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RESUMO

A resposta inflamatéria é inicialmente caracterzgukla liberacdo de mediadores pro-
inflamatorios e pela migracdo de leucocitos palacal da inflamacéo. Por outro lado, este
processo é finamente controlado pela acdo de nwdmdanti-inflamatérios e/ou pré-
resolutivos que auxiliam na resolucdo do procesfiamatorio € no retorno da homeostase
tecidual. Dentre esses mediadores destaca-se mamek (AnxAl), uma proteina induzida
por glicocorticéides (GC) que medeia diversas fesgdestes anti-inflamatorios. AnxAl age
como um potente modulador enddégeno da inflamagépedindo a agdo de enzimas que
atuam na producdo de mediadores proé-inflamatdndsndo a transmigracédo dos leucocitos
e induzindo a fagocitose de células apoptéticasimyso presente estudo investigou a
participacdo de AnxAl na resolugcédo da respostanrdtéria espontanea e induzida por anti-
inflamatorios. Para tal, foi utilizado o modelo nmar de pleurisia induzida por LPS
(lipolissacarideo) onde camundongos BALB/c foragetados com 25@g de LPS por via
intrapleural. Posteriormente, as células presentedavado pleural foram coletadas em
diferentes intervalos poés-injecdo e analisadas tquan numero total e diferencial de
leucdcitos, numero de células com morfologia apag@pvias de sinalizacdo envolvidas com
apoptose, sobrevivéncia celular e a expressaoataipa AnxAl. Os resultados mostraram
que a injecéo de LPS induziu um acumulo de neldsdfia cavidade pleural que foi maximo
entre 8-24h, diminuiu em 48h ocorrendo resolucdopteta no tempo de 72h. A resolucéo
natural, avaliada pelo decréscimo no nimero dedfdas observado nos tempos 48-72h, foi
acompanhada pelo aumento de células mononucledoeassociada ao aumento de eventos
apoptaticos entre 8-48h, como demonstrado porriasténorfolégicos (contagem de células
apoptoticas) e bioquimicos (aumento de caspasées&dal e Bax). A proteina AnxAl na
forma ativa intacta (37 kDa) foi detectada em ammiajetados com PBS, diminuiu
intensamente na fase ativa da inflamacéo neutafffi-24h) e aumentou durante a resolucéao
natural, como visto em 48-72h apo6s desafio com L®Kservou-se um predominio de
clivagem da proteina AnxAl (banda de 33 kDa) ntsrwalos de tempo onde ocorreu maior
recrutamento de neutréfilos. O tratamento de agiroain drogas anti-inflamatdrias, as quais
foram previamente demonstradas induzirem resolugionesmo modelo inflamatorio, a
saber: rolipram (um inibidor de PDE4), wortmanninibjdor de PI3K) e dexametasona
(glicocorticoide sintético) diminuiu o numero deutréfilos na cavidade pleural, com um
aumento na expressao da proteina AnxAl na forma atprevencdo da clivagem da mesma.

Ainda, o aumento de AnxAl induzido por estas drpdas associado com ativagdo de



proteinas pré-apoptoticas (aumento de Bax e clivagke caspase-3) e inibicdo da
fosforilacdo de proteinas associadas com a solémiev celular (P-ERK1/2 e RB-a). A
relevancia funcional da AnxAl para a resolucdo ldarfsia foi determinada utilizando duas
estratégias, um anticorpo neutralizante para eepr@tou um antagonista inespecifico do
receptor onde AnxAl atua (FPR2/ALXR): ambos osatr&ntos inibiram a resolucdo da
inflamacédo espontanea e induzida por dexametasosgpressao de AnxAl e a apoptose de
neutrofilos. O efeito direto da participacdo da Afxna resolucdo da inflamacéo aguda foi
avaliado utilizando Ac2-26, um peptideo ativo decho N-terminal da proteina. A injecdo de
Ac2-26, por duas diferentes vias de administralgi@l e sistémica, diminuiu o0 numero de
neutroéfilos na cavidade pleural, sem alterar o mdrde células mononucleares, e aumentou a
apoptose de neutréfilos, efeito que foi impedidéapajecdo do pan inibidor de caspase
zVAD-fmk. Mecanisticamente, a resolucdo da inflaBmagpromovida pela injecdo do
peptideo Ac2-26 foi associada a apoptose de ndag@m aumento de Bax e clivagem de
caspase-3, decréscimo dos niveis de Mcl-1 e darflegfdo de P-ERK1/2 e RBa,
proteinas ja demonstradas serem importantes paravegEncia do neutroéfilo. Nossos dados
in vivo, utilizando um modelo dindmico de inflamacdo agddeyecem evidéncias de que
AnxAl seja um mediador da resolugdo natural e ildugor anti-inflamatorios com intenso

efeito sobre a apoptose de neutrofilos.



ABSTRACT

The inflammatory response is initially charactedizey the release of pro-inflammatory
mediators and the migration of leukocytes to tHeammation site. On the other hand, this
process is finely controlled by the action of anflammatory and/or pro-resolution mediators
that promote resolution of inflammation and helps teturn to tissue homeostasis. Annexin
Al (AnxAl) is a glucocorticoid (GC)-induced protetihat mediates several GC functions.
AnxAl acts as a potent endogenous modulator oanmihation by preventing the action of
enzymes that participate in the production of mftammatory mediators, inhibiting the
leukocyte transmigration and inducing phagocytasisapoptotic cells. Thus, this study
investigated the role of AnxAl on the spontaneau gharmacologically-induced resolution
of the inflammatory response. For this, we havelwsenurine model of pleurisy induced by
LPS (lipopolysaccharide) where BALB/c mice wereeigd with 25Gg LPS by intrapleural
route. After that, the cells in the pleural lavagere collected at different post-injection
intervals and analyzed for total and differentialkocyte count, number of cells with
apoptotic morphology, signaling pathways involved dpoptosis and cell survival, and
AnxAl protein expression. Our results have showat the injection of LPS induced an
accumulation of neutrophils in the pleural cavithigh was maximal between 8-24h,
decreased in 48h with complete resolution occurah@2h. The natural resolution, showed
by the reduction of neutrophils numbers observetietime of 48-72h, was accompanied by
an increase of mononuclear cells and was assocwitbdan increase of apoptotic events
between 8-48h, as shown by morphological (apoptatils count) and biochemical (increase
of caspase-3 cleavage and Bax) criteria. The prddeixAl in intact active form (37 kDa)
was detected in animals injected with PBS, strondg¢reased in the active phase of
neutrophilic inflammation (4-24h) and increasedimgithe natural resolution, as seen in 48-
72h after LPS challenge. There was a predominahd&gnrAl protein cleavage (33 kDa
band) during the time-points of higher neutropldruitment. Treatment of animals with anti-
inflammatory drugs, which have been previously shdw induce resolution in the same
inflammatory model, to know: rolipram (PDE4 inhini}, wortmannin (PI3K inhibitor) and
dexametasone (synthetic glucocorticoid) decreaseastimber of neutrophils into the pleural
cavity, with an increase of AnxAl active form exgs®mn and prevention of its cleavage.
Also, the increase of AnxAl induced by these drogs been associated with activation of

pro-apoptotic proteins (increase of Bax and casfaseleavage) and decreased



phosphorylation of cell survival associated pradiR-ERK1/2 and P-IKR¥). The functional
relevance of AnxAl for the resolution of pleurisyasvdetermined using two strategies, a
neutralizing antibody or a non-specific antagoatsFPR2/ALXR (the receptor which AnxAl
acts): both treatments inhibited spontaneous amnxhmdethasone-induced resolution of
inflammation, expression of AnxAl and apoptosisietitrophils. The direct role of AnxAl
on the resolution of acute inflammation was evadaising Ac2-26, an active peptide of the
N-terminal portion of the protein. The injection @éic2-26, by two different routes of
administration, local and systemic, decreased tlmeber of neutrophils in the pleural cavity,
without modifying mononuclear cell numbers and @ased apoptosis of neutrophils, an
effect that was prevented by the injection of than pcaspase inhibitor zVAD-fmk.
Mechanistically, the resolution of inflammation proted by injection of Ac2-26 peptide was
associated with neutrophil apoptosis with increzsBax and caspase-3 cleavage, decrease of
levels of Mcl-1, ERK1/2 and IkBr phosphorylation, important proteins associatech wit
neutrophil survival. Our dat& vivo, using a dynamic model of acute inflammation, pev
evidence that AnxAl is a mediator of natural andcgtorticoid-induced resolution of

inflammation with profound effect on neutrophilsopposis.
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1 - INTRODUCAO

1.1- Inflamagéao

O reconhecimento do processo inflamatério data edesd antiguidade.
Aparentemente, o primeiro a definir os sintomasiabis da inflamacédo foi o0 médico romano
no século 1 D.C., Cornelius Celsus. Estes sintdim@sn descritos como 0s quatro sinais
cardinais da inflamacao:rabor (vermelhidao, devido a hiperemi&ymor (inchaco, causado
por aumento da permeabilidade da microvasculatueatmvasamento de proteinas para o
espaco intersticialalor (calor, associado com o aumento fluxo sanguired|or (dor, em
parte devido a alteracbes nas terminagcées nervoBasgtio laesa(perda da funcgdo,
disfuncéo dos 6rgdos envolvidos) foi descrito caruinta caracteristica da inflamacé&o por
Rudolf Virchow em 1858 (MEDZHITOV, 2010). No finalo século 19, Elie Metchnikoff
introduziu o conceito de fagocitose, um aspectoddumental da imunidade inata. Sua
contribuicdo enfatizou os aspectos benéficos danmrafcdo e apontou o papel chave de
macrofagos e microfagos (neutrofilos), tanto naeskefdo hospedeiro quanto na manutencao
da homeostase do tecido (MEDZHITOV, 2010). Estascaleertas contribuiram para uma
nova visdo do processo inflamatorio baseando-sevemtos celulares e, desde entéo, existe
um amplo interesse em entender 0os mecanismos @m®lneste complexo processo
fisiologico.

A inflamacédo é um processo que ocorre em resposiversos agentes lesivos,
como por exemplo, agentes infecciosos, traumasepresnou de natureza auto-imune. E
caracterizado por eventos microscopicos e macraszPpocorrendo alteracdes na
microcirculacdo tais como os fendbmenos angiogénitbseracdo de moléculas soluveis,
acumulacdo de leucdcitos especificamente leucogimsnorfonucleares (PMN) seguido
pelos mondcitos, que se diferenciam localmente eaurdfagos (NATHANet al, 2002;
NORLING e SERHAN, 2010). A inflamacao é parte de lbeméfico sistema de defesa que
foi aperfeicoado e conservado evolutivamente aogdonde milhdes de anos
(MARCHALONIS et al, 2002). Esse processo € geralmente protetorve gara manter a
homeostase tecidual, mas se ndo controlado sedeleigrio ao hospedeiro progredindo para
a inflamagao cronica, cicatrizacao e fibrose. Emsguodos 0s casos, a causa fundamental do
dano tecidual € a acumulacdo excessiva de leusO&itor outro lado, na reacao inflamatoria

limitada pelo organismo, o recrutamento de leuo8dit acoplado a liberacéo de fatores locais
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que previnem futuro ou excessivo recrutamento deolgtos permitindo a resolucdo do
processo (NORLING e SERHAN, 2010).

1.1.1- Recrutamento de leucodcitos

O recrutamento de leucdcitos ocorre em condi¢coesmais, como por exemplo, o
trafego de linfocitos para tecidos linféides e ostrecidos. Durante o processo inflamatorio, a
migracdo de leucocitos € minuciosamente reguladia agio de mediadores pré e anti-
inflamatorios que promovem e controlam o extravasdam dessas células evitando assim
uma exacerbacao da resposta inflamatoria (GILROA., 2004).

Durante uma resposta inflamatéria um complexo adojude moléculas sao
produzidas e secretadas em resposta ao tecidooJesadue resulta na quimiotaxia dos
leucécitos e permite a interacdo de células cinteta com as ceélulas endoteliais,
possibilitando a transmigracdo dos leucdcitos pamasitio inflamatério (GILROYet al,
2004). A liberacdo desses mediadores proé-inflanwstdror células residentes (macréfagos,
células dendriticas e células epiteliais) no tededado, ativam os neutréfilos circulantes e
induz mudancas rapidas e severas nas propriedaesdesdo das células endoteliais,
causando um aumento da adesdao entre os leucécaitesdotélio promovendo o recrutamento
de leucocitos para o local da inflamacdo (NOURSHAR@® MARELLI, 2005). O
recrutamento de leucdcitos do sangue para o t€€igoira 1), envolve um contato inicial
com o endotélio vascular, sendo este um processtiadte por moléculas de adesao
especificas, presentes nos leucdcitos e nas cé&ntieliais, como por exemplo, selectinas
(L, P e E), integrinas, moléculas de adeséo intdere(ICAM-1, 2 e 3), moléculas de adeséo
celular vascular (VCAM-1) e moléculas de adesaalaelplaqueta-endotélio (PECAM-1)
(SIMON e GREEN, 2005; YUANet al, 2012). Os fatores quimiotaticos ativam recestore
que sdo caracterizados pela presenca de sete dertramsmembréanicos em associacdo com
a proteina G. A ligacdo desses fatores quimiotatams seus respectivos receptores é capaz
de ativar indmeras moléculas pertencentes as eiasadsducao de sinal intracelular que séo
fundamentais para que a resposta inflamatoria @a¢dFARINISSEN e GUTKIND, 2001).
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Figura 1. Representacdo esquematica da adesdo deitnéfilos e migracdo transendotelial.Em
resposta a estimulos inflamatérios, ocorre aumetde moléculas de adeséo (selectinas) em
neutréfilos e células endoteliais. Os neutrofilosm ao longo da parede endotelial vascular através
de interacdes fracas mediadas pelas selectinasP@steriormente, ocorre uma adeséo firme dos
neutrofilos ao endotélio através de moléculas asaml (ICAM-1 e VCAM) na superficie da célula
endotelial e integrinas (Mac-1 e VLA) na superfide neutrdfilo (B). Subsequentemente, os
neutréfilos transmigram através do endotélio vascuydor meio de um processo que envolve
interac6es complexas com moléculas juncionais dotétio, VE-caderina, JAMs e PECAM-1 (C).
Adaptado de YUANet al,, 2012.

1.1.2— Neutrofilos

Os neutréfilos sdo as principais células de deffstoras da imunidade inata,
representando o maior grupo de leucocitos encargraab sangue. Estes leucocitos
polimorfonucleares sao produzidos na medula osgeata de células tronco mieldides e na
circulacdo possuem uma meia vida de 6 a 8 horass Ajigrar para o tecido, a meia-vida dos
neutréfilos é prolongada por 3-5 dias principalregrar mediadores inflamatdrios produzidos
localmente como o leucotrieno B4, complemento Gb& e fator de necrose tumoral

(TNF-a), o que garante tempo suficiente para exercer atf@ss antibacteriana e fagocitaria

20



(PERRETTI e D'ACQUISTO, 2009; SUMMERSt al, 2010). Os neutréfilos agem no
reconhecimento de PAMPs (padrées moleculares asksca patdgenos) e DAMPs (padrbes
moleculares associados ao dano celular), atravésceptores do tipdoll Like (TLRs), ou
outros receptores da resposta imunes inata, detErcdo uma cascata de sinalizacao
intracelular e ativacdo de genes pro-inflamatorldsy dos receptores mais estudados € o
TLR4, que medeia respostas as bactérias Gram wagatireconhecendo um
lipopolissacarideo de membrana, o LPS (PRINCE&L., 2011).

Quando ativados por mediadores inflamatorios ou geptidios bacterianos, 0s
neutrofilos aumentam a expressao de moléculasasfiadmigram para os tecidos em direcao
a um gradiente gquimiotatico, aumentam sua capaeidadocitica e produzem fatores
importantes que sao efetores da resposta neuweofiEstes produtos funcionam como
amplificadores do processo inflamatério aumentadobrevida dos neutrofilos no local da
inflamacé&o e, consequentemente, contribuindo pammaior extenséo do foco inflamatario.
Os neutrofilos apresentam granulos que contém fedwdxicos bactericidas como
mieloperoxidase (MPO), peroxido de hidrogénio,@), acido hipocloroso (HOCI),
proteinase-3 (PR3), gelatinases, colagenasesastastmetaloproteinases e fosfolipase A2
(PLA2). Estes granulos se fundem com a membranamgliica e seus produtos s&o
secretados para 0 meio extracelular (BURGL, 2001; SAFFARet al, 2011). Desta forma,

a permanéncia dos neutrdéfilos no sitio inflamatpode levar ao dano tecidual.

