicos. Morfologicamente, a apoptose é caracterizada pela marginacao
e condensacdo da cromatina nuclear (picnose), encolhimento citoplasmatico, fragmentacéo
nuclear, formacgéo de bolhas na membrana celular e exposicdo da fosfatidilserina no folheto
externo da membrana plasmatica. O nucleo celular, subsequentemente, fragmenta-se em
corpos fechados por membranas, semelhantes a microvesiculas, denominados corpos
apoptoticos, que sdo fagocitados por macréfagos ou células vizinhas (Orrenius et al., 2011;
Poon et al., 2014).

O estudo da apoptose de leucéciots durante a resposta inflamatdria, tem sido de grande
revelancia, inclusive, nosso grupo e outros pesquisadores tém demonstrado moléculas-chaves
e vias de sinalizagdo envolvidas na apoptose, como a via do fosfoinositideo-3-quinase (P13K)

(como revisto em Alessandri et al., 2013).

As PI3Ks sao umas familias de quinases lipidicas que fosforilam o grupo 3’-hidroxil dos
fosfatidilinositois (PtdIns) resultando na formag&o do grupo de lipidios 3'-PtdIns. Elas sdo
ativadas por varios estimulos, incluindo receptores de antigenos, citocinas e receptores de
quimiocinas, que levam a ativacao de vias de sinalizacdo ajusante, como as quinases Ser/Thr,
Akt, PDK1 and BTk, e controlam fun¢des fundamentais de leucocitos como crescimento,
proliferacdo, recrutamento, ativacdo e sobrevivéncia (Sugimoto et al., 2016). Em relacdo a
esta Ultima, a via PI3K/Akt é relevante na mediacdo de sinais anti-apoptéticos e pro-
inflamatorio ativados por LPS, GM-CSF e TNF-a em granulocitos. Nosso grupo, por
exemplo, demonstrou que inibidores de PI3K (wortmannin ou LY?294002) usados no pico de
uma resposta inflamatéria eosinofilica é capaz de aumentar a apoptose de eosinéfilos (Pinho
et al., 2005; Sousa et al., 2009).

Assim, estudar as vias de manutencdo de sobrevida de leucocitos nos sitios inflamatorios pode
levantar possibilidades terapéuticas que visem o desligamento dessas vias, contribuindo para

o0 interrompimento da resposta inflamatoria e uma réapida resolugdo. Pensando nesse contexto,



esse trabalho visa o estudo de uma proteina de sobrevida celular, chamada survivina, a qual

sera descrita oportunamente adiante.

1.3.5. Eferocitose

“Eferocitose” ¢ um termo derivado da palavra latim “efero”, que significa “levar para o
tamulo”. No contexto biologico, 0 termo eferocitose refere-se, exclusivamente, a fagocitose
de corpos apoptoticos, Apesar de semelhante a outros processos fagociticos, a eferocitose €
um processo diferente da fagocitose e € dirigido por receptores e vias de sinalizacao distintos
(Figura 2). Durante a eferocitose, a RhoA, da familia das GTPases, é suprimida e a Racl
coordena a formacdo do “eferossomo” (fagossomo) dos corpos apoptoéticos, enquanto no
processo fagocitico a RhoA é responsavel pela formacdo do fagossomo. O eferossomo, entéo,
sofre maturacdo e acidificacdo que destroi os corpos apoptdticos (Martin et al., 2014; Kumar
e Birge, 2016).

Fagocitose Eferocitose

Corpos
apoptoéticos

Bactéria

Figura 2. Diferenca de sinalizagdo intracelular do processo de fagocitose e eferocitose. Adaptado de Martin
etal., 2014.

O processo de eferocitose, demonstrado na Figura 3, é importante para remover neutrofilos
apoptoticos e impedir uma necrose secundaria, a qual pode ser seguida de dano tecidual. Ele é
iniciado pela produgdo de quimiocinas ou sinais de “encontre-me”, que incluem
lisofosfatidilcolina (LPC), esfigosina 1-fosfato (S1P), fractalquina e nucleotidios ATP e UTP,
que sdo reconhecidos por receptores de macréfagos, como P2Y, S1IP e CX3CR1. Os
macrofagos migram em direcdo aos neutréfilos e reconhecem os sinais “fagocite-me” (ex.

fosfatidilserina) emitidos por eles atraves de receptores, como 0 CD36, CD14. Essa interagdo
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ligante-receptor ativa vias de sinalizacdo de engolfamento e garante que células apoptoticas
sejam efetivamente removidas do tecido (Martin et al., 2014; Ortega-Gomez et al., 2013;
Alessandri et al., 2013).
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Figura 3. Representacdo esquematica de um processo fagocitico (Kumar e Birge, 2016).

A eferocitose também permite que os macréfagos estabelecam uma plasticidade fenotipica,
assumindo diferentes perfis baseados na expressdo de receptores e na secre¢do de mediadores
inflamatdrios. Nesse processo denominado reprogramacdo de macrofagos, a producdo de
citocinas e quimiocinas pro-inflamatdrias é reduzida, enquanto ocorre a producao de TGF-$ e
IL-10, que atuam na resolucdo e no reparo tecidual, e de 15-LO, envolvida na geracdo de

mediadores pré-resolutivos lipidicos por macréfagos (Lumbroso et al., 2018).

Durante a reprogramacdo, os macrdfagos pré-inflamatérios M1 reduzem a producdo de
mediadores pro-inflamatdrios e assumem o perfil M2, com alta acdo eferocitica e com perfil
anti-inflamatorio e pro-resolutivo (Headland e Norling, 2015; Ortega-Gomez et al., 2013;
Alessandri et al., 2013). Os mediadores lipidicos produzidos pelos M2 contribuem para
suprimir o recrutamento de neutréfilos e mondcitos, enquanto que os mediadores anti-
inflamatdrios produzidos pelos mesmos induzem a apoptose de neutréfilos, inibem a
producdo de citocinas pro-inflamatérias (TNF-a e ILI1-B), e suprimem a ativacdo de

mondcitos (Headland e Norling, 2015).
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Subsequentemente, 0os macrofagos sdo convertidos em um perfil promotor de resolugédo, os
macrofagos resolutivos (Mres), por acdo de mediadores pré-resolutivos, como 15-LO, e por
acdo de glicocorticoides. Eles apresentam baixa acdo eferocitica e sdo conhecidos como
CD11b™" (devido a baixa expressdo da integrina de superficie celular CD11b. Expressam
mediadores para o controle do processo fibrético e de dano tecidual, como TGFp, proteinas
antifibroticas, antioxidantes, mediadores pro-resolutivos e interrompem a producdo de
mediadores pro-inflamatérios, como TNFa e IL1-B. (Ariel e Serhan, 2012; Alessandri et al.,
2013; Lumbroso et al., 2018).

Por fim, no tecido, ocorre repovoamento de linfécitos, os macréfagos sdo removidos por
drenagem linfatica ou por apoptose, o processo inflamatdrio é finalizado e a homeostase
tecidual € restabelecida. A falha nesses processos podem promover acimulo de macrofagos
no tecido e progredir o para o quadro cronico da inflamacéo, (Alessandri et al., 2013; Ortega-
GOmez et al., 2013). A Figura 4 ilustra brevemente o inicio e o fim do processo de

inflamatério agudo.
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Figura 4. Etapas do processo inflamatério agudo.

Na etapa de producdo, a lesdo tecidual leva ao reconhecimento do padrdo molecular (DAMPs e PAMPS) pelas
células residentes (macréfagos teciduais, células dendriticas e células epiteliais) que produzem varios
mediadores pro-inflamatérios (1). Os mediadores agem promovendo vasodilatacdo, aumento do fluxo sanguineo
local, hiperemia e exsudagdo de proteinas plasmaticas e fluidos (edema). As células endoteliais também sdo
ativadas para expressar moléculas de adesdo celular e para apresentar mediadores quimioatrativos que permitirdo
a captura e o extravasamento de leucdcitos (2-4). Os leucdcitos polimorfonucleares (PMNSs) extravasam para
tecidos inflamados (2), seguidos por células mononucleares (3). Essas células podem ser ativadas e se tornar uma
fonte importante de uma variedade de mediadores, o que permitird a infiltragdo de leucdcitos para realizar suas
funcgdes efetoras nos tecidos (5). Na fase de transicdo, os leucécitos sob acdo de mediadores pro-resolutivos,
comecam a sofrer apoptose (6), seguido de fagocitose (7). Durante a eferocitose, os fenétipos dos macréfagos
mudam de M1 para o fen6tipo M2 (8). Os macrofagos M2 sdo altamente eferdcitos e produzem moléculas
antiinflamatérias e mediadores pré-resolutivos (9). Esses mediadores inibem o recrutamento adicional de PMNs,
intensificam a migracdo de mondcitos e amplificam a eferocitose. Os macréfagos M2 entdo mudam para o
fendtipo Mresolution (Mres) (10), que apresenta fagocitose reduzida, mas produzem proteinas antifibréticas e
antioxidantes que limitam o dano tecidual e a fibrose. Na Gltima etapa, a resolutiva, a produgdo de mediadores
pré-resolutivos, agentes anti-inflamatérios e antifibréticos produzidos por Mres na fase anterior, leva a
repopulagdo de linfécitos (11) e drenagem linfonodal ou apoptose de macrdfagos (12) e fecha o processo
inflamatério e restaura a homeostase tecidual (adaptado de Alessandri et al., 2013).

