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RESUMO

MACHADO, I. D. Mecanismos moleculares da acdo dos glicocorticoides
enddgenos e da anexina-Al sobre o trafego de neutréfilos: caracterizagdo da
acado sobre os eixos SDF-1a/CXCR4 e IL-17/IL23/G-CSF. 2013. 113f. Tese
(Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo,
Séo Paulo, 2013.

O trafego de leucdcitos € um processo complexo, dependente da acdo de inimeras
substancias quimicas, além da perfeita interacdo celular. Desta forma, este estudo
teve como objetivo avaliar a acdo dos GCe e da ANXA1l sobre o eixo SDF-
1a/CXCR4 e IL-17/1L-23/G-CSF e sobre a expressao de moléculas de adesédo CD18,
CD49d e CD62L. Foram utilizados camundongos machos Balb/C selvagens (WT) ou
ANXA1”. As avaliacdes foram realizadas em condicdes basais, na presenca de altas
concentracbes de GCe e na vigéncia de processo inflamatorio, induzidos pela
administracdo de ACTH (5 upg/animal, i.p.) ou pela injecao de LPS (100 ug/kg, i.p.),
respectivamente, ou na auséncia da acéao dos GCe, pela acdo do RU 38486 (RU, 10
mg/kg, i.p.). A participagdo da ANXA1l e do receptor FPR2 foi avaliada pelo pré-
tratamento com Ac2-26 (1 mg/Kg, i.p.) ou com BOC2 (10 ug/animal, i.p.) durante 4
dias, 1 vez ao dia. A quantificacdo total e diferencial das células foi realizada em
camara de Neubauer e em esfregacos corados por May-Grunwald ou citometria de
fluxo. As quantificacdes de CXCR2, CXCR4, FPR2, CD18, CD49d, CD62L e
maturacdo granulocitica (CD11b/Ly6G) em células da medula e da circulacdo foram
realizadas por citometria de fluxo. A expressao de ANXA1 nos tecidos do estomago
e do baco foi realizada por western blotting e nas células da medula 6ssea e sangue
circulante foi realizada por imunofluorescéncia. As quantificacdes de IL-17, IL-23, G-
CSF, SDF-1a e corticosterona foram realizadas por ELISA. A quimiotaxia de
neutréfilos da medula 6ssea e sangue periférico foi ensaiada na placa de quimiotaxia
com filtro de poro de 8 um. A fagocitose de neutrdéfilos apoptoticos por macréfagos
da medula 6ssea foi avaliada por ensaio in vitro. Para verificar os efeitos do ACTH
na migracdo de neutrofilos no processo inflamatério, foi empregado o modelo de
bolsa de ar (100 ug/mL; LPS); e o comportamento dos leucdcitos circulantes de
animais tratados com ACTH foi avaliado pela técnica de microscopia intravital. Os
resultados obtidos, que estdo apresentados em quatro tematicas, mostraram que: 1)
neutréfilos da medula éssea e sangue periférico expressam ANXAL no citoplasma e
membrana, bem como o receptor FPR2, constitutivamente, e a expressdo de ambos
é regulada pelos GCe. A ANXAL, via receptor FPR2 expresso em células da medula
0ssea, controlam a maturacdo neutrofilica e o trafego destas células da medula
Ossea para 0 sangue. A ANXA1, via interacdo ao FPR2, controla o clearance de
neutroéfilos do sangue para a medula 6ssea, modulando o eixo SDF-1a/CXCR4; 2) A
administracdo do ACTH causa neutrofilia e os neutrdfilos circulantes sdo ANXAL",
CD18", CD49d", CD62L", mostrando que inje¢do do ACTH in vivo altera o fendtipo
destas células na circulacdo. Estas modificagbes alteram o comportamento dos
neutroéfilos na circulagdo, bem como a migracéo para a bolsa de ar na vigéncia de
inflamacéo e para os tecidos de clearance. Estes efeitos podem ser dependentes,
pelo menos em parte, da inibicdo de migracdo orientada, jA que quimiotaxia frente
ao fMLP ou ao SDF-1a estavam reduzidas. Ainda, o clearance de neutrdfilos €
reduzido em animais tratados com o ACTH pela menor atividade fagocitica e
secretora dos macréfagos medulares; 3) Animais tratados com RU 38486 e ANXAL1™”



mobilizam granulécitos da medula Ossea para o sangue circulante e, deste
compartimento para o foco de inflamagédo com maior intensidade que o observado
em animais controles. O eixo IL-17/IL-23/G-CSF parece estar envolvido na
granulopoiese e na mobilizacdo de neutrofilos para o sangue durante a inflamacao,
mas ndo é alvo de acdo da ANXAL e o GCe nesta etapa do processo inflamatorio.
Adicionalmente, foi observado que na vigéncia de peritonite, as moléculas de
adeséo, CD49d e CD62L estdo envolvidas no processo de migracao de neutrofilos
da medula 6ssea para o sangue. Os resultados aqui obtidos permitem concluir que
0s GCe e a ANXAL séo relevantes para granulopoiese e trafego dos neutrofilos da
medula 6ssea em condi¢Bes fisiolégicas e na vigéncia de processo inflamatério.
Ainda, em conjunto com os dados da literatura, os nossos resultados podem sugerir
a participacdo da ANXA1l dos GCe na plasticidade fenotipica dos neutréfilos de
acordo com os estimulos a que sédo submetidos, e podem auxiliar na compreensao
dos novos conceitos sobre a producéo, tempo de vida, localizacdo e funcbes de
neutrofilos.

Palavras-chave: anexina-Al, glicocorticoides endogenos, neutréfilo, ACTH, SDF-
1a/CXCR4, IL-17/1L-23/G-CSF e moléculas de adeséo.



ABSTRACT

MACHADO, I. D. Molecular mechanisms of endogenous glucocorticoid and
annexin-al actions on neutrophil traffic: characterization of this action on the
SDF-1a/CXCR4 e IL-17/1L23/G-CSF axis. 2013. 113p. Thesis (Doctoral) — Faculty of
Pharmaceutical Science, University of Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2013.

The traffic leukocytes is a complex process dependent on the action of severals
chemical mediators, in addition to perfect cell interaction. Therefore, this study aimed
to evaluate the effect of GCe and ANXAL on SDF-1a/CXCR4 and IL-17/IL-23/G-CSF
and on the expression of adhesion molecules CD18, CD49d and CD62L. Balb/C wild
type and ANXA1” male mice were employed. The analysis were performed at
physiological conditions, in the presence of high concentrations of GCe and during of
inflammatory process induced by ACTH administration (5 pg/animal, i.p.) or LPS
injection (100 pg/kg, i.p.), respectively or in the absence of GCe action, by the action
of RU 38486 (RU, 10 mg/kg , i.p.). The involvement of the receptor FPR2 and ANXA1
was assessed by pre-treatment with Ac2-26 (1 mg/kg, i.p.) or BOC2 (10 ug/animal,
I.p.) for 4 days, once a day. The quantification of total and differential cell was
performed in a Neubauer chamber and stained smears by May-Grunwald and flow
cytometry. Quantification of expression of CXCR2, CXCR4, FPR2, CD18, CD49d,
CD62L and granulocytic maturation (CD11b/Ly6G) in the bone marrow and
circulation were performed by flow cytometry. The expression of ANXAL on tissues
was performed by western blotting and on cells from bone marrow and blood by
immunocytochemistry. Quantification of IL-17, IL-23, G-CSF, SDF-la and
corticosterone were performed by ELISA. The chemotaxis of neutrophils from the
bone marrow and blood was tested in the chemotaxis chamber with filter pore of 8
microns. The phagocytosis of apoptotic neutrophils by bone marrow macrophages
was assessed by in vitro assay. To investigate the effects of ACTH in the migration of
neutrophils in the inflammatory process, the model employed was air pouch (100 ug/
ml, LPS), and the behavior of circulating leukocytes from animals treated with ACTH
were evaluated by intravital microscopy. The results obtained, which are presented in
three sections, showed that: 1) neutrophils from the bone marrow and blood
expressed ANXAL in the cytoplasm and membrane, as well as FPR2, constitutively
and the expression of both is regulated by GCe. The ANXAL via FPR2 receptor
expressed in bone marrow cells, controls the neutrophilic maturation and traffic of
these cells from the bone marrow into the blood. The ANXA1 via interaction to FPR2
controls the clearance of neutrophils from the blood to the bone marrow by
modulating the SDF-1a/CXCR4 axis; 2) the administration of ACTH induces
neutrophilia and the circulating neutrophils are ANXA1*, CD18", CD49d" and
CD62L", showing that the injection of ACTH in vivo alters the phenotype of these
cells in the blood. These modifications alter the behavior of neutrophils in the blood,
as well as the migration to the air pouch in the presence of inflammation and to the
tissue clearance, and these effects may be dependent, at least in part, on inhibition
of migration oriented events, as chemotaxis in response to fMLP or SDF-1a were
reduced. Further, the clearance of neutrophils is reduced in animals treated with
ACTH due to the lower phagocytic and secretory activity of medullary macrophages;
3) Animals treated with RU 38486 and ANXA1” mobilize granulocytes from bone
marrow into the blood, and from this compartment to the focus of inflammation with
higher intensity than that observed in the control group. The axis IL-17/IL-23/G-CSF



seems to be involved in granulopoiesis and mobilization of neutrophils into the blood
during inflammation, but it is not the target of action of ANXA1 and GCe at this step
of inflammatory process. Additionally, it was observed that in the presence of
peritonitis, the adhesion molecules, CD49d and CD62L are involved in the migration
of neutrophils from the bone marrow into the blood. The results obtained allow
concluding that the GCe and ANXAL are relevant to the granulopoiesis and the traffic
of neutrophils from bone marrow under physiological conditions and in the presence
of inflammation. Furthermore, together with literature data, the data presented here
may suggest the involvement of ANXAl the GCe in phenotypic plasticity of
neutrophils according to the stimuli that are submitted, and may support to
understand the new concepts of production, half-life, location and function of
neutrophils.

Keywords: annexin-Al, endogenous glucocorticoids, neutrophils, ACTH, SDF-
1a/CXCR4 axis, IL-17/IL-23/G-CSF axis and adhesion molecules.
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1 INTRODUCAO

A mobilizacéo leucocitaria entre os diferentes compartimentos medula 6ssea,
sangue periférico e tecido é um evento fundamental para uma resposta imune
adequada. Os leucdcitos produzidos na medula 6ssea, apos diferentes etapas de
maturacdo e diferenciacdo, sdo mobilizados para o sangue periférico. No entanto,
sabe-se que linfécitos passam por fases de maturacdo e diferenciagcdo em tecidos
periféricos (FINK & HENDRICKS, 2011) e que mondcitos se diferenciam em tipos
distintos de macrofagos, dependendo do microambiente (SERHAN et al.,, 2007;
GORDON, 2007; MANTOVANI et al.,, 2013; RECCHIUTI, 2013). Recentemente,
dados da literatura mostraram que, em certas condi¢des, neutrofilos maduros podem
efetivamente proliferar fora da medula 6ssea em resposta a mediadores quimicos,
como a proteina amiloide sérica A, 0 que pode promover a permanéncia destas
células por maior tempo no tecido (DE SANTO et al., 2010).

No compartimento periférico, os leucdcitos circulam até atingirem o estado de
senescéncia e, posteriormente, migram para os tecidos especificos de clearence,
uma vez que entram em apoptose e sdo fagocitados por células residentes sendo,
em especial, fagocitados por macréfagos (MULLER, 2003; NATHAN, 2006; YONA et
al., 2008; KOLACZKOWSKA & KUBES, 2013). A mobilizacdo leucocitaria €
altamente complexa, e depende da capacidade de resposta das células do estroma
e dos leucdcitos frente a acdo de inUmeras substancias quimicas, como fatores de
crescimento, proliferativos, quimiotaxicos, entre outros, além da perfeita interacédo
celular (PANES et al. 1999, NOURSHARGH & MARELLI-BERG, 2005; DAMAZO et
al., 2006).

Durante o processo inflamatério, o trafego de leucdcitos é modificado e, na
maioria das vezes, 0 que se observa é a exacerbacéo do processo fisiologico, para
gue os leucécitos se locomovam em maior nUmero e com maior velocidade entre os
diferentes compartimentos para alcancarem o sitio de agresséo. Neste contexto, na
reacdo inflamatéria ocorre mobilizacdo celular dos compartimentos de reserva e
recrutamento sequencial destas células no curso do processo — neutréfilos seguidos
pelas células mononucleares e eosindéfilos (KOLACZKOWSKA & KUBES, 2013).

Os neutréfilos sédo indispensaveis para a resposta do hospedeiro e
desempenham papel chave no sistema imune inato, j& que respondem prontamente

a estimulos inflamatdrios, com rapida mobilizacdo da medula para o sangue, o0 que
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permite rapida migracdo para a area lesada. Desequilibrios nestes eventos podem
prejudicar o desenvolvimento da resposta inflamatoria (NATHAN, 2002; HAYHOE et
al., 2006; DUCHENE et al., 2007).

Desta forma, a compreensdo dos mecanismos que controlam o trafego de
neutrofilos em condicbes fisiologicas e patoldgicas é imprescindivel para o
esclarecimento da génese de doencas e intervengBes farmacoldgicas. Esta
afirmacéo tem sido reforcada por novos estudos que quebram paradigmas sobre a
producao, trafego e funcéo dos neutrofilos, pois mostram que diferentes subtipos de
neutréfilos estdo na circulagdo e que estes possuem plasticidade, apresentando
fendtipos distintos em diferentes condi¢des fisioldgicas, como as alteracdes de
idade, e em estados de doencas, como as inflamacfGes de diferentes origens
(TSUDA et al., 2004; DENNY et al., 2010; PILLAY et al., 2010b; 2012; BEYRAU et
al., 2012). Em um recente estudo, Pillay et al. (2010b) mostraram que neutrofilos
podem possuir meia vida maior do que 6 a 8 horas na circulacdo, cerca de 5,4 dias
em humanos e 12,5 horas em camundongos. Ainda, durante um processo
inflamatorio, os neutréfilos tornam-se ativados e seu tempo de meia vida aumenta
varias vezes, 0 que garante a presenca de neutrdfilos sensibilizados no sitio de
inflamagéo (COLOTTA et al., 1992; SUMMERS et al., 2010). Adicionalmente, alguns
estudos sugerem que os neutrofilos podem apresentar transmigracao reversa e re-
entrar na circulacdo, além de ser encontrado em 6rgéaos linfoides e pele (BUCKLEY
et al., 2006; CHATNOVA et al., 2008; WOODFIN et al., 2011; BEYRAU et al., 2012;
KIM & HAYNES, 2012). Em 1984, Gallin reportou a heterogeneidade funcional dos
neutréfilos e, trabalhos mais recentes sedimentaram esta informacdo mostrando
diferentes atividades moduladoras no sistema imune por neutréfilos na vigéncia ou
auséncia de um processo inflamatério, bem como durante a senescéncia desta
célula (TANEJA et al., 2005; OTTEN et al., 2008; PILLAY et al., 2010b; BEYRAU et
al., 2012; PILLAY et al., 2012; SOLANA et al.,, 2012; LI & NG, 2012). Neste
contexto, tém sido demonstrado que neutréfilos no sangue periférico podem regular
a resposta imune gerada na vigéncia de um processo inflamatério pela liberacdo de
citocinas e quimiocinas, além de influenciar diretamente na resposta imune
adaptativa por meio do carreamento de patdgenos aos linfonodos, apresentacéo de
antigenos e modulacdo da resposta dos linfocitos Thl/Th2 (PILLAY et al., 2010b;
PILLAY et al., 2012).
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Os neutrdfilos por muito tempo assumiram o papel de células efetoras da fase
aguda da resposta inflamatéria, no entanto, o papel importante destas células na
fase de resolucdo do processo inflamatorio e restabelecimento da homeostasia tem
sido demonstrado (JAILLON et al., 2013). A resolucdo do processo inflamatério é
importante para o retorno da homeostasia, pois limita a injdria excessiva do tecido e
previne o desenvolvimento de inflamacdes cronicas. Este processo ocorre
primeiramente com a supressdo na liberacdo de mediadores pro-inflamatoérios,
inducdo da secrecdo de mediadores anti-inflamatérios, incluindo IL-10 e TGF-18,
liberacdo de enzimas proteoliticas e mediadores lipidicos. A mudanca para um
ambiente anti-inflamatério facilita a apoptose dos neutrofilos, os quais sao
fagocitados (eferocitose) por macréfagos residentes. Apds a fagocitose, o0s
macrofagos sdo estimulados para a secrecao de altos niveis de mediadores, como
as resolvinas, lipoxinas e sirtuinas (LEE & SURH, 2012; ORTEGA-GOMEZ et al.,
2013).

Os estudos de Matsushima et al. (2013) e Geng et al. (2013) sugerem que o
neutréfilo apresenta um papel chave na resposta imune adaptativa, por se portar
como uma célula apresentadora de antigeno. As caracterizacdes fenotipicas e
funcionais de neutréfilos imaturos Gr-1"9"/CD11b"", neutréfilos bastdes Gr-
1"9"/CD48"" e neutréfilos maduros Gr-1"9"/CD11b™%" obtidos da medula éssea de
camundongos, quando cultivados in vitro e estimulados com GM-CSF, assumem
caracteristicas fenotipicas e funcionais de células dendriticas CD11c* e MHCII*, sem
perder as propriedades neutrofilicas. Neutréfilos dendriticos Gr-17/CD11c”
mostraram atividade fagocitica potente de particulas de latex marcadas, Escherichia
coli-GFP e dextran conjugado a isotiocianato de fluoresceina. Ademais, um fenoétipo
de neutrdfilos reguladores do processo inflamatorio tem sido proposto e
caracterizados como CD16"" CD62L°Y ANXA1*'®, os quais liberam baixas
concentracbes de radicais reativos de oxigénio quando estimulados pelo LPS
(PILLAY et al.,, 2012). Além da interacdo direta com os macrofagos, células
dendriticas, subtipos de linfécitos e secrecdo de mediadores que regulam suas
funcdes, outras evidéncias sugerem a participacdo direta dos neutréfilos na resposta
imune inata e adaptativa, tanto na inducdo como na resolugcdo do processo
inflamatorio (JAILLON et al., 2013).

Em conjunto, os dados apresentados mostram que o controle da producéao e

trafego de neutrofilos representa uma linha de investigagdo importante, em especial
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pelas descri¢cdes recentes das acdes dos neutrdéfilos, que tem quebrado paradigmas
importantes na inducao da inflamacao de origem inata e adquirida.

1.1 Eixo SDF-1a/CXCR4

Os neutrdfilos sdo células produzidas na medula éssea, no compartimento
celular hematopoiético, o qual € suprido principalmente por sinusdides venosos. A
homeostasia do numero de neutrdfilos € mantida pelo equilibrio entre a
granulopoiese, armazenamento na medula O6ssea e mobilizagdo deste
compartimento para o sangue, marginacao intravascular e clearence em diferentes
tecidos. A producdo e diferenciacdo de granulécitos sédo altamente reguladas pela
secrecdo de fatores de transcricdo mieldides, com diferenciacdo a partir de uma
célula progenitora comum (ATHENS, 1963). A populacédo de neutréfilos na medula
O0ssea pode ser subdividida em trés conjuntos: pool de células progenitoras
hematopoiéticas, pool mitético e pool pdés-mitético. O pool de células progenitoras
hematopoiéticas € constituido por células progenitoras indiferenciadas, o pool
mitoético refere-se a populacdo comprometida com a série granulocitica e o pool pos-
mitotico é composto por neutréfilos maduros, o que gera a reserva de células na
medula éssea disponivel para a liberacdo (ATHENS et al., 1961; DANCEY et al.,
1976; BUGL et al.,, 2012). Em condicdbes de homeostasia, para os neutréfilos
maduros atingirem o0 sangue periférico, estes precisam migrar através do endotélio
sinusoidal, o qual separa o compartimento medular do sangue periférico, por
mecanismo unico, transcelular (CAMPBELL, 1972; WEISS, 1970; BURDON et al.,
2008, DIMASI et al., 2013). Na vigéncia de inflamac&o, todo o processo de
recrutamento leucocitario é exacerbado. Apos os neutrofilos desempenharem sua
funcdo, entram em apoptose, e a remocao destes neutrofilos apoptoticos é
importante para a resolucdo do processo inflamatorio (FADOK et al., 1998; LEE &
SURH, 2012; RECCHIUTI, 2013). Neste contexto, tem sido bem caracterizado o
clearance de neutrofilos apoptéticos por fagocitose em um processo nao flogistico,
denominado eferocitose por macréfagos residentes (SAVILL et al., 1989; FADOK et
al., 1998; BURDON et al., 2005; RECCHIUTI, 2013). No entanto, em condi¢des
homeostéticas, o assunto tem sido pouco explorado.
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O trafego de leucdcitos entre os diferentes compartimentos em condicao de
homeostasia é altamente regulado e envolve inUmeras sinalizacdes celulares e
moleculares. Moepps et al. (2000), Lapidot & Kollet (2002), Kucia et al. (2004),
Domanska et al. (2013) mostraram evidéncias da participacdo da a-quimiocina
produzida pelas células estromais, SDF-1a e do receptor CXCR4 na retencéo de
células imaturas e homing das células senescentes para a medula 6ssea. Martin et
al. (2003) mostraram que neutréfilos maduros na medula éssea possuem baixos
niveis de CXCR4 expressos na membrana, porém detectaveis. Interessantemente,
essas células apresentam altos niveis intracelulares deste receptor, sugerindo que
este é expresso na superficie celular e rapidamente internalizado por niveis altos de
SDF-1a no ambiente da medula 6ssea (FURZE & RANKIN, 2008a; 2008b). Tem sido
proposto que neutrdfilos senescentes na corrente sanguinea apresentam reducao
progressiva na expressao de receptores quimiotaxicos, como o CXCR2, e aumento
na expressdo de CXCR4. Logo, com maior habilidade de responder a SDF-1a
presente na medula 6éssea e em 6rgaos de clearence, como o baco, os neutrdéfilos
senescentes retornam a estes tecidos via eixo SDF-1a/CXCR4 (FURZE & RANKIN,
2008a; 2008b; DOMANSKA et al., 2013). Assim, foi proposto um modelo no qual os
macrofagos residentes no estroma da medula 6ssea seriam as células responséaveis
pela remocdo de aproximadamente 30% dos neutrdfilos senescentes que ao
voltarem a medula 6ssea, tornam-se apoptéticos. Nesta condicdo, os macréfagos
secretam concentracfes elevadas de G-CSF, estimulando assim a granulopoiese
(Figura 1) (MARTIN et al.,, 2003; FURZE & RANKIN, 2008a; PITCHFORD et al.,
2009).