1.1.3 - Resolugéo da Resposta Inflamatoria

A resolucdo da inflamag&do é um processo ativo e dmrndenado, controlado por
mediadores endogenos. O inicio da inflamacdo agudaracterizado pela liberacdo de
mediadores pro-inflamatorios que atraem célulasoefe para o foco inflamatorio. Esse
processo normalmente € auto-limitante ja& que ocame balanco entre a producédo de
mediadores pr6 e anti-inflamatorios. Em respostaj@ia ou infeccbes, os neutréfilos
migram para o sitio inflamatorio neutralizando em@lando estimulos potencialmente
deletérios. Com o fim do estimulo, ocorre diminoiglos mediadores proé-inflamatérios no
local, através da diminuicdo da sintese e aumemttathbolismo dos mesmos. Em adi¢édo a
esses eventos, ocorre liberagdo de fatores prastiess que previnem a formacéo de edema
e migracdo de polimorfonucleares. Estes eventosamao inicio do processo resolutivo que

ird restabelecer a homeostase tecidual (Figur@R2RHANet al., 2007).
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Uma resolucdo bem sucedida iréa limitar a lesdatetj impedindo a progresséo da
inflamacdo. No entanto, se o hospedeiro ndo foazxafe conter o agente agressor ou
ocorrerem falhas nos mecanismos pro-resolutivod|aanacéo pode perpetuar resultando em
diferentes graus de lesédo tecidual. Se a les&tutddor leve, as células serdo substituidas por
novas células em um processo conhecido como regggerNo entanto, se o dano tecidual
for extenso, como ocorre nas inflamacdes créniaascélulas lesadas serdo substituidas,
ocorrendo deposicdo de colageno e cicatrizacagyrosesso que muitas vezes leva a perda
da funcéo do orgao (GILRO®#t al, 2004).
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Figura 2. Representagdo esquematica dos elementoslutares e moleculares da resposta
inflamatoria e da resolucdo.O inicio da resposta inflamatdria é caracterizada piberacéo de
mediadores pro-inflamatérios que aumentam a peritidsade da parede endotelial com consequente
formacdo de edema e recrutamento de PMN seguidonporéfagos. No entanto, mediadores anti-
inflamatorios end6genos atenuam a severidade gasts promovendo apoptose de neutrofilos e sua
remogao por fagodcitos. Esse conjunto sequenciedsfstas leva a resolucdo completa e, sobretudo,
a restauracdo do tecido inflamado (A). Em conttagmr em algumas situacdes patologicas onde
ocorre acumulo excessivo de neutréfilos ou falhaistema de resolugdo, o processo progride para
inflamacado crénica (B). 5-HT = serotonina; PG =gtaglandina; TGIB- = fator de crescimento
transformante beta.
Adaptado de SERHANMNt al., 2007.
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A apoptose de neutrofilos seguida pelo reconhedimmememocédo por macréfagos é
um processo crucial na resolucéo da inflamacéoaaddsl leucocitos PMN sdo os primeiros a
chegar ao sitio inflamatério, seguido pela migrac&o mondcitos, que se diferenciam
localmente em macrofagos. Os primeiros macrofagossantam um perfil pré-inflamatério e
sdo chamados M1. Estes macrofagos apresentam bapacidade fagocitica e estdo
envolvidos com a liberagdo de mediadores inflan@ocomo citocinas, quimiocinas,
espécies reativas de oxigénio (ROS) e 6xido nifi®). Apos a fagocitose, os macréfagos
mudam seu fendtipo para M2 e produzem moléculasirdia@matorias (IL-10, TGH3),
produzindo também mediadores pro-resolutivos qupedam o recrutamento de PMN
adicionais e promovem o recrutamento de monocitgdiicando a eficiéncia do processo de
fagocitose. Estes macréfagos estdo envolvidos comparo de tecidos e tem um papel
importante no retorno da homeostase tecidual. Qzafaos M2 possuem alta capacidade
fagocitica e, uma vez desempenhado seu papel de;diende células apoptéticas mudam
novamente seu fendtipo para Mres (macrofago regojutO Mres estda envolvido com
aumento da produgdo de mediadores anti-inflamatopoo-resolutivos e anti-fibroticos,
sendo posteriormente drenado pelos vasos linfatiiRiEL e SERHAN, 2012).

Assim, durante a resolugcdo do processo inflamatéria série de eventos contribui
para o término da resposta inflamatéria. A vastali#o e formacdo de edema contribuem
para a reducédo das concentracfes efetivas do &stimlamatorio, os leucocitos recrutados
eliminam o agente efetor, os mediadores inflamagdsfio desativados espontaneamente ou
enzimaticamente, moléculas com funcédo inibitériapod-resolutivas sado produzidas e as
células inflamatdrias sdo eliminadas por apoptesgiida de fagocitose pelos macréfagos.
(GILROY et al, 2004, SERHAN e SAVILL, 2005; SERHAMNt al, 2007). Ap6s a
eliminacdo do agente causador da lesdo € impoaetes células e mediadores presentes no
local também sejam excluidos restabelecendo aridéelg do tecido. Dessa forma, um
evento importante durante os processos inflamat&eéoia a resolucdo adequada dos eventos

efetores dessa resposta.

1.2 - Glicocorticoéides

Glicocorticoides (GCs) sédo potentes agentes afféiriatorios e imunossupressores
que sdo amplamente explorados terapeuticamente cpéir@amento de varias condicdes
inflamatodrias. A habilidade dos GCs endbégenos gmimsir a expressao de uma variedade de
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genes proé-inflamatdérios e induzir certos genesiafiimatérios tém sido muito explorado no
tratamento de doencas inflamatérias com a utiizagé GCs exdgenos. Durante a
inflamacédo, os GCs enddgenos séo produzidos pEladujas supra-renais e desempenham
um papel critico na resolucdo da inflamacéo. O arappectro dos efeitos anti-inflamatorios
e imunossupressores dos GCs depende de seus e$mbye vias de sinalizacdo
(transrepressao), tais como MB-(fator nucleakappa B) e AP-1 (proteina ativadora 1), bem
como na inducdo génica (transativacao) de proteiais-inflamatérias. Por outro lado, os
efeitos colaterais metabolicos dos GCs parecentdegeendentes da inducdo da expressao
génica.Estes efeitos colaterais sdo mais evidentes ntsrieatos com altas dosagens e por
longos periodos podendo ocasionar osteoporosdgriémeia a glicose (diabetes), retencéo de
sédio (hipertenséo), miopatias, catarata e atdaipele. Além disso, os GCs podem aumentar
a susceptibilidade as infec¢bes (devido & imunasessfo), além de ocasionar resisténcia.
(CLARK, 2007; STAHNet al, 2007; BEAULIEU e MORAND, 2011).

A maioria dos efeitos anti-inflamatérios do GCdesencadeada pela acdo génica,
que leva a uma regulagdo positiva ou negativa mtass de proteinas. O processo se inicia
pela passagem do GC (lipofilico), pela membrananpédica da célula alvo, por difusédo
passiva. No citoplasma, o GC se liga ao seu rec€éBtoR-glucocoticoid cytosolic recepjor
que sao proteinas citoplasmaticas com estrututtgmado dominios comuns a outros membros
da superfamilia de receptores nucleares. Esteptoges atuam como fatores de transcricao,
alterando a expressdo dos genes alvo em resposta ainal hormonal especifico. O
complexo GC-receptor sofre transformacao estrutise torna capaz de penetrar no nucleo
celular no qual se liga a regides promotoras degatenominadas elementos responsivos aos
GCs GRE-glucocorticoid responsive elemgntgsultando na inducdo da sintese de proteinas
anti-inflamatodrias como a anexina AkBl e IL-10, e de proteinas que atuam no metabolismo
sistémico. Este processo é chamado de transativagdomaioria dos efeitos adversos
associados aos CGs parece estar relacionada messmismo. Os GCs também atuam por
meio de outro mecanismo génico chamado de tramssjw em que mondmeros de
moléculas de GC e receptores de GC interagem cilomesade transcricdo envolvidos com a
regulacdo de genes pro-inflamatorios como okBFe AP-1. A inibicdo desses fatores de
transcricdo resulta na inibicdo da sintese de redka pro-inflamatorios como: citocinas,
prostaglandinas, dentre outros (SOBIGl, 2005; CLARK, 2007; STAHNt al, 2007).

Além dos mecanismos génicos de transrepressdoaresativacdo, existem o0s

mecanismos ndo génicos, que estdo associadose#tos edipidos dos GCEmbora seja facil
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distinguir a acdo génica da ndo génica, ainda eexishtrovérsia sobre a identidade dos
receptores que iniciam os fendmenos ndo génicax;dd ndo génica ndo requer sintese de
novo e frequentemente envolve a geracdo de segumdonsageiros intracelulares. Varias
cascatas de transducdo de sinais parecem estdvidagsocom esse mecanismo como, por
exemplo, a modulagdo do AMP ciclico, modulacédo ldeof de ions calcio e ativacdo de
proteinas cinases (LOSEL e WEHLING, 2003). No eatanio € claro como os efeitos ndo

génicos contribuem para a eficacia terapéutica3dos no controle de doencas inflamatorias.

Desta forma, o postulado de que os efeitos aftéirmatorios dos GCs sejam devido a
transrepressao génica (inibindo principalmente KBF-e AP-1) enquanto os efeitos
metabolicos sejam devidos a transativacao (indgéaaa), carece de estudos adicionais uma
vez que varias proteinas com propriedades an#ifrdtorias sdo induzidas por GCs. Dentre
estas, destacam-se a Anexina Al, Gliglu¢ocorticoid-induced leucine zippee MKP-1
(mitogen-activated protein kingseO conhecimento das propriedades anti-inflamasori
destas e de outras proteinas induzidas por GCslpedeao desenvolvimento de farmacos
que extrairiam as caracteristicas benéficas dos &€hiindo os efeitos deletérios dos
mesmos sobre o metabolismo (PERRETTI e D'ACQUISAIDY; BEAULIEU e MORAND,
2011).

1.3- Anexina Al

Descrita pela primeira vez por Flower e Blackwell 2979, Anexina A1l (AnxAl)
também conhecida como lipocortina 1, é uma protgidazida por GCs, que inibe a sintese
de eicosandides através da inibicdo de fosfoligeggsemimetizando véarias das acdes anti-
inflamatorias dos GCs (FLOWER, 1988). A AnxAl é urmeoteina de 37 kDa da
superfamilia das anexinas, que é constituida ptor penos 13 proteinas relativamente
abundantes e estruturalmente semelhantes (GERKED83y1 2002). O termo “anexina’
deriva de “anexar”, relacionado a algumas func@esasgtas proteinas ttm em comum como a
capacidade de ligacdo a fosfolipidios de membrana, processo que ocorre de forma
dependente de €a(GERKE et al, 2005). Apesar das semelhancas estruturais, easnas
variam entre si em pelo menos duas propriedadedinelade para os diferentes tipos de
fosfolipidios e a concentracdo de’Caecessaria para a ligacdo aos fosfolipidios (ERBIST
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al., 1994). Dessa forma, as anexinas diferem tamim@nmekcdo a sua localizagéo celular e,
consequentemente, a funcao biolégica que desempenha

1.3.1- Estrutura da AnxAl

Estruturalmente, as anexinas sédo constituidas gier abminios (Figura 3): uma
cauda na extremidade amino (N-terminal), que aptasearacteristicas variaveis de
comprimento e composicdo de acordo com o tipo deejma, e por um dominio central na
proximidade da extremidade carboxilica (C-terminaljna regido com maior grau de
conservagao entre os membros da familia das amse@isl et al, 2001). Esta Ultima regido
contém quatro a oito repeticdbes de uma sequéncisenada de 70-80 amino&cidos que
constitui a estrutura primaria comum de ligacdcCat, a fosfolipidios e também ao ATP
(RAYNAL e POLLARD, 1994). O dominio N-terminal € pecifico para cada membro da
familia das anexinas e interage com os diferentgentes destas proteinas ocorrendo
fosforilagcdo, glicosilagdo, acdo de peptidasesivagem proteolitica seletiveLEE et al,
1999; KIM et al, 2001).

COOH

Figura 3. Representacao estrutural da proteina Anéra Al humana. Representacdo da estrutura
primaria (A) e tridimensional (B). O dominio C-ténal € responsavel pela afinidade da proteina ao
célcio e é constituido por quatro sequéncias den@nidos que se repetem, representadas pelos
nameros de | a IV. A regido N-terminal é constitujgbr 44 aminoacidos e tem sido caracterizada
como promotora da acao anti-inflamatéria da pratein

Adaptado de RESCHER e GERKE, 2004.
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1.3.2- Mecanismos de liberagao e clivagem de AnxAl

Em condicbes normais, altos niveis de AnxAl intaso constitutivamente
expressos no citoplasma de neutrofilos, mondcitomerdfagos. A concentracao intracelular
de AnxAl varia significativamente dependendo do tgelular, constituindo normalmente
0,5% a 2% das proteinas totais da célula (PEPIN&8KaAL, 1986; SOLITCet al, 1998). No
entanto, o contetdo intracelular de AnxAl é paldicnente abundante nas células
diretamente envolvidas na resposta inflamatériss @omo mondcitos, macréfagos e
neutréfilos do sangue periférico, podendo atingirca de 4% das proteinas sollveis totais
(GOULDING et al, 1990; MORANDet al, 1994).

Os mecanismos moleculares que séo responsaveisaoetgdo da AnxAl sédo célula
especificos. ApoOs ativacdo celular, a AnxAl inthalee é ativamente mobilizada para a
membrana plasmatica e € entdo externalizada e/otetaga por um dos seguintes
mecanismos: ativacdo do transportador ABTR-binding cassetiefosforilacdo do residuo
de serina na porgcdo N-terminal, ou fusdo de gr@ndéogelatinase contendo AnxAl com a
membrana plasmatica (Figura 4). AnxAl se liga & brama plasmaética de maneira®Ca
dependente. Na presenca de ioné",Cam concentracdes maiores que 1mM, a AnxAl
extracelular sofre uma mudanca conformacional que & exposicédo da regido N-terminal e
ligagdo ao seu receptor ALX (também conhecido c&RZFmurino ou FPRL1 humano). A
AnxAl pode ativar a sinalizacdo por mecanismos Gumads, paracrinos ou justacrinos
(contato célula-célula), envolvendo interacéo eatfnxAl na superficie da célula secretora
e o0 receptor ALX da célula alvo (Figura 4). Esteepa ser o mecanismo de acdo mais
plausivel em condi¢Bes inflamatérias (PERRETTIATRUISTO, 2009).
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Figura 4. Representacdo esquematica da mobilizag&te AnxAl em células ativadas e seu
mecanismo de acaoApoés ativagdo celular, a AnxAl intracelular é mabila para a membrana
plasmatica e externalizada pelos seguintes mecasismtivacdo do transportador ABC (a);
fosforilacdo do residuo de serina (b) e fusdo dawo com a membrana plasmética (c).

Adaptado de PERRETTI e D'’ACQUISTO, 2009.

Neutréfilos ativados podem externalizar grandes ntidades da AnxAl
citoplasmatica (>50%). A AnxAl exposta sobre a mema plasmatica do leucocito aderente
exerce uma acao inibitéria, reduzindo a transmégaatravés das células endoteliais
(PERRETTI e FLOWER, 1996). A AnxAl intacta (37 kDppde ser encontrada no
citoplasma de neutréfilos circulantes ou na memdrgrasmatica dos neutrofilos
intravasculares aderidos ao endotélio. Uma vezspage extravascular, a maior parte da
proteina contida nos neutrofilos é clivada na @éiderminal, dando origem a AnxAl de 33
kDa. A regido N-terminal é caracterizada como promeo da acdo anti-inflamatoéria da
AnxAl. Alguns resultados experimentais utilizandpeptideo sintético contendo a mesma
sequéncia de aminoacidos, denominado Ac2-26, coafam a presenca desse sitio ativo
nessa regiao, o qual é efetivo em atenuar varicdgros da resposta inflamatoria quando
utilizado em modelos experimentais de inflama¢cadRRIS et al, 1995; OLIANI et al,
2001; PERRETTI e GAVINS, 2003, SOUZ# al., 2007).
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A sinalizacdo de AnxAl ocorre através de um recdpamsmembranico acoplado a
proteina G (GPCR) denominado receptor de formitidep 2 (FPR2), também conhecido
com ALXR em humanos, que é também o receptor daaoula anti-inflamatoria lipoxina A
O receptor FPR2 faz parte de uma pequena familiaaptores FPR (FPR1, FPR2 e FPR3),
gue sao expressos por varios tipos celulares,imiduneutroéfilos, mondécitos, macrofagos,
células endoteliais e epiteliais. AnxAl e os pegmfdderivados da sua por¢cdo N-terminal
competem com lipoxina Ae a proteina amildide sérica A pelo sitio ativo FEleR2.
Curiosamente, ja foi demonstramovitro que os peptideos ativos de AnxAl ativam todos o0s
trés receptores da familia FPR. No entanto a retea®ioldgica deste achado ainda ndo esta
clara ja que fragmentos bioativos de AnxAl aindafofam encontradds vivo (PERRETTI
e D'ACQUISTO, 2009).