1.4. Homeostasia Tecidual

Uma resposta inflamatéria aguda bem sucedida resulta na eliminagdo dos agentes lesivos,
infecciosos ou ndo, seguidos por uma fase de resolucéo e reparacdo, que é orquestrado por
macrofagos. A ativacdo dessas células leva a producdo de mediadores anti-inflamatérios e de
reparacdo como o antagonista do receptor de IL-1, a IL-10, o TGF-p e o0 VEGF. A producéo
de fatores de crescimento promove a proliferacdo de células vizinhas e a sintese de proteinas,
enquanto a produgdo de proteases e seus inibidores regulam a matriz extracelular e o
remodelamento. O TGF-B local contribui para a regeneracao tecidual e diferenciacdo de
fibroblastos em miofibroblastos, que sintetizam colageno fibrilar intersticial. O VEGF
promove angiogénese responsavel pelo suprimento de oxigénio no tecido. Os macrofagos M2
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produzem metaloproteinases e seus inibidores que controlam a fagocitose de varios
componentes da matriz extracelular e secretam quimiocinas capazes de recrutar fibroblastos e
células T regulatdrias. Algumas evidéncias sugerem ainda que a interacdo de macréfagos com
células progenitoras mesenquimais podem contribuir para o reparo e remodelamento tecidual
(Ortega-Gomez et al., 2013; Fullerton e Gilroy, 2016).

O reparo tecidual, portanto, € uma etapa finalizadora e imprescindivel para a homeostase
tecidual. Nesse sentido, se caso o gatilho inflamatorio ndo for eliminado e o retorno a
homeostase falhar, o processo inflamatério pode persistir e adquirir novas caracteristicas: o
infiltrado neutrofilico é substituido por macréfagos e, no caso de infeccdo, por células T. Se
ainda assim, o efeito combinado dessas células ndo for suficiente para o fim da resposta
inflamatdria, o processo agudo de inflamacdo segue para um perfil cronico, com a formacéo
de granulomas e tecidos linfoides terciarios (Medzhitov, 2018; Ortega-Gomez et al., 2013).
Portanto, é importante investigar e investir em terapias que participem da resolucdo da
resposta inflamatoria e culminem no fim da inflamacéo pela ativacdo de sistemas endégenos e

que resultem em uma restauracao tecidual.

1.5. Terapias Pro-Resolutivas

O tratamento de patologias inflamatorias faz-se tradicionalmente por terapias anti-
inflamatorias que se concentram em estratégias imunossupressoras para diminuir ou
neutralizar o nivel de mediadores pro-inflamatorios e/ou inibem o recrutamento de leucocitos
e sua ativacdo. As terapias incluem farmacos anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES),
agonistas sintéticos do receptor de glicocorticoides (GC) e anticorpos ou inibidores de
citocinas pro-inflamatérias especificas, como o fator de necrose tumoral (TNF) e a
interleucina (IL)-1 (Fullerton e Gilroy, 2016).

Ha alguns anos, reconheceu-se que as estratégias baseadas em resolucdo da inflamacdo tém
potencial para o tratamento de multiplas doencas inflamatorias. A terapia resolutiva baseia-se
na limitacdo do recrutamento de neutrofilos, no controle de mediadores pré-inflamatorios, na
inducdo da eferocitose e da apoptose de neutrofilos, no aumento do recrutamento de
macrofagos néo flogisticos e na inducdo da reprogramacao de macréfagos (Figura7) (Ortega-
Gomez et al.,2013; Sousa et al., 2013; Fullerton e Gilroy, 2016).
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Figura 7. Propostas de terapias pro-resolutivas (adaptado de Sousa et al., 2013)

Diante do exposto, combinar a tecnologia pré-resolutiva com a anti-inflamatéria pode
apresentar uma estratégia terapéutica mais eficiente em relacdo as abordagens existentes.
Porém, para essa abordagem ter sucesso, é necessario que os agentes anti-inflamatorios ndo
interfiram no processo resolutivo. Certos agentes, como o0s esteroides, podem ser
considerados seguros para resolucdo, pois promovem a fagocitose de leucocitos apoptdticos e
aumentam a liberacdo de anexina Al. No entanto, outros agentes como 0s inibidores da
ciclooxigenase (COX)-2 podem ser considerado desvantajoso para a resolucdo, uma vez que
bloqueiam a producéo de prostaglandinas D2 e inibem o fator nuclear (NF) kappa B - NF«kB,

prolongando o processo resolutivo (Sousa et al., 2013).

Algumas das estratégias pro-resolutivas sdo estudadas por nosso grupo. Vieira e
colaboradores (2017) mostraram que a apoptose de neutrofilos induzida por acidos graxos de
cadeia curta, induzem uma resolucdo da inflamacdo mais rapida. Galvdo e colaboradores
(2017) utilizaram peptideos extraidos da regido N-terminal da anexina Al em gota, induzida
pela administracdo intra-articular de acido drico (MSU) em camundongos, e mostraram

efeitos terapéuticos associados a apoptose de neutrofilos.

No modelo de inflamagéo alérgica pulmonar, induzida por ovoalbumina em camundongos,
Magalhées e colaboradores (2018) demonstraram que angiotensina 1-7 aumenta 0s eventos

eferociticos e a apoptose de eosinofilos, além de reduzir a expressdo e ativacdo de NF-kB,
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contribuindo para a reducdo do remodelamento pulmonar e deposicdo de colageno. Reis e
colaboradores (2015) utilizaram o peroxido de hidrogénio no mesmo modelo e demonstraram
que o peroxido induz a apoptose de eosindéfilos, reduz o remodelamento e a deposi¢do de

muco e induz uma melhora na fungéo pulmonar.

A angiotensina 1-7 também foi utilizada em modelo de artrite induzida por antigenos em
camundongos e promoveu a resolucdo do processo inflamatorio, por meio daapoptose de
neutrofilos (Barroso et al.,2017). Lima e colaboradores (2017) utilizaram o rolipram, um
inibidor de fosfodiesterase-4 (PDE4), em modelo de pleurisia aguda em camundongos e
demonstraram o aumento da producédo de anexina-Al e a apoptose de neutrofilos, eventos que
contribuem para a resolucdo da inflamagdo. Vago e colaboradores (2016) utilizaram um
inibidor sintético de proteases de neutréfilos (elastase e proteinase-3), sivelestat, responsavel
por clivar a anexina-Al e produzir uma isoforma inativa em um modelo de pleurisia em
camundongos. Como resultado, o sivelestat reduz o intervalo de resolugdo por aumentarem o
namero de neutréfilos apopto6ticos. Em conjunto, esses estudos demonstraram o potencial do
desenvolvimento de terapias pro-resolutivas para o tratamento de doencas inflamatorias

agudas e cronicas.

1.6. Proteinas Inibidoras De Apoptose

A apoptose, como descrito anteriormente, € um evento fundamental para a resolugdo da
inflamacdo. Esse processo é a soma de fatores positivos e negativos que culminam nesse tipo
de morte celular. Entre os reguladores negativos desse processo encontramos as proteinas
anti-apoptoticas conhecidas como proteinas inibidoras de apoptose (IAPs, da sigla em inglés:

inhibitors of apoptosis proteins) (Vasudevan e Ryoo, 2015).

A familia I1APs inclui as proteinas que apresentam o dominio BIR, correspondente a 70
aminoacidos de cadeia longa de repeticdes de IAPs de baculovirus (BIR) na extremidade N-
terminal, que sdo essenciais, mas ndo suficientes, para a sua atividade anti-apoptética. Os
mamiferos apresentam 8 proteinas descritas e sdo elas: proteina inibidora de apoptose neural
de mamiferos (NAIP, codificada pelo gene BIRC-1), proteina inibidora de apoptose celular-q
(clAP-1, codificada pelo BIRC-2), proteina inibidora de apoptose celular-2 (c-1AP-2,
codificada pelo BIRC-3), proteina inibidora de apoptose ligada ao cromossomo X (XIAP,
BIRC-4), a survivina (BIRC-5), a enzima de conjugagdo de ubiquitina contendo BIR
(BRUCE, BIRC-6), a proteina inibidora de apoptose associada ao melanona (MLIAP, BIRC-
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7) e a proteina inibidora de apoptose tipo 2 (ILP-2, BIRC-8)( Sharma et al, 2017; Garg et al.
2016).

Como proteinas anti-apoptoticas, sua alta expressdo frequentemente é revelada em celulas
cancerigenas e estdo associadas ao inicio, a progressao do cancer e a quimiorresisténcia. Além
disso, varios estudos tém revelado seu papel em processos diferentes da apoptose como
proliferacdo, diferenciacdo, migracdo celular e na modulacdo da sinalizacdo inflamatoria
(Sharma et al, 2017).

1.6.1 Survivina

O membro das IAPs denominado survivina, codificado pelo gene BIRCS5, foi descoberto por
Grazia Ambrosini e Dario Altieri em 1997. Essa proteina é encontrada em diferentes tipos
celulares e estruturalmente apresenta apenas um dominio BIR e um dominio C-terminal
helicoidal. A survivina humana apresenta 6 variantes diferentes de splicing, mas as trés mais
frequientes compreendem 98% da expressdo de mRNA de BIRC5. Séo elas, a survivina do
tipo selvagem (survivina-WT, com 142 aminodcidos —aa), survivina com o0 éxon 2
alternativo(survivina-2B, 165 aa) e a survivina com delecdo do éxon 3 (survivina-AEx3, 137
aa) (Gravina et al., 2017; Xiao e Li, 2015; Ebrahimiyan et al., 2018).