25

Figura 1. Mecanismo de producdo, recrutamento e clearance de neutréfilos na
medula 6ssea em condi¢ces de homeostasia.
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Até o ano de 2005, a literatura mostrava que o SDF-1a ligava-se
exclusivamente ao receptor CXCR4, porém neste mesmo ano foi mostrado que esta
quimiocina é capaz de ligar-se ao receptor RDC1, hoje denominado como CXCR7
(BALABANIAN et al., 2005). O receptor CXCR7 é altamente expresso no coracao,
cérebro, baco, rins, pulmdes, testiculos, ovario, tiroide, placenta humana, (EVA &
SPRENGEL, 1993; LIBERT et al., 1998; BURNS et al., 2006; TRIPATHI et al., 2009),
bem como em linfocitos e granuldcitos na medula éssea e monécitos, granuldcitos e
plaguetas no sangue periférico (TARNOWSKI et al., 2010), e esta envolvido na
quimiotaxia, proliferacéo e diferenciacdo celular. No entanto, os dados da literatura
que reportam estes efeitos s&o controversos e preliminares (SANCHEZ-MARTIN et
al., 2013).

Diferentemente do receptor CXCR7, que também é ligante de CXCL11, o
receptor CXCR4 tem como Uunico ligante o SDF-1a, sugerindo que o eixo SDF-
1a/CXCR4 pode desempenhar papel biologico importante. CXCR4 é um receptor de
membrana acoplado a proteina G e é expresso por neutréfilos, progenitores CD347,

megacariocitos, plaquetas, linfécitos B, linfécitos T e células mononucleares
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fagociticas (MARTIN et al, 2003; MARTIN et al., 2006). Este receptor é
extremamente importante para homeostasia, uma vez que a delecdo embrionaria
deste receptor € letal. Entretanto, em animais nocautes para SDF-1a foi evidenciado
que o eixo SDF-10/CXCR4 n&o € o unico sistema de clearance de neutroéfilos, porém
parece ser muito relevante, ja que o transplante de células mieléides CXCR4™, em
animais selvagens, acarretou diminuicdo do homing para a medula 6ssea (MA et al.,
1998; EASH et al., 2009).

A importancia da expressdo de CXCR4 na mobilizacdo de neutrdéfilos da
medula éssea para o sangue periférico tem sido mostrada em diferentes condigdes:
a administracao do antagonista de CXCR4 em camundongos ou em humanos leva a
um rapido aumento no numero de neutroéfilos no sangue periférico, mostrando que o
SDF-1a atua como um fator de retencdo de neutréfilos na medula 6ssea (MARTIN et
al., 2003; HENDRIX et al., 2004); este dado também foi obtido em animais nocautes
para este receptor na linhagem de células mieldides, os quais apresentaram
neutrofilia, com liberacdo de células mieldides imaturas da medula éssea (MA et al.,
1998; EASH et al., 2009); pacientes portadores da sindrome autossdmica recessiva
WHIM, denominada pelas suas principais manifestacdes - Human Papillomavirus
Virus (HPV) induced Warts, Hypogammaglobulinemia, bacterial Infections, and the
pathognomonic Myelokathexis, cuja génese esta ligada a persistente expressao
génica de CXCR4, apresentam neutropenia associada a retencdo de neutréfilos
senescentes na medula Ossea. Este mecanismo estd associado ao quadro de
infeccdes recorrentes e graves nestes individuos (BACHELERIE, 2010).

Em conjunto, os dados apresentados acima mostram evidencias importantes
sobre a participacdo do eixo SDF-1a/CXCR4 no trafego de neutréfilos no organismo.
Considerando a relevancia dos neutréfilos na homeostasia e resposta a agresséo, a
investigacdo da modulacdo deste eixo contribuira para compreensao da génese de

doencas de origens inflamatorias.

1.2 Eixo IL-17/1L-23/G-CSF

O eixo das IL-17/IL-23/G-CSF participa na génese e na resolucdo do
processo inflamatério (GORDY et al, 2011). Em resposta aos estimulos

inflamatorios, macréfagos e células dendriticas produzem IL-23, que estimula
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secrecdo de IL-17 por células Th1l7 que, por sua vez, conduz a niveis elevados de
G-CSF e, consequentemente, ao aumento da granulopoiese (LEY et al., 2006). No
entanto, foi mostrado primeiramente por Fadok et al. (1998) que macréfagos
presentes em tecidos inflamados, com excecdo da medula Ossea, regulam
negativamente a producdo do G-CSF e de quimiocinas apds a fagocitose de células
apoptoticas, promovendo diminuicdo na resposta imune e aumento da resolucdo do
processo inflamatério. Posteriormente, uma série de experimentos realizados por
Stark et al. (2005) mostrou que a ingestao de neutréfilos apoptéticos por macréfagos
teciduais inicia uma cascata de secrecdo de citocinas que, associadas, regula a
producéo e liberacdo de neutrdfilos. Especificamente, apds a ingestdo do agente
lesivo, a secrecédo de IL-23 é reduzida por macrofago, suprimindo a expresséao de IL-
17 por subtipos de linfocitos T teciduais. Esta reducao de IL-17 resulta na diminui¢ao
sistémica de G-CSF que, consequentemente, reduz a granulopoiese na medula
0ssea (LAAN et al., 1999; WITOWSKI et al., 2000; YE et al., 2001; MIYAMOTO et
al., 2003). Desta forma, este é um mecanismo precursor da fase de resolucdo do
processo inflamatoério (STARK et al., 2005).

A regulacdo da granulopoiese pela IL-17 é modulada pela secrecédo de IL-6,
GM-CSF e G-CSF por células hematopoiéticas e células mesenquimais, levando a
producéo e diferenciacdo destas no compartimento medular. Adicionalmente, Krstic
et al. (2012) mostraram que a IL-17 ndo provoca nhenhuma alteracao significativa nas
diferentes atividades funcionais dos granulécitos no sangue periférico de individuos
normais, sugerindo, portanto, que a IL-17 ndo possui capacidade pré-inflamatoria
neste estagio de maturacao granulocitica.

Do exposto fica evidente que os mecanismos que controlam a mobilizacao de
neutrofilos para o sangue em condigbes homeostaticas e de inflamacdo séo
complexos, néo totalmente esclarecidos e dependentes de iniumeros mediadores
guimicos e receptores intracelulares e de membrana (URQUHART et al., 2007). Nos
altimos anos, progressos significativos na compreensdo destes mecanismos tém
sido apresentados e tém evidenciado a importancia de mediadores secretados nao
s6 no compartimento medular, mas também a participagdo marcante de células

secretoras de citocinas nos compartimentos circulatérios e teciduais.
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1.3 Moléculas de Adesao

O recrutamento de leucécitos do sangue periférico para o tecido inflamado é
mediada por uma cascata de eventos bem definida, que se inicia com a captacéo de
leucécitos circulantes, seguindo para o rolling, adesdo as células endoteliais e,
finalmente, a migracdo para o foco inflamatério (HERTER & ZARBOCK, 2013).
Todos estes eventos citados acima envolvem a participacdo de moléculas de
adesdo, as quais ja estdo bem estabelecidas na literatura (LEY et al., 2007;
HERTER & ZARBOCK, 2013). A relevancia das moléculas de adeséo no trafego de
leucocitos para o tecido inflamado é demonstrada em humanos portadores de
defeitos genéticos na biossintese de CD18, cadeia que compde as beta 2 integrinas
em leucdécitos e medeia a adesédo a parede vascular. Estes individuos apresentam
deficiéncia de adeséo leucocitéria, neutrofilia, mas com escassez de neutrofilos no
foco inflamatorio (ETZIONI, 2009).

Diferentemente da participacdo das moléculas de adesdo no trafego de
leucdcitos circulantes do sangue para os tecidos inflamados, que esta muito bem
estabelecida, é pouco conhecido o papel das moléculas de adesdo no endotélio
sinusoidal e em neutrofilos egressos da medula 6ssea. Adicionalmente, os dados
apresentados na literatura sao controversos (LARANGEIRA et al., 2001; BURDON et
al., 2005; HERTER & ZARBOCK, 2013).

O endotélio sinusoidal da medula 6ssea expressa moléculas de adesdo como
VCAM-1, ICAM-1, CD62P e CD62E as quais medeiam a retencédo e distribuicdo de
células hematopoiéticas, especialmente de células progenitoras (SIMMONS et al.,
1992; SCHWEITZER et al., 1996; VOERMANS et al., 2000; DIMITROFF et al., 2001,
PETTY et al., 2009). Os neutrofilos presentes na medula 6ssea e recém-migrados
também expressam uma variedade de moléculas de adesdo. Dados da literatura
mostram que a expressao de VLA-4, um dos principais ligantes para VCAM-1, é
aumentada em neutroéfilos recém-migrados da medula 6ssea. No entanto, a delecéo
de VLA-4 em células hematopoiéticas néo altera o trafego de neutrofilos, sugerindo
que a expressao de VLA-4 é dispensavel na liberacdo de neutréfilos da medula para
o0 sangue periférico (SCOTT et al.,, 2003). A CD18 é altamente expressa em
neutrofilos da medula O0ssea, no entanto a sua participacdo na migracdo de

neutréfilos da medula éssea para o sangue periférico parece nao ser relevante
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(LARANGEIRA et al., 2001; BURDON et al., 2005). Apesar de animais nocautes
para CD18 apresentarem neutrofilia, varios estudos demostraram que este efeito é
secundario, e acontece devido a incapacidade de neutréfilos nocautes para CD18
migrarem para o tecido, o que promove aumento nas secrecdes de IL-17 e G-CSF,
que, como ja descrito, estimulam a granulopoiese e liberacdo de neutrofilos da
medula 6ssea (DAY & LINK, 2012). Da mesma forma que para CD18, os dados
sobre a participacédo de CD62L no processo ainda € controverso. Foi proposto que a
CD62L, expressa em neutrofilos e mediadora do comportamento rolling, € clivada
nas células polimorfonucleares enquanto os leucécitos se movem do compartimento
hematopoiético para o sinuséide venoso da medula 6ssea, controlando a distribuicdo
de polimorfonucleares (ROGOWSKI et al., 1998; KASSIRER et al., 1999).
Associados, estes dados sugerem que a CD62L atua como um sinal de retencéo
para os neutrofilos da medula (DAY & LINK, 2012). Por outro lado, foi demonstrado
que a inibicdo da atividade da enzima responsavel pela clivagem da CD62L, uma
metaloprotease de membrana, ndo modificou a migracdo de neutrofilos da medula
O0ssea (BURDON et al., 2005). Adicionalmente, animais deficientes de CD62L
apresentam trafego de neutrofilos normal entre os compartimentos medula éssea e
sangue periférico (ROBINSON et al., 1999; ARBONES et al., 1994), demonstrado,
assim, que a CD62L nao é essencial para migracdo de células entre os
compartimentos medula éssea e sangue periférico.

Com base na incipiéncia de dados na literatura, estudos complementares sao
necessarios para o esclarecimento da participacdo das moléculas de adesdo na
mobilizacdo neutrofilica da medula éssea para o sangue periférico.

1.4 Glicocorticoides e anexina-Al

Contribuindo para complexidade da producdo e mobilizacdo dos neutrofilos
descrita acima, o processo €, ainda, controlado por moduladores endégenos,
secretados em condicoes de homeostasia e inflamagdo. Neste contexto, o eixo
hipotalamico-pituitario-adrenal, mais particularmente a glandula adrenal, constitui
uma via do sistema endoécrino dos mamiferos neste processo. A principal funcao do
cortex adrenal é a producdo de GCe e mineralocorticoides a partir de colesterol, sob

influéncia do ACTH (Figura 2). Em circunstancias normais, sua atividade é
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fortemente regulada, com mudancas na secrecédo dos GCs, de acordo com o ritmo
circadiano e em condicbes de estresse (JOHN et al., 2007). Os hormonios adrenais
desempenham papel importante na resposta ao estresse e na homeostasia
(MCEWEN, 2007). Os GCs modulam varias funcdes metabdlicas, imunoldgicas e
inflamatorias, sendo muito bem demonstrada a modulagcdo endégena dos GC sobre
a inflamacado e a potente acéo farmacoldgica dos compostos sintéticos, sendo que
estes Ultimos sdo amplamente empregados na clinica médica (KIRWAN, 1995;
MAKRYGIANNAKIS et al., 2006).

Figura 2. Comunicacao bidirecional entre o sistema imune e o eixo hipotalamico-
pituitario-adrenal.
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Citocinas pro-inflamatérias, como TNF-q, IL-1 e IL-6, estimulam a liberacdo de GC por atuarem nos
trés niveis do eixo hipotalamico-pituitario-adrenal (linhas azuis). Contrariamente, os GCs regulam
negativamente o0 sistema imune com a supressdo da sintese e liberacdo de citocinas pré-
inflamatérias (linha tracejada vermelha).

Fonte: adaptado de Silverman & Sternberg (2012).

No processo inflamatério, os GCe modulam os diferentes eventos envolvidos

Nno processo, Como a quimiotaxia, fagocitose, permeabilidade vascular, expresséo de
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moléculas de adesdo (FILEP et al, 1997; NAKAGAWA et al, 1999;
TORSTEINSDOTTIR et al., 1999; WEBER et al., 2004, CAVALCANTI et al., 2006;
2007; GENEDANI et al., 2008); a mobilizacdo de neutrofilos, secrecdo de
mediadores quimicos, entre outros (FLOWER et al.,, 1986; MORAES et al., 1987,
ABE et al., 1995; ROVAI et al., 1998; LEECH et al., 2000; GENEDANI et al., 2008).
Os GCs e outros hormonios esteroides modulam a resposta imune adaptativa, como
por exemplo, inducdo de apoptose em células T e mudanca de resposta celular de
Thl para Th2, com alteracdo no perfil de citocinas secretadas (BUTTS et al., 2011).

A concentracdo intracelular de GC n&o depende somente da concentracao
extracelular disponivel, mas sim do metabolismo local dos GCs, o que determina a
concentracdo intracelular de esteroides. A biodisponibilidade de GC biologicamente
ativo € controlada pela 11B-hidroxiesteroide desidrogenase (11HSD), a qual possui
duas isoformas 11HSD1 e 11HDS2. A isoforma 11HSD2 age exclusivamente como
uma desidrogenase, a qual converte o GC biologicamente ativo, o cortisol e a
corticosterona, em derivados inativos 11-oxo derivado, cortisona e 11-
deidrocorticosterona, respectivamente, enquanto a 11HSD1 predominantemente
medeia a reducao do 11-oxo derivado (DRAPER & STEWART, 2005).

O receptor citoplasmatico de glicocorticéide (NR3C1, GR) é um receptor
nuclear pertencente a superfamilia de receptores de hormonios/esteroides. Até o
momento, esta bem descrito que os efeitos anti-inflamatérios dos GCe (cortisol em
humanos e corticosterona em roedores) e sintéticos sdo mediados pelo GR, apesar
de haver descricbes de interacdes hormonais com as membranas celulares, quer
sejam por interacdes fisicas ou por receptores recém descritos, ou mesmo por acdes
intracelulares ndo dependentes de transcricdo génica (ALMAWI & MELEMEDJIAN,
2002; DE BOSSCHER et. Al., 2010; RATMAN et al., 2013). O GR é um complexo de
multi proteinas, contendo diversas proteinas do tipo heat-shock (Hsp), como Hsp90,
Hsp70, Hsp56 e Hsp40, além das imunofilinas, proteinas chaperonas (como p23 e
Src) e diversas quinases (ex. MAPK) sinalizam o sistema (CAVALCANTI et al., 2007;
STAHN, 2007). O GR consiste de trés dominios diferentes com varias fun¢des: um
dominio N-terminal, um dominio ligado ao DNA e um dominio carboxi-terminal
responsavel pela ligacdo ao horménio. O splicing alternativo do gene que transcreve
o0 GR gera varias variantes deste receptor, sendo a isoforma GRa a variante mais
expressa e a isoforma GRP a variante de menor expressdo. A isoforma GR[f

apresenta uma alteracdo no dominio carboxi-terminal da proteina de modo que se
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torna incapaz de ligar-se GCs. No entanto, GRp retém a capacidade de ligar-se ao
DNA e tem sido demonstrado que atua como um inibidor negativo da isoforma
dominante GRa. Assim, visto que a maioria dos efeitos dos GCs é exercida através
do GRa, a partir deste ponto os mecanismos e efeitos descritos sdo referentes a
esta isoforma (DE CASTRO et al., 1996; OAKLEY et al., 1999; YUDT et al., 2003).
Apés a ligacdo do agonista ao receptor, ocorre o desacoplamento das proteinas
ligadas ao receptor e o complexo horménio-receptor é translocado para o nucleo,
onde se liga a sequéncias especificas do DNA, denominadas GREs (ALMAWI &
MELEMEDJIAN, 2002; LU & CIDLOWSKI, 2004). Até entdo, a ativacdo génica pelo
GR era descrita como a ligacao de um homodimero aos GRES, porém recentemente
foi demonstrado que a ligacdo do complexo GC-GR aos GRESs necessita de um fator
transcripcional adjacente formando um complexo com os GREs (NIXON et al.,
2012). A ligacdo do GC-GR aos GREs resulta na indugéo de sintese de mediadores
anti-inflamatoérios, como a ANXA1l, IkBa, DUSP-1, GILZ, além de proteinas
regulatorias importantes para o metabolismo, como as enzimas envolvidas na
gliconeogénese. Este mecanismo de ativacdo do GR e, consequente, sintese de
proteinas € denominado de “transativagdo” e tem sido atribuido como um dos
principais responsaveis pelos numerosos efeitos anti-inflamatérios dos GC
(SCHACKE et al., 2002). Esta afirmacdo esta baseada em trabalhos experimentais
gue empregaram o antagonista do GR, o RU-38486, que impede a ligacdo do
agonista ao receptor e de inibidores da transcricdo génica abolindo os efeitos
gendmicos dos GC (LUI et al., 2005; LONG et al., 2005; CAVALCANTI et al., 2007;
GREGORY et al. 2009). A via alternativa de mecanismo gendmico dos GCs é a
inibicdo da transcricdo de genes, a qual € chamada de “transrepressao” e baseia-se
na interacdo fisica do GR com GRE negativos ou fatores de transcricdo, como NF-
kKB, AP-1, CREB, NF-AT, STAT6, IRF3, STAT3, GATA-3 e t-Bet, que inibem a
expressdo génica de mediadores inflamatorios (SAKAI et al., 1988). No entanto, o
exato papel dos GREs negativos na mediacdo dos efeitos dos GCs ndo esta bem
esclarecido. Sabe-se que monémeros do complexo GC/GR interagem direta ou
indiretamente com fatores de transcricdo; o complexo pode desacoplar o fator de
transcricdo de GRE negativo; e pode ocorrer a competicdo entre GC/GR e o fator de
transcricdo ou co-ativadores nucleares (Figura 3) (SILVERMAN & STERNBERG,
2012; RATMAN et al., 2013; OAKLEY et al., 2013). Neste contexto, os GCs inibem a
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translocacdo nuclear e a funcéo de fatores de transcricdo suprimindo a sintese de
mediadores inflamatorios, incluindo citocinas e prostaglandinas.

Outros mecanismos de interesse que contribuem para a acdo dos GCs sao 0s
mecanismos de acdo ndo gendmicos, que inclui a regulacdo da MAPK, a interacéo
direta com a membrana de forma independente a ligacdo ao GR e através da
ligacdo ao GR localizado na membrana, os quais induzem efeitos anti-inflamatorios
rapidos (Figura 3) (SONG & BUTTGEREIT, 2006; LOWENBERG et al.,, 2007
STREHL et al., 2011). Estes mecanismos sao necessarios para a inducdo de uma
rapida resposta ao estresse (GROENEWEG et al., 2012).

Figura 3. Mecanismos de acao dos glicocorticoides.
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Fonte: Adaptado de Ratman et al. (2013).

O nosso grupo de pesquisa mostrou que os GCe modulam a migracado dos
neutrofilos em condi¢cdes basais e em processos inflamatorios, por interferir, pelo
menos em parte, na interacéo leucdécito-endotélio e na expressdao de moléculas de
adesao envolvidas neste processo por meio de mecanismo mediado pelo receptor
citosolico (FARSKY et al., 1995; CAVALCANTI et al., 2006; 2007). Mais

recentemente, temos mostrado a participacdo da ANXAL, que como j4 descrito, €
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uma proteina secretada por alguns tipos celulares, entre os quais os neutrdfilos,
apos estimulacao pelos GC, no trdfego de neutrofilos entre a medula e o sangue
(DALLI et al., 2012a).

Em 1972, Flower et al. mostraram que de todos os anti-inflamatoérios, somente
0S nao esteroidais eram capazes de bloquear a produgéo de prostaglandinas em um
sistema sem a presenca de células. Apesar dos GCs constituirem a classe de anti-
inflamatorios mais potentes, eram completamente inativos neste sistema. No
entanto, logo surgiram trabalhos que mostraram que os GCs inibiam a secrecéo de
prostaglandinas. Assim, surgiu o0 questionamento de qual mecanismo estaria
envolvido na agao dos GCs e, adicionalmente, neste mesmo trabalho, foi langado o
conceito de que o efeito dos GCs era dependente de transcricdo génica e sintese de
proteina, e que estes farmacos ndo possuiam uma acado direta. Logo mais tarde,
Blackwell et al. (1980) mostram que a agdo dos GCs ocorria via um segundo
mensageiro, a macrocortina, a qual inibia a PLA2. Em 1986, Pepinsky et al.
caracterizam a estrutura, expressao génica e proteica da lipocortina 1. Outras
moléculas com estrutura e atividades biologicas semelhantes foram relatadas por
outros laboratérios, como a renomodulina e a lipomodulina, porém ao longo dos
estudos e, em comparacdo com a lipocortina 1, constataram que todas as
moléculas eram estruturalmente ou imunologicamente relacionadas (DI ROSA et al.,
1984). Assim, para haver um consenso geral entre os grupos envolvidos,
CRUMPTON & DEDMAN (1990), com base em todos os estudos realizados
determinaram a renomeac¢&o da molécula em questdo para ANXAL.