Véarios estudos ja demonstraram que 0s glicocodssdi(enddégeno e exdgeno)
induzem a expressado de AnxAl. A transcricdo do gemecodifica a AnxAl é regulada por
dois sistemas, o constitutivo e o indutivel. Oesis constitutivo esta relacionado com a
manutencao da expressao basal da AnxAl, atravéegid de regulacdo constitutiva, que é
importante para iniciar o processo de transcriglo.0 sistema de regulacdo indutivel &
bastante complexo. Estudos da regido promotoraede da AnxAl indicam que este gene
contém elementos de resposta aos GCs (GRE) o glegip@xplicar o aumento da sintese de
AnxAl em resposta a GCs (PEERSal, 1993; SOLITOet al, 1998). Vérios trabalhos
demonstram que a sintese de AnxAl induzida pelos &@ediada por mecanismos que
dependem da ligacdo do complexo GC-GCR ao DNA, @omseqlente aumento da
transcricdo do gene que codifica a AnxAl (PEERSl, 1993; SUAREZet al, 1993;
PERRETTI e FLOWER, 1996). No entanto, o envolvimaiis GRES presentes no promotor
do gene que codifica a AnxAl na sua sintese induzad GCs, € ainda discutivel (SOLITO
et al, 1998). Outros estudos demonstram que a reguldgdmnscricdo do gene da AnxAl
pelos GCs pode envolver mecanismos molecularemaliteos. Em alguns casos, os GCs
podem ativar direta ou indiretamente outros fataedranscricdo, como o CREBAMP
responsive element-binding protemo NFIL-6 quclear factor-IL-§. Na ativacao indireta, o
promotor de AnxAl parece ndo ter um receptor camode GCs, mas contém um sitio
consenso de ligacéo parcial que medeia a capactitagEsposta a IL-6, 0 que sugere que 0S
GCs regulam a expressdo de AnxAl indiretamentevédrde IL-6 (SOLITOet al, 1998;
ANTONICELLI et al, 2001). Deste modo, mais estudos devem ser adakza fim de se
descobrir os mecanismos pelos quais os GCs regelqressdo de AnxAl, ja que esse

processo ainda nao esta bem definido.
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1.3.3- Fungdes da AnxAl

A proteina AnxAl é considerada a principal mediadta acdo anti-inflamatéria dos
horménios GCs enddgenos e exdgeno. AnxAl foi desamicialmente como a proteina
responsavel pela inibicdo da atividade da enzirsfolipase A2 (PLA2), apds o tratamento de
células com GCs (FLOWER e BLACKWELL, 1979). A iAo da atividade da PLA2
constitui um mecanismo anti-inflamatoério importargeis tem como consequéncia inibi¢cao
do acido araquidonico e consequentemente, de numedmdpro-inflamatérios como
prostaglandinas, leucotrienos e fator de agregple@etaria (KIMet al, 2001).

Acredita-se que o principal mecanismo do efefti-iaflamatorio da AnxAl esteja
relacionado com a inibicdo da transmigracdo dosoletos. Esse efeito esté relacionado tanto
a AnxAl quanto aos peptideos sintéticos gerad@sta ga porcdo N-terminal desta proteina,
particularmente o Ac2-26 (HAYHOEt al, 2006). Varios estudos em modelos de inflamacéo
aguda, crbnica, ou mesmo sistémica, demonstraramaqproteina AnxAl é inibidora do
extravasamento de leucdcitos para o local da irft@o (YANGet al, 2004; DAMAZO et
al., 2005; SOUZAet al, 2007; PERRETTI e D'ACQUISTO, 2009). Estudos emiam que
o provavel mecanismo de acao da AnxAl na reguldedmigracéo celular esta relacionado
com inibicdo da atividade das moléculas de adesfo imteracdes leucocito-endotélio,
principalmente as integrinas e selectinas (SOLI&0Oal, 2000). AnxAl também esta
envolvida com a inibicdo da enzima ciclo-oxigen2g€0X-2) e da enzima sintase do 6xido
nitrico (iNOS), além de estar relacionada com arébdo de IL-10 em fagocitos, com a
inducdo da apoptose de células inflamatorasiitro e a remocao de células e corpos
apoptaticos (Figura 5) (PARENTE e SOLITO, 2004).
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Figura 5. Efeito dos glicocorticéides, AnxAl, e saupeptideos bioativos no trafego de leucécitos
durante a resposta inflamatéria.Varias das funcdes desencadeadas pelos GCs saartiitagas
pela AnxAl, dentre estas destacam-se reducdo dantigracdo de neutréfilos e o aumento da
fagocitose de células apoptoticas.

Adaptado de PERRETTI e D'ACQUISTO, 2009.

1.4- Apoptose

Apoptose ou morte celular programada € uma via tgenédem conservada
evolutivamente. Essa forma de morte das célulaséneial para a homeostase tecidual e para
o desenvolvimento normal dos organismos multicedslaDefeitos no controle dessa via sao
implicados em vérias desordens desde céncer e aeagto-imunes as sindromes
degenerativas (CORY e ADAMS, 2002). A apoptose ¢aatarizada por eventos

morfolégicos e bioquimicos especificos, incluindetracdo da célula, vacuolizagdo do
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citoplasma, formacédo de bolhas na membrana cito@iisa, perda de aderéncia com a
matriz extracelular, condensacdo da cromatina gmeatacdo do nucleo associada com
clivagem do DNA (COHEN, 1993). Uma caracteristicearcante é a exposicdo da
fosfatidilserina, um fosfolipidio que em célulashweis é exclusivamente localizado no
folheto interno da membrana plasmatica e duranggaptose é evertido para superficie
externa da membrana (FADO# al, 1992). A célula também sofre um processo chamado
blebbing(brotamento), com consequente formacao de copms@ticos (pequenas vesiculas
que transportam o conteddo celular). As célulasomos apoptéticos sdo reconhecidos,
fagocitados e degradados pelas células vizinhagagacitos profissionais (SAVILL e
FADOK, 2000). Assim, nenhuma proteina intraceldarmetabdlitos sdo libertados para o
tecido circundante.

O sinal para apoptose pode ser desencadeado pminais extracelulares (via
extrinseca) ou intracelulares (via mitocondrialimvinseca) que em ultima instancia culmina
na ativacao de proteases chamadas caspases astgaaisclivando estruturas celulares e
promovendo a decomposicédo celular (Figura 6). Mudgentes induzem a apoptose das
células alvo através da ativacao da via apoptaticacondria-dependente da familia Bcl-2.
Esta familia de proteinas citoplasméticas é caiaatia pela presenca de membros que
suprimem a apoptose (Ex: Mcl-1, Bcl-2, Bcl-xL, Ady) promovem apoptose (Ex: Bax, Bak,
Bik, Bad, Bid, Bim e Puma) (CORY e ADAMS, 2002). apoptose de neutréfilos seguida
pela subsequente remocéo por fagécitos é um pmessencial na resolucéo inflamatoria
(FOX et al, 2010, HALLETet al, 2008, ROSSlet al, 2007, SOUS/et al, 2009 e 2010).

Os neutrofilos expressam constitutivamente os mesnpro-apoptéticos da familia
Bcl-2, incluindo Bax, Bad, Bak, Bid e Bik. Esta®minas tém meia-vida relativamente longa
e seus niveis celulares mudam pouco durante aie#pas agentes que aceleram ou retardam
a apoptose de neutrdfilos. Os neutrofilos humarasebém expressam proteinas anti-
apoptéticas Mcl-1 e Al, e em grau menor Bcl-xL, mée expressam BcL-2. Mcl-1 e, em
menor grau Al, sdo particularmente importantes paabrevida do neutrofilo em resposta a
estimulos proé-inflamatorios (MILOT e FILEP, 2011).
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Figura 6. Vias de sinalizacdo da apoptos@ ativacdo da apoptose pode ser iniciada por disss v
distintas: a via intrinseca (mitocondrial) e a eirinseca (citoplasméatica). A via intrinseca eaata

por estresse intracelular ou extracelular. Os sigae séo transduzidos convergem principalmente
para a mitocébndria. Essa organela integra os esi$nade morte celular, induzindo a permeabilizacdo
mitocondrial e consequente liberacdo do citocrontesse processo é desencadeado por elevacdes nos
niveis de proteinas pré-apoptoticas da familiaZBaomo Bax ou Bak. No citosol, o citocromo ¢
forma um complexo com a APAF-1 e caspase-9, champdptossomo, que promove a clivagem da
pré-caspase-9, liberando a caspase-9 ativa, oatjual caspase-3/7. A via extrinseca é desencadeada
pela ligacdo de ligantes especificos a um grupagedeptores de membrana da superfamilia dos
receptores de fatores de necrose tumoral (rTNFanQu os receptores de morte celular reconhecem
um ligante especifico, os seus dominios de moréeagem com proteinas adaptadoras como a FADD.
Essas moléculas tém a capacidade de recrutar asea8mue ira ativar a caspase-3/7, executando a
morte por apoptos®ISC =complexodesinalizacdandutor demorte

Adaptado dBEST, 2008.
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1.4.1- Evidéncias da participacdo de AnxAl na apoptose deucdcitos

Alguns estudosn vitro tém mostrado a correlacdo entre AnxAl e apoptese d
leucécitos (PERRETTI B’ACQUISTO, 2009). Solito e colaboradores (2001) mostrarae qu
a superexpressao de AnxAl em ceélulas monociticé&®/ Weduziu a apoptose espontanea
dessas células e esse processo foi associado catinagdo de caspase-3. Também foi
demonstrado que AnxAl exdgena aumentou transiteritenas concentracdes de calcio
intracelular acompanhado da desfosforilacdo deefpatpré-apoptética Bad e apoptose de
neutréfilos humanos (SOLIT@t al, 2003). Sugere-se que, apdés um aumento de calcio
citosolico, a fosfatase ativada calcineurina désfda Bad, permitindo sua associacdo com a
mitocondria, formando um heterodimero com Bcl-xpremovendo a apoptose (WAN&
al., 1999). Estas evidéncias experimentais sugereamAguAl pode mediar os efeitos pro-
apoptaticos dos glicocorticéides em algumas célathgando caspase-3 e alterando fluxos de
calcio. Alguns estudos também correlacionam AnxAfh ® clearancede células e corpos
apoptoticos. De acordo com Scannell e colaborad@@07) AnxAl enddgena € liberada de
neutrofilos apoptéticos e age sobre macrofagos pvendo a fagocitose e remocdo das
células apoptoticas. Outro estudo mostrou que rfegwé tratados com glicocorticoides
secretam AnxAl, agindo de forma autdcrina ou pardcaumentando a fagocitose de
neutréfilos apoptoticos (MADERNAet al, 2005). Recentemente, foi demonstrado que
AnxAl liberada de células necréticas podem atuanmeoréfagos promovendo a eferocitose
de neutrofilos apoptoticos (BLUMER al, 2012).

1.5- Vias de sinalizacao envolvidas com sobrevivéncialalar

A sinalizacdo celular ocorre por meio de molécujae formam redes altamente
interativas, que coordenam as atividades e fundéesélula. Uma das vias de sinalizacdo
envolvidas com a manutencédo da sobrevivéncia cedsli relacionada com a ativacdo do
Fator Nuclear kappa B (NkB), um fator de transcricdo considerado um mediador
intracelular critico da resposta inflamatoria. kKEB-constitui uma familia de fatores de
transcricdo que contém as proteinas p65/RelA, ciRa B, p5S0/NF«B1 e p52/NF«B2 em
varias combinacdes para formar o dimero transcratioente ativo, induzindo a ativacdo de
varios genes envolvidos na resposta inflamatéimaume. Em condi¢des de repouso, KE-
fica sequestrado no citoplasma ligado ndo covalesnée a proteinas inibitorias conhecidas

como kB. Apds a estimulagdo com agonistas apropriad@s¢lfosforilado e NFB € entdo
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liberado e translocado para o nucleo, iniciandtiveagio de genes. Dentre estes, incluem-se
os da molécula de adeséo intracelular-1 (ICAM-Xjd® nitrico sintase induzida (iNOS),
cicloxigenase-2 (COX-2), citocinas (IL-1b, TNF-e IL-6), e quimiocinas (IL-8)
(LAWRENCE, 2009). Alguns trabalhos ja evidenciaraanimportancia de NEKB na
regulacdo da sobrevivéncia de granulécitossitro (WARD, 2004; ROSSEkt al, 2007).
Nosso grupo de pesquisa também ja demonstrou éaihosin vivo que a inibicdo de NF-
KB pode ser importante para a resolugdo da inflamacépes e colaboradores (2011)
mostraram em um modelo de artrite, que o bloqueidN&«B resultou na apoptose de
neutréfilos e na resolucdo da inflamacao neutoafiliTambém ja foi demonstrado que a
administracdo de rolipram, um inibidor de PDE4,npoweu a apoptose de eosinofilos e
resolucdo da inflamacéo, associado a uma diminuiggoniveis de NkB. No entanto,
apesar do rolipram promover a inibicdo da ativagg@oNF«B, esta via ndo parece ser
relevante na inducdo da resolucdo neutrofilicagyé o uso de inibidores de MB néo
induziram a resolucdo. Em contrapartida, Lawrencelaboradores (2001) mostraram que a
inibicdo de NFkB atrasa a resolucdo e impede a apoptose em umlanddepleurisia
induzida por carragenina. Portanto, as evidéncipsrementais sugerem que MB-possa ter
um comportamento muatuo na regulacdo da sobrevi@éoelular, jA que este fator de
transcricdo esta envolvido com a ativacdo ou ss@cesle varios genes pro-inflamatorios
(LAWRENCE e FONG, 2010).

Outra importante via de sinalizagao relacionada aananutencéo da sobrevivéncia
celular esta associado com a ativacdo das MAPKstgipas Cinases Ativadas por
Mitogenos) dentre elas: ERK1/2, p38 e JNK. As MAP¥&® uma familia de proteinas
sinalizadoras envolvidas com a diferenciacdo celutasposta a estresse, apoptose e
inflamacdo. As MAPKs sado ativadas em cascata, senéopelo menos trés enzimas sao
ativadas em série: uma MAPK cinase cinase (MAPKKKha MAPK cinase (MAPKK) e
uma MAP cinase (MAPK) (ZHANG e LIU, 2002; JUNTTILAt al, 2008). Ja foi
demonstrado em um modelo de inflamacdo aguda qiebigdo da via de ERK1/2 é
importante para a resolucdo da inflamacao neutaffEAWATZKY et al,, 2006).

A regulacao da proliferacao e sobrevivéncia celelarum organismo multicelular é
um processo complexo, que envolve a regulacao tdeefade crescimento fornecidos pelo
micro ambiente (células circundantes). Tanto alei&NFkB quanto das MAPKs envolvem a
inducdo de uma cascata de sinalizacdo intraceldesempenhando um papel critico na

regulacéo da sobrevivéncia celular.
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2 - JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

Um dos grandes desafios no controle do proceskonaftorio € permitir um eficiente
recrutamento de células com um minimo de dano pdemido, uma vez que os mediadores
derivados dos granulos de leucdcitos podem leves&o tecidual e disfuncéo do 6rgdo. Apds
a eliminacdo do agente causador da lesdo € impeg@e as células e mediadores presentes
no local da lesdo também sejam excluidos restadreleca integridade do tecido lesado.
Assim, existe um grande interesse em entender camsenos responsaveis pela eliminacao
dessas células, inativacdo dos mediadores secsataditio inflamat6rio bem como a ativacao
de moléculas com propriedades pro-resolutivas.

Nosso grupo de pesquisa tém se dedicado ao estudasdde sinalizacdo e mediadores
importantes para a resolucdo da resposta inflarmat@ecentemente, foi demonstrado que o
aumento do AMP ciclico, promovido pelo tratamentoncRolipram (inibidor de PDE-4),
promove a resolucdo da resposta inflamatéria pelacéo de apoptose tanto de eosinofilos
(SOUSAcet al., 2009) quanto de neutroéfilos (SOUSA al., 2010). O mecanismo pelo qual
rolipram induziu apoptose destes granulOcitos fpethdente da ativacdo de caspases e da
inibicdo de algumas vias de sinalizagéo importapéea a sobrevivéncia celular.

A proteina AnxAl possui efeitos modulatérios sadria@flamacdo sendo mediadora
de vérios dos efeitos anti-inflamatoérios dos GQg. &Amomento, existem poucos estudos que
correlacionaram AnxAl com apoptose de leucécitoemAdisso, esses ensaios foram
realizadosin vitro e requerem validacdo em modelos experimentais félmiacdo. Assim,
tivemos o interesse em investigar a dinamica deessfo dessa proteina durante o processo
de resolucdo da resposta inflamatéria e seu impsctye a apoptose de neutrdfilos,

utilizando um modelo experimental de inflamacaodagu
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3 - OBJETIVOS

3.1- Objetivo geral:
Estudar o papel da proteina induzida por glicom@ides AnxAl, durante a resolucao
inflamatoria espontanea e induzida por farmacodeanoirso da pleurisia induzida por LPS em

camundongos.

3.2- Objetivos especificos:

3.2.1- Caracterizar o modelo de pleurisia induzida pe&lLo qual resolve espontaneamente,
quanto a: a cinética de acumulagéo de leucocitesepca de células apoptéticas, proteinas
envolvidas com apoptose (caspase-3 clivada, Baxdteinas envolvidas com sobrevivéncia

celular (P-ERK1/2, RkB-a).

3.2.2- Verificar a cinética de expresséo da proteina Anakavés de ensaio de western blot,
utilizando extratos protéicos de células obtidasaado pleural de animais desafiados com
LPS.