A survivina apresenta mdaltiplas funcdes associadas a proliferacdo celular e inibicdo de
apoptose. A variante survivin-AEx3 ¢é encontrada no ntcleo e forma um complexo do
passageiro cromossdmico em conjunto com a borealina (proteina do centrémero inferior),

Aurora quinase B e INCENP, auxiliando na diviséo celular (Ebrahimiyan et al., 2018).

As variantes survivina-WT e survivina-2B, encontradas no citoplasma, apresentam acéo anti-
apoptéticas por diferentes mecanismos. Em um destes, a survivina forma um heterodimero
com inibidor de apoptose XIAP e liga-se a caspase-3 e -7 inibindo a apoptose (Figura 8).
Uma segunda via acontece com a liga¢do da survivina ao segundo ativador mitocondrial de
caspase (SMAC/DIABLO), que restringe a liberagéo e ativacdo de caspase-9 (Ebrahimiyan et
al., 2018).
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Figura 8. Representacéo da interacéo da survivina com a X-1AP para a inibi¢ao caspases.

A survivina pode ser armazenada na mitocondria e sob estimulos de morte ela ¢ liberada no citosol. Neste local,
ela interage com a X-1AP, formando um complexo que é negativamente regulado pela fosforilacdo da Ser20 da
survivina pela proteina quinase A (PKA). Essa interacdo confere maior estabilidade a XIAP, que resulta em
expressdo génica aumentada (NF-kB, por exemplo) e inibigdo sinérgica de caspases iniciadoras (Altieri, 2010).

Além das localidades subcelulares descritas, a survivina também é encontrada fora da célula
(Khan et al 2011; Khan et al, 2015; Khan et al, 2009). A presenca de survivina extracelular é
descrita como conseqiiéncia da secrecdo vesicular de microvesiculas derivadas de
endossomos tardios, denominadas exossomos. Essas vesiculas sdo heterogéneas em relagdo ao
tamanho e conteudo, que pode incluir RNA e proteinas e possuem func¢des de comunicacao
inter e extracelular (Chen et al., 2016; Gravina et al., 2017; Xiao e Li, 2015; Ebrahimiyan et
al., 2018; Khan et al 2011; Khan et al, 2015; Khan et al, 2009; Fenstermaker et al., 2018).

Em geral, estudos envolvendo a survivina extracelular séo muito recorrentes em modelos de
canceres, apesar de haver alguns trabalhos descrevendo a survivina extracelular em processos
inflamatorios. Em pacientes com artrite reumatoide, por exemplo, foram encontradas altas
concentracdes de survivina no plasma sanguineo e no liquido sinovial (Fenstermaker et al.,
2018). Qutro trabalho, 0 de Mera e colaboradores (2008), demonstrou que a survivina
extracelular é capaz de aumentar a expressdo de integrinas via MAPK P38 e PI3K em
pacientes com artrite reumatdide, sugerindo que essa proteina pode estar envolvida na

interacdo célula/tecido durante uma resposta imune.
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1.6.2. Survivina e processos imunes

A survivina apresenta atividades em diferentes eventos do processo imune, que incluem, além
da sobrevida, a diferenciacdo, maturacdo e o reconhecimento celular. Um exemplo é o
envolvimento na diferenciacdo e maturacdo de células dentriticas, de linfocitos T CD4" e
CD8" e na expressio de MHC classe Il (Ebrahimiyan et al., 2018). Em relagdo ao
envolvimento no reconhecimento celular, Fenstermaker e colaboradores (2018) mostraram
que epitopos de survivina sdo expostos na superficie celular, via proteossoma, em diversas
linhagens cancerigenas para o reconhecimento imunolégico por células T. Além disso, na
granulocitopoiese, a expressao de survivina favorece a expansdo de neutréfilos imaturos
(Ebrahimiyan et al., 2018).

Em doencas autoimunes como a artrite reumatoide (AR), a inibi¢do de survivina reduz o dano
tecidual e a dor na cavidade articular do joelho. Além disso, o nivel de survivina no soro de
pacientes AR também ¢é significativamente maior que o de individuos saudaveis e esse
aumento estd correlacionado com a expressdo de citocinas do tipo Thl e Thl7e com a

ativacdo de integrinas (Bokarewa, 2005; Ebrahimiyan et al., 2018).

Em 2008, como supracitado, Mera e colaboradores, demonstraram que a survivina liga-se a
granuldcitos, linfocitos e mondcitos e induz a ativagdo de a-caderinas, B-integrinas (CD11b) e
seus ligantes ICAM-I, via p38 da MAPK e PI3K. Essa ativagdo de integrinas pode ter um
possivel impacto na circulagdo de células inflamatdrias durante a artrite. Apesar desses
indicios do envolvimento de survivina com doencas inflamatorias serem relevantes, 0s

mecanismos pelo qual essa relacdo ocorre ainda permanecem pouco elucidados.

1.6.3. Antagonistas de survivina

Alguns antagonistas de survivina foram desenvolvidos para estudos experimentais e para o
uso clinico, entre eles o 9EZN3042, um antisense composto de acidos nucléicos

guimicamente modificados e 0 YM155 (Sapra, et al., 2010;.

Os acidos nucléicos quimicamente modificados tém sido amplamente utilizados em diferentes
campos terapéuticos moleculares por apresentar vantagens que incluem estabilidade de cadeia
dupla de DNA e RNA e ainda resisténcia a acdo enzimética de nucleases, por exemplo. Essas

modificagfes quimicas podem ocorrer na por¢do glicosidica do nucleotideo como o 2'-O-
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alquilo, 7 2'-0O, 4'-C-metileno, Locked Nucleic Acids (LNA), o 8-10 &cidos arabinonucléicos
(ANA), ou ainda ocorrer nas bases nucleotidicas como a introdu¢do do componente C5-
propinile pela substitui¢des de 5- (N-aminohexil) carbamoilo (Suresh e Priyakumar, 2013;
Astakhovaet al., 2013).

O EZN3042 é um especifico antagonista de RNA mensageiro contendo uma regido designada
“locked nucleic acid antisense oligonucleotide (LNA-ON)”, desenvolvido pela Enzon
Pharmaceuticals, utilizado na pesquisa do cancer (Sapra, et al., 2010). Os LNA-ON sdo uma
classe de analogos de RNA, nos quais o anel da ribose esta bloqueado em uma conformacéo
ideal para a ligacdo de Watson-Crick.

O LNA é um oligonucleotideo que apresenta uma ponte de metileno (—O—CH,—) entre o 2’-
oxigénio e o 4’-carbono do anel ribose, bloqueando o anel em um Unico estado
conformacional, ideal para a ligacdo de Watson-Crick. Essa alteracdo estrutural aumenta a
afinidade da molécula com as cadeias complementares de DNA e RNA, possibilitando uma
aplicabilidade na terapia antisense. Nesta Gltima, a inser¢do de uma fita de RNA sintetizada a
partir de oligonucleotideos LNA blogueia a maturagdo do RNAmM de interesse e,
consequentemente, inibe a traducdo do gene correspondente (Suresh e Priyakumar, 2013;
Campbell e Wengel, 2011). Além disso, o LNA é capaz de entrar em células sem a presenca de
um veiculo, apresentando notavel eficiéncia no silenciamento génico (Souleimanian et al.,
2012; Stein et al., 2010). Em células da prostata 15PC3, 0 EZN3042 mostrou ser um potente
regulador negativo da expressdo de mRNA da survivina e provocou efeitos na apoptose e no
ciclo celular dessas células (Hansen et al., 2008). In vivo, 0 EZN-3042 também demonstrou
atividade em modelo de cancer de pulmdo em murinos, quando usado em combinagcdo com
paclitaxel (Sapra, et al., 2010). Em células imunes saudaveis ainda ndo foi desenvolvido
testes utilizando 0 EZN3042.

O YMI155, brometo de sepantronio, foi descoberto pelos laboratérios da companhia
farmacéutica Astellas Pharma em 2007. Os estudos iniciais do YM155 foram conduzidos em
células de carcinoma epitelial cervical humano (HeLa) e em células de ovéario de
camundongos,o qual apresentou efeitos antiproliferativos e de morte celular. Atualmente, o
YM155 estd sendo avaliado em ensaios clinicos de fase Il em pacientes com carcinoma
pulmonar avancado e melanoma (Giaccone et al., 2009; Lewis et al., 2011). O mecanismo de
acao do YM155 ndo e composto de uma Unica via direta, mas diferentes mecanismos para a

reducédo da expressdo de survivina estdo sendo descritos. O YM155 pode ligar-se diretamente
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a fatores como o Interleukin enhancer-binding factor 3(ILF3) e o p54/nrb e pode ainda
bloquear a ligacdo do fator de transcricdo da survivina, spl, ao DNA. Ambos 0s processos

culminam na inibicdo da expressdo da survivina (Rauch et al.,2014) (Figura 10).
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Figura 10. Mecanismo de a¢do da YM155 envolvendo o fator de transcrigdo SP1. O composto é capaz de
impedir a ligacdo do fator de transcricdo ao DNA e, consequentemente, a transcricdo do RNA mensageiro para a

survivina (adaptado de Rauch et al.,2014)

Os efeitos pré-apoptéticos do YM155 podem incluir a reducdo da expressdao de outras
moléculas anti-apoptéticas. Em células HL60 tratadas com droga, a apoptose ocorre pela
supressdo da survivina associada a reducéo de Bcl-2, Mcl-1 Mcl-1s e XIAP. Além disso, 0
efeito anti-sobrevida do YM155 também foi atribuido ao dano direto ao DNA (Necochea-
Campion et al., 2015; Chang et al., 2015).