ANXAL1 é uma proteina de 37 kDa e membro da superfamilia das proteinas
anexina que se ligam com alta afinidade em fosfolipidios na presenca de Ca™. As
anexinas sdo caracterizadas estruturalmente por dois dominios: uma pequena
regidao N-terminal, variando em comprimento e composi¢ao, e um dominio central, C-
terminal, formado por quatro ou oito dobras repetidas de uma sequéncia conservada
de aproximadamente 70 aminoacidos (RAYNAL & POLLARD, 1994). Existem 13
proteinas anexinas identificadas em mamiferos, e cada uma possui funcgbes
bioldgicas especificas (GERKE et al.,, 2005). A sintese da ANXAl é regulada
principalmente pelos GCs, e € uma proteina importante na acéo anti-inflamatoria dos
GC, inclusive dos GCe (Figura 4) (WEIN et al., 2004; SOLITO et al.,, 2006;
PERRETTI & D'ACQUISTO, 2009). Em condi¢des basais, ANXAL é encontrada no

citoplasma de neutrdfilos, macréfagos e mondcitos de humanos e murinos. Ja4 em
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condicdes de ativacdo celular, a ANXALl é rapidamente mobilizada do citoplasma
para a membrana, sendo secretada. O mecanismo envolvido na rapida
externalizacdo da ANXA1l é dependente do tipo celular envolvido, no caso de
neutréfilos humanos, mais de 60% da quantidade de ANXA1 citoplasmatica é
armazenada em granulos de gelatinase, os quais podem ser rapidamente
mobilizados para a membrana quando a célula é exposta a um quimioatraente ou
durante a adesdo ao endotélio vascular ativado (PERRETTI et al., 1996; VONG et
al.,, 2007). A ANXA1l liga-se a um receptor de sete dominios transmembrana
acoplado a proteina G, o FPR2 (formyl peptide receptor 2, também conhecido como
ALXR em humanos), que também € o receptor para a molécula anti-inflamatéria
lipoxina A4. A ANXAL pode atuar de forma autdcrina, paracrina e justacrina, sendo
esta Ultima o mecanismo mais plausivel da acdo desta proteina em condicdes
inflamatérias (MORAND et al., 1995; PERRETTI, et al., 2000; MULLA, et al., 2005).

Figura 4. Via de inducdo de expressédo de ANXA1 pelos GCs.
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Fonte: Modificado de Yang et al. (2013)

Estudos utilizando diferentes modelos experimentais de inflamagéo tém
demonstrado que a administracdo de ANXAl ou seus peptideos biologicamente
ativos (ex. Ac2-26, Ac2-12 e Acl-188), que possuem a regido N-terminal, resulta na
potente inibicdo da migragdo de neutrofilos para o foco inflamatorio, bem como a
secrecdo de mediadores inflamatérios (CIRINO et al., 1989; PERRETTI & FLOWER,
1993; PERRETTI & FLOWER, 2004; LIM & PERVAIZ, 2007; GIROL et al., 2013).
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Estes efeitos observados in vivo foram comprovados por analises in vitro, as quais
mostraram que a ANXAL ou peptideos bioativos derivados inibiram a aderéncia de
neutrofilos e a transmigracdo através de monocamadas de células endoteliais
(WALTHER et al., 2000; ZOUKI et al., 2000; HAYHOE et al., 2006). A atuacédo da
ANXA1l estd relacionada a sua capacidade de interagir com as membranas
celulares, por mecanismo justacrino, como citado anteriormente. Esta interacdo é
reversivel e regulada especialmente por modificacbes pds-translacionais, como a
fosforilacdo, principalmente, da por¢do N-terminal (SCHLAEPFER & HAIGLER,
1987). PEPINSKY & SINCLAIR (1986) descreveram a fosforilagdo da ANXAl
proximo a regido N-terminal, no residuo tirosina 21 pela proteina tirosina quinase do
receptor do fator de crescimento epidermal (EGF-R), o que esta relacionado com
guimiotaxia, remodelamento vascular e proliferacdo vascular (Figura 5) (FARKAS et
al., 1994, DE COUPADE et al., 2000; CROXTALL et al., 2000; JOHN et al., 2004).
Foi também demonstrado que a ANXA1 é fosforilada pela proteina quinase C (PKC),
nos residuos treonina 41, treonina 24, serina 28, mas principalmente no residuo
serina 27, o qual esta relacionado com a translocacdo da ANXAL do citoplasma para
a membrana (SOLITO et al., 2003), secrecdo de horménios (JOHN et al., 2004) e
agregacdo de vesiculas (Figura 5) (WANG & CREUTZ, 1992). Ainda, a ANXAl
também é fosforilada pela PKA no residuo treonina 216, porém esta fosforilacao
ocorre na regido C-terminal (SCHLAEPFER & HAIGLER, 1988; VARTICOVSKI et
al., 1988). Em 2004, uma nova proteina quinase envolvida na fosforilacdo ANXA1 foi
identificada por Dorovkov & Ryazanov, a proteina quinase do canal receptor de
potencial transiente M7 (TRPM7 - Chakl), a qual é responséavel pela fosforilacdo do
residuo serina 5 (Figura 5). Um estudo caracterizou o0 complexo
TRPM7/ANXA1/Mg™ como uma nova via de sinalizacdo da bradicinina, porém esta
via ndo esta completamente elucidada. Adicionalmente a este estudo, o residuo
serina 5 possui um papel crucial na translocacdo da ANXA1 para a membrana por
facilitar a ligagdo da ANXAL a proteina ligante de calcio (S100A11) (CALLERA et al.,
2009; DOROVKOV et al., 2011).
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Figura 5. Principais efeitos da fosforilagdo ANXAL nos residuos caracterizados.
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Fonte: Modificado de D’Acunto et al. (2013).

As propriedades anti-inflamatdrias da ANXAL estéo relacionadas a inibicdo da
PLA2. Solito et al. (1998) confirmaram a relacédo entre a ANXA1 enddgena e a PLA2
por meio de ensaios realizados com a linhagem de mondécitos U-937, os quais foram
transfectados com o cDNA sense e antisense para a ANXAl. As células
transfectadas com o clone antisense apresentaram uma alta atividade a PLA2 e
baixa expressdo da ANXA1 gquando comparadas aquelas transfectadas com o clone
sense. A inibichio da PLA2 implica no blogueio da sintese de mediadores
inflamatorios lipidicos e na regulacdo do processo inflamatorio (PARENTE &
SOLITO, 2004; YAZID et al., 2012). Outras enzimas envolvidas na inflamacéo, além
de PLA2, sdo reguladas pela acdo da ANXALl na vigéncia de um processo
inflamatorio. Wu et al. (1995) demonstraram que a administracdo de um anticorpo
policlonal contra a proteina ANXA1 bloqueou a inibicdo da INOS, responsavel pela
producédo de NO, em ratos com septicemia tratados com dexametasona. Além disso,
a dexametasona e o peptideo biologicamente ativo (Ac2-26) inibiram a inducdo de

INOS em macréfagos estimulados com LPS. A dexametasona também inibiu a
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inducdo da ciclo-oxigenase-2 (COX-2), e a administragdo do anticorpo anti-ANXA1
ndo aboliu este efeito. Assim, a dexamentasona inibe a INOS via ANXA1, porém a
inibicdo da COX-2 ocorre independentemente da ANXAL.

Alguns dos efeitos anti-inflamatérios da ANXA1l podem ser mediados pela
liberacdo de interleucina 10 (IL-10) (FERLAZZO et al.,, 2003). Os resultados
mostraram que em macréfagos estimulados com LPS e tratados com ANXAl
recombinante apresentaram aumento na secrecdo de IL-10, de forma dose-
dependente. A IL-10 € uma citocina anti-inflamatéria capaz de inibir a expressao
proteica e génica da COX-2 (MERTZ et al., 1994) e iINOS (CUNHA et al., 1992) e,
adicionalmente, inibe a producgéo de IL-12 (D’ANDREA et al., 1993). A inibig&o de IL-
12 é mecanismo complementar da acdo da ANXAL, ja que proteina inibe a secrecao
de IL-2 e interferon-y (IFN-y) produzidos por células Thl e macrofagos
(D’ACQUISTO et al., 2007a; 2007b).

Ja estd bem estabelecida na literatura que uma das principais acdes anti-
inflamatoérias dos GCs é a habilidade de inibir a migracdo dos leucdcitos, sendo que
este efeito € mediado tanto pela ANXAL, quanto pelos peptideos bioativos gerados
da porcao N-terminal desta proteina, particularmente o Ac2-26. Estudos utilizando o
modelo de isquemia/reperfusdo mostraram o efeito protetor da ANXALl e de seus
peptideos miméticos no dano no miocardio dependente da migracdo de leucécitos
(D’AMICO et al., 2000; LA et al.,, 2001) e, ainda, este efeito esta relacionado a
reducdo da atividade da mieloperoxidase e aos niveis de interleucina 13 (IL-1p).
Walther et al. (2000) sugeriram que a porcdo N-terminal da ANXAL e dos peptideos
bioativos da ANXAL ligam ao FPR dos neutréfilos, o que desencadeia alteracdes na
concentracdo de calcio intracelular sem ativar a via da MAPK, dessensibilizando
estas células a quimioatraentes e inibindo a transmigracdo endotelial (CHIANG &
SERHAN, 2006). Esta hipotese foi confirmada, pois o tratamento farmacolégico com
BOC2, antagonista nao seletivo de receptor FPR, aboliu o efeito inibidor da ANXA1 e
dos peptideos na migragdo de neutroéfilos. Ainda, trabalhos utilizando a técnica de
microscopia intravital mostram que animais deficientes de ANXA1 apresentam maior
migracao de neutrofilos frente ao zymosan (CHATTERJEE et al., 2005; YAZID et al.,
2010), no entanto a administragdo de ANXA1 recombinante ou o peptideo Ac2-26
em animais WT submetidos a isquemia/reperfusdo ou LPS reverte o niamero de
leucocitos aderidos e migrados (GAVINS et al.,, 2003; DUFTON et al.,, 2010;
ALLCOCK et al, 2001; GAVINS et al. 2012). De fato, a ANXA1 altera a quimiotaxia
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de neutrofilos por aumentar o influxo de Ca™ e induzir a clivagem de CD62L
(SOLITO et al., 2003; DUFTON & PERRETTI, 2010).

Varios mecanismos contribuem para a resolucdo do processo inflamatorio,
entre eles, estd a apoptose de células inflamatdrias e a sua remocao do sitio
inflamatdrio por macrofagos, o que leva a secrecdo de mediadores anti-inflamatorios
(SAVILL, 1997; SAVILL et al., 2002; ORTEGA-GOMEZ et al., 2013). Os GCs e
ANXA1 desempenham funcfes importantes nestes processos biolégicos destinados
a restaurar a homeostasia. De fato, a ANXAl é um importante mediador na
sinalizacdo de eat me do neutrofilo apoptético com os receptores no macrofago,
sendo responsavel, por exemplo, pela ligacdo da fosfatidil serina ao seu receptor
(ARUR et al., 2003). Com base nestes dados, nosso grupo tem pesquisado 0s
mecanismos moleculares e celulares dos GCe e ANXAL envolvidos na modulacdo
da migracao de neutrdéfilos da medula éssea para o sangue periférico, e deste para o
tecido em condi¢Bes basais e inflamatdrias. Recentemente, n6s mostramos que em
animais deficientes de ANXA1 ocorre acimulo de neutréfilos CXCR4" na medula
0ssea e que estes refletem neutrofilos senescentes que migraram do sangue para a
medula e ndo foram eficientemente fagocitados por macréfagos medulares (DALLI et
al., 2012a). Este ultimo mostra que a ANXA1 pode ser uma proteina relevante para o
controle do trafego de neutréfilos da medula para o sangue e deste de volta para a
medula, jA& que os dados apresentados acima foram obtidos em condi¢cdes de
homeostasia. Adicionalmente, animais geneticamente deficientes de ANXAl
apresentam numeros elevados de neutréfilos maduros na medula 6ssea e neutrofilia
(DALLI et al., 2012a).

Do exposto acima fica evidente que o controle do trafego de neutréfilos entre
a medula e o sangue é complexo, ainda nao totalmente esclarecido e que os GCe
exercem papel neste processo. Nosso grupo tem contribuido para esta literatura,
mostrando o envolvimento dos GCe, via ANXALl, na expressdo de moléculas de
adesao e, dados mais recentes sugerem a acdo da ANXA1l sobre o eixo SDF-
10/CXCRA4.
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2 OBJETIVOS

A literatura anteriormente foi descrita no sentido de contextualizar a
importancia dos neutrofilos nos diferentes compartimentos endégenos em processos
gue regulam a homeostasia e para a defesa do organismo ao trauma. A manutencao
destes nos compartimentos € complexa, altamente mediada por substancias
enddgenas. Neste contexto, se destacam o eixo HPA e a proteina ANXAL,
secretada pelos GC. Assim, no presente trabalho foram investigadas as vias de
controle do trafego de neutrofilos da medula 6ssea, bem como o perfil molecular das
células recrutadas para o0 sangue, a saber: 1) investigar o controle da proteina
ANXA1l sobre o eixo SDF-1a/CXCR4/CXCR2; 2) avaliar o perfil molecular de
neutrofilos circulantes recrutados pela acdo do ACTH; 3) verificar o papel da ANXAL

sobre o eixo IL-23/IL-17/G-CSF na vigéncia de inflamacéo.



41

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos Balb/C selvagens (WT) machos pesando
entre 25 e 35 g. Os animais foram fornecidos pelo Biotério da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas — USP. Adicionalmente foram empregados camundongos Balb/C
nocautes machos para o gene de anexina-Al (ANXA1™), gerados a partir de
matrizes gentiimente cedidas pelo Dr. Rod Flower (Willam Harvey Research
Instititute of London). Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno, em
salas com controle de temperatura (22-25 °C), umidade constante (60%) e ciclos
controlados (claro/escuro 12 horas cada), tendo racdo e agua ad libitum. Anestesia
(cloridrato de ketamina 77mg/kg/cloridrato de xilazina, 7mg/kg). Todos o0s
experimentos foram realizados de acordo com o0s Principios Eticos de
Experimentacdo Animal recomendados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em
Animais de Laboratério (SBCAL). Este projeto foi aprovado pela Comissio de Etica
no Uso de Animais da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de
Sédo Paulo sob n°® CEUA/FCF/285), bem como foi aprovado pela Comissao Interna

de Biosseguranga (CIBio).
3.2 Tratamentos Farmacoldgicos
3.2.1 RU 38486

Os camundongos Balb/C WT foram tratados com um esterdide sintético (1783-
hidroxi-11B-(4-dimetil-amino-fenil)-17a-(prop-1-enil)-estra-4,9-dien-3-on), nomeado
de RU 38486. Esta substancia apresenta alta afinidade pelos GR e progesterona
atuando, exclusivamente, como antagonista dessas substancias (MOGUILEWSKY &
PHILBERT, 1984). O RU 38486 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foi dissolvido
em uma mistura de salina isotonica, carboximetilcelulose (2 mg/mL em salina
isotonica) e tween 80 (2 gts/mL da solucdo preparada).

Esta solucdo foi administrada por via intraperitoneal (10 mg/kg) nos

camundongos WT 24 horas e 2 horas antes da administracdo do ACTH ou do LPS.
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3.2.2 ACTH

Para induzir o aumento de GCe na circulacdo, foi empregado a administracéo
i.p. de ACTH, segundo descrito por (HARRIS et al., 1995; LILES et al.,, 1997,
WEBER et al.,, 2001, 2004). Os animais foram tratados com 5 pg de ACTH
(Synacthen®Depot, Novartis, Basel, Switzerland), em dose Unica, via i.p., duas horas
apos a ultima injecdo de RU 38486. O ACTH foi dissolvido em uma solucédo de
tampéo fosfato salina (PBS; NaCl 125mM, KCI 5mM, Na,HPO, 8mM, NaH,;PO,4
2mM). Animais do grupo controle receberam volume idéntico do veiculo utilizado na
solubilizagdo do ACTH, pela mesma via de administragdo. Quatro horas mais tarde
da administracdo de ACTH ou do veiculo, os animais foram anestesiados e as

amostras de sangue e medula 6ssea foram coletadas.
3.2.3 B0OC2

Os camundongos Balb/C selvagens foram tratados com N-t-butiloxicarbonil-
Fe-Fe-Dleu-Dleu-Fe, nomeado de BOC2, o qual foi gentilmente cedido pela Dra
SoOnia Maria Oliani. Esta substancia apresenta alta afinidade pelos receptores FPRs,
exclusivamente, como antagonista ndo seletivo dessas substancias (KHAU et al.,
2011; GAVINS et al.,, 2012; GIROL et al., 2013). O BOC2 (ICN Pharmaceuticals,
Basingstoke, U.K.) foi dissolvido em uma mistura de salina isotdnica e etanol 10%.
Esta solucdo foi administrada por via intraperitoneal (10 pg/animal) nos
camundongos selvagens durante 4 dias, 1 vez ao dia. Este protocolo de tratamento
foi baseado nos trabalhos de Gastardelo et al. (2009), Gavins et al. (2012) e Girol et
al. (2013).

3.2.4 Ac2-26

Os camundongos Balb/C selvagens e nocautes para ANXA1 foram tratados
com o peptideo Ac2-26, o qual foi gentilmente cedido pela Dra Soénia Maria Oliani.
Este peptideo € a porcdo N-terminal efetora da proteina ANXA1, o qual desempenha
a funcéo anti-inflamatéria em diferentes modelos testados (PERRETTI et al., 1993;
PERRETTI & FLOWER, 1993; GIROL et al., 2013). O peptideo Ac2-26 (China

Peptides Co. LY, Shanghai, CN) foi dissolvido em uma mistura de salina isotdnica, a
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qual foi administrada por via intraperitoneal (1 mg/kg) nos camundongos selvagens e
ANXA1” durante 4 dias, 1 vez ao dia. Este protocolo de tratamento foi baseado nos
trabalhos de La et al. (2001), Teixeira et al. (2013) e Girol et al. (2013).

3.3 Inducgéo da inflamacgéo pelo LPS

O lipopolissacarideo de E. coli (LPS, 100 ug/kg, i.p., E. coli ATC 026B6,
Sigma Aldrich) foi dissolvido em solucéo tampéao fosfato salina (PBS) e administrado

via i.p.
3.4 Obtencao de amostras biolégicas
3.4.1 Coleta de sangue circulante e medula 6ssea

O sangue circulante em condicdo nao inflamatéria foi obtido através da
puncdo da aorta abdominal, porém em condicdo inflamatoéria o sangue circulante foi
obtido através da seccao da artéria subclavia exposta previamente, uma vez que o
processo inflamatorio foi induzido no periténio inviabilizando a coleta pela artéria
abdominal. O EDTA (Solugdo 2%; Sigma Aldrich) foi empregado como
anticoagulante. Ap6s a aquisicdo das células do sangue circulante, as células da
medula 6ssea foram obtidas pela vivisseccéo para retirada do fémur, mantendo as
epifises preservadas. Apds a extracdo, as epifises foram removidas e o canal
medular foi perfundido 3 vezes com 2 mL de meio DMEM (Meio de Eagle modificado
por Dulbecco, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA), utilizando-se seringa de 1mL e
agulha de calibre 26 mm. A suspensao celular foi transferida para tubos falcon,
cuidadosamente homogeneizada com pipeta tipo Pasteur e mantida em banho de

gelo.
3.4.2 Coleta do lavado peritoneal

Os camundongos Balb/C selvagens foram tratados com RU 38486 ou veiculo,
conforme método descrito no item 3.2.1, e animais ANXA1” ou Balb/C selvagens
receberam 1mL de uma solugédo de LPS 100 pg/Kg, via i.p. Ap6s um periodo de 4
horas, os animais foram anestesiados e eutanaziados. Posteriormente, 3 mL de PBS
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foram injetados no peritonio. Essa suspensao foi coletada, centrifugada por 10 min a
4°C e 1500rpm. O sobrenadante obtido foi utilizado para posteriores andlises.

3.5 Quantificacao dos leucécitos nas amostras

O numero total de células do sangue circulante, medula 6ssea e lavado
peritoneal foi quantificado com auxilio da camara de Neubauer, apds diluicdo de
1:100 em Liquido de Turk. A contagem diferencial de leucécitos foi realizada em
esfregaco, os quais foram fixados em laminas, corados com solucdo corante de May
Grumwald-Giemsa modificada (ROSENFELD, 1947). Os esfregagos foram
analisados em microscoépio de luz (objetiva de 100X). A linhagem granulocitica da
medula 0ssea foi classificada como sendo blastica, imatura, bastonete e madura. A
classificacdo de células intermediarias incluiu promiel6citos, miel6citos e
metamieldcitos. As células maduras, na ultima fase de maturacao, corresponderam a
98-99% de neutrdfilos. Na medula 0ssea, os linfoblastos foram classificados como
blastica, ja os linfécitos plasmécitos e macrofagos foram classificados como células
maduras. No sangue circulante, células mononucleares foram nomeadas como

linfocitos.