3.2.3 - Avaliar o efeito de drogas, que foram previamergenahstradas promoverem a
resolucado inflamatdéria no modelo de pleurisia indaipor LPS, na expressédo de AnxAl e de
vias relacionadas a sobrevivéncia celular e apeptds saber: Rolipram (inibidor de

fosfodiesterase-4), wortmannin (inibidor de PI3K)&xametasona (glicocorticoide sintético).

3.2.4- Investigar o papel de AnxAl na resolucadlamatéria natural e induzida por

dexametasona, atravésidiicdo de AnxAl, utilizando um inibidor inespecd do receptor
onde AnxAl atua (FPR2) anticorpo anti-AnxAl.

3.2.5- Verificar o papel de AnxAl na resolucdo da infeap@o e na apoptose de neutrofilos

através da administracdo do peptideo sintético 2&c2ue se refere a parte N-terminal da

proteina AnxAl e que possui atividade biolégica parada a proteina total.
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4 - MATERIAS E METODOS

4.1- Modelo murino de pleurisia induzido por LPS

Todos os procedimentos descritos neste projetanfgreeviamente aprovados pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Unidade Federal de Minas Gerais
(protocolos numeros: 148/2006 e 15/20X0amundongos BALB/c de 8-10 semanas de idade
foram adquiridos do cento de Bioterismo do Insiitde ciéncias Biologicas da UFMG e
mantidos em condi¢cdes padronizadas tendo livresacasagua e ragdo. Para avaliagdo da
cinética de migracdo de neutrofilos para a cavidateural, os camundongos foram
sacrificados em diferentes intervalos de temp®(4£4, 48 e 72 horas) ap0s o desafio com
250ng de LPS ou solucao salina. Posteriormente, asasélormam recuperadas da cavidade
pleural, lavando-se esta cavidade 2 vezes com ZnmRB& contendo EDTA (1mM). A escolha
da dose de LPS foi determinada previamente em haissatdrio (SOUSAt al, 2010).

4.2 - Processamento das células
4.2.1 - Contagem total e diferencial de células

As células da cavidade pleural foram centrifugaalds200 r.p.mpor 5 minutosa 4°C
(centrifugaJouan, modelo BRYe o sedimento celular ressuspenso enull@® BSA 3% em
PBS.Uma aliquota das células foi diluida 10 vezes hacdo de lise de hemécias (Solucdo de
Turk - IMBRALAB) para a realizacdo da contagem kata células utilizando camara de
Neubauer. A partir dessa contagem, as células farntito-centrifugadas utilizando
preparacdes em laminas d®spin(Shandon lll}com as células ressuspensas em albumina, de
forma que a lamina contivesse aproximadamente H@éhilas. As laminas foram coradas
com o método deMay-Grunwald-Giemsautilizando o kit Panético RapidoLB Laborclin),
para a realizacdo da contagem diferencial de a&hdaaumento de 100 vezes no microscopio
otico. As células foram diferenciadas em mononuekémacrofagos, mondcitos e linfocitos),
neutrofilos e eosindfilos, através de trés contagem campos aleatorios totalizando cem

células em cada contagem.
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4.2.2- Obtencao dos extratos celulares

Células recuperadas da cavidade pleural foranddssgela adicdo de 500 pL de
solucéao de lise (0,5% p/v de NP-40, 100mM de T@/pH 8,0, 10% de glicerol, 0,2 mM de
EDTA, 1mM de NaV(%, 1mM de DTT, 1mM de PMSF, 200mM de NaCl, 25 mMNkF,

leupeptina e aprotinina), e deixadas em banho ldepge 15 minutos. Posteriormente, o lisado
foi centrifugado a 12.000 r.p.m. por 15 minuto@ {centrifugalouan, modelo BR}isendo

o sobrenadante aliquotado e guardado a -20°Cratareento de uso.

4.2.3- Dosagem de proteinas totais no lavado pleural

Para realizar a dosagem de proteinas totaiséliass recolhidas pelo lavado pleural,
foi utilizado o kit Bio-Rad Protein AssayBio-Rad Laboratories baseado no método de
Bradford. O ensaio é realizado em uma microplac@6dpocos (NUNC), e consiste na adi¢cdo
de 2 uL de cada amostra a 200 pL do corante dikiikzes em agua destilada, em duplicatas.
Paralelamente é realizado uma curva padrdo utilzaomo solucdo padrdo BSA 1mg/mL.
Apés 5 minutos de incubacédo, a leitura é feita espeetrofotometro Spectra Max 190,
Molecular Devicesa 595 nm. A absorbancia das amostras € compeacsda absorbancia da
curva, com concentragdes variando de 0.063 mg/@lm@/mL e os resultados sdo expressos

em mg/mL.

4.2.4- Western Blot para analise da expressédo de AnxAlaeativacdo de vias sinalizadoras

intracelulares

Os extratos protéicos totais (fg) foram desnaturados, misturando-se a amostra@mmpao
(10% SDS, 109B-mercaptoetanol, 40% glicerol, 0.05% azul de bramnof, 0.250M Tris/HCI
pH 6,8 e a mistura mantida a 100°c por 5 minutos. Ostd protéicos foram fracionados em
gel de 10-15% de poliacrilamida/SDS e transferigigda membrana de nitrocelulose
(Hybond/7 ECL//, GE Healthcarg Posteriormente, as membranas foram bloqueadas co
PBSTween 0,1% contendo 5% de leite em pd desnatado, lavadas PBSTween e
incubadas com o anticorpo de interesse®@ gor uma noite. Os anticorpos utilizados no
presente projeto foram anti-Anexina ASafnita Cruz Biotechnolopyanti-Bax, anti-caspase-3

clivada, anti-Mcl-1 e anti as formas fosforiladas ghroteinaxB-a e ERK1/2 Cell Signaling
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Technology e antiffactina Sigma-Aldrich. Apés nova lavagem com PBS/Tween e incubacéo
durante 1 hora a temperatura ambiente, com o apticeecundario respectivo ligado a
peroxidase, as membranas foram incubadas em saken@adoréECL-Plus(GE Healthcarg,
expostas contra filme de raio Xyperfiim ECL GE Healthcar¢ e reveladas utilizando-se

revelador e fixador (Kodak), de acordo com indieascdo fabricante.

4.3- Tratamentos
4.3.1- Tratamento com farmacos que induzem a resolucaa@sposta inflamatoria

O papel de ANXAL na resolucao inflamatéria induzma farmacos foi investigado
utilizando-se anti-inflamatérios que foram previameedemonstrado participar da resolucéao
da inflamacdo neutrofilica (SOUSAt al, 2010). A saber: Rolipram, inibidor de
fosfodiesterase 4 B{omol, Plymouth Meeting, BA wortmannin, inibidor de PI3K
(Calbiocheny, Dexametasona, glicocorticoide sintéti®@gma-Aldrich. Nos grupos tratados
com rolipram, foram administrados 6mg/kg da drogsidh em 2% de DMSO e 98% de PBS
estéril, via intraperitonial (i.p.). O volume totadiministrado por animal foi de 200 pL. Nos
grupos tratados com wortmannin, foram administratimg/kg da droga diluida em PBS
estéril, via intrapleural (i.pl.). O volume totatirainistrado por animal foi de 100 pL. Nos
grupos tratados com Dexametasona, os animais foedatdos com 2mg/kg da droga diluida
em PBS estéril, via intraperitonial. O volume taddiministrado por animal foi de 200 pL.
Estes agentes foram administrados 4h apds o desaifiv LPS, ou seja, permitimos o
recrutamento das células e fizemos o trataments apdestabelecimento da resposta
inflamatoria (4h LPS + 4h tratamento). Portant@ysaph do desafio, foi realizado o lavado

pleural para contagem total e diferencial de célula

4.3.2- Tratamento com anti-AnxAl ou com antagonista inesgjifico do receptor de AnxAl

Investigamos se a inibicdo de AnxAl reverte a rtesm inflamatéria natural e
induzida pro drogas. Para atingirmos este objetitibizamos o peptideo Boc-1Sigma-
Aldrich), antagonista inespecifico do receptor FPR2/AloXRanti-soro de ovelhanti-AnxAl.

O anti-AnxAl foi cedido pel®r. Steve PooleRiotherapeutics Group, National Institute for
Biological Standards and ControLondres, Inglaternra Nos animais tratados com Boc-1,
foram administrados 2.0 mg/kg, 100 pL via intrawenoO anti-AnxAl foi diluido na

proporcéao 1:1 em PBS e administr&f® uL via intraperitonial.
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Na resolugdo natural, Boc-1 e anti-AnxAl forammadstrados 24h e 36h apos
desafio com LPS com lavado pleural realizado em #&hresolucédo induzida, 4h apos o
desafio com LPS, os camundongos foram tratadosdsxametasona, sendo feito tratamento
prévio com Boc-1 ou anti-AnxAl, 15 minutos antesddaametasona. Apos 8h do desafio, foi
realizado o lavado pleural para contagem totalfereficial de células. Como controle para

anti-AnxAl animais foram injetados com soro ndonede ovelha.

4.3.3- Tratamento com peptideo Ac2-26

Para avaliar o papel da AnxAl no processo de redolunduzida, utilizamos o
peptideo sintético Ac2-26 que se refere a parterhihal da proteina AnxAl, possuindo
atividade biologica comparada a proteina totaleftipeo Ac2-26 foi diluido em PBS estéril e
administrado 100g pelas via intraperitonial ou intrapleural. O péeb foi cedido pelo Dr.
Mauro PerrettiVilliam Harvey Research Institute, Barts and Thedan School of Medicine
Londres, Inglaterra). O tratamento com Ac2-26 fmlizado 4h apds desafio com LPS e o

lavado pleural realizado 8h ou 24 h apés desafia pantagem total e diferencial de células.

4.3.4- Tratamento com zVAD-fmk

O tratamento com o pan inibidor de caspases zVAB-fffocris Bioscience foi
realizado 15 minutos antes da administracdo deideeptAc2-26. O zVAD-fmk foi diluido
em 2% de DMSO e PBS estéril e administrado 1 mg/figintraperitonial. O volume total

administrado por animal foi de 200 pL.

4.4- Andlise da apoptose de leucdcitos
A apoptose dos leucécitos presentes no lavelogh dos animais desafiados com LPS,

com ou sem os tratamentos especificados acimayétinda morfologica e bioquimicamente.

Caracterizacdo morfoldgica da apoptoges células (5x16 recuperadas da cavidade
pleural serdo cito-centrifugadas, fixadas e coradtam May-Grunwald-Giemsa contadas
(500 ceélulas por lamina) utilizando microscopiocdtipara determinar a porcentagem de
células com morfologia apoptotica.

Caracterizacdo bioquimica da apoptodetilizamos andlises de western blot para
deteccdo de proteinas envolvidas com apoptoseis@so$ celulares foram obtidos como
descrito anteriormente, sendoinsnunoblotgealizados com anticorpo que detecta a ativacao

de caspase-3 clivada e Bax.
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4.5- Analises estatisticas

Os dados obtidos foram analisados estatisticanpemtanalise de varianci®fie-way
ANOVA, seguida do teste Newman-Keuls, e as difereragasif consideradas estatisticamente
significativas sé® < 0.05. Os resultados séo apresentados como mé&thd (Erro padréo da
meédia). As analises estatisticas e os graficosmfoedaborados utilizando-se software
GraphPad Prism 4.0
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5 - RESULTADOS

5.1- A resolugéao natural da pleurisia induzida por LPSfoi acompanhada da apoptose

de neutréfilos

A injecdo intrapleural de LPS induziu um influxe deutrofilos para cavidade pleural
gue foi elevado em 4h atingindo um pico entre 8-Zdhneutrdfilos diminuiram em 48h, e a
resolucdo total ocorreu em 72h (Figura 7A). A potagem de células mononucleares em
camundongos injetados com PBS consistiu de 98-1@@%yanto que nos animais injetados
com LPS, quantificada no periodo de 8-24h apégegdn, foram de 50-60% de neutrofilos e
40-50% de mononucleares. A figura 7B retrata osaramabsolutos de células, indicando
gue ndo houve aumento de células mononuclearesritalp de 8-24h apds desafio com LPS.
Posteriormente, houve um aumento importante des8hsas na cavidade pleural que

coincide com o periodo de resolucao da inflamaedtrofilica (fase de 48-72h).
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Figura 7. Cinética do recrutamento celular durantea pleurisia induzida por LPS.Camundongos
foram injetados com PBS ou LPS (®90cavidade, i.pl.) e o numero de neutrofilos (Aglutas
mononucleares (B) foram avaliados em diferenteptasmResultados sdo expressos como namero de
células por cavidade e sdo mostrados com n¥édiaM de pelo menos cinco animais em cada grupo.
* P < 0.05; *** P < 0.001, quando comparado com camundongo injetadoRBS e #, K 0.001,

guando comparado com animais desafiados com LPS 24h
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Apds avaliar a cinética do recrutamento de néldsde células mononucleares na
cavidade pleural, observamos que a resolucdo éspmmtda inflamacdo neutrofilica foi
associada a um aumento no numero de células apagtatomo visto nos tempos de 8-48h,
tempos que precedem a resolucdo completa. A amopgtbsdemonstrada por critérios
morfolégicos (Figura 8A) e por um aumento na acagéd de caspase-3 clivada e Bax
(Figura 8B). Por outro lado, o perfil das proteimelacionadas a sobrevivéncia celular, P-
ERK1/2 e P4Ba durante a pleurisia induzida por LPS é mostradd-igara 8C. Essas
proteinas relacionadas a sobrevivéncia celulardgiectadas em correspondéncia com o
recrutamento de neutrofilos, mas € observado umt@@ego aumento na deteccdo associado
com o recrutamento de células mononucleares ndadeipleural (compare Figura 8C com 7
A e B).
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Figura 8. Cinética da apoptose de neutréfilos e erpssao de vias de apoptose e sobrevivéncia
celular durante a pleurisia induzida por LPS. Camundongos foram injetados com PBS ou LPS
(250ng/cavidade, i.pl.) e o numero de células com modia apoptotica (A) foram avaliados em
diferentes tempos. Resultados sdo expressos conw féutréfilos com morfologia apoptética e sédo
mostrados como média EPM de pelo menos cinco animais em cada grupoP*,0.01, quando
comparado com camundongo injetado com PBS. (B an@)ise de western blot para caspase-3 clivada,
Bax, P-ERK1/2 e PxB-a. Extratos celulares foram obtidos de células nmfigrias coletadas na
cavidade pleural em varios tempos e processadasveatern blot. Para controle, as membranas foram
avaliadas com anfl-actina.Blotssdo representativos de trés experimentos indepgrsdenpoolsde

células de pelo menos cinco animais.
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5.2- A resolucéo natural da pleurisia induzida por LPS 6i acompanhada pelo aumento
de AnxAl

A proteina AnxAl intacta (37 kDa) foi detectada amimais desafiados com PBS mas
diminuiu acentuadamente durante a fase de recratande neutrofilos (4-24h apos injecéo
de LPS). Curiosamente, os niveis de AnxAl intaotarh recuperados durante a fase de
resolucdo da inflamacao, nos tempos de 48-72h @& ®@u De forma contraria, o produto de
degradacédo de AnxAl (33 kDa), foi mal detectado camundongos injetados com PBS,
fortemente detectado durante a fase de recrutangenteeutréfilos (4-24h) e detectado em

baixos niveis durante a fase de resolucéo da iaffam(48-72h) (Figura 9).

LPS (250ng)
kDa FES 4h gh 24h 48h 72h
5 i AnxA1 (intacta)
33— : AnxA1 (clivada)

— — D a w— a—f-acting

Figura 9. Cinética do aciumulo de AnxAl durante a @urisia induzida por LPS. Camundongos
BALB/c foram injetados com LPS (2B6/cavidade, i.pl.), as células inflamatérias foreotetadas da
cavidade pleural em varios tempos e processadasapalise de western blot para detec¢cédo dos niveis
de AnxAl. Para controle, as membranas foram awdi@adm antp3-actina.Blots sdo representativos

de trés experimentos independentegenisde células de pelo menos cinco animais.
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5.3- A resolucéo induzida por drogas anti-inflamatoriaspromove o acumulo de AnxAl

associado com ativacdo de vias de apoptose e regélde vias de sobrevivéncia celular

Ja foi demonstrado pelo nosso grupo de pesquisa tpagamento de camundongos
com rolipram, um inibidor de PDE4, ap0s o estalmlecto da inflamacdo, diminuiu o
namero de neutrofilos e aumentou eventos apopsitieocavidade pleural de uma maneira
dependente de PI3K/Akt (SOUS& al, 2010). Assim, foi examinado neste trabalho dt@fe
de rolipram, wortmannin (um inibidor de PI3K/Akt) dexametasona (um glicocorticéide
sintético) na resolucdo da inflamacéo neutrofiliea cavidade pleural, e se estas drogas
poderiam influenciar os niveis da proteina AnxAlbs€@vamos que o tratamento de
camundongos com essas drogas anti-inflamatériagzitedo nimero de neutréfilos na

cavidade pleural (Figura 10A) sem alterar o nanakereélulas mononucleares (Figura 10B).
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Figura 10. Efeito de drogas anti-inflamatorias durate a pleurisia induzida por LPS.
Camundongos foram injetados com LPS (gp0avidade, i.pl.) ou PBS e 4h depois receberam uma
injecao sistémica de rolipram (6mg/kg, i.p.), degtgona (2mg/kg, i.p.), wortmannin (1mg/kg, i.pl)
veiculo. O numero de neutrdfilos (A) e células prarcleares (B) foram avaliados 4h apdés tratamento
com as drogas, ou seja, 8h apds desafio com LPSultR#os sdo expressos como numero de
neutrofilos ou células mononucleares por cavidad#i@ mostrados como médiaEPM de pelo
menos cinco animais em cada grupo. ***<M®.001 quando comparado com animais injetados com

PBS e ##, K 0.01, quando comparado com animais desafiadod.&3n
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O efeito causado pelo tratamento com estas dragaxcdmpanhado pelo aumento
dos niveis de AnxAl intacta (37 kDa) nos extratdlmatoérios (Figura 11A). De maneira
interessante, o tratamento com as drogas reduzilivagem de AnxAl, como visto pela
diminuicdo de AnxAl clivada (33 kDa) quando comparaom LPS sozinho (Figura 11A e
também nas Figuras 12C e 13C mostradas adiante).