Visto a importante contribui¢do da survivina para a patogenia do cancer e 0s poucos estudos
que analisam e exploram o papel da survivina na inflamacéo, este trabalho teve como objetivo

estudar a fungdo dessa proteina em um processo inflamatoério agudo.
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2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivo Geral: Estudar o papel da survivina em células inflamatdrias e durante uma

resposta inflamatoria aguda.

2.2.0bjetivos Especificos:

2.2.1.

2.2.2.

2.2.3.

Efeito da inibicdo da survivina em modelo experimental de resposta inflamatéria
aguda induzida por LPS

1. Investigar a expressdo de survivina em lavado pleural durante uma resposta
inflamatdria aguda — pleurisia aguda induzida por LPS.

2. Verificar a expressdo de survivina em neutrofilos e macréfagos durante uma
pleurisia aguda induzida por LPS.

3. Analisar o efeito do tratamento com um inibidor de survivina (EZN3042) na
resposta inflamatoria induzida por LPS.

4. Verificar se a inibicdo da survivina pelo EZN3042 induz a apoptose de
leucdcitos recuperados do sitio inflamatorio.

5. Observar o efeito da inibicdo da survivina na eferocitose de neutrofilos
apoptoticos.

Efeito da inibicdo da survivina em modelo experimental de resposta inflamatéria
aguda induzida por MSU (gota).

1. Analisar o efeito do tratamento com um inibidor de survivina (EZN3042) na
resposta inflamatoria induzida por MSU.

2. Verificar se a inibicdo da survivina pelo EZN3042 induz a apoptose de
leucdcitos recuperados da cavidade intrarticular de murinos.

3. Auvaliar a nocicepc¢do de animais induzidos com gota, tratado com 0 EZN3042.

Efeito da inibi¢do da survivina em cultura de neutréfilos humanos:
Estudar o efeito do YM155 na sobrevida dos neutrofilos;

Analisar o efeito da adicdo de survivina recombinante na sobrevida de neutréfilos
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3. METODOLOGIA

3.1. Animais experimentais

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6J machos, de 8 a 12 semanas
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Minas Gerais. Os animais foram
acondicionados em grupos de, no maximo, seis camundongos por gaiola pequena com livre
acesso a racdo, agua, e em condicGes controladas de temperatura (25°C) e luminosidade (ciclo
claro/escuro de 12h/12h). Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de
Etica em Experimentacdo Animal da UFMG (CEUA, Protocolo n°. 336 / 2015)

3.2.Estudo da survivina em modelo de pleurisia induzida por LPS

3.2.1. Cinética inflamatoria da survivina

i Indugdo de pleurisia por LPS

O modelo murino de pleurisia induzida por LPS ja foi padronizado pelo nosso grupo de
pesquisa, como descrito por Sousa et al., 2010. Os camundongos receberam 100 ul de solu¢éo
de LPS (250ng/intrapleural — i.p. - Escherichia coli sorotipo O:111:B4 — Sigma Chemical, St.
Louis, MO, USA) por meio de injecédo intrapleural e, para controle, receberam 100ul de
solucdo salina. Os animais foram eutanasiados por sobredosagem anestésica em diferentes
tempos (Oh, 4h, 6h, 8h, 12h, 24h, 48h e 72h) e as células da cavidade pleural foram
recuperadas por meio de lavado com 2ml de PBS 1x.

ii. Citometria de Fluxo

A técnica de citometria de fluxo (Becton Dickenson FACScan e CELL quest software) foi
utilizada para avaliar a expressdo da survivina em diferente células durante a cinética. Para
essa analise as células coletadas do lavado pleural receberam uma marcagéo extracelular de
neutréfilos e macrofagos, seguidas de uma marcacao intracelular de survivina.

Marcacao extracelular: Usamos um anticorpo para o marcador de superficie denominado
Lymphocyte antigen 6 complex locus G6D (Ly6G), presente em neutrofilos e para o marcador
F4/80 presente em macrofagos. Para fazer a marcacédo, as células do lavado pleural foram

centrifugadas a 1500 rpm por 5 minutos e o sobrenadante descartado. Os pellets resultantes de
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cada amostra foram resuspendidos em 10 uL de Fc block (BD Bioscience, San Jose,CA,
USA) diluidos em PBS/BSA 1 % por 20 minutos a 4°C. Posteriormente, foram realizadas as
marcacOes de superficie com 20uL de Ly6G (APC — BD Bioscience, San Diego, CA, USA) e
F4/80 (PE-Cy7- eBioscience, San Diego, CA, USA), diluidos em PBS/BSA 1% e incubados
por 30 minutos a 4°C, protegido de luz. Seguido esse tempo, as amostras foram lavadas com
150 uL. de PBS/BSA 1%, para interromper a reacdo do anticorpo, centrifugadas e o pellet
ressuspendido em 100 uL. PBS/BSA 1% .Para dar inicio a marcagdo intracelular, é necessario
que as marcagOes de superficie sejam fixadas com 100ul de solucdo de formaldeido 4% por
20 minutos, de forma que a etapa seguinte ndo remova o0s anticorpos ja ligados.

Marcacdo Intracelular: Apo6s os 20 minutos de fixacdo, foram adicionados 200 ul de
PBS/BSA 1%, seguido de 100u de permwash, incubado por 30 minutos a temperatura
ambiente e centrifugado a 1500 rpm, por 5minutos. O pellet resultante foi resuspendido em
20ul de anticorpo anti-survivina (Cell Signalling), incubado a 60 minutos protegido da luz e
centrifugado por 1.500 rpm, 5 minutos. Por fim, as amostras foram lavadas com PBS 1X , o
anticorpo secundario foi adicionado e incubado por 30 minutos, as amostras foram lavadas,
centrifugadas e resuspendidas em 200pl de PBS/BSA 1%. Ap6s a marcacao intracelular, as
amostras foram lidas no citdmetro. O resultado das marcacdes das amostras foi analisado no
software FlowJo 7.5.3 (Treestar, Ashland, OR, USA).

3.2.2. Terapia farmacolodgica

A pleurisia aguda por LPS foi induzida conforme o item 3.2.1.i. Apds 4 ou 8 horas de inducgéo
por LPS, os camundongos foram tratados com o antisense de mRNA controle (EZN3046,
EnzonPharmaceuticals) e o antisense de mRNA de survivina (EZN3042, Enzon
Pharmaceuticals). Seis grupos foram analisados no total: um grupo com injecdo de 100 pl
PBS 1x intrapleural, um grupo injetado com 100 pl de LPS intrapleural, trés grupos de
animais LPS tratados com EZN3042 em seis doses diferentes (0.1, 1, 3, 10 e 30 mg/kg) e um
grupo LPS+EZN3046 (3mg/kg). O lavado pleural foi realizado 2 e 4 horas apds o tratamento,
o0 lavado coletado foi centrifugado a 1500rpm por 5 minutos e o pellet resusspendido com 200
ul de PBS 1x. Dessa suspenséo, 10ul foi colhido para contagem de células total e 20 pl para a
confeccdo de laminas em citocentrifugas para a quantificacdo do numero de neutréfilos e
macrofagos viaveis e apoptoticos. O restante das células foram armazenadas para futuras

analises proteicas.
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3.2.3. Caracterizacao de células inflamatorias em pleurisia

As laminas preparadas em citocentrifugas foram coradas com o método de May Grunwald-
Giemsa, utilizando o kit Panotico Rapido (LB Laborclin, Pinhais, PR, BR), e as células foram
diferenciadas morfologicamente em mononucleares (macréfagos e linfocitos) e neutréfilos.
Foram contadas 100 células por campo em trés campos aleatorios no microscopio 6ptico

(aumento de 100 vezes) de cada preparacao.

3.2.4. Analise morfoldgica de apoptose e de eferocitose

As células com morfologia apoptdtica e macréfagos eferociticos foram contados com o
auxilio de um microscopio Optico, na razdo de 100 células por campo, em 5 campos

aleatdrios. Os resultados foram representados por nimeros de células.

3.3.Estudo da survivina em modelo de gota

O modelo de gota foi realizado conforme (Amaral et al., 2012). Os animais foram
anestesiados (15 mg/kg de ketamina/xilazina, i.p. Syntec, Sdo Paulo, Brasil) e foram injetados
10ul de PBS-1xna articulagdo tibiofemoral no grupo denominado controle e 10ul de cristais
de &cido Urico - MSU (100 ug/ml) em dois grupos, o veiculo e o denominado grupo tratado.
Apbs 12h, este ultimo grupo recebeu uma injecdo intra-articular do antisense-survivina
(EZN3042, Enzon Pharmaceuticals) na dose definida em 3.3.2. Os camundongos foram
eutanasiados por sobredosagem anestésica apOs 6h de tratamento e as cavidades articulares
foram lavadas com PBS-1X (duas vezes com 5 pL cada) para a posterior contagem total,
diferencial de células e para a contagem de eventos apoptéticos. Os tecidos periarticulares das

articulac6es acometidas pela gota foram removidas para a uma analise de western blot.