3.6 Expressao de ANXAL1 por Western Blotting

Amostras do baco e estdbmago foram coletadas para quantificacdo de ANXA1,
uma vez que estes tecidos apresentam expressdes significativas desta proteina
(HANNON et al., 2003). As amostras foram colocadas em tampéao de lise (100 mM
KCI, 3 mM NaCl, 3,5 mM MgCI2, 10 mM HEPES (pH 7,4), e 1% Triton X-100)
contendo inibidores de proteases e fosfatases. Os lisados foram centrifugados
(16000 g, 10 min, 4°C) e a concentracdo de proteinas foi quantificada pelo método
de Bradford. As proteinas foram desnaturadas pelo tampéo de Laemmli (Tris-HCI 50
mM, pH 6.8, SDS 1%, 2-mercaptoetanol 5%, glicerol 10%, azul de bromofenol
0.001%) e aquecidas por 5 min. Aliquotas correspondentes a 25 ug de proteinas
foram separadas em gel de poliacrilamida a 12%, e transferidas para membrana de
nitrocelulose (Hybond™ ECL™, Amersham Pharmacia Biotech, San Francisco, CA,
USA), que foi blogueada com tampéao Tris-salina (Tris 20 mM, NaCl 100 mM, pH 7,5)
contendo 0.1% Tween 20 (v/v) e 5% (v/v) de leite desnatado. ApoOs lavagens, a



45

membrana foi incubada com anticorpo monoclonal de coelho anti-anexina-Al
(1:1000, v/v, Cell Signalling Technology, Beverly, MA, USA) overnight. Para
deteccdo do anticorpo primario foi utilizado o anticorpo secundario anti-lgG de
coelho HRP-conjugado (1:3000, v/v, Abcam Products, San Francisco, CA, USA). As
bandas imunorreativas foram reveladas utilizando sistema quimioluminescente (ECL,

Amershan Biociences, San Francisco, CA, USA).

3.7 Citometria de fluxo para quantificacdo da expressdo de
CXCR4/CXCR2 e moléculas de adeséo CD18, CD49d e CD62L

A citometria de fluxo foi utilizada para avaliar a expressdo de CXCR4, CXCR2,
das moléculas de adesdo (CD49d, CD18 e CD62L) nas membranas de células
coletadas do sangue circulante e da medula éssea.

Os leucdcitos foram isolados do sangue circulante e da medula éssea,
conforme o item 3.4.1. O sangue foi coletado usando uma solucédo de EDTA 2% e o
conteudo da medula 6ssea foi colhido com meio DMEM. A lise dos eritrécitos foi
realizada com cloreto de aménio (0,13 M) em ambas as amostras, os leucécitos
foram recuperados apés a lavagem com solucdo balanceada de Hanks (HBSS;
GIBCO, Grand Island, NY, EUA). Ap6s a lavagem, 1x10° leucdcitos foram incubados
com 100 pL de anticorpos monoclonais anti-CXCR4 conjugado ao ficoeritrina (PE)
(BD PharMingen Technical, CA, EUA), anti-CD62L (PE, BD PharMingen Technical),
anti-CD49d conjugado ao isotiocianato de fluoresceina (FITC, BD PharMingen
Technical), anti-CD18 (FITC, BD PharMingen Technical) ou anti-CXCR2 (PE, R&D
System, Minneapolis, MN, EUA). Todos os anticorpos foram diluidos a 1:100 em
PBS, e as incubacdes foram realizadas por 20 min a 4° C, sob protecdo de luz.

Imediatamente apdés as incubacbes, as analises foram realizadas em
citbmetro de fluxo FACSCanto Il (Becton and Dickinson, San Jose, CA, EUA). Os
sinais Opticos emitidos foram convertidos em sinais eletrénicos, o que permitiu uma
leitura computadorizada (Macintosh Apple, San Jose, CA, EUA) pelo software
FlowJo (Tree Star, Inc., Ashland, TN, EUA). Os dados de 10.000 células foram
obtidos, sendo considerados para analise os leucécitos com morfologia viavel. Os
resultados foram expressos como porcentagem de células marcadas e intensidade

média de fluorescéncia (MFI).
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3.8 Analise da maturacgao granulocitica

A citometria de fluxo foi utilizada para avaliar a analise diferencial das células
da medula 0ssea. Os leucdcitos foram isolados da medula 0ssea, conforme o item
3.4.1., e recuperados apds a lavagem com solucédo balanceada de Hanks (HBSS;
GIBCO, Grand Island, NY, EUA).

A analise da maturacdo granulocitica foi realizada pela marcacdo fenotipica
de trés estagios da maturacdo granulocitica, a saber: células imaturas (promielécito
e mieldcito), células intermediarias (metamielécito e bastdo) e neutréfilos maduros
(neutrdfilos segmentados). Os leucdcitos foram incubados com anticorpos anti-Gr-1
(conjugado com PE, anti-mouse Ly6G, BD PharMingen Technical, CA, EUA) e anti-
CD11b (conjugado com FITC , anti-mouse CD11b, BD PharMingen Technical, CA,
EUA). Para separar 0s mondcitos, as células foram marcadas com anti-mouse Ly6C
(conjugado com APC, anti-mouse Ly6C, BD PharMingen Technical, CA, EUA).Os
neutréfilos maduros foram marcados com Gr-1"/CD11b"™, células intermediarias
foram Gr-1"/CD11b™ e as células imaturas foram Gr-1™%/CD11b™M

Imediatamente apos as incubacgdes, as andlises foram realizadas em citbmetro
de fluxo FACSCanto Il (Becton and Dickinson, San Jose, CA, EUA). Os sinais
opticos emitidos foram convertidos em sinais eletrénicos, o que permitiu uma leitura
computadorizada (Macintosh Apple, San Jose, CA, EUA) pelo software FlowJo (Tree
Star, Inc., Ashland, TN, EUA). Os dados de 10.000 células foram obtidos, sendo
considerados para analise os leucdcitos com morfologia vidvel. Os resultados foram
expressdo como porcentagem de células marcadas e intensidade média de

fluorescéncia (IMF).

3.9 Expresséo do receptor FPR2 em granulocitos da medula 6ssea e em

neutroéfilos circulantes

A citometria de fluxo foi utilizada para avaliar a expressao do receptor FPR2
em granulécitos da medula 6ssea e em neutrofilos circulantes. Os leucdcitos foram
isolados do sangue circulante e da medula 6ssea, conforme o item 3.4.1. O sangue
foi coletado usando uma solugdo de EDTA 2% e o conteddo da medula éssea foi
colhido com meio DMEM. A lise dos eritrécitos foi realizada com cloreto de aménio
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(0,23 M) em ambas as amostras, os leucécitos foram recuperados apos a lavagem
com solucéo balanceada de Hanks (HBSS; GIBCO, Grand Island, NY, EUA).

Para determinacdo da expressdo de FPR2 em cada estagio de maturacéo
granulocitica, foi empregada a metodologia acima descrita e marcagcdo com anti-
FPR2 (Anticorpo primario goat anti-mouse 1:100, 1 h a 4°C) e anticorpo secundério
conjugado com FITC (Rabbit anti-goat 1:200, 1 h a 4°C).

Imediatamente apos as incubacdes, as analises foram realizadas em citbmetro
de fluxo FACSCanto Il (Becton and Dickinson, San Jose, CA, EUA). Os sinais
Opticos emitidos foram convertidos em sinais eletrénicos, o que permitiu uma leitura
computadorizada (Macintosh Apple, San Jose, CA, EUA) pelo software FlowJo (Tree
Star, Inc., Ashland, TN, EUA). Os dados de 10.000 células foram obtidos, sendo
considerados para analise os leucdécitos com morfologia viavel. Os resultados foram
expressdo como porcentagem de células marcadas e intensidade média de
fluorescéncia (IMF).

3.10 Ensaio imunoenzimatico

A quantificagdo de IL-17, IL-23, G-CSF, SDF-1a e corticosterona foram
realizadas no perfusato medular, soro e lavado peritoneal dos animais por ELISA.
Essa metodologia € considerada como padrdo ouro para esse tipo analise
(CURNOW & MURRAY, 2006). Esta técnica utiliza kits comerciais e foi executada de
acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante Cayman (Cayman, Ann Arbor, Mi,
EUA).

3.11 Quimiotaxia in vitro

Amostras de sangue total de animais tratados com veiculo ou ACTH foram
obtidas de acordo com o item 3.4.1, e os neutréfilos foram separados com solucao
de Percoll. O gradiente de Percoll foi montado pela lenta adicdo de 3 mL de Percoll
70% sobre 3 mL de Percoll a 60%, ambos diluidos com solucdo balanceada de
Hanks (HBSS, GIBCO, Grand Island, NY, USA). Apés este procedimento, 3 mL de
sangue total foi adicionado lentamente sobre o gradiente de Percoll e,
posteriormente, centrifugado a 500 x g por 35 min a 22 °C, com aceleracao e

desaceleracdo de 2m/s® Apods a centrifugacéo, o halo formado entre as solucées de
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Percoll 70% e 60%, contendo os neutrofilos, foi coletado. Os neutrdéfilos obtidos
foram lavados 2 vezes com solugcdo HBSS e centrifugados a 400 x g por 10 min a 22
°C. Apés as lavagens, os neutrdéfilos foram ressuspendidos na concentracdo de 2 x
10° céls/mL em HBSS suplementado com Ca**. Os leucécitos da medula éssea
foram coletados de acordo com o item 3.4.1, e ressuspendidos na concentragéo de
6 x 10° céls/mL em HBSS, suplementado com Ca**. No préximo passo, 25 pL da
suspensao celular da medula 6ssea e do sangue periférico foram colocados sobre
cada poco da placa de quimiotaxia com filtro de poro de 8 um (Neuroprobe
ChemoTx-101-8™, Neuroprobe, Leamington Spa, UK), a qual foi gentilmente cedida
pelo Dr. Ricardo Ambrésio Fock. Como quimioatraentes foram empregados fMLP
(10° M) ou SDF-1a (1 ng/mL), os quais foram adicionados nos pocos da parte
inferior da placa de quimiotaxia. As placas de quimiotaxia com neutréfilos obtidos do
sangue periférico foram incubados por 2 h e com a suspenséo de leucdcitos obtida
da medula 6ssea foi incubada por 1 h a 37 °C, 5% CO,. Os neutréfilos do sangue
migrados para o compartimento inferior da camara de quimiotaxia foram contados
em camara de Neubauer e os neutréfilos da medula 6ssea migrados foram
marcados com o anticorpo monoclonal anti-mouse-Grl (conjugado com PE, anti-
mouse Ly6G, BD PharMingen Technical, CA, USA) e mensurados no citdbmetro de
fluxo FACScalibur (Becton and Dickinson, San Jose, CA, USA).

3.12 Ensaio imunofluorescéncia

Leucdcitos coletados do sangue periférico e medula 6ssea foram colocados
sobre laminas de vidro revestidas com gelatina 0,1%. Apdés 30 min, as células
aderidas foram fixadas com paraformaldeido 4% por 15 min, permeabilizadas com
Tween-20 0,4% em PBS por 15 min, e os sitios inespecificos foram bloqueados com
uma solucdo de soro de cabra 3%, BSA 0,1% em PBS por 1 h. Apl0s estes
procedimentos, as células foram incubadas com o anticorpo policlonal de coelho
anti-ANXA1 (1:300; Invitrogen, Zymed Laboratories, Carlsbad, CA, USA) em PBS
contendo 1,5% de soro de cabra, overnight a 4°C. Apés trés lavagens com PBS, as
amostras foram incubadas com o anticorpo secundario de cabra anti-coelho
conjugado com PE (1:100, Abcam, London, UK) em PBS contendo 1,5% de soro de
cabra por 1 h, em temperatura ambiente, na auséncia de luz. As células foram

lavadas com PBS e coradas com diamidinofenilindol (DAPI, Sigma-Aldrich, Saint
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Louis, MO, USA), por 10 min. ApGs a coloracdo, as células foram lavadas 3 vezes
com PBS e, posteriormente, observadas em microscépio de fluorescéncia Zeiss-
Axioskop 2. A analise densitométrica de imunofluorescéncia da ANXAl em
neutrdfilos foi realizada com uma escala arbitraria de 0 a 255, utilizando o software

AxioVision.

3.13 Ensaio de fagocitose

As células da medula 6ssea foram obtidas conforme o item 3.4.1. Apos a
centrifugacéo (600 x g por 10 min), as células foram ressuspendidas em meio RPMI
1640 (Vitrocell, Campinas, SP, BR). A suspensdo celular (1x10’ células/poco) foi
incubada em placa de 24 pocos, sobre laminula de vidro redonda, overnight, 37°C
com 5 %CO; para a aderéncia dos macréfagos. Apoés este periodo, os pocos foram
lavados 3 vezes com PBS estéril para a retirada das células ndo aderidas e foram
adicionados neutréfilos senescentes (1x10° neutréfilos/poco). Os neutréfilos
senescentes foram obtidos previamente da cavidade peritoneal de animais Balb/C
selvagens, apés administracado de glicogénio de ostra (0,1%, i.p., Sigma Aldrich) e
incubados em placa de 24 pocos, com meio RPMI (1x10° neutréfilos/mL), por 18 h a
37°C com 5 %CO,, para atingirem o estado de senescéncia. As laminulas foram
lavadas 1 vez com PBS para retirada do excesso de neutréfilos senescentes e
coradas pelo método de May Grumwald-Giemsa (Sigma Aldrich) modificado
(ROSENFELD, 1947). Posteriormente, as laminulas foram montadas em laminas de
vidro com Balsamo do Canada (Synth, Diadema, SP, BR) para andlise em
microscopio de luz (objetiva de 100X). Foram observados 500 macréfagos e o

resultado da fagocitose de neutréfilos senescentes foi expresso em porcentagem.

3.14 Inflamagéo no tecido subcutaneo dorsal — Bolsa de ar

Um compartimento estéril, denominado bolsa de ar, foi desenvolvido pela
administragdo de 3 mL de ar estéril no tecido subcutédneo da regido dorsal de
camundongos Balb/C selvagens tratados com ACTH, conforme o item 3.2.2, os
quais foram anestesiados previamente a este procedimento. Cinco dias apés a
primeira injecdo de ar, um reforgo foi realizado pela injecdo de 3 mL de ar estéril,

segundo procedimento descrito por Sedgwick 1986 e por Jain & Parmar 2011.
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Dez dias apods a primeira inje¢do, os animais foram anestesiados e LPS (100
pg/mL, lipopolisacarideo de E. coli, ATC 026B6 Sigma Aldrich), em volume final de 2
mL de solucdo tamponada de fosfato (PBS), foram injetados diretamente na bolsa.
Quatro horas mais tarde, uma pequena incisdo foi realizada na bolsa de ar para
obtencado do lavado do infiltrado inflamatério, no qual foram determinados o niumero
de leucdcitos. O numero total e diferencial de leucdcitos foi determinado em camara
de Neubauer e o diferencial em esfregacos corados por Panético (Laborclean) para

microscopia de luz.

3.15 Microscopia intravital

A microscopia intravital € uma técnica utilizada para o estudo da dinamica dos
eventos da microcirculagdo em animais vivos, pela observacédo direta da rede
microvascular de tecidos transiluminados ou n&o em monitores de TV e/ou de
computador. As imagens da microcirculacdo do musculo cremaster foram obtidas em
microscopia de luz (Carl-Zeiss, Axioplan Il; objetivas 10 ou 40 vezes) e capturadas
por camera de projecdo de imagem (ZVS, 3C75DE, Carl-Zeiss), ligada ao
microscopio, para monitores de TV ou de computador.

Os aumentos proporcionados pelas objetivas do microscépio, pela optovar
(sistema adicional de ampliacdo de imagem localizado no microscépio) e pela
camera de projecdo de imagem conferem ampliacdo e nitidez suficiente para as
andlises quali e quantitativas da interagdo leucdcito-endotélio nas telas dos
monitores de computador. O computador possui um programa de analise de imagem
(Axio vision 4, Carl-Zeiss) que permite andlises quantitativas das imagens
digitalizadas.

Os camundongos foram anestesiados e submetidos a manipulacéo cirurgica
para exposicdo da microcirculacdo do musculo cremaster para observagcao da rede
microcirculatoria conforme descrito acima. A observacdo da microcirculacdo do
cremaster foi realizada em microscopia de transiluminagdo em animais tratados ou
nao com ACTH (5 pg/animal). Para cada animal foram visualizados 5 diferentes
campos da microcirculacdo, sendo avaliado o numero de leucocitos em processo de
rolling durante 10 minutos e os leucdcitos aderentes foram quantificados apés este
periodo. Os leucdcitos rollers foram expressos pelo numero de leucécitos que

deslizavam sobre a parede do vaso em uma extenséao de 200 um por 10 minutos e o
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namero de aderidos, pelo numero de leucécitos que permaneciam aderidos a 100
Mm de vaso ap6s 10 mim.

3.16 Analise Estatistica

Os resultados obtidos nos experimentos foram expressos em média * erro
padrdao da média (e.p.m.) e analisados estatisticamente pela analise de variancia
com comparacfes multiplas (ANOVA), quando necessério, foi utilizado como pos-
teste o Teste de Tukey-Kramer (SOKAL & ROHLF, 1995), e teste t-student. Os
dados foram analisados no programa GraphPad Prism®, admitindo como

significativamente estatistico o p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 SECAO 1: Otimizacdo das condi¢cdes experimentais propostas

4.1.1 Otimizacao do tratamento farmacologico in vivo com RU 38486

O RU 38486 € um antagonista do GR e sua eficacia in vivo pode ser
guantificada pela analise do influxo de células para um compartimento (FARSKY et
al., 1995; MIZOBE et al., 1997; LEECH et al., 1998; LAZZARINI et al., 2010). Como
0 objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia dos GCe sobre o trafego de
neutrofilos, a eficacia do tratamento in vivo com RU 38486 foi avaliada pela
quantificacdo da migracdo de neutrdéfilos para o peritbnio, no modelo de peritonite
induzida pelo LPS. Os resultados apresentados na Figura 6 mostram que o nimero
total de leucdcitos é maior no exsudato obtidos de animais tratados com RU 38486
do que o observado em animais controles, tratados com o veiculo (p<0,05). A
andlise diferencial destas células mostrou que o aumento de leucécitos refletia
namero maior de células polimorfonucleares (Figura 6B) quando comparados com
0s animais tratados apenas com veiculo do RU 38486. O numero menor de células
mononucleares é decorrente de um artefato técnico, ja que a porcentagem destas foi

menor, em decorréncia do aumento marcado de polimorfonucleares.
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Figura 6. Efeito do tratamento in vivo com o RU 38486 na inflamagao aguda
induzida por LPS.
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(A) Namero total de leucécitos (xlO6 mL), (B) polimorfonucleares (x106 mL) e (C) mononucleares
(x106 mL) no lavado peritoneal de animais tratados com RU 38486 ou veiculo 4 horas ap0s a inducéo
de processo inflamatério induzido por LPS. Os dados representam os valores de média + e.p.m. de 3
animais.*p<0,05 vs LPS; ---- indica o valor basal.

4.1.2 Otimizacao do tratamento farmacologico in vivo com ACTH

O tratamento in vivo com ACTH acarretou aumento significante na
concentracdo de corticosterona circulante, o principal GCe em murinos, tanto em
animais tratados com veiculo, com RU 38486 e em animais nocautes para ANXAL.
A concentracdo de corticosterona circulante nos animais ANXA1” que receberam
veiculo foi menor do que os valores encontrados nos animais selvagens. Da mesma
forma, a administracdo de ACTH nao elevou os niveis deste horménio na circulacéo

de maneira equivalente em animais ANXA1” ou selvagens (Tabela 1).
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Tabela 1. Concentracéo de corticosterona (ng/mL) no plasma sanguineo.

Tratamentos
Grupos Veiculo ACTH
WT Veiculo do RU 72,2 + 3,66 270,6 + 20,5
WT RU 38486 65,9+ 9,6 171,9 + 23,97
Selvagens (WT) 70,2 + 5,66 260,6 + 19,5~
ANXA1" 34,8 + 5,66" 68,9 + 10,0

Animais selvagens tratados o veiculo ou com RU 38486 (10mg/kg, i.p; 24 ou 2 horas antes da inje¢éo
de ACTH) e animais ANXA1" receberam ACTH (5 pg/animal, i.p.). Apés 4 horas, o sangue periférico
foi coletado da aorta abdominal (n= 6/grupo); *p<0,05; **p<0,01 vs respectivo veiculo; “p<0,05 vs
animais selvagens; §p<0,05 Vs animais selvagens tratados com ACTH.

4.1.3 Otimizacdo da delecdo génica nos animais nocautes para a proteina
ANXA1

Com intuito de confirmar a delecdo do gene nos animais nocautes para
ANXA1l, foi realizado o ensaio de expressdo protéica por Western blotting. A
verificacdo da auséncia da expressao da proteina ANXAL é essencial para validacao
dos experimentos posteriores que exigem o emprego dos animais nocautes. Foram
empregados 25 pg de proteina do homogenato de baco e estbmago de animais
nocautes selecionados randomicamente das cruzas das matrizes. Como grupo
controle foi utilizado camundongo Balb/C selvagem.

A auséncia da banda com peso molecular de 37 kDa (Figura 7) demonstra
gue 0s animais nocautes ndo expressam a proteina ANXAl nos tecidos
pesquisados. O camundongo Balb/c selvagem possui uma alta expressdo da
proteina ANXAL no tecido analisado com a presenca da banda em 37 kDa. Ainda,
apos a padronizacdo deste ensaio, 0 controle da expressao proteica em animais
nocautes foi realizado semestralmente para controle da constancia da delecao

génica, garantindo assim a reprodutibilidade e confiabilidade dos experimentos.



55

Figura 7. Expressao de anexina-Al no baco e estdbmago de camundongos Balb/C
nocautes e selvagem.
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Homogenatos de tecidos foram obtidos do baco (B1, B2, B3 e B4) e estdbmago (E1, E2, E3 e E4) de
camundongos nocautes para ANXAl e baco de camundongo Balb/C selvagem (BC). O ensaio de
Western blotting utilizando-se anticorpo monoclonal de coelho anti-anexina-Al para detectar a
expressdo desta proteina (banda de 37 kDa).

4.1.4 Discussao

Até o momento, estd bem descrito que os efeitos anti-inflamatérios dos GCe e
sintéticos sdo mediados pela interacdo do horménio com o receptor citosolico,
apesar de haver descricfes de interagcbes hormonais com as membranas celulares,
quer seja por interacdes fisicas ou por receptores recém descritos, ou mesmo por
aclOes intracelulares ndo dependentes de transcricdo génica (ALMAWI &
MELEMEDJIAN, 2002). Dentre os efeitos mediados pelos GCe, tem sido descrito
que o bloqueio do receptor com o antagonista RU 38486 aumenta a interacao
leucécito-endotélio e a migracéo leucocitaria (PEERS et al., 1988; FARSKY et al.,
1995; LIM et al., 2000; PITZALIS et al., 2002).