Em seguida, avaliamos se o aumento nos niveis dé\JAmtacta causado pelo
tratamento com rolipram, wortmannin ou dexametagsiava associado com um aumento no
namero de células apoptéticas na cavidade pleNés.encontramos uma correlacao positiva
entre AnxAl intacta e ativacdo de um programa pap#tico, visto pela acumulagcédo de Bax
e clivagem de caspase-3 e inibicdo da fosforilaggBRK1/2 ekB-a (Figuras 11B e 11C).
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Figura 11. Efeito do tratamento com drogas anti-inmatérias nos niveis de AnxAl e proteinas
associadas com apoptose e sobrevivéncia celul@r.extrato proteico total das células coletadas da
cavidade pleural 4h apos tratamento com as dregaseja, 8h apés desafio com foi analisado por
western blot para deteccdo de proteinas das viassdtucdo (AnxAl) (A), apoptose (B) (caspase-3
clivada e Bax) e sobrevivéncia celular (B) (P-ERKP-kB-a). Para controle, as membranas foram
avaliadas com anfl-actina.Blotssdo representativos de trés experimentos indepgrsdenpoolsde

células de pelo menos cinco animais.
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5.4- O blogueio de AnxAl previne a resolucdo natural eduzida por dexametasona

A relevancia funcional da AnxAl produzida endogeeat®, durante a resolucao
espontanea ou induzida por dexametasona, paralag&s da inflamacdo em nosso modelo
experimental foi entdo investigada. Para tal, foesmpregadas duas estratégias para bloquear
AnxAl: um anticorpo especifico que se liga & Anxé&d um antagonista ndo seletivo do
receptor FPR/ALX (Boc-1). A administracdo de antixAl (Figura 12) ou Boc-1 (Figura
13) impediu a resolucéo induzida por dexametasbigui@ 12A e 13A). Tais efeitos foram
associados com a diminuicdo da expressao de Anrfstta (Figuras 12C e 13C) e de
eventos apoptoéticos, como visto pela diminuicAoBd e neutrofilos com morfologia
apoptotica nos exudatos pleurais (Figuras 12B, 13B, e 13C). Além disso, o tratamento
com anti-AnxAl preveniu a diminui¢do da fosforilagde P-ERK1/2 e PxBa induzida por
dexametasona (Figura 12C) e o tratamento com Bepeetluziu efeitos similares aos
encontrados com o anti-AnxAl (Figura 13C e dadoay@tiesentado para RBa). De forma
interessante, o tratamento dos camundongos coprawlie dexametasona também diminuiu
a clivagem de AnxAl (Figuras 12C e 13C).

No6s também analisamos os efeitos de anti-AnxAl @ Boa resolugdo espontanea
da pleurisia induzida por LPS. Uma vez que o aumdatAnxAl durante a resolucao natural
se dava a partir do tempo de 48h, pensamos emniresste aumento utilizando as duas
estratégias de inibicdo citadas acima, em tempsiares ao de deteccdo da proteina, e se
estas impactariam na resolucdo. Assim, o tratam#wgoanimais foi realizado apds 24h do
desafio com LPS e perdurou por 24 horas (foramsdddas doses de ambos os tratamentos
em intervalos de 12h). Nossos resultados, apretmnteas Figuras 12D e 13D, mostram que
ambas as estratégias de inibicdo de AnxAl impediraesolucdo que acontece naturalmente
apos 48h do desafio com LPS, sugerindo que Anxadymida endogenamente é parte de um
programa pro-resolutivo fisioldgico. De forma imfaote, o tratamento com soro ndo imune

de ovelha (NIS) néo teve efeito na resolucédo darmdcao (Figura 12D).
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Figura 12. Efeito do tratamento com anticorpo antiAnxAl na resolucdo da inflamagédo aguda
natural e induzida por dexametasonaCamundongos foram injetados com LPS (gp0avidade,
i.pl.) ou PBS e 4h depois receberam uma injec@dérsisa de dexametasona (2mg/kg, i.p.) ou uma
injecdo do anticorpo anti-AnxA1200uL, i.p.) 15 minutos antes da dexametasona. exainde
neutréfilos (A), células com morfologia apoptéti®), e western blot para AnxAl, Bax, P-ERK and
P-IkB-a (C) foram avaliadas 4h apdés tratamento com a dmgaeja, 8h apds desafio com LPS. Em
outro experimento, tratamos animais desafiados cB® 24h com anti-AnxAl (200pL, i.p., duas
administrac6es em intervalos de 12h). As célulaanfocoletadas da cavidade pleural apos 24h, ou
seja, 48h apos desafio com LPS e processadas gatagem de neutrdfilos (D). Resultados séo
expressos como numero de neutréfilos por cavidadpoocentagem de neutréfilos com morfologia
apoptética e sdo mostrados como mé&diEPM de pelo menos cinco animais em cada grupe.<,
0.05 e *** P < 0.001 quando comparado com animais injetados cBf & #, P< 0.05 quando
comparado com animais desafiados com LB#its sdo representativos de trés experimentos
independentes epoolsde células de pelo menos cinco animais. Paraatenas membranas foram

avaliadas com anfl-actina. NIS= soro ndo imune de ovelha.
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Figura 13. Efeito do tratamento com Boc-1, um antamnista do receptor FPR/ALXR na
resolucdo da inflamacdo aguda natural e induzida podexametasona.Camundongos foram
injetados com LPS (25@/cavidade, i.pl.) ou PBS e 4h depois receberam injegdo sistémica de
dexametasona (2mg/kg, i.p.) ou uma injecéo do B@rvig/kg, i.v.) 15 minutos antes da dexametasona.
Numero de neutrdéfilos (A), células com morfologjmpatotica (B), e western blot para AnxAl, Bax,
P-ERK and P#B-a (C) foram avaliadas 4h apds tratamento com a dragaeja, 8h apds desafio
com LPS. Em outro experimento, tratamos animaiaftats com LPS 24h com Boc-1 (2mg/kg, i.v.,
duas administracdes em intervalos de 12h). Asa®lidram coletadas da cavidade pleural apds 24h
(ou seja, 48h apo6s desafio com LPS) e processadaspntagem de neutréfilos (D). Resultados sdo
expressos como numero de neutréfilos por cavidadpoocentagem de neutréfilos com morfologia
apoptética e sdo mostrados como mé&diEPM de pelo menos cinco animais em cada grupe.<,
0.05 ou ***, P< 0.001 quando comparado com animais injetados d@&e#, P< 0.05 ou ***, P<
0.001, quando comparado com animais tratados cdéonlgeou animais desafiados com LPS 24h,
respectivamenteBlots sdo representativos de trés experimentos indeptrsdenpoolsde células de

pelo menos cinco animais. Para controle, as merabif@anam avaliadas com aftactina.
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5.5- Administracdo de Ac2-26, um peptideo sintético dporcdo N-terminal de AnxAl,
promove a resolucéo da inflamacéo através da indugala apoptose de neutroéfilos

Os dados obtidos até o0 momento indicam que ossnieAnNxAl estdo aumentados
durante a resolucdo natural e induzida por drogagi@s 9 e 11) e estratégias que inibam
AnxAl previnem a resolucdo da inflamacdo pela diig#o de eventos apoptoéticos na
cavidade pleural mediados por AnxAl (Figuras 123k Posteriormente, nds avaliamos o
efeito da administracdo de AnxAl exdgena no decdaspleurisia induzida por LPS. Para
este fim, tratamos os animais com o peptideo Acgt@8ug/cavidade), que contém a porcao
N-terminal ativa de AnxAl. Observamos que nos aisrdasafiados com LPS e tratados com
0 peptideo Ac2-26 (4 horas ap0s desafio), por dizgesde administracédo (local e sistémico),
ocorreu a diminuicdo do acumulo de neutrofilos amidade pleural, no tempo de 24 h
(Figura 14A) sem modificacdo no numero de célulamanucleares (Figura 14B). De
maneira interessante, a administracdo do pan orli@g caspases zVAD-fmk impediu a
resolucao induzida por Ac2-26 (Figura 14A). De notératamento com zVAD-fmk sozinho
nao alterou a cinética de recrutamento de neuisdfipds injecdo de LPS (SOU®Aal,
2010).
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Figura 14. Efeito da administracdo de Ac2-26, um pptideo N-terminal de AnxAl, durante a
pleurisia induzida por LPS. Camundongos foram injetados com LPS (gp0Bavidade, i.pl.) ou PBS

e 4h depois receberam uma injecéo local de Ac2t@6 [lg/cavidade, i.pl. ou i.p.) ou veiculo. O pan
inibidor de caspase zVAD-fmk (1 mg/kg, i.p.) foimaidistrado 15 minutos antes do peptideo. O
namero de neutréfilos (A) e células mononucleaBddgram avaliados 20h apds o tratamento com as
drogas, ou seja, 24h apds desafio com LPS). Rdesl&fio expressos como humero de neutroéfilos ou
células mononucleares por cavidade e sdo mostcadus média- EPM de pelo menos cinco animais
em cada grupo. ***, P < 0.001, quando comparado animais injetados com PBS, e #, P < 0.05 ou

##, P < 0.01 quando comparado com animais vei@dafthdos com LPS.
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Em seguida, investigamos se a apoptose foi o nmuaniresponsavel pela
diminuicdo do numero de neutréfilos apds tratamento o peptideo. Podemos observar na
Figura 15 que o tratamento com Ac2-26 induziu aptgse de neutréfilos na cavidade
pleural, como mostrado por critérios morfolégicobiequimicos (Figuras 15A e 15B). A
apoptose foi impedida pelo pan inibidor de casEds&D-fmk (Figura 15A). Exemplos de
neutrofilos apoptoticos 4h apds tratamento compiiggeo Ac2-26 sdo mostrados na Figura
15C.

A apoptose de neutrofilos é controlada por uma cedeplexa de vias de sinalizacao
que regulam tanto a rotatividade de moléculas dliEaBcl-2 quanto ativacdo das proteases
caspases (BIANCHEt al, 2006). Ja foi demonstrado pelo nosso grupo dguyiea que
rolipram e o LY294002 (um inibidor de PI3K/Akt) ind a apoptose de células inflamatérias
acompanhado pela diminuicdo dos niveis celularetidel (SOUSAet al, 2010), uma
proteina anti-apoptética da familia Bcl-2, que taga sobrevivéncia de neutrélfilos
(DZHAGALOQV et al, 2007). Assim, foi investigada a capacidade d2-2@ de regular vias
de apoptose (Bax, caspase-3) e de sobrevivéncidl(MERK1/2 e NF«B), as quais
previamente demonstraram ser importantes reguladdee meia vida dos neutrofilos
(SAWATZKY et al, 2006; WARDet al, 2004; LOPESet al, 2011). Observamos que a
apoptose induzida por Ac2-26 foi acompanhada petoeato de Bax e caspase-3 clivada e
diminuicdo dos nives celulares de Mcl-1, fosfodlacde ERK1/2 e kBa, proteinas

associadas com a sobrevivéncia de neutrofilos.
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Figura 15. Efeito da administragdo de Ac2-26, um mideo N-terminal de AnxAl, na apoptose

de neutrdfilos. Células com morfologia apoptética caracteristica@fy e western blot para caspase-3
clivada, Bax, Mcl-1, P-ERK e RB-a (B) foram avaliadas 4h apés o tratamento com agad;, ou
seja, 8h apés desafio com LPS. Dados represergate/pelo menos cinco animais em cada grupo. *,
P < 0.05, quando comparado com animais injetadmsRBS, e ***, P < 0.01 quando comparado com
animais veiculo desafiados com LB$ts sdo representativos de trés experimentos indeptrsiem
pools de células de pelo menos cinco animais. araole, as membranas foram avaliadas com anti-
B-actina. (C) Figura representativa de neutréfilée mapoptéticos (asterisco), neutréfilos apoptéticos
(setas) e células apoptoticas dentro de macrofpgosas de setas). Animais tratados com PBS elgeicu

(painel superior) e tratamento com Ac2-26 (painierior). Ampliagdes originais, 100x.
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6 - DISCUSSAO

Os glicocorticoides (GCs) sdo potentes drogasiaftdimatorias e imunosupressoras
amplamente usadas para o tratamento de vérias ato@mtamatorias. As agbes dos GCs
endogenos ndo sdo completamente entendidas e ppdeider da inducdo de proteinas
regulatorias anti-inflamatérias (PERRETTI e D'AC@UID, 2009; BEAULIEU e
MORAND, 2011). Neste estudo, descrevemos a cinéicapoptose de polimorfonucleares
(e resolucao da inflamacg&o) em um modelo de plaunsluzida por LPS e fornecemos o
detalhamento das vias da inducéo de resolucéo poAA Nossos principais resultados séo
0s seguintes: (i) a expressao de AnxAl € aumemtadmte a resolucdo natural e induzida
por drogas e esse aumento esta associado comeziapamto de neutréfilos apoptoéticos na
cavidade pleural; (ii) a resolugdo natural e indazpor dexametasona, da inflamacgao
neutrofilica, foi dependente de AnxAl uma vez gsteagegias de neutralizacdo pelo uso de
um anticorpo especifico ou bloqueio do seu receptopediram a resolucdo natural e
induzida, abolindo fenbmenos apoptoticos na caeigddural; (iii) a injecdo de Ac2-26, um
peptideo N-terminal derivado de AnxAl, promoveesotucao da inflamacéo neutrofilica na
cavidade pleural, um efeito associado com a indut@a@poptose de neutrdfilos; (iv) a
resolucdo da inflamacao neutrofilica foi associemia a ativacdo de vias apoptoticas (Bax e
caspase-3), e Iinibicdo de vias de sobrevivéncia-IMdERK1/2 e NF«B. Portanto,
fornecemos neste trabalho uma forte evidéncia deAgqxAl seja um mediador da resolucéo
da inflamacgé&o por promover a apoptose de neutsifilgivo.

AnxAl é um efetor conhecido da resolugéo da inflgivano entanto suas atividades
tém sido predominantemente estudadas no contextanid&gdo do recrutamento de
leucécitos, como estabelecido em varios modelosnfiigmacdo (GETTINGet al, 1997;
TEIXEIRA et al, 1998; BANDEIRA-MELOet al, 2005; DAMAZOet al, 2005; SOUZAet
al., 2007). Nossos resultados séo os primeiros aranastelevancia e dinamica de AnxAl na
conducao da resolucéo natuiralvivo. Estes dados contribuem de forma significativaa fzar
concepcao de que esta proteina atua fisiologicameitralizando o processo inflamatério
(PERRETTI e D'ACQUISTO, 2009; PERRETTI e DALLI, 200

Além de estudar vias envolvidas com a patogéneserdeesso inflamatorio, é
importante identificar terapias que possam acekef@ur ativar programas de resolucéo. Por
exemplo, deve ser dada atencéo para identificag&dratjas que promovam uma resolucéo
apropriadaresolution safg em programas de descoberta de novas drogasa derdpias de
resolucdo toxicas, como relatado por Serhan e aeadbres (2007). Isto se deve ao fato de
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gue muitas drogas anti-inflamatérias, apesar déndimem o nimero de neutréfilos no sitio
inflamatorio, acabam por também diminuirem o reonénto de macréfagos, células
especializadas em fagocitarem os neutroéfilos apiopg) promovendo assim uma resolucao
toxica. Idealmente, um composto anti-inflamatorargpproduzir uma resolucdo apropriada
(resolution safe deve possuir multiplas agbes como: inibir o reomento de granuldcitos,
induzir apoptose destas células e a expressdosefyacdo de mediadores pro-resolutivos
endogenos. Compostos como os GCs e inibidoressfiediesterase 4, por exemplo, podem
aumentar a resolucéo da inflamacéo (TEIXEI&AL, 1997; SOUZAet al, 2007; MCCOLL
et al, 2007; SOUSAet al, 2009). Aqui, foi demonstrado que a capacidadgsatecompostos
de acelerar a resolucéo neutrofilica foi assoc@ma o aumento da acumulacéo de AnxAl.
Diversas acbes dos GCs parecem ser mediadas p&1AMBERRETTI e D'ACQUISTO,
2009) e, de fato, camundongos deficientes de Arsédlresistentes a alguns dos efeitos anti-
inflamatorios dos glicocorticodes (HANNO®t al, 2003 e YANGet al, 2004). Em nossos
experimentos, o aumento de AnxAl induzido por G@saksociado com a resolucédo da
inflamacéao neutrofilica. Mais importante, o blogqude AnxAl com anticorpo, ou o0 bloqueio
do seu receptor com Boc-1, diminuiu a capacidade @€s de induzir a resolucdo da
inflamacg&o. Em conjunto, esses dados mostram qué&AB importante ndo apenas para a
resolucdo natural da inflamag&o, mas também éamte\para acdes pro-resolutivas de certos
anti-inflamatoriosn vivo.