3.3.1. Avaliacao de hipernocicep¢ao em modelo de gota

Duas horas antes dos animais serem submetidos ao teste anterior (3.3), foi realizada uma
avaliacdo da hipernocicepcdo mecéanica descrito por Sachs e colaboradores (2011), para
observar a resposta hipernociceptiva articular mecanica apos a injecdo de cristais de MSU,

através de um medidor eletrénico de pressdo chamado Von Frey.
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3.4.Estudo da survivina em neutrofilos humanos estimulados in vitro com LPS
3.4.1. Isolamento de neutrofilos

Para realizacdo do ensaio in vitro com neutrofilos humanos, foram feitas as purificagdes do
sangue  periférico de pelo menos 6 doadores diferentes, saudaveis e
maiores de 18 anos. O isolamento de neutrdfilos foi realizado a partir de um gradiente de
densidade, utilizando Histopaques de densidades diferentes (1.077g/ml e 1.119g/ml) de
acordo com as instrucbes do fabricante (Histopaque 1077 e Histopaque 1119 - Sigma
Chemical, St. Louis, MO, USA). Para isso, 0 sangue coletado dos doadores foi diluido duas
vezes em meio de cultura RPMI-1640 (Sigma Chemical, St. Louis, MO, USA) e colocado,
delicadamente, acima das camadas de Histopaque em tubo de 15ml, na proporcdo de 6ml de
Histopaque para 6 ml de sangue diluido em RPMI. Os tubos foram centrifugados (1500 rpm,
sem freio) por 30 minutos, a temperatura ambiente e houve uma formacdo de camadas
celulares de acordo com suas densidades. A camada de neutrofilos foi coletada com auxilio de
pipeta de Pasteur e lavada com RPMI, por meio de centrifugacdo (1500 rpm, sem freio) por
10 minutos, a temperatura ambiente. O pellet resultante foi ressuspendido em 1 mL de RPMI
e deste foi retirado 10ul de amostra adicionada a 90ul de azul de tripan (para excluséo de
células mortas) e os neutrofilos foram contados na camara de Neubauer (como descrito no
item 3.6). Através da contagem total de neutrofilos foi feito um plagueamento da mesma
quantidade de células para cada poco da placa de 96 pocos (1x10°células/poco) em meio
RPMI-1640, submetidos aos tratamentos necessarios e incubados em estufa com atmosfera
umidificada, 5% de CO2 e a 37°C.

3.4.2. Tratamento com YM155

Os neutréfilos plaqueados foram divididos em 3 grupos: um grupo somente com células em
meio RPMI (controle), um grupo estimulado com LPS (500 ng/ml) e um grupo estimulado
com LPS e 100 nM de YM155 (Cayman Chemical Company). O YM155 foi adicionado na
cultura 1 hora ap0s a incubacdo com LPS. Trés horas apos a adicdo do YM155, as células de
todos os grupos foram retiradas da cultura e submetidas a analise bioguimica de apoptose
(anexina-V/PI), conforme descrito no proximo item.

Outro experimento foi conduzido como o anterior, porém, analisamos a apoptose por

morfologia (item 3.2.4.) apds 6 horas de tratamento. As células foram recolhidas, e 30ul do
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volume total de cada poco foi utilizado para a confeccéo de citolaminas. O restante do volume

foi centrifugado (1.500 rpm, 5 minutos) e armazenado a -20°C para posteriores analises.

3.4.3. Analise bioquimica de apoptose

As células ressuspendidas do item 3.4.3. foram submetidas a avaliacdo de apoptose pela
marcacdo com anexina-V-FITC + PI, conforme descrito abaixo. Inicialmente, as células
suspendidas em PBS/BSA 1% foram centrifugadas a 1500 rpm por 5 minutos e o
sobrenadante descartado. Os pellets resultantes de cada amostra foram ressuspendido em 100
uL do tampao presente no kit (Binding Buffer), seguido com a adi¢do de 2 pL de anexina e de
Pl e incubado por 15 minutos para posterior leitura no citdmetro. O resultado das marcacgdes

das amostras foi analisado no software FlowJo 7.5.3 (Treestar, Ashland, OR, USA).

3.4.4. Analise de sobrevida de neutrofilos com survivina recombinante

Neutréfilos isolados, conforme descrito anteriormente, foram estimulados com LPS
(500ng/ml) por 1 hora. Apds a estimulacao foi adicionado 20ng/ml ou 100 ng/ml de survivina
recombinante (Abcam, Cambridge, USA) para cada pogo. Os grupos foram divididos em
controle (somente com meio RPMI, suplementado com 10% de soro sanguineo humano), um
grupo estimulado com LPS e um terceiro grupo estimulado com LPS acrescido de survivina
recombinante nas concentracfes de 20 ou 100 ng/ml. A cultura foi incubada em estufa com
atmosfera umidificada, 5% de CO2 e a 37°C por 18 ou 20 horas. Apds esses tempos, 30ul do
volume de cada poco foram utilizados para as preparaces de citoldaminas e os demais
volumes foram submetidos a centrifugacdo (1500 rpm, 5 minutos) e armazenado a -20°C com

solucéo de lise.

3.4. Analises estatisticas

As andlises estatisticas e os graficos foram elaborados utilizando-se o software
GraphPadPrism 7.0. As analises entre dois grupos foramfeitas pelo teste T de Student. No
caso de trés ou mais grupos, foi realizada andlise de variancia (One-wayANOVA), seguida do
poOs-teste Newman-Keuls ou Tukey. Os resultados foram
apresentados como média +EPM (erro padrdo da media) e o nivel de significancia foi definido
como p< 0.05.
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4. RESULTADOS

4.1. Estudo do papel da survivina na manuten¢ao da resposta inflamatdria no

modelo de pleurisia induzida por LPS em murinos.

i. Administracéo de LPS altera a expressao de survivina na cavidade pleural

Para avaliar se ocorre a expressdo da survivina durante uma resposta inflamatoéria aguda, foi
realizado um estudo temporal, no qual as células inflamatdrias foram recolhidas em diferentes
tempos apos a inducdo por LPS (0, 4, 8, 12, 24, e 48h) e submetidas a uma avaliacdo da
expressdo de survivina pela técnica de Western Blot, como demonstrado na Figura 11-B/C.
Nota-se que a expressao de survivina ja aparece na cavidade pleural ndo inflamada, injetada
com PBS. Porém, 4h apos a injecao de LPS a expressao de survivina aumentou em relacao ao
PBS, reduzindo a partir de 8 horas. E necessaria uma repeticdo do experimento para

conseguirmos realizar um teste estatistico.
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Figura 11. Cinética da expressdo de survivina durante uma pleurisia aguda induzida por LPS. O LPS
(250pg/intrapleura-i.p.) foi injetado nas cavidades pleurais de camundongos e as células presentes nas cavidades
foram recolhidas por lavado pleural com PBS 1x em tempos determinados (0, 4, 8, 12, 24 e 48 horas) apds o
LPS. As células de cada animal foram agregadas por grupo (n=5 animais/grupo) e submetidas a técnica de
western blot para a marcagdo de survivina (surv.) e B-actina (B-act.). A: Desenho experimental utilizado. B:

Expresséo de bandas de survivina avaliada por Western Blot, com sua respectiva representacdo gréafica (C).
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il. Survivina é expressa em neutrdfilos (LY6G) e macréfagos (F4/80) durante uma

resposta inflamatdria aguda induzida por LPS.

Foi observado que a expressdo de survivina € alterada durante uma resposta inflamatdria
aguda. Porém, em um lavado pleural ha diferentes tipos celulares, o que dificulta representar
a real expressdo de survivina nos protagonistas celulares de uma inflamacdo aguda. Dessa
forma, foi realizada uma citometria de fluxo a fim de se observar o perfil de expressdo de

survivina nos neutrofilos (Figura 12) e macrofagos (Figura 13).
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Figura 12. Cinética da expressdo de survivina em neutréfilos (LY6G™) durante pleurisia aguda induzida
por LPS.

O experimento ocorreu conforme em A: O LPS (250 ng/intrapleural — i.p.) foi injetado na cavidade intrapleural
de camundongos e lavados das cavidades foram realizados em diferentes tempos (0, 4, 6, 8, 12, 24, 48 e 72
horas) apds o LPS. As células recolhidas por animal (n=5 animais/grupo-tempo) foram submetidas as marcagdes
celulares de superficie (anti-LY6G, para marcacdo de neutrofilos) e marcacéo intracelular (anti-survivina). As
amostras marcadas foram lidas em um citdmetro de fluxo e os resultados foram apresentados como + EPM. B:
N° de neutréfilos, C: N° de neutrdfilos que expressam survivina e D: MFI de survivina em neutréfilos. Os
resultados foram representados como + EPM. .*p<0,05 comparado ao PBS.
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Figura 13. Cinética da expressao de survivina em macréfagos (F4/80) durante pleurisia aguda induzida
por LPS.