Diversos trabalhos na literatura que tiveram como objetivo verificar o papel
dos GCs na migracdo leucocitaria ou investigar mecanismos dependentes de GC
utilizaram diferentes modelos de tratamentos envolvendo o bloqueador de GR RU
38486 (PEERS, et al., 1993; LIANG-SUO, 2002; CAVALCANTI et al., 2007; SMITH
et al.,, 2010). Nestes trabalhos, este farmaco foi administrado em diferentes
concentracbes e tempos de exposicOes. Baseado nestas informagdes,
primeiramente foi realizado o experimento para validar a eficacia do tratamento in
vivo com o0 RU 38486, utilizando a dose (10mg/kg) e tempo estabelecidos (24h e 2h

antes dos experimentos).
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Os trabalhos de Farsky et al. (1995) e Tjandra et al. (1996) mostraram que na
auséncia da acao dos GCe pelo tratamento com RU 38486, na vigéncia ou auséncia
de um processo inflamatorio, ocorre regulacdo dos GCe sobre a interacdo leucocito-
endotélio. Nos animais tratados com RU 38486 ocorrem aumentos nos numeros de
leucdcitos rolling, aderentes e, consequentemente, migrados para o tecido inflamado
(LAUE et al.,, 1988; FARSKY et al., 1995; TIANDRA et al.,, 1996; LIGEIRO DE
OLIVEIRA, 2004). Com base neste contexto, o protocolo de tratamento empregado
neste trabalho foi eficaz quanto a validacdo do mecanismo de acdo do RU 38486,
uma vez que o recrutamento de neutréfilos para o peritdnio inflamado pelo LPS foi
maior em animais tratados com RU 38486 do que nos controles.

A literatura mostra, com bastante evidéncia, que a administracdo de GCs ou a
elevacdo dos niveis destes hormbénios em condi¢cdes fisiopatoldgica causa
neutrofilia. Uma vez que nossos dados mostraram que a auséncia de GCe ou
blogueio do seu receptor citosélico causa aumento do nimero de neutréfilos na
circulacdo (FARSKY et al., 1995; CAVALCANTI et al., 2006; 2007), este projeto
também teve por objetivo verificar as bases moleculares deste processo em altas
concentracdes de GCe. Assim, a estratégia experimental escolhida foi administracéo
do ACTH, que apesar de bem descrita pela literatura, os mecanismos moleculares
gue regem este efeito ainda ndo sdo completamente conhecidos (HARRIS et al.,
1995; LILES et al., 1997; NAKAGAWA et al., 1998, ANDERSON et al.,, 1999;
WEBER et al., 2001, 2004). A administracdo de ACTH elevou os niveis de GCe no
sangue circulante nos animais tratados previamente com veiculo, com RU 38486 e
em animais selvagens. Diferentemente, os animais ANXA1" apresentaram niveis
menores de corticosterona em relagcdo aos selvagens em condi¢fes basais, e esta
diferenca permaneceu na vigéncia do tratamento com ACTH. Estes dados sao
inéditos em animais nocautes para ANXA1 com background Balb/C, entretanto no
estudo de Morris et al. (2006) em camundongo nocautes para ANXAL da linhagem
C57/BL6, foi demonstrado aumento nos niveis de ACTH na glandula pituitaria de
machos, porém sem alteragdes nos niveis de ACTH plasmatico e corticosterona em
condicdes fisiologicas. Contrariamente, em um estudo in vitro, Davies et al. (2007)
mostraram que células adrenais, ndao estimuladas, secretam quantidades de
corticosterona semelhantes, porém quando estimuladas com ACTH, essas células
obtidas de animais ANXA1™" apresentam aumento na secrecdo desse horménio.



57

Dados na literatura mostraram que adrenalectomia e a administragéo de GCs
levam a diminuicdo e aumento, respectivamente, da sintese de ANXAl em
macrofagos peritoneais de ratos (BLACKWELL & CRAWFORD, 1992). De fato, a
expressdo de ANXALl em leucécitos do sangue periférico de pacientes com
Sindrome de Cushing foi aumentada e correlacionada com o elevado nivel de
cortisol, enquanto que pacientes com Sindrome de Addison apresentaram reducao
na expressao de ANXA1 e baixos niveis de cortisol antes e apdés a injecdo de ACTH,
em comparacdo com o0s pacientes com a funcdo adrenal normal (JOHN et al., 2004;
MULLA et al., 2005; TATENO et al., 2007), confirmando a participagcdo dos GCs na
secrecdo de ANXAl (BUCKINGHAM, 1996; PERRETTI & GAVINS, 2003;
PERRETTI & FLOWER, 2004; VANDEVYVER et al., 2013).

Ainda, estudos adicionais confirmaram a participacdo dos GCs na expressao
de ANXAL através da quantificacdo de expressao génica e proteica desta proteina
em uma variedade de células e tecidos in vitro e in vivo (FULLER & VERITY, 1989;
VISHWANATH et al.,, 1992), incluindo o hipotalamo e a glandula pituitaria
(BUCKINGHAM et al., 2003). De fato, tem sido identificado um papel importante da
ANXA1 na mediacéo das acbes dos GCs, pois foi mostrado que os efeitos inibitérios
dos GCs sobre a secrecdo de ACTH e corticosterona in vivo induzida por estresse
sdo da mesma forma reproduzidos pela injecéo intracerebroventricular de ANXA1
recombinante humana ou peptideos derivados da por¢cdo N-terminal (TAYLOR et al.,
1993; TAYLOR et al., 1995; BUCKINGHAM et al., 2006). Em conjunto, a ANXALl
parece desempenhar um papel particularmente importante na modulacdo das
respostas do eixo HPA frente a estimulos inflamatérios e em condi¢cdes de
homeostasia (LOXLEY et al., 1993; JOHN et al., 2008).

Além da otimizag&o do protocolo experimental com RU 38486 e ACTH, fez-se
necessaria a confirmacdo da manipulacdo génica para geracdo de animais Balb/C
nocautes para proteina ANXA1, realizada por Hannon et al. (2003). Animais
geneticamente deficientes para ANXAL tem sido uma estratégia importante para
verificar o papel desta molécula na regulacdo dos efeitos anti-inflamatoérios dos GC
(para revisao ver PERRETTI & D’ACQUISTO, 2009). Baseado nestes trabalhos, a
metodologia de Western blotting foi utilizada para verificar a expressdo da ANXAL
pelos animais nocautes e selvagens. O resultado obtido neste ensaio viabilizou os

experimentos que utilizaram estes animais, pois nédo foi detectado o aparecimento
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de bandas com peso molecular de 37 kDa nos tecidos (baco e estomago) de
animais nocautes em relagdo ao camundongo selvagem.

Os dados aqui obtidos mostram que as condi¢cbes experimentais foram
otimizadas, trazendo assim maior credibilidade e reprodutibilidade para realizagcéo
dos experimentos. Ainda, mostram que a ANXAl exerce papel importante na
secrecdo dos GCe, embora 0os mecanismos envolvidos neste efeito ainda né&o

estejam estabelecidos.
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4.2 SECAO 2: ANXA1 modula o trafego de neutrofilos da medula 6ssea
para o sangue atraveés da regulacdo do eixo SDF-1a/CXCR4/CXCR2

4.2.1 ANXA1 e o receptor FPR2 sdo expressos em neutréfilos da medula 6ssea

e do sangue periférico e modulam a maturagédo neutrofilica

Para avaliar a expressdo de ANXA1l em neutréfilos da medula Ossea e a
modulagdo dos GCe sobre esta expressdo, foram realizados ensaios de
imunofluorescéncia em granulécitos da medula 6ssea e neutréfilos do sangue
periférico. Os dados obtidos mostram que granuldcitos da medula 6ssea expressam
ANXAL1 no citosol e na membrana, constitutivamente, e que a expressao € regulada
pelo receptor citosélico de GC, uma vez que a expressdo de ANXAL em neutroéfilos
da medula éssea e sangue periférico de animais tratados com RU 38486 foi menor

gue a observada em animais controles (Figura 8).

Figura 8. Expressdo de ANXAL1 em neutréfilos da medula éssea e sangue periférico
de animais tratados com veiculo ou RU 38486.
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Camundongos Balb/C foram tratados com veiculo ou RU 38486 (10 mg/kg, i.p, 24 e 2h antes do
experimento). A expressdo de ANXAL foi realizada por imunofluorescéncia e quantificada por
microscopia de luz. (A e C) Figuras representativas da expressao de ANXA1l e DAPI em neutrofilos
(setas) na medula 6ssea e sangue periférico, respectivamente. Andlise densitométrica da expresséo
de ANXAL em neutréfilos da medula 6ssea (B) e sangue periférico. Os resultados expressam média +
epm de células obtidas de 06 animais em cada grupo.***P<0,001 vs controle.
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Para avaliar a expressao do receptor FPR2 nos diferentes estagios de
maturacdo granulocitica na medula 6ssea e em neutrofilos do sangue periférico de
animais tratados com RU 38486 foi utilizada a técnica de citometria de fluxo. Os
dados obtidos neste ensaio mostram que o RU 38486 modula o nimero de células
FPR2" e a expressdo deste receptor por célula nos diferentes estagios de
maturacdo, bem como modula a expressdo do receptor FPR2 nos neutrdéfilos do

sangue periférico (Figura 9).

Figura 9. Expressdo de FPR2 em neutréfilos do sangue periférico e em granuldcitos
da medula 6ssea de camundongos tratados com RU 38486.
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Camundongos Balb/C tratados com RU 38486 (RU;10mg/kg, i.p,) ou veiculo 24 e 2 horas antes do
experimento. Os animais foram anestesiados e 0 sangue periférico foi coletado da aorta abdominal e
o canal medular perfundido. (A, C, E e G) % de células positivas para FPR2 e (B, D, F e H) expressao
de FPR2 por célula. (A) Células imaturas (promielécito e mieldcito), (C) células intermediarias
(metamielécito e bastédo) e (E) neutréfilos maduros (neutréfilos segmentados). Os dados representam
os valores de média *+ e.p.m. de 6 animais. *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001 vs controle.

A expressdo de ANXA1 em neutrdfilos afeta o processo de maturacao, pois o
namero de células intermediarias, bastdes e neutrofilos maduros na medula 6ssea
(Figura 10B-D), assim como o0s neutrofilos no sangue periférico estavam

aumentados em animais ANXA1” (Figura 10E), sugerindo que a deficiéncia de
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ANXA1 causa aceleracdo no processo de maturagdo neutrofilica. No entanto, a

deficiéncia de ANXA1 ndo modificou o nUmero de blastos.

Figura 10. Efeitos dos tratamentos com BOC2 ou Ac2-26 sobre a maturagao de

granuldcitos na medula éssea.
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Camundongos Balb/C selvagens (WT) foram tratados com BOC2 (10 pg/animal, i.p.) ou veiculo
durante 4 dias, 1 vez ao dia. Animais Balb/C selvagens e ANXA1™" foram tratados com o peptideo
Ac2-26 (1 mg/kg, i.p.) ou veiculo durante 4 dias, 1 vez ao dia. Os animais foram anestesiados e 0
canal medular foi perfundido com meio DMEM. (A) células imaturas (R3, promieldcito e mieldcito), (B)
células intermediarias (R2, metamielécito e bastdo) e (C) neutrédfilos maduros (R1, neutréfilos
segmentados). (D) Figura representativa da marcacao por citometria de fluxo com os anticorpos Ly6G
(Gr-1) e CD11b. Os resultados expressam a média + e.p.m. de 6 animais em cada grupo. *p<0,05 e
*p<0,01, ***p<0,001 em relacdo aos valores obtidos no grupo veiculo e “p<0,05 em relagdo ao

respectivo grupo controle.
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Corroborando o papel da ANXAl e do FPR2 na granulopoiese, a
administracdo do peptideo bioativo da ANXAL, Ac2-26, em animais ANXA1”
reverteu todas as alteracdes observadas na granulopoiese (Figura 10B, C, D, F e G).
Por outro lado, o tratamento de animais selvagens com o antagonista de receptores
FPRs, o BOC2, induziu modificagbes na granulopoiese similares a observadas em
animais ANXA1™" (Figura 10B-E).

4.2.2 ANXA1 modula a mobilizacdo de neutréfilos maduros da medula 6ssea

para o sangue

Para confirmar o papel da ANXA1l como um mediador na mobilizacdo de
neutréfilos da medula éssea para o sangue periférico, animais selvagens e ANXA1™”
foram tratados com ACTH e, apds 4 horas, neutréfilos do sangue periférico foram
qguantificados. O ACTH induziu a mobilizacdo do pool de neutréfilos maduros da
medula 6ssea para o sangue, 0s quais eram ANXAL1"; no entanto, a expressao de
ANXA1l em neutréfilos da medula 6ssea foi menor em relacdo ao grupo veiculo
(Figura 11).

E interessante salientar que os animais tratados com RU 38486 (Figura 8) ou
animais tratados com ACTH (Figura 11) apresentaram neutrofilia (dados n&o
mostrados), confirmando a acdo do GR na producdo de ANXAL e gque esta diferenca

possa ser devido a mobilizacdo de populacdes diferentes de células.



63

Figura 11. Efeito do ACTH na expressado de ANXA1 em neutrofilos da medula éssea
e sangue periférico.
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Camundongos Balb/C selvagens foram tratados com ACTH (5 ug/animal, i.p., 4 horas antes do
experimento) ou veiculo. A expressao de ANXAL foi realizada por imunofluorescéncia e quantificada
por densitometria (B e D). (A e C) Figuras representativas da expressdo de ANXA1 e DAPI (setas) em
neutrofilos da medula 6éssea e sangue periférico, respectivamente. Os resultados expressam média +
e.p.m. de células obtidas de 06 animais em cada grupo.***P<0,001 vs controle.

4.2.3 ANXA1 altera o perfil de células CXCR4" na medula 6ssea e no sangue
periférico

Em um trabalho recentemente publicado pelo nosso grupo (DALLI et al.,
2012a) foi mostrado que os animais ANXA1™” apresentam neutrofilia e os dados aqui
obtidos confirmaram este dado, porém o0s mecanismos envolvidos ndo estdo
completamente esclarecidos. Como ja salientado, a expressao do receptor CXCR4
em neutrdfilos da medula 6ssea e do sangue periférico indica o perfil de homing e
clearance de neutrodfilos senescentes na medula 0ssea, e 0 aumento da expressao
CXCR4 em ambos os compartimentos indica a presenca de células senescentes.
Ainda, este padrdo de células pode ser confirmado com a presenca da baixa
expressao de CXCR2 (FURZE & RANKIN, 2008a; 2008b).

Os animais ANXA1” apresentaram aumento no nidmero de neutrdfilos
CXCR4™ circulantes, bem como a expressédo deste receptor por célula (Figura 12A e

B). No entanto, o nimero de neutréfilos circulantes CXCR2" e a expressido por
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célula deste receptor estavam reduzidos em animais deficientes de ANXAL (Figura
12C e D). Este perfil de expresséo dos receptores CXCR4 e CXCR2 apresentados
pelos animais ANXA1™ foi revertido pela administracdo do peptideo Ac2-26 nestes
animais (Figura 12A-D).

Ainda, o tratamento de animais WT com BOC2 aumentou e reduziu a
expressdo de neutréfilos CXCR4" e CXCR2" no sangue periférico, respectivamente
(Figura 13C, D, G e H). Ja na medula éssea, o tratamento BOC2 aumentou o
namero de neutrofilos CXCR4" (Figura 13A), perfil semelhante foi observado

previamente em animais ANXA1” (DALLI et al., 2012a).

Figura 12. Efeitos dos tratamentos in vivo com Ac2-26 sobre a expressdo de CXCR4
e CXCR2 em neutrofilos do sangue periférico.
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Animais Balb/C selvagens (WT) e ANXA1" foram tratados com o peptideo Ac2-26 (1 mg/kg, i.p.) ou
veiculo durante 4 dias, 1 vez ao dia. Os animais foram anestesiados e o canal medular foi perfundido
com meio DMEM e o sangue obtido da aorta abdominal. As expressGes dos receptores foram
guantificadas por citometria de fluxo. Os resultados expressam a média + e.p.m. de 6 animais em
cada grupo. **p<0,01 em relacao aos valores obtidos no grupo veiculo.
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Figura 13. Efeitos do tratamento in vivo com BOC2 sobre a expressao de CXCR4 e
CXCR2 em granuldcitos da medula 6ssea e neutréfilos do sangue periférico.
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Camundongos Balb/C selvagens foram tratados com BOC2 (10 pg/animal, i.p.) ou veiculo durante 4
dias, 1 vez ao dia. Os animais foram anestesiados e o canal medular foi perfundido com meio DMEM
e 0 sangue obtido da aorta abdominal. As expressdes dos receptores foram quantificadas por
citometria de fluxo. Os resultados expressam a média = e.p.m. de 6 animais em cada grupo. *p<0,05
e **p<0,01 em relacdo aos valores obtidos no grupo veiculo.

4.2.4 ANXA1 controla a secrecédo e quimiotaxia de neutréfilos induzida pelo
SDF-la

O numero elevado de neutréfilos CXCR4" no sangue periférico em animais
ANXA1™" poderia sugerir migracéo reduzida destas células em resposta ao SDF-1a
da medula 6ssea. Esta hip6tese foi testada pelo ensaio de quimiotaxia in vitro e 0s
resultados obtidos corroboraram esta hiptese, uma vez que neutrofilos obtidos de
animais ANXAL1” apresentaram menor resposta quimiotaxica em resposta ao SDF-
1a (Fig. 14A). E importante ressaltar que os niveis de SDF-1a. na medula dssea
estavam reduzidos nos animais deficientes de ANXAL (14B), o que foi revertido apés
4 dias de tratamento com o peptideo Ac2-26. Por outro lado, o tratamento com
BOC2 também induziu diminuigdo nos niveis de SDF-1a secretado pelas células do

estroma medular (Fig. 14B).
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Figura 14. Efeitos in vitro dos tratamentos in vivo com Ac2-26 ou BOC-2 sobre a
quimiotaxia e secre¢éo de SDF-1a.
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Camundongos Balb/C selvagens (WT) foram tratados com BOC2 (10 pg/animal, i.p.) ou veiculo
durante 4 dias, 1 vez ao dia. Animais Balb/C selvagens e ANXA1-/- foram tratados com o peptideo
Ac2-26 (1 mg/kg, i.p.) ou veiculo durante 4 dias, 1 vez ao dia. Os animais foram anestesiados e 0
canal medular foi perfundido com meio DMEM e a quantificacdo de SDF-1a foi realizada no perfusato
medular por ELISA. Os resultados expressam a média + e.p.m. de 6 animais em cada grupo. *p<0,05
e **p<0,01 em relacdo aos valores obtidos no grupo veiculo.

4.2.5 Discussao

Os resultados obtidos nesta etapa do estudo mostraram que neutréfilos da
medula 6ssea expressam ANXA1 no citoplasma e na membrana o receptor FPR2
constitutivamente, e que a expressdo de ambos é regulada pelo receptor citosolico
de GC, uma vez que suas expressdes foram menores em células dos animais
tratados com RU 38486. Estes dados estdo sendo apresentados pela primeira vez
na literatura e sugerem que a ANXAl seja relevante para o controle da
granulopoiese e trafego de neutréfilos exercidos pelos GCs. Desta forma, a
continuidade do trabalho foi investigar esta hipotese.

Os resultados obtidos mostram que os animais ANXA1™ e selvagens, tratados
com o antagonista de receptor FPR, BOC2, apresentaram valores de células
imaturas equivalentes aos obtidos em animais selvagens. Este dado corrobora o
trabalho do nosso grupo recentemente publicado, onde mostra valores de G-CFU e
proliferacdo granulocitica apdés o tratamento com G-CSF semelhantes em animais
ANXA1" e selvagem (DALLI et al., 2012a). No entanto, mostramos que a ANXA1,
via o0 receptor FPR, modula a maturacdo subsequente dos neutrofilos, ja que na
medula de animais deficientes em ANXAL e animais selvagens tratados com BOC2
observou-se elevacdo do numero de células intermediarias, metamielécitos e
bastbes, e do numero de neutréfilos segmentados na Ultima etapa de maturacao.
Ainda, animais ANXA1™ tratados com o peptideo Ac2-26 apresentaram reversao no
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aumento de células intermediarias e na reducéo de células maduras observadas nos
animais nocautes. Estes dados foram inicialmente obtidos por andlise morfoldgica e,
posteriormente, confirmados por citometria de fluxo, segundo descrito por Angulo et
al. (2000) e Trottier et al. (2008). Este ensaio permite a discriminacdo de trés
populacbes distintas, células imaturas (promieldcito e mielocito), células
intermediarias (metamiel6cito e bastdo) e neutréfilos maduros (neutréfilos
segmentados) pela marcacéo de receptores de membrana.

Assim, em conjunto, os resultados obtidos até entdo mostraram que a ANXA1
e 0 FPR2 expressos em células da medula 6ssea controlam a maturacao neutrofilica
e o trafego destas células entre os compartimentos medula-sangue. A real acdo da
ANXA1l no processo de maturacdo neutrofilica ndo esta estabelecida, mas é
possivel supor que a proteina controla o ciclo celular. Vale ressaltar que resultados
bastante similares do nosso grupo foram obtidos pelo com animais
adrenalectomizados e tratados com RU 38486 (CAVALCANTI et al., 2007),
sugerindo que a ANXAL seja a mediadora dos GCs nestes processos.