Varios estudos demonstraram que a apoptose del@raas precede e desempenha
um papel importante na resolucéo da inflamacaaaidlida e eosinofilica in vivo (GILROY
et al, 2004; PINHOet al, 2005; ROSSEt al,2007; SOUZAet al, 2007; SOUSAet al,
2009; NORLING e SERHAN, 2010; ALESSANDFt al, 2011; LOPES:t al, 2011). Na
verdade, estratégias que impedem a apoptose teadadiar a resolucdo da inflamacéao
neutrofilica (ELKSet al, 2011). A primeira observacdo de que AnxAl padénduzir a
apoptose foi a partir de estudos de McKanna (1998jros estudos também tém mostrado
uma correlacdo entre apoptose de neutrofilos eesgfio de AnxAln vitro (PARENTE e
SOLITO, 2004). Por exemplo, a superexpressao deAAram células monociticas U937
induziu a apoptose espontanea destas células Wiistesociado com a ativacdo de caspase-3
(SOLITO et al, 2001). Além disso, aplicagdo exdgena de AnxAlnentréfilos humanom
vitro promoveu apoptose, associada com aumento nasntagéees de célcio e ativagcdo de
vias pro-apoptoéticas (SOLIT@t al, 2003). No entanto, nenhum estudo até entdcahavi
estabelecido o papel que AnxAl poderia desempenbhaapoptose de PMN durante o

processo dinamico e integrado de resolucdo damaffao como neste modeio vivo de
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pleurisia. Observamos que o tratamento com o pEptéc2-26 induziu a resolugdo da
inflamacg&o neutrofilica e foi associada com o aumela apoptose dessas células e com a
ativacdo de caspase-3 e Bax. Mais importante, qubio de caspases com zVAD-fmk
impediu a apoptose e a resolucéo da inflamacaoeaiidict induzida pelo peptideo Ac2-26 e

0 bloqueio de AnxAl enddgena impediu acumulacaddde, a apoptose, e prolongou a
sobrevida de neutrofilos, mostrando a importanaa athixAl enddgena na inducdo de
apoptose de neutrofilos com consequente resolug@esgosta inflamatoria

Neste estudo, embora tenhamos utilizado um inibidespecifico (Boc-1) para
avaliar a influéncia da ligagdo da AnxAl ao seleptar na inducdo de seus efeitos pro-
resolutivos, é provavel que FPR2/ALXR seja 0 mealiados efeitos pré-apoptéticos de
AnxAl, ja que AnxAl se liga somente ao receptor HRRX (HAYHOE et al, 2006).
Recentemente foi relatado que este receptor da@amado com a inducéo dos efeitos pro-
apoptoéticosn vivode lipoxina A, outro ligante de FPR2/ALXEEL KEBIR et al, 2009).

Sabe-se que os neutrdéfilos apoptaticos liberam Anxfie pode entdo atuar sobre os
macrofagos promovendo a eferocitose, removendoamtortcélulas apoptoticam vitro
(SCANNELL et al, 2007). Alem disso, macrofagos tratados com GE€setam AnxAl que
contribui para a o aumento da fagocitose de nelas6hpoptdticos (MADERNAet al,
2005). Em nossos experimentos, corpos apoptétamasnfencontrados dentro de macréfagos
recolhidos da cavidade pleural de camundongos apé@mento com o peptideo Ac2-26
(Figura 15C), sugerindo que o aumento da captagacétlilas apoptéticas também possa
contribuir para o efeito pro-resolutivo da AnxAlmUecente estudo mostrou a habilidade de
AnxAl endogena modular a fagocitose de neutréfidgoptoticos em condigbes néo
inflamatorias (DALLI et al, 2011). Em conjunto, propomos que durante o cutao
inflamacédo, AnxAl enddgena e exdgena pode modulaeia vida de neutrofilos recrutados,
promoverndo a apoptose bem como sua remocao pocitag (eferocitose). Ambos os
processos, apoptose e eferocitose, sdo cruciaasgagsolucdo e podem ser modulamhos
Vivo.

Neste trabalho, mostramos que a resolucéao da iaflame apoptose de neutrofilos
esta associada com um aumento da expressao dpr@tapoptoticas e inibicdo de vias de
sobrevivéncia. J&4 foi demonstrado um papel imptetae NF<B na mediacdo da
sobrevivéncia e de permanéncia de neutréfilos (L®&Eal, 2011) e nos mecanismos pro-
apoptaticos induzidos por dexametasona (SOEGA, 2009). Neste contexto, ja foi relatado
a capacidade de AnxAl induzir a apoptose de cétaaserigenas associado com a inibicéo
de NF«xB (ZHANG et al, 2010). Além disso, ja foi demonstrado que a duigido de Mcl-1
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contribui para a indugéo de apoptose causado fipraim e inibidores de PI3K (SOUSét

al., 2010). De fato, no presente trabalho, ambosawadcos foram capazes de aumentar os
niveis de AnxAl ativa, e a administracdo do peptiirtético de AnxAl na cavidade pleural
de camundongos foi acompanhada pela diminuicadondass de Mcl-1. A relevancia das
MAPKSs para sobrevivéncia do neutrofilo ndo foi #a@db com detalhes no nosso trabalho,
embora ja tenha sido demonstrado que a inibic&RIL/2 promove a resolugcdo da pleurisia
induzida por carragenina através da inducao datageple neutréfilos (SAWATZKYét al.,
2006). De fato, o aumento nos niveis de fosfordad@ ERK1/2 e da atividade de B-em
resposta ao LPS s&o encontrados em macréfagos AnAANG et al, 2009).Em nossos
experimentos, estratégias que aumentam a exprées@oxAl ou administracdo de peptideo
derivado de AnxAl diminuiram a ativacdo de ambds;kB e ERK1/2in vivo, e isso foi
associado com o aumento da apoptose de neutrd@itomaneira interessante, o blogueio de
AnxAl impediu a inibicdo de NkB e fosforilacdo de ERK1/2 tal como induzido pelo
tratamento pelos GCs. Em contraste com estes naskagosn vivo, o peptideo de AnxAl
induz fosforilagcdo transitoria de ERK1/2 em maagéfain vitro (DUFTON et al, 2010).
Inicialmente, é dificil conciliar esses achadoss mlaramente ha diferencas entre os modelos
experimentaisif vitro versusin vivo), os tipos celulares em questdo (macrofagos versus
neutréfilos) e a cinética envolvida (minutos verdusras). Além disso, o numero de
neutrofilos diminui apds o tratamento, sugerinde gs alteracdes na fosforilagdo de ERK1/2
podem ser devido a resolugdo de neutréfilos ouddeios eventos desencadeados pelo
tratamento precoce com AnxAl. Em conjunto, os reogsmos mostram que a capacidade de
AnxAl em regular a expressédo e/ou atividade decBlle-ERK1/2 constitui a base dos efeitos
pré-apoptéticos e pré-resolutivos dessa proteindvo. Isto é semelhante aos efeitos dos GCs
in vivo(HEASMAN et al, 2003).

De fato, varios efeitos dos GCs sdo mediados pokAAn(PERRETTI e
D'ACQUISTO, 2009) e camundongos AnxAgao resistentes aos efeitos anti-inflamatérios
dos GCs (HANNONet al, 2003). As concentracgdes fisioldgicas de GCs pogigyular a taxa
intrinseca de apoptose de leucdcitos e a sua iefidépende de um certo niumero de fatores
modulatérios, incluindo o tipo e concentracdo do. @Cregulacdo da sobrevivéncia de
granuldcitos é dose-dependente e ocorre atravéseakptor de GC (MCCOLL, 2007).
Estudosin vitro mostraram que os GCs apresentam uma ag¢do ambégapoptose de
granuldcitos. Embora estas drogas induzam apop®smsindfilos, elas induzem um atraso
na apoptose de neutrofilos humanos (MEAGHE&RaL, 1996; COX, 1995) e de roedores

(NITTOH et al, 1998)in vitro. De forma contraria a esses estuidogtro, Li e colaboradores
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(2004) mostraram, assim como no nosso estudo, gdemistracaon vivo de dexametasona
foi associada a resolugdo da inflamacdo neutrafieccom a inducdo da apoptose de
neutréfilos. Mais importante, a apoptose de nelbfinduzida por dexametasona foi
associada com a diminuicdo da ativacdo de NF-kB,alwa dos GCs, o qual resulta na
inducéo de efeitos anti-inflamatorios e pro-apaptdt efeitos estes também apresentados por
AnxAl.

AnxAl intacta (37 kDa), a forma biologicamente ativda proteina, é
predominantemente encontradavivona membrana plasméatica de neutrofilos intravasesilar
aderentes (OLIANIet al, 2001). Uma vez que os neutrofilos extravasana patocal da
inflamac&o, a maioria da AnxAl intacta é clivadeapaua forma inativa de 33 kDa. Proteases
de neutrdfilos, incluindo elastases e proteinasas3quais sdo encontradas nos locais de
inflamacao, parecem ser as principais contribuiptga clivagem de AnxAl (OLIANgt al,
2001; VONGet al, 2007, PEDERZOLI-RIBEILet al, 2010). Observamos que, quando
neutréfilos acumulam na cavidade pleural, a bardArkAl intacta desaparece e o produto
de clivagem de AnxAl de 33 kDa é detectado em aifusis. No entanto, um controle
rigoroso da cinética deste modelo permitiu estakeelgue, nos tempos de resolucdo da
inflamacé&o, a banda da AnxAl ativa estava aumerdamalivagem da proteina foi minima.
De forma interessante, compostos que vimos anteeile aumentar a resolucdo da
inflamacgé@o neutrofilica (SOUSAet al, 2010) e eosinofilica (SOUSAt al, 2009),
aumentaram a banda de AnxAl intacta e impediu ®gradacdo, evidenciando que a
modulacdo de AnxAl endogena pode ser um mecanisaamplo na resolucdo da resposta
inflamatdria do que apenas associadas ao tratarnemtd@Cs.

Podemos especular sobre o possivel mecanismo pedd @& drogas anti-
inflamatorios utilizadas neste trabalho aumentasanxAl intacta e diminuiram a sua
clivagem. Estes compostos podem atuar estimulandme@cdo de AnxAl (aumentando a
expressdo da proteina ou mobilizandpool intracelular para exportacédo e secre¢do atraves
da fosforilagdo de AnxAl) (YAZIDet al, 2010), diminuindo a expresséo e/ou atividade de
proteases, ou ambos. Se esteroides e inibidorBOHEd resolvem a inflamacdo e aumentam
0s niveis de AnxAl intacta de maneira semelhasite também ndo é conhecido e merece ser
investigado futuramente. Neste contexto, ja foi olestrado que inibidores de PDE4 tais
como rolipram, podem atuar através da liberacamdeosterona endogena (PETTIPHER
al., 1997). No entanto, ja foi demonstrado, em ttatmbnteriores do nosso grupo, que outros
miméticos do AMP ciclico (dibutiriil AMP) ou agentegie elevam seus niveis (foskolin),

também resolvem a inflamacgéo neutrofilica (SOUSAL, 2010), sugerindo que o aumento
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do AMP ciclico pode contribuir para os efeitos dadipram. Desta forma, pretendemos
futuramente investigar o efeito do rolipram e ddrass miméticos do cAMP em nosso
trabalho.

A clivagem é uma forma de gerar fragmentos (pepsideom diversas atividades
bioldgicas. Williams e colaboradores (2010), rekata que a AnxAl clivada de 33 kDa,
encontrada nas fracbes de proteinas sollveis deodfies ativados, apresentavam efeitos
pro-inflamatorios através da promocéo da ativagi&RK1/2 e da migracéao transendotelial
de neutrdfilos. Neste ultimo estudo, nem a protéitecta de 37 kDa, nem o peptideo N-
terminal de 26 amino&cidos foram capazes de dfRé1/2 (WILLIAMS et al, 2010). Além
disso, o conceito de que o produto de clivagem deAA possa ser pro-inflamatério foi
relatado em um estudo onde encontraram a form& #®8& em amostras de fluido de lavado
bronco-alveolar (BAL) de pacientes com fibroseicdss{TSAOet al, 1998). Em contraste
com estes potenciais produtos de clivagem pronrdtarios de AnxAl, ja foi demonstrado
que AnxAl resistente a clivagem exibiu um efeitt-arilamatorio maior ao longo do tempo
em comparacdo com a proteina parental (PEDERZORER! et al, 2010). Além disso, foi
demonstrado recentemente que AnxAl resistentevagelm acelerou significativamente a
resolucdo da inflamagdo em um modelo animal deéea(fPATEL et al, 2012). Um estudo
recente utilizando PMN necrético demonstrou que Anxlivada funciona como um sinal
quimiotético para macréfagos, propondo um papealimanuicdo da reatividade celular apds
necrose celular secundaria (BLUME al,, 2012). Até o presente, ndo € claro qual a funcéo
biologica desses peptideos gerados a partir dageim de AnxAl. Parece que a clivagem de
AnxAl por proteases de neutréfilos € um mecanisugspbrepde a acdo anti-inflamatéria da
proteina enddgena, incluindo a diminuicdo da tragipdo de neutrdfilos e o
desprendimento de neutrofilos do leito vascular. ddatexto de resolucdo da inflamacao,
como nos nossos estudos, AnxAl intacta foi assaaadh um maior grau de apoptose de

neutrofilos e a subsequente resolucao.
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7 - CONCLUSAO

Nossos dados demonstram que AnxAl endogena deskeapen papel fundamental
na conducdo da resolucdo natural e induzida pofirdlaimatorios durante a inflamacéo
neutrofilica aguda estabelecida na cavidade pledealcamundongos. Mecanisticamente,
AnxAl resolve a inflamacéo por inducédo da apoptieseeutrofilos, um efeito mediado pela
ativacdo de caspase-3 e correlacionado com dindioulgs niveis de Mcl-1, com o acumulo
de Bax e inibicdo da fosforilagcéo deBla e de ERK1/2. Esta é a primeira observagdo de que
AnxAl promove a apoptose de neutrofiloszivo. Assim, estes resultados reforcam a idéia de
gue AnxAl ou seus peptideomiméticos podem reprasemha estratégia anti-inflamatoria
eficaz para o tratamento de doencas nas quaisnaugaiziio de neutrofilos desempenham um
papel relevante.
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8 - PERSPECTIVAS

Alguns resultados obtidos durante este estudcafizesurgir novas perguntas. Como
vimos que a resolucdo da inflamacao esta assoctada apoptose de neutréfilos e aumento
na expressdo de AnxAl intacta (37kDa) e, duramiie® da inflamacéo neutrofillica (8-24h)
houve aumento na expressao de AnxAl clivada (33kizy perguntamos se a inibicdo da
clivagem de AnxAl poderia promover a resolucdondiamacéao. Ja esta bem estabelecido
que AnxAl é clivada por algumas proteases, den&® elastase e proteinase-3, e que o
tratamento de animais com uma AnxAl resistenteivaggm aumenta a atividade anti-
inflamatoria quando comparada a proteina natuEBDERZOLI-RIBEIL et al, 2010). Nosso
objetivo, portanto, é investigar se o0 aumento dadaide proteasica correlaciona-se com a
clivagem de AnxAlin vivo. Além disso, pretendemos verificar se inibidomesspecificos
e/ou especificos para elastase sdo capazes dérintelo acumulo de leucdcitos e na
apoptose na cavidade pleural.