O experimento ocorreu conforme em A: O LPS (250 ng/intrapleural — i.p.) foi injetado na cavidade intrapleural
de camundongos e lavados das cavidades foram realizados em diferentes tempos (0, 4, 6, 8, 12, 24, 48 e 72
horas) ap6s o LPS. As células recolhidas por animal (n=5 animais/grupo-tempo) foram submetidas as marcagdes
celulares de superficie (anti-F4/80, para marcacdo de macr6fagos) e marcacdo intracelular (anti-survivina). As
amostras marcadas foram lidas em um citdmetro de fluxo e os resultados foram apresentados como + EPM. B:
N° de macrofagos, C: N° de macréfagos que expressam survivina e D: MFI de survivina em macréfagos. Os
resultados foram representados como + EPM. .*p<0,05 comparado ao PBS.



32

Como indicado na Figura 12, a expressdo de survivina € correspondente ao tempo de maior
acumulo de neutrofilos, na 82 hora, e maior acimulo de macréfagos, na 48a e 722 hora, apos a
estimulacdo por LPS. Esses resultados em conjunto com o resultado anterior sugerem que a

survivina tem participacdo em uma resposta inflamatdria aguda.

I, Survivina contribui para a sobrevida de células inflamatdrias durante uma

resposta inflamatdria aguda.

Considerando que a manutencdo da sobrevida celular é o papel mais explorado da survivina,
tratamos animais com EZN3042 previamente injetados com LPS e analisamos o nimero de
leucdcitos totais e diferencial, quantidade de eventos apoptoticos e eferociticos. Esse
experimento foi conduzido com trés diferentes doses de EZN3042 (3 mg/kg, 10 mg/kg e 30
mg/kg) e com seu controle, EZN3046 (30 mg/kg). O tempo de tratamento foi baseado no
tempo de maior quantidade de neutrofilos expressando survivina. Os resultados estdo

representados na Figura 14.
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Figura 14. Tratamento de pleurisia aguda induzida por LPS com o anti-sense EZN3042.

O experimento ocorreu conforme representado em A: O LPS (250 ng/intrapleural — i.p.) foi injetado na cavidade
intrapleural de camundongos e 8 horas apds a inje¢do, no pico da inflamacédo, os animais foram tratados com 3
doses diferentes de EZN3042 (3, 10 e 30 mg/kg) e com seu controle (EZN3046/3046) na dose de 30 mg/kg.
Apos 4 horas de tratamentos, os animais (n=5 animais/grupo) foram eutanasiados e as células das cavidades
pleurais foram removidas, contadas (N° total de células — B) e submetidas a preparagdes de citolaminas. As
células foram analisadas por um microscopio optico de luz, das quais foram contados os mononucleares e
neutrdfilos (B). Os resultados foram representados como + EPM. *p<0,05 em relacdo controle (EZN3046.),

#p<0,05 em relacdo ao PBS.
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Primeiramente, € necessario que observemos se uma resposta inflamatoria foi estabelecida.
Como apresentado na figura anterior, o LPS foi capaz de aumentar o nimero de neutrofilos na
cavidade pleural, caracterizando uma inflamagdo. Seguindo, entdo, nossas analises,
observamos que o tratamento reduziu o numero de células totais na cavidade pleural, reduziu
0 numero de neutrofilos e o numero de células mononucleares (Figura 13). Os resultados de
apoptose e eferocitose foram negativos para todos 0Ss grupos e, portanto, ndo estdo

representados graficamente.

A apoptose e a eferocitose sdo processos muito rapidos para que nao haja efeitos adversos ao
organismo, assim montamos uma nova estratégia experimental (Figura 15A), capaz de
identificar esses eventos. Desenvolvemos nossa nova estratégia baseada nos seguintes pontos:
1- O EZN3042 é um antisense e, portanto, capaz de inibir a transcricdo de RNAm e nédo de
inibir a proteina. Entdo, optamos pelo tempo de 4 horas para fazer o tratamento, no qual a
expressdo de survivina ndo foi significativamente elevada em relagio ao PBS. E claro que o
uso de tecnologias que nos demonstre o pico de expressdo de RNAmM para survivina, como um
PCR quantitativo ( qPCR), fosse o ideal para escolher o tempo de tratamento. Contudo,
realizamos testes com 3 tipos diferentes de primers e ndo obtivemos sucesso na amplificacao.
Além disso, recolhemos as células 2 horas ap6s o tratamento para que fosse possivel
identificar células apoptoéticas e/ou eferocitadas. 2- Resolvemos incluir um grupo LPS para
analisar se o controle do antisense (EZN3046) realmente ndo afeta os resultados. 3. Alteramos
as doses utilizadas para 0,1, 1 e 3 mg/kg, ja que as doses do experimento anterior reduziram
significativamente o ndmero de mononucleares. Nosso foco é induzir a apoptose de
neutréfilos, mantendo os mononucleares viaveis, uma vez que os macrofagos sdo essenciais
para 0 processo eferocitico. . E importante ressaltar que temos ciéncia que mais de um fator
foi alterado nesse desenho experimental em relacdo ao anterior, como tempo de tratamento e
dose. Apo6s o tratamento com EZN3042 analisamos o nimero de células na cavidade pleural
(Figura 15B), os eventos apoptaticos e eferociticos (Figura 16).
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Figura 15. Tratamento de pleurisia aguda induzida por LPS com o antisense EZN3042 (doses 0,1, 1 e 3
mg/kg).

O experimento ocorreu conforme representado em A: O LPS (250 ng/intrapleural — i.p.) foi injetado na cavidade
intrapleural de camundongos e 4 horas apds a injecdo, os animais foram tratados com 3 doses diferentes de
EZN3042 (0,1, 1 e 3 mg/kg), com o controle da droga (EZN3046/3046) na dose de 3 mg/kg e um grupo recebeu
PBS 1x (-). Ap0s 2 horas de tratamentos, os animais (n=4 animais/grupo) foram eutanasiados e as células das
cavidades pleurais foram removidas, contadas (N° total de células - B) e submetidas a preparagdes de
citolaminas. As células foram analisadas por um microscdpio Optico de luz, das quais foram contados os
mononucleares e neutrofilos (B). Os resultados foram representados como + EPM. #P<0,05 em relagdo ao PBS.
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Figura 16. Efeitos do tratamento de EZN3042 na inducéo de apoptose e eferocitose durante uma pleurisia
aguda induzida por LPS.

O LPS (250 ng/intrapleural — i.p.) foi injetado na cavidade intrapleural de camundongos e 4 horas ap0s a injecao,
os animais foram tratados com 3 doses diferentes de EZN3042 (0,1, 1 e 3 mg/kg), com o controle da droga
(EZN3046/3046) na dose de 3 mg/kg e um grupo recebeu PBS 1x (-). Ap6s 2 horas de tratamentos, 0s animais
(n=4 animais/grupo) foram eutanasiados e as células das cavidades pleurais foram removidas, contadas e
submetidas a preparacoes de citolaminas. As células foram analisadas por um microscopio dptico de luz, das
guais foram contados os eventos apoptoticos e eferociticos. A: N° de células apoptéticas e eferociticas. B:
Micrografias de citolaminas representando neutréfilos vidveis (#), células apoptoticas (*) e um evento de
eferocitose por um macréfago (seta). Resultados representados como + EPM. *p<0,05 comparado ao grupo
controle EZN3046. #P<0,05 comparado ao grupo veiculo (-).



37

Como observado abaixo, na Figura 15, o tratamento com EZN3042 nao alterou 0 nimero de
células viaveis. Entretanto, o tratamento na menor dose utilizada, 0,1 mg/kg, aumentou a

quantidade de apoptose e de eferocitose (Figura 16).

O préximo passo foi confirmar se os efeitos biologicos do tratamento com EZN3042 estavam
associados com uma diminuicdo da expressdo da survivina. Assim, realizamos um Western
Blot de células recuperadas da cavidade pleural de animais tratados ou ndo com EZN3042 e
observamos que a survivina é encontrada em células residentes da pleura e permanece
expressa apos a estimulacdo com LPS (Figura 17). Podemos observar ainda, que o tratamento
com 0 EZN3042 reduziu a expressdo de survivina nas trés doses utilizadas comparado ao seu
controle (EZN3046). Além disso, o tratamento com EZN3046 parece diminuir a expressaso
de survivina. Esse resultado precisa ser repetido, uma vez que ndo ha a representacdo de um
controle de integridade celular e degradacao proteica, usualmente realizada pela deteccédo de

expressao f-actina neste experimento.
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Figura 17. Efeito do tratamento do EZN3042 na expressdo de survivina durante uma pleurisia aguda
induzida por LPS.

O LPS (250 ng/intrapleural — i.p.) foi injetado na cavidade intrapleural de camundongos e 4 horas ap6s a injecao,
os animais foram tratados com 3 doses diferentes de EZN3042 (0,1, 1 e 3 mg/kg), com o controle da droga
(EZN3046/3046) na dose de 3 mg/kg e um grupo recebeu PBS 1x (-). Ap6s 2 horas de tratamentos, 0s animais
foram eutanasiados e as células das cavidades pleurais foram recuperadas e agrupadas por grupos (n=4
animais/grupo). As células foram processadas e submetidas a uma analise de Western Blot, a qual demonstrou
gue a expressdo de survivina é reduzida pelo tratamento com EZN3042 (B e C).