Como ja salientado, doses farmacoldgicas de ACTH sdo indutoras da
mobilizacdo de neutrdéfilos e este efeito parece ser dependente da secrecao de GCs
(ROTH et al., 1982; SALAK-JOHNSON et al., 1996; ABRAHAM et al., 2009 ). Assim,
este protocolo experimental foi empregado para caracterizar a populacdo de
neutréfilos mobilizados para o sangue. No entanto, o tratamento com ACTH também
reduziu a expressdo de ANXA1l em neutrofilos na medula 6ssea e aumentou a
expressdo de ANXA1" em neutrdéfilos circulantes, mostrando que as células aptas a
migrarem sdo ANXAL1",

Em dados prévios publicados pelo nosso grupo foi mostrado que o numero
elevado de neutréfilos na medula 6ssea de animais ANXAL1™ reflete o acimulo de
células senescentes CXCR4', causado pela diminuicdo de fagocitose pelos
macréfagos da medula 6ssea (DALLI et al., 2012a). Os animais ANXA1” também
apresentam neutrofilia, o que parece ndo ser dependente do aumento da
mobilizacdo para o sangue em resposta a fatores quimiotaxicos fisiolégicos, como o
CXCL-1 (DALLI et al., 2012a). Desta forma, foi lancada a hipotese que a neutrofilia
poderia ser dependente de alteracdes no eixo SDF-1a/CXCR4. De fato, a expressao
de CXCR4 por célula, bem como o numero de neutréfilos CXCR4" estavam
aumentados no sangue periférico de animais ANXA1”. Ainda, a expressdo de

CXCR2 estava reduzida na membrana de neutrofilos, o que mostra que a ANXAL
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aumenta o tempo de meia vida destas células no sangue. O papel da ANXA1 no
controle da expressao de CXCR4/CXCR2 foi ainda confirmado pelas seguintes
observacdes: 1) na vigéncia do bloqueio de receptores FPRs em animais selvagens,
o perfil de expressdo de CXCR4 e CXCR2 em células da medula 6ssea e do sangue
foi similar aos resultados obtidos em animais ANXA1™ e 2) o tratamento de animais
ANXA1" com o peptideo Ac-2-26 reverteu o perfil alterado de expressdo dos
receptores. Estes resultados, em conjunto, sugerem que o controle exercido pela
ANXA1l no eixo CXCR4/CXCR2 é dependente da interagdo da ANXAl ao seu
receptor de membrana FPR2.

A maior expressdo de CXCR4 na membrana de neutrofilos de animais
ANXA1” pode ser controversa para a hipétese de uma maior meia vida no sangue,
pois elas poderiam ser mais responsivas ao SDF-1a produzido na medula 6ssea.
Em contraste, 0 ensaio de quimiotaxia in vitro mostrou migracdo reduzida de
neutréfilos do sangue de ANXAL1” em resposta ao SDF-1a, sugerindo que a ANXA1
também modula as funcdes do receptor CXCR4. O CXCR4 é um receptor de sete
dominios transmembranas, acoplados a proteina G (GPCR; MOHLE & DROST,
2012; RATAJCZAK et al.,, 2012), e as acbes da ANXAL sobre receptores desta
natureza tem sido descritas, uma vez que a ANXA1l bloqueia a migracdo de
neutrdfilos induzidas pelo fMLP, que liga-se ao FPR1, também um GPCR (DALLI et
al., 2012b; GAVINS et al., 2012; QIN et al., 2013). No entanto, as acées da ANXA1
sobre 0 CXCR4 esta sendo descrita pela primeira vez, requer investigacdes futuras.

Ainda, verificamos que a ANXA1 exerce um controle adicional sobre o eixo
SDF-1a/CXCR4, pois os niveis do agente quimiotaxico no perfusato de animais
ANXA1™ foram inferiores aos encontrados nos animais selvagens. A expressdo e
acbes da ANXA1 produzidas por células do estroma da medula 6ssea ainda ndo
reportadas e, da mesma forma que o controle da ANXA1 sobre a funcdo de CXCR4,
necessita de investigacdes mais aprofundadas para esclarecer o mecanismo de
acao da ANXAL.

N&o ha dados na literatura quanto a relacdo do eixo SDF-1a/CXCR4 e o
controle do trafego de neutrofilos exercido pelos GCs. Somente foi demostrado que
doses farmacologicas de GCs aumentaram a expressao e sinalizacdo de CXCR4 em
linfécitos, levando ao aumento da proliferacdo, polimerizagdo de actina, ativacdo da
Rac e migragéo celular em resposta ao SDF-1a (WANG et al., 1998; CURNOW et
al., 2004; GHOSH et al., 2009; MOUSTAKI et al., 2011). Com base nos resultados


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=M%C3%B6hle%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22901257
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Drost%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22901257
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wang%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18840710
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aqui obtidos e ao fato da ANXAL ser secretada em resposta a agéo de GCs, pode-se
sugerir que o eixo SDF-1a/CXCR4 pode ser uma importante via de controle dos GCe
no trafego de neutrofilos (Figura 15).

Corroborando a hipétese de que a ANXA1l controla a meia vida dos
neutrofilos, tem sido demonstrado que a ANXA1 e seus peptideos bioativos induzem
a apoptose de neutréfilos em diferentes fases do processo inflamatério (VAGO et al.,
2012; TEIXEIRA et al., 2013; DALLI et al., 2013). No entanto, o papel fisiolégico da
ANXAL1 na inducdo da apoptose ainda ndo foi completamente estabelecido. Apenas
DALLI et al. (2012a) mostraram numero elevado de neutréfilos apoptoticos na
medula 6ssea, o0 que pode refletir a diminuicdo da fagocitose por macréfagos
residentes.

E importante ressaltar que dados publicados recentemente quebram
paradigmas sobre a producao de neutrofilos, tempo de vida, localizacao e fungdes,
sugerindo que os neutréfilos sdo células com plasticidade fenotipica de acordo com
0os estimulos a que sdo submetidas (LI & NG, 2012; BEYRAU et al.,, 2012). O
controle molecular desta plasticidade nao esta totalmente compreendido, € nossos
resultados sugerem que a ANXALl possa ser uma proteina relevante para estes

processos.
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Figura 15. Esquema representativo dos resultados obtidos que mostram a
modulacdo da ANXA1 no trafego de neutrofilos da medula 6ssea para o sangue
através da regulacéo do eixo SDF-1a/CXCR4.
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4.3 SECAO 3: Alteragcbes moleculares em neutréfilos do sangue
mobilizados pelo ACTH

4.3.1 ACTH, via GR e ANXA1, altera a expressdo de moléculas de adeséo e do

receptor CXCR4 em neutréfilos do sangue periférico

Como mostrado na secdo anterior, o tratamento in vivo com ACTH aumentou
significantemente a concentragdo de corticosterona circulante nos animais tratados
com veiculo, com RU 38486 e em animais nocautes para ANXALl. No entanto, nos
animais ANXA1™ os niveis basais de corticosterona foram menores em relagdo aos
valores encontrados nos animais selvagens e, da mesma forma, a administracdo de
ACTH nao elevou os niveis deste horménio na circulacdo de maneira equivalente
aos observado em animais selvagens (Tabela 1, pagina 54, secéo 1).

Nestas condi¢des, observou-se rapida mobilizacado de neutréfilos maduros da
medula 6ssea para o sangue, acarretando neutrofilia (dados ndo mostrados). A
analise dos marcadores de membrana destas células mostrou que os neutréfilos da
circulagdo apresentaram maior expressao das moléculas de adesdo CD18, CD49d e
CD62L em animais tratados com ACTH (Figura 16). No entanto, nenhuma alteracdo
foi detectada na expressao de moléculas de adesdo em células da medula 6ssea
(dados ndo mostrados). As alteracdes encontradas na expressao das moléculas de
adesdo CD18 e CD49d em neutrofilos circulantes de animais tratados com ACTH
foram revertidas pelo pré-tratamento com RU 38486 e em animais deficientes de
ANXAL1, sugerindo que os efeitos sdo modulados pelos GCe e ANXAL. Por outro
lado, os neutréfilos coletados de animais ANXA1” apresentaram maior expresséo de
CD62L por célula em comparacdo aos animais selvagens, entretanto, o tratamento
com ACTH reverteu a expressao desta molécula em neutrofilos coletados de
animais pré-tratados com RU 38486 e em ANXAL1™, sugerindo que o ACTH possa
atuar independentemente de GCe e ANXA1 (Figura 16).
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Figura 16. Expressdo de moléculas de adesao e do receptor CXCR4 em neutrofilos
do sangue periférico de camundongos Balb/C selvagens e ANXA1” tratados com
ACTH.
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Foram empregados camundongos Balb/C selvagens (WT) tratados RU38486 (RU; 10mg/kg, i.p.) ou
veiculo 24 e 2 horas antes da injecdo peritoneal de ACTH (5 pg/animal, i.p) ou veiculo e
camundongos ANXA1”. Os animais foram anestesiados, o sangue periférico foi coletado da aorta
abdominal. As expressdes de moléculas de adesdo e do receptor CXCR4 foram quantificadas por
citometria de fluxo. (A e B) expressdo de CD18, (C e D) expressdo de CD49d, (E e F) expressao
CD62L, (G e |) expressdo de CXCR4 em neutrdéfilos do sangue periférico. Os resultados representam
a média da expressdo = e.p.m. de células coletadas de 06 animais em cada grupo. *p<0,05 e
x*n<0,001 vs respectivo veiculo; “p<0,05, #p<0,01 e **p<0,001 vs respectivo controle.

Os animais selvagens tratados com ACTH apresentaram maior expressao de
CXCR4" por célula no sangue periférico (Figura 16G) e este efeito foi revertido em
neutréfilos de animais pré-tratados com RU 38486 ou na auséncia de ANXA (Figura
16G e I, respectivamente).

Vale ressaltar que os neutréfilos mobilizados da medula 0ssea para 0 sangue
pela acdo do ACTH possuem um perfil diferente e um aumento na expressao de
ANXA1, no entanto, a expressdo de ANXAL1l em neutréfilos da medula Gssea foi
menor em relacdo ao grupo veiculo (Figura 11). No entanto, ndo € possivel saber

em qual populacdo de neutréfilos na circulacdo ocorrem as alteracdes nas
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expressdes de CD18, CD49d, CD62L ou de CXCRA4, se estas sao nas células recém

migradas ou em células ja circulantes.

4.3.2 ACTH modula a interacéo leucocito-endotélio e a migracdo de neutrofilos

do sangue periférico para o tecido em condi¢cdes inflamatérias

Para avaliar o comportamento dos neutrofilos na circulagdo na vigéncia de
acdo do ACTH foram utilizados ensaios in vitro e in vivo. Assim, a avaliacdo do
comportamento dos leucécitos na microcirculacdo do musculo cremaster em animais
tratados com ACTH ou veiculo pode ser observada pela técnica de microscopia
intravital. Em condi¢cdes nao inflamatérias, ou seja, sem estimulo topico, animais
tratados com ACTH apresentaram aumento no numero de leucdcitos rollers e
aderidos ao endotélio vascular quando comparados aos tratados com veiculo
(Figuras 17 A e B).

Figura 17. Efeito do ACTH na interacdo leucdcito-endotélio in vivo por microscopia
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Foram empregados camundongos Balb/C selvagens tratados com ACTH (5 uyg/animal, i.p) ou veiculo
4 horas antes do experimento. (A) ndmero de leucécitos em processo de rolling e (B) numero de
leucocitos aderidos ao endotélio, Os resultados expressam a média + e.p.m de células coletas de 06
animais em cada grupo. *p<0,05 e **p<0,01 vs respectivo veiculo.

O ensaio de inflamacé&o subcutanea induzida por LPS no modelo de bolsa de
ar mostrou que animais que receberam ACTH apresentaram menor namero de
leucdcitos no exsudato inflamatorio apos 4 horas da inducdo da inflamacao (Figura
18A). Corroborando o resultado obtido in vivo, 0 ensaio de quimiotaxia in vitro,

utilizando como agentes quimiotédxicos fMLP ou SDF-1a mostrou que neutréfilos
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obtidos de animais tratados com ACTH apresentam menor migragao orientada frente
a estes estimulos (Figura 18B e C).

Figura 18. Efeito do ACTH na migracao de leucdcitos in vivo e na quimiotaxia in vitro
de neutrofilos do sangue periférico de camundongos Balb/C selvagens.
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Foram empregados camundongos Balb/C selvagens tratados com ACTH (5 uyg/animal, i.p) ou veiculo
4 horas antes do experimento. (A) nimero total de leucdcitos migrados no modelo de bolsa de ar
induzida por LPS, (B) quimiotaxia in vitro de neutréfilos obtidos do sangue periférico em resposta ao
fMLP, (C) quimiotaxia in vitro de neutroéfilos obtidos do sangue periférico em resposta ao SDF-1a. Os
resultados expressam a média + e.p.m. de células coletadas de 06 animais em cada grupo. *p<0,05
VS respectivo veiculo.

4.3.3 ACTH modula a atividade fagocitica de macréfagos medulares

De acordo com a reducao da quimiotaxia de neutréfilos do sangue periférico
frente ao SDF-1a poderia se esperar menor numero de neutréfilos CXCR4" na
medula 6ssea, no entanto os animais tratados com ACTH apresentaram numero de
neutréfilos CXCR4" equivalente ao grupo controle (Figura 19A e B). Como ja
salientado, a fagocitose por macrofagos medulares é importante na regulacdo da
granulopoiese, pois apos a fagocitose de neutréfilos apoptéticos induz a secrecao de
G-CSF. Para tanto, foi avaliada a fagocitose de neutrofilos apoptéticos in vitro. Os
macréfagos medulares coletados de animais tratados com ACTH apresentaram
reducdo na fagocitose de neutréfilos apoptoticos (Figura 19C) e reducao dos niveis
de G-CSF perfusato medular (Figura 19D).
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Figura 19. Efeito do ACTH sobre a expressdao de CXCR4 em células da medula
0ssea, atividade fagocitica de neutrofilos apoptéticos por macréfagos medulares e
secrecdo de G-CSF.
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Foram empregados camundongos Balb/C selvagens (WT) tratados com ACTH (5 pg/animal, i.p) ou
veiculo. 4 horas ap6s a administracéo de ACTH, os animais foram anestesiados e o canal medular foi
perfundido com meio DMEM para obtencao dos leucécitos do compartimento medular. As expressdes
dos receptores foram quantificadas por citometria de fluxo. (A e B) % de células CXCR4" e expressao
por célula (MFI) na medula 6ssea, respectivamente, (C) fagocitose de neutréfilos apoptéticos por
macrofagos medulares e (D) secrecdo de G-CSF por macrofalgos medulares durante o ensaio de
fagocitose in vitro. Os resultados expressam a média + e.p.m de células coletadas de 06 animais em
cada grupo. *p<0,05, e ***p<0,001 vs respectivo veiculo.

4.3.4 Discussao

Por meio de interferéncia farmacoldgica ou génica, neste trabalho mostramos
qgue a administracdo do ACTH causa neutrofilia e muda o fenétipo de neutréfilos na
circulacdo, sendo que nem todos os efeitos observados sdo dependentes da
elevacéo da concentracdo de GCe e da secrecdo da ANXAL.

Os dados aqui obtidos confirmaram que a administracdo de ACTH causa
neutrofilia, pela mobilizacdo de células ANXAL1*. No entanto, apesar do ACTH
causar aumento na concentracdo de corticosterona circulante, ndo foi possivel
avaliar se este efeito é dependente de GCe ou de ANXAL, uma vez que animais

tratados com RU 38486 ou ANXA1l” apresentam neutrofilia. No entanto, neste
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trabalho, mostramos, pela primeira vez, que a administragdo de ACTH muda o
fendtipo dos neutréfilos na circulagdo e que as modificacbes observadas nem
sempre sao dependentes de GCe e ANXALl. Neste sentido, mostramos que
neutréfilos de animais tratados com ACTH sdo CD18%, CD49d", CD62L" e CXCR4" e
que as acgOes na expressao de CD62L sdo independentes de GCe e ANXAl. O
papel dos GCs sobre as expressdes das integrinas é controverso na literatura
(LARANGEIRA et al., 2001; BURDON et al., 2005) e as acdes do ACTH sobre estas
moléculas sdo escassas. Ha evidéncias que a acao anti-inflamatéria dos GCs se da
pela modulagdo da expressao de CD18 (SCHARMM & THORLACIUS, 2004). No
entanto, no estudo de Dale et al. (1998) e Rahmoun et al. (2006), pacientes tratados
com GCs apresentaram aumento na expressao de CD18 e CD49d em linfocitos e
neutroéfilos, porém o tratamento in vitro com dexametasona ndo alterou a expressao
destas moléculas de adesédo. Ainda, dados de Piemonti et al. (1999) mostraram que
células dendriticas tratadas in vitro com dexametasona tiveram uma maior
expressdo de CD18. Enquanto, Filep et al. (1997) ndo observaram alteracdes na
expressdo de CD18 em neutréfilos obtidos de pacientes tratados com
dexametasona. Contrariamente, no estudo de Yazawa et al. (1999) e Torsteinsdottir
et al. (1999) os tratamentos com ACTH e GCs sintéticos reduziram a expressao de
CD18 e CD49d em neutrofilos e eosinéfilos humanos. Burton et al. (1995) mostraram
gue o tratamento com dexametasona reduziu a expressdo de CD18 em neutrdfilos
de bovinos. Por outro lado, a acdo dos GCe e da ANXA1 sobre a expressao de
CD62L esta bem estabelecida. De fato estudos in vitro mostram que os GCe, via
ANXA1, modulam a expressdo de CD62L em neutréfilos circulantes, por um
mecanismo mediado pela clivagem dessa molécula da membrana celular
(STRAUSBAUGH & ROSEN, 2001; DE COUPADE et al.,, 2003; HAYHOE et al.,
2006). No entanto, na vigéncia de acdo do ACTH, este padrdo parece ser
modificado, indicando uma ac¢ao propria do mesmo. O mecanismo pelo qual o ACTH
exerce este efeito in vivo ndo estd esclarecido e duas hipéteses podem ser
propostas com base nos mecanismos que regem a expressdao de CD62L na
membrana celular, a saber: ou 0 ACTH afeta a expressédo génica da molécula, ou
estimula a sua clivagem da membrana pela ativacdo de ADAM-17 (GOOZ, 2010;
SCHELLER et al., 2011). A acdo dos GCe e da ANXA1l sobre a expressao de
CXCR4 foi mostrado pela primeira vez pelo nosso grupo (DALLI et al.,, 2012a;

MACHADO et al.,, submetido) e, os dados aqui apresentados, sugerem que
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concentracOes elevadas de GCe induzem a expressdo de CXCR4, mediado pela
ANXAL.

Uma vez que o fendtipo de neutréfilos obtidos apds a administracdo de ACTH
foi alterado, com modificacbes nas expressbes das moléculas de adesao,
consideramos interessante avaliar o0 comportamento destas células na
microcirculagdo. Os ensaios de microscopia intravital mostraram aumento da
interacdo leucocito-endotélio na rede microvascular do mesentério dos animais
tratados com ACTH, na auséncia de aplicacdo topica de estimulo inflamatorio. De
fato, estes dados podem confirmar o perfil de expressao de moléculas de adesao
nestas células, uma vez que como ja mencionado, a CD62L medeia o rolling
(ROGOWSKI et al., 1998; SUNDD et al., 2012; KOLACZKOWSKA & KUBES, 2013),
a CD18 e CD49d medeiam a adesao de leucécitos ao endotélio (LEY et al., 2007;
ETZIONI, 2009; HERTER & ZARBOCK, 2013).

A interacdo leucdcito-endotélio € o passo fundamental e inicial para a
migracao de células para o tecido inflamado e para migracédo de células senescentes
para os tecidos de clearance. Desta forma, poder-se-ia esperar maior influxo de
neutréfilos para o foco de lesdo. No entanto, o tratamento com ACTH reduziu o
namero de leucécitos migrados para a cavidade da bolsa de ar na vigéncia de
inflamacéo subcuténea induzida por LPS. Ja foi demonstrado que o ACTH exerce
acao anti-inflamatéria por atuar em receptores de MC3-R (GETTING et al., 1999),
inibindo a secrecdo de mediadores quimicos. Foi mostrado por Getting e Perretti
(2001) que o ACTH modula a resposta inflamatéria de maneira independente de
corticosterona por atuar em MC3-R de macr6fagos peritoneais, inibindo a secrecao
de citocinas e, a subsequente migracdo de neutrofilos (para revisdo ver PATEL et
al., 2010). Ainda, um trabalho realizado pelo mesmo grupo, mostrou que o ACTH
possui atividade anti-inflamatéria propria no modelo de artrite em ratos, atuando
seletivamente nos receptores MC3-R (GETTING et al.,, 2002). Assim, a menor
migracdo de neutréfilos para a bolsa de ar poderia ser decorrente de menores
concentracbes de mediadores secretados por macréfagos residentes em animais
tratados com ACTH. No entanto, n0s acrescentamos um mecanismo a mais neste
efeito, uma vez que os neutréfilos da circulacdo destes animais apresentaram
migracdo reduzida in vitro frente ao fMLP mostrando, claramente, que os neutroéfilos
com fendtipo modificado pela administracdo de ACTH perdem a capacidade de

locomocéo orientada. O mecanismo desta alteracdo ndo esta esclarecido, mas pode
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sugerir que estes neutrofilos apresentem reducdo de expressao ou alteracdo na
sensibilidade do receptor FPR1, ou seja, dependente de modificagbes intracelulares.
Na tentativa de esclarecer esta hipotese, neutrofilos dos animais serdo ensaiados
frente ao LTB4, um fator quimiotaxico para granulécitos que atua em receptores
BLT1 ou BLT2, os quais, a exemplo do FPR1, sdo receptores acoplados a proteina
G (Harvath, 1991; Toda et al., 2002).

Da mesma forma que o observado para fMLP, a quimiotaxia de neutrofilos
circulantes de animais tratados com ACTH em resposta ao SDF-1a estava reduzida,
embora a expressdo de CXCR4 na membrana dos neutréfilos estivessem
aumentadas. Estes dados, em conjunto, mostram que estes neutrofilos possuem
ineficacia na acdo do receptor. O receptor CXCR4 € um receptor acoplado a
proteina G com 7 dominios transmembrana e é expresso por nheutroéfilos,
progenitores CD34", megacaricitos, plaquetas, linfocitos B, linfocitos T e células
mononucleares fagociticas (MARTIN et al., 2003; MARTIN et al., 2006).