Na resolucdo induzida por drogas anti-inflamatodsxametasona e rolipram),
observamos que a administracdo dessas drogasotesaltaumento dos niveis da AnxAl
intacta. Ja foi demonstrado que o rolipram (inibide PDE4) pode induzir a liberacdo de
corticosterona enddégena (PETTIPHERaL, 1997). Nosso grupo ja demonstrou que tanto o
rolipram gquanto agentes que promovem o aumentoAddPc(dibutiril-AMP e forskolin)
induzem a resolucdo da resposta inflamatéria agugeomovem apoptose de neutrofilos.
Nesse contexto, nos perguntamos como o tratamentaaolipram seria capaz de modular a
expressdo de AnxAl. O efeito observado poderia es@cionado com a indugcao de AnxAl
por GC enddgeno ou com a inducdo da sintese de AopxAmesmo sua liberagdo do meio
intracelular para a membrana. Ainda podemos nogup&r se o tratamento com rolipram
poderia diminuir a atividade de proteinas relacgomam a clivagem de AnxAl. Para
responder essa questdo, pretendemos realizar ®ngawitro utilizando células murinas
(RAW 264.7) e células de origem humana (THP-1).
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ABSTRACT

This study aimed at assessing whether AnxA1, a down-
stream mediator for the anti-inflammatory effects of
GCs, could affect the fate of immune cells in tissue exu-
dates, using LPS-induced pleurisy in BALB/c mice.
AnxA1 protein expression in exudates was increased
during natural resolution, as seen at 48-72 h post-LPS,
an effect augmented by treatment with GC and associ-
ated with marked presence of apoptotic neutrophils in
the pleural exudates. The functional relevance of AnxA1
was determined using a neutralizing antibody or a non-
specific antagonist at FPR/ALXRs: either treatment in-
hibited both spontaneous and GC-induced resolution of
inflammation. Injection of Ac2-26 (100 ng, given 4 h into
the LPS response), an AnxAil-active N-terminal peptide,
promoted active resolution and augmented the extent
of neutrophil apoptosis. Such an effect was prevented
by the pan-caspase inhibitor zVAD-fmk. Mechanisti-
cally, resolution of neutrophilic inflammation was linked
to cell apoptosis with activation of Bax and caspase-3
and inhibition of survival pathways Mcl-1, ERK1/2, and
NF-«B. These novel in vivo data, using a dynamic model
of acute inflammation, provide evidence that AnxA1l is a
mediator of natural and GC-induced resolution of in-
flammation with profound effects on neutrophil apopto-
sis. J. Leukoc. Biol. 92: 000-000; 2012.

Introduction

Inflammation is a host-tissue reaction, essential for inactivation
of infectious or sterile injurious stimuli, with the main purpose
to restore tissue homeostasis. The cardinal signs of inflamma-

tion—dolor, calor, tumor, and rubor—are intrinsically associ-
ated to microscope events, such as tissue damage, edema, and
leukocyte traffic into the sites of inflammation [1]. In this pro-
cess, the perpetuation of inflammation represents an impor-
tant cause for tissue-damage exacerbation and necrosis. There-
after, unresolved inflammation gives rise to chronic inflamma-
tion and autoimmunity, which leads to abnormal repair and
alteration in organs with eventual loss of function [2]. It is
now evident that the resolution of inflammation is an active
and coordinated process, requiring activation of an endoge-
nous program with production of inhibitors and proresolutive
molecules, switch in the proteic and lipid mediator class from
pro- to anti-inflammatory, and elimination of granulocyte by
apoptosis, followed of removal by macrophage phagocytes, re-
storing tissue homeostasis [2-5].

Annexin Al is a 37-kDa calcium-dependent phospholipid-
binding protein induced by GCs, which bind to and activate
FPR [6]. With the use of a combination of pharmacological
and transgenic approaches, a role for AnxAl modulating
the inflammatory response has emerged in a variety of ro-
dent inflammatory models [7-12]. Exogenous and endoge-
nous AnxAl exerts exquisite control on the process of leu-
kocyte recruitment to inflammatory sites, with a modulation
of the generation of proinflammatory mediators, including
those derived from activation of PLA2, COX-2, and iNOS, as
well as of the anti-inflammatory cytokine IL-10. Recent evi-
dence suggests that AnxAl may control leukocyte apoptosis
in vitro [13] and favor their removal by macrophage phago-
cytosis [14, 15].

The apoptosis of neutrophils is an important event in the
resolution of acute inflammation [16-19]. Recognition and
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removal of apoptotic neutrophils by macrophages limit tissue
injury caused by neutrophils at the sites of inflammation [20].
Thus, the induction of neutrophil apoptosis could be of poten-
tial benefit in the control of acute inflammatory diseases [16—
18]. Although the apoptotic program in neutrophils is a cell-
intrinsic process, the rate of apoptosis can be altered dramati-
cally by a number of agents [21]. Therefore, understanding
the mechanisms involved in neutrophil recruitment, activation,
and survival, at the site of inflammation, may provide new
clues for the development of effective pharmacological thera-
pies.

In this study, we investigated the role of the AnxAl pathway
(ligand and receptors) in natural and GC-driven resolution of
inflammation, establishing the impact of the process of neutro-
phil apoptosis for resolution of acute pleurisy. We demonstrate
that AnxAl controls the rate of neutrophil apoptosis in vivo
during ongoing exudate formation, thus exerting significant
modulation on the resolution phase of this model of acute
inflammation.

MATERIALS AND METHODS

Animals

All procedures described here had prior approval from the Animal Ethics
Committee of Universidade Federal de Minas Gerais (CETEA/UFMG, Pro-
tocol Number 148/2006; Brazil). Male BALB/c mice (8—10 weeks), ob-
tained from the Bioscience Unit of Instituto de Ciéncias Biologicas (Bra-

zil), were housed under standard conditions and had free access to com-
mercial chow and water.

Drugs, reagents, and antibodies

Rolipram (Biomol, Plymouth Meeting, PA, USA), Wtm, (Calbiochem, San
Diego, CA, USA), and zVAD-fmk (Tocris Bioscience, Minneapolis, MN,
USA) were diluted in DMSO and further in PBS. Rabbit anti-P-ERK1/2,
anti-Bax, anti-Mcl-1, anti-cleaved caspase-3 and mouse anti-P-IkB-a were
from Cell Signaling Technology (Beverly, MA, USA). Rabbit anti-AnxAl or
secondary anti-rabbit and anti-mouse peroxidase-conjugate antibodies were
purchased from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). Anti-B-
actin, LPS (from Escherichia coli serotype O:111:B4), Boc-1, and Dexa were
from Sigma-Aldrich (St. Louis MO, USA). Peptide Ac2-26, a synthetic deriv-
ative corresponding to aa 2-26 of the N-terminal region of AnxAl, was a
gift of Dr. Mauro Perretti (William Harvey Research Institute, Barts and
The London School of Medicine, London, USA). Anti-AnxA-1 antiserum
was a kind gift from Dr. Steve Poole (Biotherapeutics Group, National In-
stitute for Biological Standards and Control, UK).

Leukocyte migration into the pleural cavity induced
by LPS

Mice received an i.pl. administration of LPS (250 ng/cavity) or PBS, as de-
scribed previously [22]. Cells present in the pleural cavity were harvested at
different times after administration of LPS by washing the cavity with 2 ml
PBS and total cell counts performed in a modified Neubauer chamber us-
ing Turk’s stain. Differential cell counts were performed on cytocentrifuge
preparations (Shandon Cytospin III), stained with May-Griinwald-Giemsa
using standard morphological criteria to identify cell types. The results are
presented as the number of cells/ cavity.

Treatment protocols

To evaluate the role of anti-inflammatory agents on the LPS-induced pleu-
risy, mice were treated with rolipram (6.0 mg/kg, i.p.), the synthetic GC
Dexa (2.0 mg/kg, i.p.), or Wtm (1.0 mg/kg, i.pl.) in 4-h LPS-challenged
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mice, as described previously [22, 23]. To prevent the action of AnxAl,
mice were treated with Boc-1 (2.0 mg/kg, i.v.), a nonselective FPR antago-
nist that blocks the FPR and ALXR activation or with anti-AnxAl antiserum
(0.1 mL hyperimmune serum diluted in 100 ul PBS/ mice, i.p.), 15 min
prior to Dexa [11]. Nonimmune goat serum was used as control. To repro-
duce the action of AnxAl, 4-h LPS-challenged mice were treated with the
peptide Ac2-26 (100 pg/i.pl. or i.p.). zZVAD-fmk (1 mg/kg), a broad-spec-
trum caspase inhibitor [22], was given systemically (i.p.) 15 min before
Ac2-26 injection. Drugs were dissolved in DMSO and diluted further in
PBS. Control mice received drug vehicle only.

Assessment of leukocyte apoptosis

Apoptosis was assessed morphologically, as reported previously [18, 22—
25]. Briefly, cells (5X10*) collected 8 h after LPS administration were
cyto-centrifuged, fixed, and stained with May-Griinwald-Giemsa and
counted using oil immersion microscopy (X100 objective) to determine
the proportion of cells with distinctive apoptotic morphology (cells pre-
sented chromatin condensation, nuclear fragmentation, and formation
of apoptotic bodies, out or inside macrophages). At least 500 cells were
counted/slide, and results are expressed as the mean * sEm of percent-
age of cells with apoptotic morphology. The cleavage of caspase-3 and
the assessment of the levels of Bcl-2 family proteins (Bax, and Mcl-1)
were evaluated by Western blot analysis and used as a biochemical
marker of apoptosis. Assessment of apoptosis was also performed by flow
cytometry using FITC-labeled annexin-V (ApoDETECT Annexin V-FITC
kit; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) and PI as an index of loss of nu-
clear membrane integrity.

Lysate preparation and Western blot analysis

Inflammatory cells harvested from the pleural cavity were washed with PBS,
and whole-cell extracts were prepared as described [22-24]. Protein
amounts were quantified with the Bradford assay reagent from Bio-Rad
(Hercules, CA, USA). Extracts (40 ug) were separated by electrophoresis
on a denaturing, 10-15% polyacrylamide-SDS gel and electrotransferred to
nitrocellulose membranes, as described [26]. Membranes were blocked
overnight at 4°C with PBS containing 5% (w/v) nonfat dry milk and 0.1%
Tween-20, washed three times with PBS containing 0.1% Tween-20, and
then, incubated with specific primary antibodies (cleaved caspase-3, Bax,
Mcl-1, P-ERK1/2, P-IkB-a, AnxA-1, or anti B-actin) using a dilution of
1:1000 in PBS containing 5% (w/v) BSA and 0.1% Tween-20. After wash-
ing, membranes were incubated with appropriated HRP-conjugated second-
ary antibody (1:3000). Immunoreactive bands were visualized by using an
ECL detection system, as described by the manufacturer (GE Healthcare,
Piscataway, NJ, USA).

Statistical analysis

All results are presented as the mean * seM. Normalized data were ana-
lyzed by one-way ANOVA, and differences between groups were assessed
using the Student-Newman-Keuls post-test. A P value <0.05 was considered
significant. Calculations were performed using the Prism 4.0 software for
Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

RESULTS

Spontaneous resolution of LPS-induced pleurisy is
associated with neutrophil apoptosis

i.pl. injection of LPS induced a time-dependent influx of neu-
trophils into the pleural cavity of mice, which was high at 4 h
and peaked between 8 and 24 h. Neutrophil numbers dimin-
ished at 48 h, and complete resolution occurred only at 72 h
(Fig. 1A). The cellularity of the pleural cavity consisted of 98—
100% mononuclear cells in PBS-injected mice, whereas 50—
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Figure 1. Resolution of LPS-induced pleurisy is associated with increased mononuclear recruitment and activation of a proapoptotic program.
Mice were injected with PBS or LPS (250 ng/cavity, i.pl.), and a number of neutrophils (A), mononuclear cells (B), and cells with distinctive apo-
ptotic morphology (C) were evaluated at various times. Results are expressed as the number of cells/cavity or percent of neutrophils with distinc-
tive apoptotic morphology and are shown as the mean = sEm of at least five mice in each group. *P < 0.05, **P < 0.01, or ***P < 0.001 when
compared with PBS-injected mice; #P < 0.001 when compared with 24-h LPS-challenged mice. (D and E) Western blotting analysis of cleaved
caspase-3, Bax, P-ERK1/2, and P-IkB-a. Whole-cell extracts were obtained from inflammatory cells harvested from pleural cavity at various times
and processed for Western blot, as described in Materials and Methods. For loading control, membranes were reprobed with anti-B-actin. Blots are
representative of three independent experiments in pools of cells from at least five animals.

60% of neutrophils and 40-50% mononuclear cells could be
quantified in LPS-injected mice for the 8- to 24-h period (Fig.
1A). Figure 1B reports absolute cell numbers, showing that

phil counts in pleural fluid (4-24 h), yet it virtually disap-
peared during the resolution phase of inflammation (48-72 h;
Fig. 2).

there was no increase in mononuclear cells, 8—24 h after LPS

challenge; thereafter, there was an important increase of these
cells in the pleural cavity, which coincided with the resolution

of neutrophil influx (48- to 72-h phase).

The spontaneous resolution of neutrophilic inflammation
was associated with an increase in the number of apoptotic
cells, as seen from 8 to 48 h, time-points that preceded
complete resolution. Apoptosis was demonstrated by mor-

Anti-inflammatory drugs up-regulate AnxAl and
activate the neutrophil apoptosis cascade

We have demonstrated previously that treatment of mice
with rolipram, a PDE4 inhibitor, after inflammation had
been established, decreased the number of neutrophils and
increased apoptotic events in the pleural cavity of mice in a
PISK/Akt-dependent manner [22]. Next, we examined the

phological criteria (Fig. 1C), caspase-3 cleavage, and Bax
accumulation (Fig. 1D). Conversely, the profile of the pro-
survival proteins P-ERK1/2 and P-IkB-a, during LPS-induced

pleurisy, is shown in Fig. 1E; these prosurvival proteins are
detected in correspondence with neutrophil recruitment,
with a marked increase associated with the recruitment of
mononuclear cells into the pleural cavity (Fig. 1B).

Spontaneous resolution of LPS-induced pleurisy is
paralleled by increased levels of AnxAl

Intact AnxAl (37-kDa) protein was detected in PBS-challenged

LPS (250ng)

kDa PBS 4h 8h 24h 48h 72h
37— e (AnxA1 (intact)
33 S AnxA1 (cleaved)

——— A —— — —0-5ctin

mice, but its expression decreased markedly during the active

phase of LPS-induced neutrophil recruitment (4- to 24-h
postinjection). Intriguingly, intact AnxAl expression was re-
gained during the resolution phase of this inflammatory re-
sponse (48—72 h; Fig. 2). Conversely, the 33-kDa breakdown
product of AnxAl was barely detected in PBS-injected mice
and strongly detected during the time-points of high neutro-
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Figure 2. Time-course of AnxAl expression during LPS-induced pleu-
risy. Mice were injected with LPS (250 ng/cavity, i.pl.), and at several
time-points, the inflammatory cells were harvested from pleural cavity
and processed for Western blot analysis to detection of AnxAl levels.
For loading control, membranes were reprobed with anti-B-actin. Blots
are representative of three independent experiments in pools of cells
from at least five animals.
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Figure 3. Effect of anti-inflammatory drugs on the levels of AnxAl and key proteins associated with apoptosis and cell survival. Mice were injected
with LPS (250 ng/cavity, i.pl.) or PBS and 4 h later, received a systemic injection of rolipram (ROL; 6 mg/kg, i.p.), Dexa (2 mg/kg, i.p.), Wtm (1
mg/kg, i.pl.), or drug vehicle. Numbers of neutrophils (A), mononuclear cells (B), and Western blot for detection of proteins associated with res-
olutive, apoptotic, and survival pathways (C-E) were evaluated, 4 h after drug treatment, i.e., 8 h after LPS challenge. Results are expressed as the
number of neutrophils or mononuclear cells/cavity and are shown as the mean * sEwm of at least five mice in each group. ***P < 0.001 when
compared with PBS-injected mice; ##P < 0.01 when compared with vehicle-treated, LPS-challenged mice. (C-E) Whole extracts from cells har-
vested from the pleural cavity were analyzed by Western blot for detection of proteins from resolutive (AnxAl), apoptotic (caspase-3 cleavage and
Bax), and survival (P-ERK1/2 and P-IkB-a) pathways. For loading control, membranes were reprobed with anti-B-actin. Blots are representative of
three independent experiments in pools of cells from at least five animals.
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effect of rolipram, Wtm (a PI3K/Akt inhibitor), and Dexa
(a synthetic GC) on the resolution of neutrophilic inflam-
mation in the pleural cavity and whether induction of
AnxAl was associated with this scenario. Figure 3 shows that
treatment of mice with these drugs reduced the number of
neutrophils (Fig. 3A), without altering mononuclear cell
counts in the pleural cavity (Fig. 3B). Such an effect was
accompanied by increased levels of intact AnxAl in the in-
flammatory extracts (Fig. 3C). Importantly, drug treatment
prevented AnxAl cleavage, as seen by decreased levels of 33
kDa AnxAl-breakdown product, as compared with LPS
alone (Figs. 3C, 4C, and 5C).

Next, we evaluated whether increased levels of intact
AnxAl, promoted by treatment with rolipram, Wtm, or
Dexa, were associated with an increase in number of apo-
ptotic cells in the pleural cavity. We found a positive corre-
lation between intact AnxAl and activation of a proapop-
totic program centered on caspase-3 cleavage, Bax accumu-
lation, and decreased phosphorylation levels of ERK1/2 and
IkB-a (Fig. 3D and E).