4.2. Estudo da survivina em inflamacao induzida por MSU

Pensando em avaliar se 0 EZN3042 teria uma potencial acdo como droga pro-resolutiva,
avaliamos o seu efeito em uma inflamacéo aguda induzida por cristais de MSU. Inicialmente,
analisamos se o tratamento com a droga afetaria a dor, um dos cinco sinais cardeais de alguns
processos inflamatorios. Nesse sentido, nos embasamos no trabalho de Galvdo e
colaboradores (2017) e tratamos um grupo de animais estimulados com MSU no pico da
inflamacéo (12 horas) e 0 comparamos com um grupo de animais ndo tratados com EZN3042.

O desenho experimental esta representado na Figura 18A.
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Nosso resultado (Figura 18B) demonstram que o tratamento com EZN3042 foi capaz de
reduzir a nocicepg¢do articular causada pela resposta inflamatoria induzida por cristais de

MSU. O tratamento com o controle EZN3046 ndo foi realizado neste experimento.
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Figura 18. Efeito do EZN3042 na hipernocicepcéo articular de camundongos acometidos com inflamacdo
aguda induzida por MSU.

Cristais de MSU foram injetados nas cavidades intrarticulares (i.a.) de camundongos, conforme em A, e ap6s 12
horas de estimulacdo, os animais foram tratados com EZN3042 (0,1 mg/kg) na cavidade articular. Depois de 4
horas de tratamento, foi aferido o limiar de retirada da pata (g) representado em B. O resultado foi apresentado
como + EPM. *p<0,05 comparado ao grupo ndo tratado (-) e #p<0,05 comparado ao PBS.

Visto que 0 EZN3042 na dose de 0,1 mg/kg reduz a hipernocicepgéo articular de murinos
acometidos por inflamacdo induzida por MSU, nosso proximo passo foi analisar se essa
reducdo estaria associada a eventos celulares da cavidade articular desses animais. Para isso,
apos a afericdo de hipernocicepcdo, eutanasiamos o0s animais, lavamos as cavidades
intrarticulares destes e preparamos citolaminas para verificar se o tratamento reduziu o
namero de células inflamatorias e induziu a apoptose celular. O desenho experimental esta

representado na Figura 19A e os resultados na Figura 19B.
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Figura 19. Efeito do EZN3042 no nuamero de células inflamatérias de camundongos acometidos com
inflamacgéo articular induuzida por MSU. Cristais de MSU (100ng/intrarticular-i.a.) foram injetados nas
cavidades intrarticulares (i.a.) de joelhos de camundongos, conforme em A, e apds 12 horas de estimulagéo, 0s
animais (n=3/grupo) foram tratados com EZN3042 (0,1 mg/kg) na cavidade. Depois de 6 horas de tratamento, as
células das cavidades foram recolhidas por lavado com PBS 1x, contadas (n° total de células- B) e submetidas a
preparacBes de citolaminas para a contagem diferencial de mononucleares (C) e neutrofilos (D). P*< 0,05
comparado ao PBS.
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Observamos que o desafio com MSU induz um aumento de células inflamatdrias, como o
numero total de células, de neutrofilos e de mononucleares (Figura 19B). Além disso, o
EZN3042 reduziu o nimero de células totais, de neutrdfilos e de células mononucleares em
69,3 %, 70,4 % e 68,3 %, respectivamente, sem atingir significancia estatistica (Figura 19B).
Talvez o que possa ter afetado nossa estatistica seja 0 baixo n amostral, n=3 animais/grupo.
Aqui, ndo encontramos eventos apoptoticos analisados morfologicamente nas células

recuperadas no lavado intraarticular, portanto néo representamos graficamente.

4.3. Analises in vitro: Cultura de neutrofilos humanos

O proximo passo foi investigar o papel da survivina na manutengdo da sobrevida de

neutrofilos purificados, in vitro. Para isso, avaliamos dois pontos:
i efeito da inibicdo da expressdo da survivina, e;
ii: efeito do tratamento dos neutrdfilos com survivina recombinante.

i. YM155 induz apoptose em neutrdfilos humanos

J& foi descrito a presenca de survivina em neutrofilos humanos (Altznauer et al., 2004),
porém, seu papel para a sobrevida ainda ndo foi elucidado. Primeiramente, estimulamos
neutrofilos isolados do sangue periférico com LPS na concentracdo de 500ng/ml. Ap6s uma
hora de estimulag&o, foi adicionado o inibidor de survivina, YM155, na concentragdo de 100
nM por pogo por 3 ou 6 horas. O YM155 aumentou a apoptose de neutrdfilos humanos
guando analisada bioquimicamente 3h apds o tratamento (Figura 20B) ou morfologicamente

6h apds o tratamento das células (Figura 20C).
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Figura 20. Efeito do YM155 na sobrevida de neutréfilos humanos in vitro. O experimento foi conduzido
conforme em A: Neutrdéfilos da circulagdo periférica de diferentes doadores foram isolados e cultivados em meio
RPMI. Em seguida foi adicionado LPS (500ng/ml) nos grupos ndo tratados (-) e tratados (YM155). Apds uma
horas de estimulacgdo, foi adicionado o YM155 (100 nM) que agiu por 3 horas ou 6 horas. Apds 3 horas de
tratamento as células dos referentes grupos foram submetidas a marcacédo celular de anexina V/PI e foram lidas
em citdbmetro de fluxo. O resultado esta representado em B. Depois de 6 horas de tratamento, as demais células
dos referentes grupos foram usadas para as preparaces de laminas e submetidas a andlise em um microscopio
otico, no qual células apoptoticas foram contadas. O resultado estd representado em C. As micrografias
referentes ao tratamento de 6 horas estdo representadas em D, sendo o # a representagdo de um neutrofilo viavel
e o asterisco um neutrofilo apoptotico. Os resultados estdo representados como + EPM. *p<0,05 em relagdo ao

grupo ndo tratado (-).
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iL. Survivina exégena ndo prolonga a sobrevida de neutrdfilos

Uma vez que a inibicdo da expressdo da survivina aumentou a apoptose de neutrofilos,
estimulamos 0s neutrd6filos humanos in vitro com a survivina recombinante (Abcam,
Cambridge, USA). As células foram estimuladas em cultura por uma hora com LPS (500
ng/ml), adicionamos a survivina recombinante em duas concentracdes (20 e 100 ng/ml) e
analisamos a sobrevida 18h e 20h apds a adicdo da proteina. Os tempos escolhidos foram
baseados no trabalho de (Rossi et al., 2015), o qual demostrou que os neutrofilos podem
permanecer viaveis em cultura por até 20 horas. O resultado (Figura 21) demonstra que a
survivina exogena nao prolonga a sobrevida de neutrofilos humanos em nenhuma das

concentracdes e em nenhum dos tempos analisados.
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Figura 21. Efeito do tratamento de neutrofilos humanos com survivina recombinante in vitro.

Os neutréfilos humanos da circulagdo periférica foram isolados e cultivados em meio RPMI. Em seguida as
células foram estimuladas com LPS (500ng/ml) e ap6s uma hora, a survivina recombinante foi adicionada nas
concentragdes de 20ng/ml ou 100 ng/ml. As células foram mantidas em ambiente controlado por 18 horas ou 20
horas e entdo submetidas a preparag@es de laminas para a analise de neutrdfilos apoptdticos. Os resultados estdo
representados como = EPM.
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5. DISCUSSAO

Os fenbmenos de resolucdo da resposta inflamatdria sao imperativos para que haja controle da
inflamacdo e retorno a homeostase tecidual (Alessandri et al., 2013). Este trabalho
demonstrou que a inibicdo farmacoldgica de survivina contribui para eventos resolutivos
como: 1. Reducdo de leucdcitos viaveis; 2- Inducdo de células apoptoticas, 3- Reducédo da dor
associada a inflamacdo,e 4. Inducao de eferocitose. Somados, esses eventos mostram que a
survivina pode ser uma via de controle da sobrevida de neutrofilos e um potencial alvo

terapéutico para doengas inflamatorias.

Os neutrofilos recrutados para o tecido inflamado desempenham um papel fundamental na
liberacdo de mediadores inflamatérios e na remocdo do agente/estimulo inflamatério
(Sugimoto et al., 2016). No entanto, eles podem ser iniciadores de diversas patologias,
incluindo inflamacéo cronica e doencas autoimunes (Fox et al., 2016). Desta forma, reduzir o
nimero dessas células durante uma inflamacdo pode ser uma estratégia de controle
inflamatdrio. Esse trabalho mostrou que o inibidor da producdo de survivina no pico da
resposta inflamatdria reduziu a quantidade de neutrofilos viaveis na cavidade pleural e
articular. Uma hipétese que justifica essa reducdo é a inducdo de apoptose dessas células. Os
neutrdfilos apresentam uma vida Gtil curta (6 a 12 horas na circulacdo periférica), mas sob a
influéncia de sinais de adesdo, transmigracdo, hipdxia, citocinas e produtos microbianos,
como o LPS, essa vida util pode ser prolongada (Colotta et al., 1992). O LPS, por exemplo,
estimulo que utilizamos nos experimentos de pleurisia aguda e cultura de neutrofilos,
prolonga a sobrevida celular pela via PI3K/Akt (Hachiya et al., 1995; Sousa et al., 2010).
Logo, a redugdo do numero de neutrdfilos viaveis induzida por um inibidor de survivina pode
estar relacionada a via PIBK/AKT e alguns estudos sustentam essa hipoOtese: Tang e
colaboradores (2009), estudaram o acido ursélico, um potente anticancerigeno in vitro, que
atua em células de carcinoma hepatocelular humano (HepG2) e mostraram que a apoptose
induzida pelo composto reduz a expressdo de PI3K, p-Akt e de survivina. Zhao e
colaboradores (2010) investigaram a relagdo entre a expressao de survivina induzida por PI3K
ativa (v-P3K) em fibroblastos embrionarios de galinha e mostraram que PI3K aumenta a
expressao de survivina pela ativacdo de AKT. Em conjunto, esses dados apontam que pode
existir uma relagdo entre a expressdo de survivina e PI3K, que precisa ser confirmada neste