Uma vez que a quimiotaxia de neutréfilos CXCR4" em resposta ao SDF-1a da
medula 6ssea é mecanismo de clearance de neutréfilos senescentes, verificamos o
ndamero de neutrofilos CXCR4 na medula 6ssea dos animais tratados com ACTH.
Tanto o numero, quanto a expressdo do receptor CXCR4 em neutrofilos do
compartimento medular de animais tratados com ACTH foram semelhantes aos
observados no grupo veiculo. Estes dados poderiam sugerir que a migracdo para
medula 6ssea estaria normal nestes animais. No entanto, os dados subsequentes
sugerem que a ndo alteracdo no nimero de neutréfilos CXCR4" na medula éssea
seja devido a uma menor fagocitose destas células por macréfagos residentes da
medula 6ssea, pois verificamos menor atividade fagocitica de neutrofilos apoptoticos
por macrofagos medulares, bem como menor secrecdo de G-CSF no perfusato
medular de animais tratados com ACTH.

Os resultados aqui obtidos ampliam os mecanismos de controle do trafego de
neutréfilos da medula Ossea para o sangue periférico e mostram que a
administracdo do ACTH altera o fendtipo de neutrdéfilos circulantes, que afeta o seu

comportamento na circulacao e no trafego para os tecidos (Figura 20).
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Figura 20. Esquema representativo dos resultados obtidos que mostram as
alteracdes fenotipicas em neutrdéfilos do sangue perfiférico mobilizados pela acéo do
ACTH.
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4.4 SECAO 4: Mecanismos de controle da ANXA1 e dos GCe sobre o
trafego de neutréfilos da medula 6ssea para o sangue na vigéncia de

inflamacao

4.4.1 Efeito do bloqueio do GR e da ANXA1 sobre a migracao de neutréfilos no

modelo de peritonite induzido pelo LPS

Com o objetivo de avaliar o efeito dos GCe e da ANXA1l no trafego de
neutréfilos da medula 6ssea para o sangue periférico, bem como a modulacédo da
expressdo de moléculas de adesdo e dos eixos SDF-1a/CXCR4 e IL-17/IL-23/ G-
CSF na vigéncia de inflamacéo, avaliamos os niameros de granuldcitos na medula,
de neutrofilos no sangue e no peritonio inflamado pelo LPS nos animais tratados
com RU 38486 ou ANXA1", e em seus respectivos controles. O bloqueio do GR e a
auséncia de ANXAL ocasionaram a exacerba¢do do processo inflamatério quando
comparado com 0s grupos controles, uma vez que pode ser observado o aumento
do numero total de leucdcitos (Figura 21A) e do niumero de neutréfilos (Figura 21B)
no lavado peritoneal.

O consequente recrutamento de neutréfilos para o foco de inflamacédo mais
intenso em animais tratados com RU 38486 ou ANXA1”, levou a reducéo do nimero
de leucdcitos totais na circulacéo, que foi equivalente em todos os grupos estudados
(Figura 21D). No entanto, a andlise diferencial destas células mostrou que em
animais tratados com RU 38486 ou ANXA1” houve mobilizacdo de neutréfilos
jovens, que nao foi observado nos respectivos controles (Figura 21E). Ainda,
detectou-se reducdo acentuada no numero de neutrofilos maduros em animais
tratados com RU 38486 e em animais deficientes de ANXAL (Figura 21F).

A Figura 21C mostra que em todos os grupos de animais estudados houve
diminuicdo do numero total de leucécitos na medula, que pode ser decorrente da
rapida mobilizacdo de neutréfilos maduros para o sangue periférico na vigéncia de

resposta inflamatoria.
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Figura 21. Efeito do tratamento in vivo com o RU 38486 e da deficiéncia de ANXAl
sobre a inflamacéo aguda no peritonio induzida por LPS.
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(A) Numero total de leucdcitos e (B) polimorfonucleares no lavado peritoneal; (C) nimero total de
leucécitos na medula 6ssea; (D) Numero total de leucdcitos, (E) bastdes e (F) neutréfilos no sangue
periférico de camundongos Balb/C deficientes de ANXAL1 e animais tratados com RU 38486 (10
mg/kg, 24 horas e 2 horas antes da inje¢éo intraperitoneal de LPS (100 pg/Kg) ou veiculo. Os animais
foram anestesiados 4 horas apds a injecdo de LPS, o sangue circulante foi coletado da aorta
abdominal, o canal medular foi perfundido com meio DMEM para obten¢do dos leucécitos do
compartimento medular e a cavidade abdominal dos animais foi lavada para obtencao das células do
peritbnio. Os dados representam os valores de média + e.p.m. de 5 animais.*p<0,05 vs LPS.

4.4.2 Efeitos da ANXAL e do bloqueio do receptor citosolico de GCs sobre o
eixo IL-17/IL-23/G-CSF

O eixo IL-17/IL-23/G-CSF é bastante relevante em condicdes inflamatorias, ja
que este eixo modula a granulopoiese e o trafego de neutrdfilos na inflamagéo
(GORDY et al., 2011), no entanto o papel do receptor citosélico de GCs e da ANXAL
sobre este eixo ndo estad descrito. Assim, na vigéncia do processo inflamatorio
agudo de peritonite foi observado aumento significante de IL-17 no perfusato de
medula éssea, no soro e no lavado peritoneal de animais selvagens, os quais
apresentaram perfil distinto em animais ANXA1™” (Figura 22). Nestes animais néo
foram observadas alteragbes no perfusato medular, no entanto, no soro a
concentracdo basal ja estd aumentada, embora sem diferenca estatistica, e 0
aumento da concentracdo no peritdbnio, embora menor que a observada em animais

selvagens.
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Em animais selvagens tratados com o antagonista de GR, RU38486, ha
aumento na concentracdo da citocina apés a inflamagdo somente no perfusato de

medula éssea e no exsudato peritoneal (Figura 22).

Figura 22. Concentracéo de IL-17 no perfusato medular, soro e peritdnio de animais
nocautes ANXA1” ou camundongos Balb/C selvagens tratados com RU 38486.
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Camundongos Balb/C selvagens (WT) foram tratados RU38486 (RU; 10mg/kg, i.p,) ou veiculo 24 e 2
horas antes da injecdo peritoneal de LPS (100 ug/Kg) ou veiculo, também foram empregados animais
Balb/C selvagens e ANXA1". 4 horas apés a administragdo de LPS, os animais foram anestesiados e
o canal medular foi perfundido com meio DMEM, o sangue foi obtido da artéria subclavia e cavidade
abdominal foi lavada com PBS. A quantificacdo de IL-17 foi realizada nas amostras por ELISA. Os
resultados expressam a média + e.p.m. de 6 animais em cada grupo. *p<0,05 e **p<0,01 em relagéo
aos valores obtidos no grupo veiculo.

Da mesma forma que para a IL-17, os animais selvagens apresentaram
aumento significante de IL-23 no perfusato de medula 6ssea, no soro e no exsudato
peritoneal ap6s a inducdo da peritonite (Figura 23). Os animais ANXA1” n&o
apresentaram alteracbes na secrecdo de IL-23 nos compartimentos estudados,
embora, de maneira semelhante ao observado para IL-17, a concentragcéo de IL-23
parece estar elevada nestes animais em condi¢fes basais. Em animais tratados com
RU 38486 observou-se somente aumento de IL-23 no soro de animais,

semelhantemente ao observado em animais selvagens (Figura 23).
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Figura 23. Concentracéo de IL-23 no perfusato medular, soro e peritdnio de animais
nocautes ANXA1” ou camundongos Balb/C selvagens tratados com RU 38486.
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Camundongos Balb/C selvagens (WT) foram tratados RU38486 (RU; 10mg/kg, i.p,) ou veiculo 24 e 2
horas antes da injec&o peritoneal de LPS (100 pg/Kg) ou veiculo, também foram empregados animais
Balb/C selvagens e ANXA1™"". 4 horas apés a administragdo de LPS, os animais foram anestesiados e
o canal medular foi perfundido com meio DMEM, o sangue foi obtido da artéria subclavia e cavidade
abdominal foi lavada com PBS. A quantificacdo de IL-23 foi realizada nas amostras por ELISA. Os
resultados expressam a média + e.p.m. de 6 animais em cada grupo. *p<0,05 e **p<0,01 em relacdo
aos valores obtidos no grupo veiculo.

A inducao do processo inflamatério agudo promoveu aumento dos niveis de G-
CSF no perfusato medular e lavado peritoneal em todos os grupos de animais
estudados (Figura 24). Em conjunto, os dados obtidos mostram que a ANXALl e o
GR nao afetam a secrecédo de IL-17, IL-23 e G-CSF na fase aguda a resposta

inflamatoéria.
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Figura 24. Concentracdo de G-CSF no perfusato medular e peritbnio de animais
ANXA1" ou camundongos Balb/C selvagens tratados com RU 38486.
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Camundongos Balb/C selvagens (WT) foram tratados com RU38486 (RU; 10mg/kg, i.p,) ou veiculo 24
e 2 horas antes da injecdo peritoneal de LPS (100 pg/Kg) ou veiculo, também foram empregados
animais Balb/C selvagens e ANXAL1”. 4 horas ap6s a administracdo de LPS, os animais foram
anestesiados e o canal medular foi perfundido com meio DMEM, o sangue foi obtido da artéria
subclavia e cavidade abdominal foi lavada com PBS. A quantificacdo de G-CSF foi realizada nas
amostras por ELISA. Os resultados expressam a média + e.p.m. de 6 animais em cada grupo.
*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 em relacdo aos valores obtidos no grupo veiculo; “p<0,05 e *p<0,01
em relacdo ao respectivo grupo controle.

4.4.3 Efeito do bloqueio do GR e da ANXA1 sobre a expresséo de CD62L,
CD49d e CD18 em neutréfilos da medula 6ssea e neutrofilos do sangue

periférico no modelo de peritonite induzida pelo LPS

Os resultados apresentados na Figura 25 mostram que em condicao
inflamatoéria houve modificagdo no perfil de células na medula 6ssea e no sangue
periférico quanto a expressdao de moléculas de adesdo. Foi observado que a
populacdo na medula apresenta maior nimero de células CD49d" e menor niimero
de células CD62L". Nenhuma modificacdo foi observada quanto ao perfil de células
CD18. Na circulagdo o neutréfilo é preferencialmente uma célula CD49d”, mas
também passa a ser CD62L". No entanto, somente no animal tratado com RU 38486

observou-se reducao significante na populagio CD18".
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Figura 25. Expressao de CD18, CD49d e CD62L em neutrofilos da medula 6ssea e
no sangue de camundongos Balb/C selvagens tratados com RU 38486 e ANXA1 ™.
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Foram empregados camundongos Balb/C selvagens (WT) tratados RU38486 (RU; 10mg/kg, i.p,) ou
veiculo 24 e 2 horas antes da injecdo peritoneal de LPS (100 pg/Kg) ou veiculo e camundongos
ANXA1™. 4 horas apo6s a administracdo de LPS, os animais foram anestesiados, o canal medular foi
perfundldo com meio DMEM e o sangue foi obtido da artéria subclavia. As expressdes de moléculas
de ades&o forma quantificadas por citometria de fluxo. (A e B) % de neutréfilos CD18", (C e D) % de
neutrofilos CD49d” e (E e F) % de neutréfilos CD62L" na medula 6ssea e sangue periférico. Os
resultados expressam a média + e.p.m de células coletas de 06 animais em cada grupo. *p<0,05 e
*p<0,01 vs respectivo veiculo; “p<0,05 e *p<0,01 vs o respectivo grupo controle.
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4.4.4 Discussao

Como esta proposto no presente trabalho avaliar a modulacdo dos GCe e
ANXA1l no eixo IL-17/IL-23/G-CSF na vigéncia de inflamacédo, foi necessario
padronizar um modelo no laboratério focando a cinética de migracdo neutrofilica
desde a medula até o tecido inflamado. Assim, avaliamos os numeros de
granulécitos na medula, de neutrofilos no sangue e no periténio inflamado pelo LPS
nos animais tratados com RU 38486 ou ANXA1” e em seus respectivos controles.
Como ja& esperado, o bloqueio do GR e a auséncia de ANXAl levaram a
exacerbacdo do processo inflamatério, uma vez que pode ser observado aumento
do numero total de leucdcitos e neutréfilos no lavado peritoneal (LAZAR et al., 1992;
HIRSCHELMANN et al., 1998; CHATTERJEE et al., 2005; DAMAZO et al., 2006).
Ainda, em animais ANXA1" observou-se aumento acentuado na migracdo de
células imaturas para o sangue, o que confirma dados deste trabalho e do nosso
grupo em condicfes basais, que a ANXA1 é uma molécula importante no trafego de
neutréfilos da medula para o sangue periférico. Em conjunto, os dados obtidos em
animais tratados com RU 38486 e deficientes em ANXAl mostram rapida
mobilizagdo de granuldcitos da medula 6ssea para o sangue circulante e deste
compartimento para o local inflamatério.

Como ja salientado, o eixo IL-17/IL-23/G-CSF representa uma importante via
de controle da granulopoiese durante um processo inflamatério, porém sua
influéncia na granulopoiese em condic¢des fisiol6gicas, bem como a modulacao pelos
GCs e ANXA1 néo estdo esclarecidos e os dados na literatura sdo escassos. Em
resposta a estimulos inflamatoérios, macréfagos e células dendriticas residentes
produzem IL-23, o que estimula secrecdo de IL-17 por células Th1l7 que, por sua
vez, conduz a niveis elevados de G-CSF local e sisttmico o que,
consequentemente, leva ao aumento da granulopoiese (LEY et al., 2006). No
entanto, na resolucdo do processo inflamatério, durante a eferocitose, fagocitose de
neutroéfilos apoptoticos, os macrofagos teciduais secretam niveis reduzidos de IL-23,
com consequente supressdo da secrecdo de IL-17 por linfécitos T teciduais. A
diminuicdo de IL-17 suprime a secrecao sistémica de G-CSF, o que leva a reducao
da granulopoiese e liberagdo de neutréfilos da medula éssea (STARK et al., 2005).

Os resultados obtidos mostraram que 4 horas apds a indugéo da inflamacao

aumentou significantemente de IL-17 e IL-23 no perfusato de medula 0ssea, soro e
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exsudato peritoneal de animais selvagens, o qual n&do foi observado em animais
ANXA1”. Diferentemente, em animais tratados com o antagonista de GR, apés a
inflamacédo, ha aumento na concentracdo de IL-17 no perfusato de medula 6ssea e
no exsudato peritoneal, e IL-23 no soro, semelhantemente ao observado em animais
selvagens. Ainda, houve aumento marcado nas concentragdbes de G-CSF no
perfusato medular e exsudato peritoneal apos a inflamacado em todos os grupos de
animais estudados. Em conjunto, os dados obtidos mostram que na vigéncia de um
processo inflamatoério agudo, eixo IL-17/IL-23/G-CSF parece nao ser alvo de acéo da
ANXA1l e do GR. No entanto, fica por ser estabelecido que este eixo pode ser
modulado pela ANXAl e GC em etapas mais tardias do processo, onde
possivelmente possam ser detectadas diferencas mais significativa nas secrecfes
dos mediadores quimicos.

Ja que o papel das moléculas de adeséo no trafego de neutréfilos da medula
para o sangue nado esta esclarecida (KASSIRER et al., 1999; VAN EEDEN et al.,
1997; BURDON et al., 2005), investigamos as expressdes das mesmas em
condicbes de inflamacdo. Os dados obtidos mostram que a populagéo
remanescente na medula 6ssea € preferencialmente CD49d", além de uma
populagdo CDG62L". Infelizmente, pela nossa abordagem experimental n&o foi
possivel avaliar se estas populacdes sdo as mesmas, ou se sdo populacdes de
célula distintas. A expressdo de CD49d de acordo com Day & Link (2012) é
dispensavel na migracdo de granuldcitos da medula para o sangue periférico em
condi¢cdes de homeostasia. No entanto, em uma condi¢éo de estresse, por exemplo,
um estado inflamatério esta molécula parece contribuir para a liberagcdo de
neutréfilos da medula para o sangue (DAY & LINK, 2012). Uma vez que a CD49d é
uma molécula relevante para a adesdo dos neutrofilos aos sinuséides medulares
(PEREIRA et al., 2001; BURDON et al., 2005) é possivel que estas ainda estejam
em processo de migragdo. Na mesma etapa de inflamacao, os neutrofilos circulantes
sdo também CD49d", indicando que a molécula ndo é clivada no processo de
migracdo para 0 sangue e que esta apta a aderir ao endotélio do microambiente
inflamado. No entanto, estes dados precisam ser melhor elucidados.

A CD62L ¢ altamente expressa em células precursoras mieldides CD34" e
sua expressdo € reduzida durante os estagios intermediarios de maturacao,
sugerindo que esta molécula tenha um papel importante ha compartimentalizacéo e
diferenciacdo de granulécitos (LUND-JOHANSEN & TERSTAPPEN, 1993;
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KASSIRER et al., 1999). Ainda, tem sido proposto que a CD62L é clivada a medida
que os granulécitos movem-se do compartimento hematopoiético para os sinusoides
venosos da medula 6ssea e que este efeito € um pré-requisito para a mobilizacéo de
granuldcitos para o sangue (VAN EEDEN et al., 1997; KASSIRER et al., 1999). Por
outro lado, mais recentemente foi mostrado que a inibicdo da clivagem de CD62L
ndo modificou o trafego de neutrofilos para a circulagdo (BURDON et al., 2005).

Nossos experimentos mostram que na presenca de processo inflamatério, a
clivagem da CD62L participa da mobilizacdo dos granulécitos da medula 6ssea para
0 sangue periférico, uma vez que houve diminuicdo da expressdo desta molécula
em todos os grupos avaliados quando comparados aos respectivos grupos basais.
Este dado evidencia que a clivagem da CD62L em granulécitos da medula 6ssea, na
vigéncia de inflamacdo, ndo é dependente da acdo dos GCe e da ANXAL.
Interessantemente, a populagdo de neutrofilos CD62L" estd aumentada no sangue
dos animais inflamados, mostrando que na circulagdo os neutrofilos passam a
expressar moléculas, que com certeza, medeia o rolling no processo de migracao
para o tecido inflamado (ROGOWSKI et al., 1998; SUNDD et al., 2012,
KOLACZKOWSKA & KUBES, 2013).

Os resultados aqui apresentados mostram que o eixo IL-17/IL-23/GCSF
participa da inflamacdo aguda induzida pelo LPS, mas parece que este eixo ndo é
alvo de acdo dos GCe e da ANXAL nesta fase do processo inflamatério (Figura 26).
Ainda, os dados obtidos nesta etapa do trabalho mostraram que a CD49d e CD62L
sdo moléculas envolvidas no processo de migracdo de neutrofilos da medula 6ssea

para o sangue periférico.
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Figura 26. Esquema representativo dos resultados obtidos que mostram os
mecanismos de controle da ANXAL sobre o trafego de neutréfilos da medula 6ssea
para o sangue na vigéncia de inflamac&o.
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5 CONCLUSOES

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

8)

9)

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que:

Neutrofilos da medula 6ssea e sangue periférico expressam ANXAl e o
receptor FPR2 constitutivamente, e a expressdo de ambos é regulada pelos
GCe;

ANXAL1 via receptor FPR2 expressos em células da medula 6ssea, controlam
a maturacao dos neutrofilos e o trafego para o sangue;

O controle exercido pela ANXAL sobre o eixo SDF-1a/CXCR4 é dependente
da interacdo da ANXAL ao seu receptor de membrana FPR2;

ACTH causa neutrofilia e os neutréfilos mobilizados para o sangue séo
ANXA1";

Os neutrofilos de animais tratados com ACTH sdo CD18", CD49d", CD62L" e
CXCR4", e as agdes do ACTH na expressdo de CD62L s&o independentes de
GCe e ANXAL;

ACTH altera o fendtipo dos neutrofilos circulantes, modificando o seu
comportamento na circulacdo e o trafego dos mesmos para os tecidos
inflamados e de clearance;

A auséncia da acdo dos GCe e da ANXAL determinam rapida mobilizacao
dos granuldcitos da medula déssea para o sangue circulante e deste
compartimento para o foco de inflamacéo;

O eixo IL-17/IL-23/G-CSF participa do processo inflamatorio agudo e parece
nao ser alvo de acdo da ANXA1 e do GCe nesta etapa de reacao inflamatoria;
Na vigéncia de inflamacgéo, as moléculas de adeséo, CD49d e CD62L, estédo
envolvidas no processo de migracdo de neutréfilos da medula 6ssea para o
sangue;

Paralelamente aos dados da literatura, os resultados obtidos aqui permitem

concluir qgue os GCe e a ANXAL sdo relevantes para a plasticidade fenotipica dos

neutroéfilos de acordo com os estimulos a que sdo submetidos, e podem auxiliar para

compreensao de novos conceitos sobre a producdo, tempo de vida, localizacéo e

funcdes dos neutrofilos.
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Abstract

Migrating bone marrow granulocytes are CXCR4°" while senescent blood
neutrophils are CXCR4"" and home to the bone marrow in response to stromal
derived factor-la. (SDF-1a). Endogenous glucocorticoid and its secreted protein
Annexin Al (AnxAl) modulate bone marrow-blood trafficking, but the mechanism has
not been fully elucidated. Using male AnxA1 knockout mice (AnxA1”") we identified a
novel pathway controlling granulopoiesis and neutrophil trafficking between the bone
marrow and blood under physiological conditions. AnxA1” mice showed enhanced
granulocyte maturation in the bone marrow and blood neutrophilia. The control
exerted by AnxAl occurs via formyl peptide receptor 2 (FPR2), as similar data were
found in wild type (WT) mice treated with Boc2 (Boc2 WT), a pan antagonist of FPR
receptors, and reversed in AnxAl” animals treated with the AnxAl peptide Ac2-26
(Ac2-26 AnxAl™). In addition, AnxAl and FPR2 are constitutive in bone marrow
granulocytes and their expressions are regulated by glucocorticoid receptor
activation, suggesting that AnxAl/FPR2 actions mediate the control of
glucocorticoids on granulopoiesis. In fact, ACTH injection mobilized AnxAl*
neutrophils into blood, via a mechanism dependent on cytosolic glucocorticoid
receptor activation. Membrane expressions and numbers of CXCR4" and CXCR2"
neutrophils were enhanced and reduced in AnxA1” mice, respectively. The same
profile of CXCR4" and CXCR2" neutrophils was also observed in vivo in Boc2 WT
mice, and reversed in Ac2-26 AnxA1” mice. Although AnxA1" circulating neutrophils
expressed high levels of CXCR4, chemotaxis to SDF-1a was reduced. Together, the
data herein presented highlight AnxAl as a physiological mediator of granulopoiesis

and neutrophil trafficking, by targeting the SDF-1o/ CXCR4 axis.