Blockade of the AnxAl pathway prevents natural
and Dexa-driven resolution of neutrophilic
inflammation

The functional relevance of AnxAl in this model of resolving
inflammation was then determined. A neutralizing strategy
against endogenous AnxAl was carried out using specific anti-
AnxAl antiserum or a nonselective FPR/ALXR antagonist. Ad-
ministration of anti-AnxAl (Fig. 4) or Boc-1 (Fig. 5) prevented

4 Journal of Leukocyte Biology Volume 92, August 2012

Dexa-induced resolution of neutrophilic inflammation (Figs.
4A and bA); such effect was associated with decreased expres-
sion of intact AnxAl (Figs. 4C and 5C) and apoptotic events
(as seen by decreased Bax and neutrophils with apoptotic mor-
phology; Figs. 4B and C and 5B and C) in pleural exudates. In
addition, anti-AnxAl treatment prevented a Dexa-induced de-
crease of P-ERK1/2 and P-IkB-a phosphorylation (Fig. 4C),
with very similar data obtained after Boc-1 treatment (Fig. 5C,
and data not shown). Of note, treatment of mice with rolip-
ram and Dexa also decreased LPS-induced cleavage of AnxAl
protein (Figs. 4C and 5C).

We also analyzed the effects of anti-AnxAl serum and Boc-1
on spontaneous resolution of LPS-induced pleurisy. Delivery of
these treatments at the 24-h time-point, post-LPS, delayed nat-
ural resolution, as determined at 48 h (Figs. 4D and 5D), sug-
gesting that endogenously produced AnxAl is part of a physio-
logical, proresolutive program. Of note, treatment of mice
with a goat NIS had no effect on the resolution of inflamma-
tion (Fig. 4D).

An AnxAl peptidomimetics promotes resolution of
LPS-induced pleurisy by inducing neutrophil
apoptosis

The data gathered so far indicate that expression of AnxAl
is induced during natural and drug-induced resolution of
acute inflammation (Figs. 2 and 3), and strategies that in-
hibit AnxAl prevent resolution by decreasing AnxAl-medi-
ated apoptotic events in the pleural cavity (Figs. 4 and 5).
Next, we evaluated the effect of exogenously administered

www jleukbio.org
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(B) were evaluated, 20 h af-

ter drug treatment, i.e., 24 h
after LPS challenge. Cells

with distinctive apoptotic morphology (C and E) and Western blot to detection of cleaved caspase-3, Bax, Mcl-1, P-ERK, and P-IkB-a (D) were
evaluated, 4 h after drug treatment, i.e., 8 h after LPS challenge. There were at least five mice in each group. *P < 0.05, or ***P < (0.001 when
compared with PBS-injected, and #P < 0.05, or ##P < 0.01 when compared with vehicle-treated, LPS-injected mice. Blots are representative of
three independent experiments in pools of cells from at least five animals. For loading control, membranes were probed with anti-B-actin. (E)
Representative figures of nonapoptotic (asterisk) and apoptotic (arrows) neutrophils and apoptotic cells inside macrophages (arrowheads). PBS
and vehicle (upper panels) and Ac2-26-treated (lower panels) animals are shown. Original magnifications, X100.

ministration of the broad-spectrum caspase inhibitor zVAD-
fmk prevented the resolution by Ac2-26 of LPS-induced neu-
trophilic inflammation (Fig. 6A). Of note, treatment with
zVAD alone did not alter the kinetics of neutrophil recruit-
ment after injection of LPS [22].

Next, we queried whether apoptosis was the underlying
mechanism and established that treatment of mice with Ac2-26
induced neutrophil apoptosis in the pleural cavity, as shown by
morphological and biochemical criteria (Fig. 6C and D). Apo-
ptosis was prevented by the broad-spectrum caspase inhibitor
zVAD-fmk (Fig. 6C). Annexin-V analysis by flow cytometry
showed a similar pattern (data not shown). Examples of apo-
ptotic neutrophils at 4 h after treatment with the peptide
Ac2-26 are shown in Fig. 6E.

Neutrophil apoptosis is controlled by a complex network of
signaling pathways, which regulate the turnover of key mole-
cules of the Bcl-2 family and activation of the caspases family
of proteases [27]. We have shown that rolipram and LY294002
(a PIBK/Akt inhibitor) induced apoptosis of inflammatory
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cells, which was accompanied by a decrease in the cellular lev-
els of Mcl-1 [22], a key antiapoptotic Bcl-2 family protein regu-
lating neutrophil survival [28]. Thus, we investigated the abil-
ity of Ac2-26 to regulate key apoptotic (Bax and caspase-3) and
survival (Mcl-1, ERK1/2, and NF-«B) pathways, previously
shown to be important regulators of neutrophil fate [24, 29,
30]. We observed that Ac2-26-induced apoptosis of neutrophils
and resolution of inflammation were accompanied by an in-
creased, proapoptotic Bcl-2 member Bax and caspase-3 cleav-
age and by decreased cellular levels of Mcl-1, ERK1/2, and
P-IkB-a phosphorylation, proteins associated with neutrophil
survival.

DISCUSSION

GGCs are potent anti-inflammatory and immunosuppressive
drugs, largely used for the treatment of various severe inflam-
matory conditions. The actions of endogenous GC are not un-
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derstood completely and may depend on the induction of
anti-inflammatory regulatory proteins [6, 31]. In this study, we
describe the strict kinetics of PMN apoptosis in a model of
LPS-induced acute (and resolving) pleurisy and provide the
detailed mechanistic pathways of AnxAl-induced resolution.
Our major findings are as follows: (i) AnxAl is up-regulated
during natural and drug-induced resolution of acute inflam-
mation, and such increase is associated with appearance of
apoptotic neutrophils in the pleural cavity; (ii) natural and
Dexa-induced resolution of neutrophilic inflammation was
AnxAl-dependent, as neutralization strategies by use of a spe-
cific antiserum or by blocking its receptor, prevented natural
and GC-induced resolution, abolishing apoptotic phenomena
in the pleural cavity; (iii) injection of Ac2-26, an AnxAl-de-
rived N-terminal peptide, promoted resolution of neutrophilic
inflammation in the pleural cavity, an effect associated with
the induction of neutrophil apoptosis; and (iv) mechanisti-
cally, resolution of neutrophilic inflammation was associated
with activation of apoptotic pathways Bax and caspase-3 and
inhibition of survival pathways Mcl-1, ERK1/2, and NF-«B.
Therefore, we provide strong evidence that AnxAl is a media-
tor of natural and GC-induced resolution of inflammation by
promoting apoptosis of neutrophils in vivo .

AnxAl is a known effector of the resolution of inflamma-
tion, yet its activities have been studied predominantly in the
context of inhibition of leukocyte recruitment, as established
in various models of inflammation [8-12]. Our findings are
first to show the relevance and the dynamics of AnxAl in
driving natural resolution of inflammation in vivo. These
data make substantial contribution to the notion that this
protein acts physiologically to counteract the inflammatory
process [6, 32].

Besides studying pathogenic pathways, it is important to
identify therapeutics that can accelerate and/or activate reso-
lution programs. For instance, the concept that attention
should be paid to identify resolution-safe drugs, in drug dis-
covery programs, against resolution-toxic therapeutics has
been put forward recently (consensus on resolution; see ref.
[5]). As an example, compounds, such as GC and PDE4 inhib-
itors can enhance the resolution of inflammation [22, 23, 33,
34]. Here, we demonstrated that the ability of these com-
pounds to accelerate neutrophilic resolution was associated
with increased accumulation of AnxAl. Several actions of GCs
are thought to be mediated by AnxAl [6], and indeed,
AnxAl-deficient mice are resistant to some of the anti-inflam-
matory effects of GCs [35, 36]. In our experiments, a GC-in-
duced increase of AnxAl expression was associated with reso-
lution of neutrophilic inflammation. More importantly, block-
ade of AnxAl with antibodies or the receptor at which AnxAl
binds with Boc-1 decreased the capacity of GCs to accelerate
resolution of inflammation. Altogether, these studies do show
that AnxAl is important, not only for natural resolution of
inflammation but is also relevant for the proresolutive actions
of certain anti-inflammatory drugs in vivo .

We and others have shown that apoptosis precedes and
plays a major role in the resolution of acute neutrophilic and
eosinophilic inflammation in vivo [2, 3, 18, 19, 22-25, 37]. In-
deed, strategies that prevent apoptosis tend to delay resolution
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of neutrophilic inflammation [38]. The first observation that
AnxAl could induce apoptosis was from studies of McKanna
[39]. Other studies have also shown a correlation between
neutrophil apoptosis and AnxAl expression in vitro [13]. In-
terestingly, overexpression of AnxAl in monocytic U937 cells
induced spontaneous apoptosis of these cells, and this was as-
sociated with activation of caspase-3 [40]. Furthermore, exoge-
nous application of AnxAl to human neutrophils in vitro pro-
moted apoptosis associated with increased calcium concentra-
tions and activation of proapoptotic pathways [41]. However,
no studies have yet established what role AnxAl could play on
PMN apoptosis during the dynamic and integrated process of
resolving inflammation, as in this in vivo model of LPS pleu-
risy. In our hands, treatment with the AnxAl peptide Ac2-26
induced resolution of neutrophilic inflammation, which was
associated with increased apoptosis of these cells and activa-
tion of caspase-3 and the proapoptotic protein Bax. More im-
portantly, blockade of caspases prevented peptide Ac2-26-in-
duced apoptosis and resolution of neutrophilic inflammation.
In line with the latter findings, blockade of endogenous
AnxAl prevented Bax accumulation, neutrophil apoptosis, and
prolonged neutrophil survival. The receptor at which AnxAl
binds to induce its proresolving effects was not investigated
here. However, it is likely that FPR2/ALX is conveying the
proapoptotic effects of AnxAl, as full-length AnxAl binds
FPR2/ALX only [42], and this receptor has recently been re-
ported to mediate the in vivo-inducing, proapoptotic effects of
LXA(4), another FPR2/ALX ligand [43].

It is known that apoptotic neutrophils release AnxAl, which
would then act on macrophages to promote efferocytosis,
hence, removal of apoptotic cells in vitro [15]. Also, macro-
phages treated with GCs secrete AnxAl, which contributes to
the augmented phagocytosis of apoptotic neutrophils [14]. In
our experiments, apoptotic bodies were found inside macro-
phages recovered from the pleural cavity of mice after treat-
ment with peptide Ac2-26 (Fig. 6E), suggesting that an in-
creased uptake of dying cells may also contribute to the
global, proresolving effects. A recent study has shown the abil-
ity of endogenous AnxAl to modulate phagocytosis of apopto-
tic neutrophils in natural, noninflammatory settings, such as in
the bone marrow [44]. Collectively, we propose that during
ongoing inflammation, endogenous and exogenous AnxAl
can exert exquisite modulation on the fate of recruited neu-
trophils by promoting their death by apoptosis, as well as their
safe removal by phagocytes (efferocytosis). Both processes—
apoptosis and efferocytosis—are crucial for resolution and can
be modulated in vivo, as shown here, by AnxAl.

In our experimental settings, resolution of inflammation
and neutrophil apoptosis is associated with an increase of ex-
pression of proapoptotic and inhibition of prosurvival path-
ways. Specifically, we have shown a major role for NF-kB in
mediating survival and permanence of neutrophils [24] and to
play an important role in the proapoptotic mechanisms of
Dexa [23]. In this regard, the capacity of AnxAl to induce
apoptosis in cancer cells was associated with inhibition of
NF-kB [45]. Also, we have been shown that the loss of Mcl-1
contributes to the induction of neutrophil apoptosis caused by
rolipram and PI3K inhibitors [22]. Indeed, in the present
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work, both drugs were able to increase an AnxAl-active band,
and injection of an AnxAl peptidomimetic into the pleural
cavity of mice was accompanied by decreasing levels of Mcl-1.
The relevance of MAPKs for survival in our system has not
been evaluated in great detail, although inhibition of ERKI1/2
is known to promote resolution of carrageenan-induced pleu-
risy by inducing neutrophil apoptosis [29]. Of note, increased
levels of ERK1/2 phosphorylation and NF-kB activity in re-
sponse to LPS are found in AnxAl 7~ macrophages [46]. In
our experiments, strategies that increased AnxAl expression
or administration of AnxAl peptide decreased activation of
NF-kB and ERK1/2 in vivo, and this was associated with an
increase of neutrophil apoptosis. Importantly, blockade of
AnxAl prevented the inhibition of NF-kB and ERK1/2
phosphorylation, as induced by treatment with GCs. In con-
trast with our in vivo results, AnxAl peptide Ac2-26 induces
transient ERK1/2 phosphorylation of macrophages in vitro
[47]. It is difficult at first to reconcile these findings, but
clearly, there are differences in experimental settings (in
vitro vs. in vivo), major cell type studies (macrophages vs.
neutrophils), and kinetics (few minutes vs. few hours).
Moreover, neutrophil numbers decrease after treatment,
suggesting that changes in ERK1/2 phosphorylation could
be a result of the resolution of neutrophils or a result of
downstream events triggered early by AnxAl treatment. Al-
together, our data clearly show that the ability of AnxAl to
regulate the expression and/or activity of NF-kB and
ERK1/2 underlies the proapoptotic and proresolutive ef-
fects of this protein in vivo. This is akin to the effects of
GCs in vivo [48].

Intact AnxAl (387 kDa), the biologically active form of the
protein, is found predominantly on the plasma membrane
of intravascular adherent neutrophils in vivo [49]. Once
neutrophils extravasate into sites of inflammation, the ma-
jority of intact AnxAl is cleaved to its inactive form of 33
kDa. Neutrophil proteases, including elastases and protei-
nase 3, which are found in sites of inflammation, are
thought to be the major contributors to cleave AnxAl [49—
51]. We found here that when neutrophils accumulated in
the pleural cavity, the intact AnxAl band disappeared, and
the AnxAl-cleaved product of 33 kDa was then present.
However, strict monitoring of the kinetics of this model al-
lowed us to establish that at times of resolution of inflam-
mation, the AnxAl-active band was increased and protein
cleavage was minimal. Of interest, compounds, which we
have previously shown to increase resolution of neutrophilic
[22] and eosinophilic [23] inflammation, augmented the
AnxAl-intact band and prevented its degradation, making
us suggest that modulation of endogenous AnxAl might be
a more general mechanism to resolve inflammatory re-
sponses than solely associated with GC treatment. We can
speculate about the possible mechanism by which anti-in-
flammatory drugs increase intact protein and decrease
Anx-Al cleavage. These compounds could be acting to stim-
ulate the release of additional AnxAl (increasing protein
expression or mobilizing the intracellular pool to export
and secretion by influencing AnxAl phosphorylation) [52],
decreasing the appearance or activity of the protease or
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both. Whether steroids and PDE4 inhibitors resolve inflam-
mation and enhance intact AnxAl levels in a similar way is
also not known and clearly deserves further investigation. In
this regard, PDE4 inhibitors, such as rolipram, may act by
releasing endogenous corticosterone [53]. We have shown
that other cAMP mimetics or elevating agents also resolve
neutrophilic inflammation [22], suggesting that cAMP may
contribute to the effects of rolipram.

Cleavage is a way to generate fragments (peptides) with
diverse biological activities. Williams and colleagues [54]
have reported that the 33-kDa N-terminally truncated
AnxAl form, found in the soluble protein fractions of acti-
vated neutrophils, displays proinflammatory effects by pro-
moting ERK1/2 activation and neutrophil transendothelial
migration. In the latter study, neither the full-length pro-
tein of 37 kDa nor the N-terminal 26-aa peptide was able to
activate ERK1/2 [54]. Moreover, the concept that the
cleaved product of AnxAl might be proinflammatory has
been suggested by findings of the 33-kDa form in BAL fluid
samples from cystic fibrosis patients [55]. Of note, a cleav-
age-resistant AnxAl displayed a stronger anti-inflammatory
effect over time compared with the parental protein [50].
In contrast with these potential proinflammatory roles of
AnxAl cleavage products, a recent study using necrotic
PMN demonstrated an inhibitory effect of released AnxAl,
proposing a fail-safe role in dampening overexuberant cellu-
lar reactivity upon cell necrosis in the environment [56]. At
the present, it is unclear what the biological function of
these AnxAl-generated peptides is. It appears that AnxAl
cleavage by protease-armed neutrophils is a mechanism that
over-rides the anti-inflammatory action of the endogenous
protein, including diminished neutrophil transmigration
and induced neutrophil detachment on vascular beds. In
the context of resolution of inflammation, as in our studies,
an intact product was associated with a higher degree of
neutrophil apoptosis and the ensuing resolution.

To conclude, our data demonstrate that endogenous AnxAl
plays a fundamental role in driving natural and GC-induced
resolution of established, acute neutrophilic inflammation in
the pleural cavity of mice. Mechanistically, AnxAl resolves in-
flammation by inducing apoptosis of inflammatory cells, an
effect mediated by activation of caspase-3 and correlated with
loss of Mcl-1, Bax accumulation, and inhibition of ERK1/2
and NF-k pathways. This is the first observation that AnxAl
promotes apoptosis of neutrophils in vivo. Hence, these results
reinforce the idea that AnxAl or its peptidomimetic may rep-
resent a powerful anti-inflammatory strategy for the treatment
of diseases, in which neutrophil accumulation plays a relevant
role.
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