trabalho por analises complementares.
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A apoptose de neutrdfilos € um elemento fundamental para a resolucdo da inflamacgéo por
mediar processos fundamentais para o fim da resposta inflamatéria, como a interrup¢do do
influxo de neutréfilos, a limitagdo do dano tecidual e indugdo de reprogramacgdo de
macrofagos (Alessandri et al., 2013). Mostramos que os inibidores que utilizamos foram
capazes de induzir a apoptose, porém, 0s mecanismos que relaciona a survivina com a morte
celular programada ainda sdo discutidos. A via de sinalizacdo mais aceita até entdo é a
atuacdo indireta da survivina a caspases, por meio de uma interagdo IAP-IAP com a X-IAP
(Altieri, 2010). Dados bioquimicos sugerem que os residuos de BIR de survivina se associam
a sitios descontinuos de BIR1 e BIR3 da XIAP (Dohi et al., 2004; Dohi et al., 2007) e essa
interacdo confere uma estabilidade a X-IAP contra uma degradacdo dependente de
ubiquitinacdo, aumentando, portanto, sua acdo inibitoria sobre as caspases (Altieri, 2010).
Nesse contexto, ao reduzir a expressdo de survivina com o EZN3042 e o YM155, as
moléculas X-1AP podem ter ficado com uma estabilidade comprometida, interferindo na sua
atuacdo nas caspases e, portanto, resultando em uma vulnerabilidade da célula sofrer
apoptose. Outros mecanismos de acdo da survivina estdo sendo propostos (Song et al.,
2003; McNeish et al., 2005; Ceballos-Cancino et al., 2007), mas suas implica¢des funcionais
ainda ndo foram claramente definidas. Portanto, para investigarmos se esse mecanismo estaria
por trés da apoptose de neutréfilos é necessario realizar uma analise da expressao e clivagem

de caspases, incluindo a caspase 3 e outras moléculas da via de morte celular.

Considerando gue a survivina € uma proteina que prolonga a vida util celular por regular vias
pré-apoptoticas (Altieri, 2010; Ceballos-Cancino et al., 2007; Khan et al., 2009) a reducédo da
expressdo da mesma durante uma resposta inflamatdria pode estar associada a inducdo de
apoptose de neutréfilos. Essa hipdtese € parcialmente sustentada por Kolaczkowska e
colaboradores (2010), que demonstraram a expressdo significativa de elementos iniciadores
de apoptose, como a caspase 8 e 9, quatro horas ap6s a inducdo de uma peritonite por
carragenina. Gilroy e colaboradores (2003) demonstraram também que macrofagos sofrem
apoptose a partir de 48h de estimulagédo por zymosan na cavidade peritoneal de murinos.
Outros estudos conduzidos com outros reguladores de apoptose (mcl-1 e BAX/BAD),
também demonstram uma oscilacdo na expressdo dessas moléculas em celulas inflamatorias
(Moulding et al., 1989; Moulding et al., 2000; Hamasaki et al., 1998; Leuenroth et al., 2000;
Epling-Burnette et al., 2001). Contudo, é necessaria uma analise de sinalizadores de morte
celular em um estudo temporal para corroborar essas hipGteses. Essa parte deve estar na parte

de explicacdo da apoptose
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A eferocitose procede a resolucao da inflamacédo por eliminar as células apoptoticas no tecido
inflamado, contribuindo para o retorno da homeostase tecidual (Sugimoto et al., 2016). Aqui,
mostramos que o tratamento com EZN3042 foi capaz de aumentar o numero de eventos
eferociticos. Esse aumento pode ser consequéncia do nimero aumentado de neutrofilos
apoptoticos induzidos pelo EZN3042 ou ainda ser resultado da acdo de mediadores pro-
resolutivos, como autacoides, peptideos MSH e anexina Al. Os neutréfilos apoptdticos
expressam sinais find me, como a lisofosfatidilcolina (LPC), esfigosina 1-fosfato (S1P),
fractalquina e nucleotidios ATP e UTP que direcionam os macrofagos a se aproximarem para
fagocita-los por meio do reconhecimento de sinais eat me, como a fosfatidilserina. Assim,
essa sinalizacdo garante que células apoptoticas sejam efetivamente removidas do tecido
(Martin et al., 2014; Ortega-Gomez et al., 2013; Alessandri et al., 2013). Além disso, 0s
granuldcitos apoptdticos liberam anexina Al, um importante mediador pré-resolutivo capaz
de acelerar a depuracdo de granuldcitos apoptoticos (Vago et al., 2012. Scanell et al., 2007).
Em conjunto, esses eventos podem ter sido os propulsores para 0 aumento de eventos
eferociticos que demonstramos. Essa hipoOtese precisa ser estudada com detalhes e outros
ensaios precisam ser desenvolvidos para esclarecer o possivel mecanismo por tras desse dado.
Esse resultado, juntamente com os anteriores, mostra a potencialidade dos inibidores de

survivina em serem alvos de tratamento inflamatdrio pro-resolutivo.

A inflamacdo gotosa aguda é uma condicdo extremamente dolorosa, provocada pela ativacdo
de multiplos mediadores inflamatdrios e esta associada a manifestacdes de sintomas clinicos
sistémicos, como febre e niveis elevados de leucocitose na fase aguda (Mitroulis et al., 2013).
Nosso estudo demonstrou que a aplicacdo de EZN3042 em camundongos acometidos por gota
induzida por MSU reduz a hipernocicepcdo articular e essa reducdo pode estar associada a
reducdo de leucdcitos no sitio inflamatério. O acido Urico precipitado na forma de cristais nas
articulagdes induz a producdo das citocinas pré-inflamatérias IL-1p e TNFa por mondcitos e
macrofagos. A IL-1B ¢ a principal citocina inflamatdria estudada na gota e esta estritamente
relacionada com a dor inflamatoria. Essa citocina ativa as prostaglandinas, que induzem a
producdo de aminas simpaticas e estas, por sua vez, sensibilizam neurdnios nociceptivos
promovendo a dor (Finisguerra et al., 2015; Ruiz-Miyazawa et al., 2015; Cunha et al., 2005).
Assim, ao afetar a viabilidade de celulas inflamatorias, os inibidores de survivina podem
intervir indiretamente sobre a hipernocepcdo, contribuindo para quadros de doencas

inflamatdrias associadas a dor.
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Por fim, nosso estudo mostrou que a survivina exdgena ndo apresenta uma acdo de sobrevida
celular. Realizamos esse estudo baseado nos estudos publicados na dltima década, que tem
tém detectado a survivina no liquido sinovial de joelhos de pacientes artriticos (Ebrahimiyan
et al., 2018). A auséncia de um efeito exdgeno levantou, entdo, duas hipoteses para estudo: 1.
o resultado negativo foi devido a falta de um agente transfector, como um exossoma, capaz de
carrear a survivina através da membrana plasmatica e 2. a survivina extracelular pode
desempenhar um papel alternativo, como a reprogramacdo de macréfagos, dependente de
microvesiculas. Consistente com a primeira hipétese, Khan e colaboradores (2009),
demonstraram que as survivinas recombinantes (Surv-WT e Surv-T34A) foram incapazes de
afetar os eventos apoptéticos em células imortalizadas HeLa. Em relacéo a segunda hipdtese,
Marwick e colaboradores (2018) e Rhys e colaboradores (2018) mostraram que
microvesiculas liberadas por neutréfilos sdo capazes de modular um perfil inflamatério de
macrofagos para um perfil anti-inflamatdrio in vitro e in vivo. Visto que é descrito a presenca
de survivina em vesiculas liberadas por exosossomas livres (Khan et al., 2011; Khan et al.,
2015), talvez a survivina seja um dos componentes dessas microvesiculas liberadas por
neutrdfilos capaz de contribuir para a reprogramacdo de macréfagos. De inicio, é necessario
realizar novos ensaios usando microvesiculas como tranfector e, na auséncia de uma resposta,

progredir para outros ensaios que explore um papel secundario da proteina.

Em conjunto, nossos resultados mostraram que a survivina pode ser um possivel alvo de
terapias pro-resolutivas e um protagonista importante na sobrevida de neutréfilos durante a

inflamacéo.
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6. CONCLUSAO

Nosso trabalho demonstrou que a survivina é uma molécula moduladora da sobrevida de

neutrofilos e um potencial alvo pré-resolutivo.
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7. PERSPECTIVAS

1. Realizar um estudo temporal de sinalizadores de morte durante uma inflamacéo aguda
para associa-lo com nossa cinética de expressdo de survivina.

2. Analisar a participacéo de PISBK/AKT e a expresséo de caspase 3 em células de lavado
pleural no modelo de pleurisia aguda induzida LPS e em neutréfilos humanos, a fim
de avaliar a relacdo dessas vias com a survivina.

3. Avaliar a presenca de survivina em microvesiculas derivadas de neutrdfilos e

macrofagos humanos.
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