Keywords: RU38486; annexin Al knockout animals; chemotaxis; CXCR2; formyl

peptide receptor 2; Ac 2-26 peptide



1. Introduction

Bone marrow is a reservoir compartment of progenitor, blast and mature cells,
which are continuously delivered into the circulation in large numbers - between 10**
and 10’ neutrophils each day in humans and mice, respectively - to maintain
homeostasis [1,2,3]. Although recent data suggests that a specific population of
neutrophils may circulate for longer periods of time [4], the majority of these cells
circulate for 6-8 hours, become senescent and migrate into different tissues.
Approximately 30% of circulating senescent neutrophils migrate into bone marrow,
where they become apoptotic to be phagocytosed by resident macrophages [5,6].
The efficient phagocytosis process contributes to granulopoiesis and delivery, as
engulfing bone marrow macrophages secrete granulocyte-stimulating factor (G-CSF)
to stimulate these processes [7,8].

Bone marrow-blood trafficking of neutrophils relies on alterations in membrane
receptor expression that occur during cellular aging. In this context, circulating
senescent neutrophils undergo a progressive decrease in CXCR2 expression and
increased responsiveness to bone marrow stromal-derived factor-lo (SDF-1a)
through expression of CXCR4, which drives senescent neutrophils back to the bone
marrow [5,6,9]. In addition, the CXCR4/CXCR2 balance contributes to the release of
mature granulocytes from the bone marrow into blood, as migrating bone marrow
granulocytes are CXCR4™ and CXCR2"" cells [10]. The relevance of the
CXCR4/SDF-1a. axis in neutrophil trafficking is evidenced in CXCR4 knockout mice
[11] and in individuals with WHIM (Warts, Hypogammaglobulinemia, Infections and
Myelokathexis) congenital syndrome, caused by persistent CXCR4 expression. The

resulting severe neutropenia detected in WHIM subjects reflects the retention of



mature granulocytes together with augmented apoptosis in the bone marrow
[11,12,13,14,15].

The molecular mechanisms involved in granulocyte delivery during
physiological or stress conditions are complex and not completely understood.
Nonetheless, strong evidence has supported the involvement of the hypothalamic-
pituitary-adrenal (HPA) axis. Elevated levels of secreted glucocorticoids during the
early phases of inflammatory processes inhibit peripheral neutrophil migration into
inflamed tissues [16,17,18]; whilst, at the same time mature granulocytes are
mobilized from the bone marrow into blood [19]. The same pattern of leukocyte
trafficking is induced by high concentrations of synthetic glucocorticoid or by injection
of adrenocorticotropic hormone (ACTH) [20,21]. Interestingly, in the absence of
stress conditions, neutrophilia has also been detected in animals deficient in
glucocorticoid activity [22,23], indicating the existence of a tight physiological control
on neutrophil trafficking by secreted glucocorticoids.

The molecular actions of glucocorticoids involve genomic and non-genomic
mechanisms [24], and the genomic pathway seems to be responsible for the majority
of the anti-inflammatory actions. It has been proposed that glucocorticoids control the
leukocyte flux, under physiological or pathological conditions, through trans-
repression and inhibition of the activities of pivotal transcription factors [25]. However,
glucocorticoid/glucocorticoid receptor dimers can also trans-activate and induce
important effectors with anti-inflammatory and immune-regulatory properties such as
dual-specificity phosphatase 1 (DUSP-1) and annexin Al (AnxAl) [26,27]. AnxAl is a
Ca'? and phospholipid-binding protein inducible by glucocorticoids in different cells
that displays an important role in the anti-inflammatory actions of hormones. It has

been clearly shown that secreted AnxAl binds to membrane formyl-peptide receptor



2 (FPR2) and inhibits neutrophil influx into inflamed tissues by inducing the
detachment of neutrophils from endothelial cells in the postcapillary venules [21,28].
More recently, we have also shown that non-inflamed AnxAl knockout mice (AnxA1™"
) present elevated numbers of neutrophils in the bone marrow and in the peripheral
blood, providing evidence of its role in the physiological control of neutrophil
trafficking. The mechanism involved seems to be dependent on AnxAl modulation of
macrophage phagocytic activity in the bone marrow, as phagocytosis of apoptotic
neutrophils returning to bone marrow from the blood is impaired in AnxA1” mice [29].

In the present manuscript, we aimed to clarify the molecular mechanisms of
AnxAl on granulocyte maturation and bone marrow-blood neutrophil trafficking
pathways. To our knowledge, we show for the first time that AnxAl, through FPR
binding, is a physiological mediator of granulocyte maturation and trafficking, and the
SDF-1a/CXCR4 axis is a target of AnxA1’s actions in bone marrow granulocyte

delivery and neutrophil blood homing.



2. Materials and methods
2.1. Animals

Male wild-type (WT) and AnxAl null (AnxA1™) [30] 5- to 6-wk-old BALB/c mice
were obtained from the Animal House of the School of Pharmaceutical Sciences,
University of Sao Paulo (Brazil). Chow and water were available ad libitum. During
experimental procedures, the animals were anaesthetized with ketamine/xylazine
(77/7 mg/kg) to avoid any stress conditions. All animal procedures were performed
according to protocols approved by the Ethics Committee on Animal Use of the
School of Pharmaceutical Sciences, University of Sdo Paulo — (CEUA/FCF/285) for

the proper use and care of experimental animals.

2.2. Pharmacological treatments

The glucocorticoid receptor antagonist mifepristone (RU38486, 10 mg/kg,
Sigma, St. Louis, MO, USA) was dissolved in a solution of carboxymethyl cellulose (2
mg/ml), polysorbate 80 (50 pl/ml), ethanol (40 pl/ml) and phosphate buffered saline
(PBS; NaCl 137 mM, KCI 2 mM, phosphate buffer 10 mM, pH 7.2-7.4), and
administered intraperitoneally (i.p.). Adrenocortropic hormone (ACTH; 5 pg/animal,
i.p.; Synacthen®Depot, Novartis, Basel, Switzerland) or vehicle (PBS) were
administrated 4 hours before assays.
Ac2-26 peptide, the active peptide of AnxAl (Tocris, Bristol, UK), was administered
to AnxAl” mice once per day during 4 consecutive days, i.p., at a dose of 1 mg/kg.
The pan-FPR antagonist Boc2 (10 upg/mouse i.p., MP Biomedicals, UK) was
administered once per day during four consecutive days. Doses and therapeutic

schedules followed those previously described in the literature [31,32].



2.3. Haematological parameters
2.3.1. Blood

Animals were anaesthetized and whole blood samples were obtained via
abdominal aorta punctures using EDTA (2 mg/ml, Sigma, St. Louis, MO, USA). Total
cells were quantified using a Neubauer chamber. Differential leukocyte counts were
performed on blood smears stained with May Grumwald—-Giemsa solution (Sigma, St.

Louis, MO, USA).

2.3.2. Bone marrow

Bone marrow cells were obtained by flushing the femoral cavity with 2 ml of
McCoy’s 5A medium (Sigma, St. Louis, MO, USA). The number of total cells was
guantified in a Neubauer chamber. Differential counts were performed on the basis of
500 cells per slide smear stained with May Grumwald-Giemsa. The granulocytic
lineage of the bone marrow was classified as being either blast, immature, band or
mature. The intermediate cell class was considered to be promyelocytes, myelocytes

and metamyelocytes.

2.4. AnxAl expression in neutrophils from bone marrow and blood by
immunofluorescence

Blood and bone marrow leukocytes were prepared on 0.1% gelatin-coated
glass coverslips. After 30 min, adherent cells were fixed in 4% paraformaldehyde for
15 min, permeabilized with 0.4% Tween-20/PBS for 15 min, blocked with 3% goat
serum containing 0.1% BSA in PBS for 1 h, and then incubated with rabbit polyclonal
anti-AnxAl antibody (1:300; Invitrogen, Zymed Laboratories, Carlsbad, CA, USA) in

PBS containing 1.5% goat serum overnight at 4 °C. After three rinses with PBS, the



samples were incubated with PE-conjugated goat anti-rabbit secondary antibody
(2:200, Abcam, London, UK) in PBS containing 1.5% goat serum for 1 h at room
temperature in the dark. The slides were then washed in PBS and stained with 300
nM 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) for 10
min followed by three rinses with PBS. After mounting with fluorescent mounting
media, the slides were observed under a Zeiss-Axioskop 2 fluorescence microscope
(Carl Zeiss Meditec, Inc., San Antonio, TX, USA). Densitometric analysis of the
AnxAl immunostaining on neutrophils was performed on an arbitrary scale ranging
from 0 to 255 using AxioVision software (Carl Zeiss Meditec, Inc., San Antonio, TX,

USA).

2.5. Immunoenzymatic assay

To measure corticosterone levels by immunoenzymatic assay (Cayman, Ann
Arbor, MI, USA), samples from whole blood were obtained as described in section
2.3.1 without anticoagulant, and centrifuged for 10 min at 600 x g to obtain the serum
samples. The SDF-1a (R&D System, Minneapolis, MN, USA) concentration was
determined in bone marrow perfusate obtained as described in section 2.3.2. The
samples obtained from each experiment were analysed in duplicate in the same

assay.

2.6. Flow cytometry

Leukocytes were isolated from blood collected from either the abdominal aorta
or from the bone marrow as described in sections 2.3.1 and 2.3.2, respectively, to
evaluate maturation phases of granulocytes according to Trotier et al. [33] and to

evaluate CXCR2, CXCR4 and FPR2 expression. In brief, erythrocyte lysis was



performed using an ammonium chloride solution (0.13 M) on the blood samples, after
which leukocytes were recovered after washing with PBS.

To analysis granulocyte maturation in the bone marrow, phenotypic labelling of
three granulocyte maturational stages, immature (promyelocytes, myelocytes),
intermediate (metamyelocytes, band cells) and mature (segmented neutrophils) was
performed by using anti-Ly6G (Gr-1, PE conjugated rat anti-mouse Ly6G, BD
PharMingen Technical, CA, USA, 50 mg/ml) and CD11b (FITC conjugated rat anti-
mouse CD11b, BD PharMingen Technical, CA, USA, 50 mg/ml) antibodies. To
separate monocyte cells, cells were labelled and gated with Ly6C™¢ (APC
conjugated rat anti-mouse Ly6C, BD PharMingen Technical, CA, USA, 50 mg/ml).
Mature neutrophils were Gr-1"/CD11b", intermediated cells Gr-1"/CD11b™ and
immature cells were Gr-1"*%/CD11b™e"

FPR2 expression (FITC conjugated, diluted 1:100) was evaluated in bone
marrow Ly6G/CD11 labelled leukocytes or blood neutrophils. 1x10° bone marrow or
blood cells were incubated with antibodies (100 pl, each) during 20 min at 4°C in the
dark.

Other samples of leukocytes (1x10°) from blood or bone marrow were
incubated for 20 min at 4 °C in the dark with 100 pl of monoclonal antibody against
CXCR2 (PE conjugated, rat anti-mouse CXCR2, BD PharMingen Technical, CA,
USA, 50 mg/ml) or CXCR4 (PE conjugated, rat anti-mouse CXCR4, BD PharMingen
Technical, CA, USA, 50 mg/ml). All antibodies were diluted 1:100.

Immediately after the incubations, cells were analysed on a FACS Canto flow
cytometer (Becton and Dickinson, San Jose, CA, USA). Data from 10,000 cells were

obtained and only morphologically viable leukocytes were considered for analysis.



Results were expressed as the percentage of positive cells and mean of

fluorescence intensity (MFI).

2.7. In vitro neutrophil chemotaxis assay

Samples from whole blood were obtained as described in section 2.3.1, and
the neutrophils were separated by a modified Percoll method [34]. A Percoll gradient
was made by slowly adding 3 ml of 70% Percoll solution above 3 ml of 60% Percoll
solution, both diluted in Hank’s balanced salt solution (HBSS, GIBCO, Grand Island,
NY, USA). Subsequently, 3 ml of whole blood was added slowly above the Percoll
gradient and then centrifuged at 500 x g for 35 min at 22 °C with 2 m/s®
acceleration/braking. After centrifugation, a halo between the 70 and 60% Percoll
solutions containing the neutrophils was observed and collected.

Then, the neutrophils were washed with HBSS by centrifugation at 400 x g for
10 min at 22 °C. After washing, the neutrophils were resuspended at 2x10° cells/ml in
HBSS supplemented with Ca®*. In the next step, 25 ul of cell suspension from blood
was loaded on the top well of a commercial Neuroprobe ChemoTx-101-8™ 96-well
plate equipped with an 8-um pore size filter (Neuroprobe, Leamington Spa, UK). As a
chemoattractant, 1 ng/ml of SDF-1a was added in the bottom well. The chemotaxis
assay with neutrophils from the blood was incubated for 2 h and a cell suspension
from the bone marrow was incubated for 1 h at 37 °C and 5% CO,, after which

neutrophils migrated from the blood were counted using a Neubauer chamber.

2.8. Statistical analysis



Means and standard errors of means (S.E.M.) of the data are presented and
were compared by analysis of variance (ANOVA) or Tukey Multiple Comparisons

Test with the level of significance defined as less than 0.05.



3. Results
3.1. AnxAl and its FRP2 receptor are expressed in bone marrow granulocytes
and modulate granulocyte maturation

Intracellular and membrane-associated AnxAl and its receptor FPR2 are
constitutively expressed in bone marrow granulocytes and blood neutrophils, and
RU38486 treatment reduced their expression in both compartments (Fig. 1 and 2).

AnxAl expression on granulocytes affects the maturation process, as
numbers of intermediate, band and mature granulocytes in the bone marrow, as well
as blood neutrophils, were enhanced in AnxAl” mice (Fig. 3), suggesting that
deficiency in AnxAl causes an acceleration in the process of granulocyte maturation.
Nonetheless, AnxA1l deficiency did not modify the number of blast cells (Fig. 3A).

Corroborating the role of AnxAl and FPR2 on granulopoesis, administration
of Ac2-26 peptide into AnxA1™ mice reversed all alterations on granulopoesis (Fig.
3). On the other hand, antagonism of FPRs in WT mice induced modifications on

granulopoesis similar to those observed in AnxA1” mice (Fig. 3).

3.2. AnxAl also modulates the delivery of mature granulocytes to blood

In order to confirm the evidence that AnxAl is a physiological mediator of
neutrophil delivery, blood neutrophils were counted after ACTH injection into WT or
AnxAl1l” mice. ACTH induced mobilization of a mature pool of cells, which were
AnxA1" neutrophils, from the bone marrow to blood, however an inverse expression

of AnxAl was observed in cells obtained from bone marrow (Fig. 4).

3.3. AnxA1 alters the profile of CXCR4" cells in the bone marrow and blood



We have previously shown that AnxA1” mice present neutrophilia [29], which
was corroborated in the present manuscript, and the mechanisms involved have not
been clarified. The CXCR4 expression pattern in the bone marrow and blood cells
indicated the profile of the homing and clearance of circulating senescent neutrophils
into bone marrow, as CXCR4™" cells in both compartments indicate the presence of
senescent cells. In addition, this pattern has been confirmed using CXCR2"" cells
[6].

Here, we verified that the circulating pool of CXCR4" cells, as well as the level
of CXCR4 expression per cell, is also enhanced in AnxA” mice (Fig. 5A and B); in
contrast, CXCR2" cells in the blood and the extent of receptor expression at the
single cell level are reduced in AnxAl” animals (Fig. 5C and D). This pattern of
response was reversed by treating AnxA” mice with Ac-2-26 peptide (Fig. 5A-D).
Conversely, treatment of WT mice with Boc2 enhanced and reduced the populations
of CXCR4" and CXCR2" cells, respectively (Fig. 6A-D). In addition, Boc2 treatment
enhanced the number of CXCR4" granulocytes in the bone marrow (Fig. 6E), as we

previously observed in AnxA” mice [29].

3.4 AnxAl controls SDF-la secretion and SDF-le-induced neutrophil
chemotaxis

The elevated pool of CXCR4" neutrophils in the blood of AnxAl™ mice may
reflect the reduced chemotactic response to bone marrow SDF-1a. This hypothesis
was tested by analysis of the in vitro chemotactic response of circulating neutrophils
to SDF-1a. Corroborating our hypothesis, the data obtained showed that circulating
neutrophils obtained from AnxAl” animals were unable to migrate in response to

SDF-1a (Fig. 7A). It is important to note that levels of SDF-1a in the bone marrow



were reduced by AnxAl deletion (Fig.7B), which was reversed after 4 days with Ac2-
26 treatment. On the other hand, Boc2 treatment also reduced SDF-la secretion

(Fig. 7B).



4. Discussion

Although neutrophils are the most abundant immune cell type in humans, only
2% are found in the bloodstream, whilst they spend the majority of their life in the
bone marrow. This pattern of cell distribution remains unaltered during homeostasis,
but is rapidly altered under stress conditions [35,36]. Therefore, the molecular
interactions of bone marrow granulocytes, stromal cells, sinusoids and microvessels
are under the control of chemical mediators of stress [37,38,39,40]. We and others
have shown that secreted or exogenous glucocorticoids modulate both physiological
and stress-mediated granulopoiesis and bone marrow granulocyte delivery
[23,33,41]. Here we show that AnxAl, a protein secreted in response to
glucocorticoid action, controls granulopoiesis and bone marrow/blood/bone marrow
trafficking by modulating granulocyte maturation phases and the CXCR4/SDF-1a
axis.

We had previously demonstrated that an absence of circulating
glucocorticoids, or blockade of glucocorticoid receptors, affects the production,
maturation and delivery of granulocytes from the bone marrow, as visualized by the
greater numbers of blast, immature and band cells accompanying blood neutrophilia
in rats [23]. Morphological and flow cytometric analysis carried out in the present
manuscript showed that the actions of secreted glucocorticoids on maturation and
delivery, but not on the production of granulocytes, may involve AnxAl secretion and
its interaction with FPR2, in view of the findings produced with AnxAl”, Ac2-26
AnxAl™ or Boc2 WT treated animals. Our previous study had already suggested that
AnxAl does not control the production of granulocytes, as levels of G-CFU, as well
as the expansion of granulocytes after G-CSF treatment, were equivalent in AnxA1™”

and WT mice [29]. The Boc2 FPR antagonist was employed, as it has been widely



used to evaluate the actions of AnxAl [31,32], and the selectivity of other
antagonists, such as WRW4, has been discussed [42,43,44,45,46].

Supporting the role of AnxAl in the maturation and delivery of granulocytes,
we showed that AnxAl and FPR2 expressions are constitutive in bone marrow
granulocytes. Their expression is under the control of secreted glucocorticoid via a
mechanism dependent on glucocorticoid cytosolic receptor activation, suggesting
that glucocorticoid/AnxA1 modulate granulocyte maturation in homeostasis. In
accordance with this idea, neutrophilia induced by ACTH injection results from rapid
mobilization of AnxA1* neutrophils. ACTH-induced neutrophilia is also dependent on
glucocorticoid action, as ACTH activates the HPA axis and enhances glucocorticoid
levels in the blood [40], and prior treatment with RU38486 inhibited ACTH-induced
neutrophilia (data not shown). It has been already shown that exogenous AnxAl
blocked ACTH or PAF-induced neutrophilia [4,19,47,48,49]; nevertheless, ACTH-
induced mobilization of AnxA1" cells has been shown here for the first time.

Our previous data showed that the elevated number of neutrophils in the bone
marrow in AnxAl” mice reflects the accumulation of senescent homing CXCR4*
neutrophils, caused by their impaired phagocytosis by bone marrow macrophages
[29]. As AnxAl” animals also present blood neutrophilia, which is not dependent on
elevated granulocyte chemotaxis to CXCL-1/CXCR2 [29], we here hypothesized that
neutrophilia could be dependent on modifications in the CXCR4/SDF-1a axis. In fact,
CXCR4 expression per cell as well as the number of CXCR4" neutrophils was
enhanced in the blood of AnxA1™ mice. In addition, CXCR2 expression was reduced
in neutrophil membranes, which, in accordance with elevated CXCR4 expression,
shows that deficiency in AnxAl lengthens the lifespan of neutrophils in the blood. It is

noteworthy to mention that similar profiles of neutrophils in both compartments and



membrane expressions of CXCR4 and CXCR2 were found in Boc2 WT treated
animals and were reversed if AnxA1” mice were supplemented with Ac2-26.

Enhanced expression of CXCR4 in neutrophil membranes in AnxA1” mice
could be controversial for the hypothesis of a longer lifespan in blood, as they could
be more responsive to bone marrow derived SDF-1a. In contrast, an in vitro
chemotaxis assay showed reduced migration of blood neutrophils from AnxA1” mice
in response to SDF-1a, suggesting that AnxA1 also modulates CXCR4 functions.
CXCR4 is a seven-domain transmembrane receptor linked to a G-protein coupled
receptor [GPCR; 50,51], and the mechanism of AnxAl’s influence on receptor
functions requires further investigation.

AnxAl exerts an additional control on the CXCR4/SDF-1a axis, as levels of
the chemotactic agent in the medullar perfusate of AnxAl™ mice were lower than
those measured in WT mice. The expression and actions of AnxAl produced by
stromal bone marrow cells has not previously been shown, and further studies are
required to evidence the potential mechanisms of action.

Recent evidence indicates a previously unappreciated relationship of the SDF-
1la/CXCR4 axis and the control of neutrophil traffic exerted by secreted
glucocorticoids. It has only been shown that pharmacological doses of
glucocorticoids upregulate CXCR4 expression and CXCR4-induced signalling
pathways in lymphocytes, leading to enhanced proliferation, actin polymerisation,
Rac activation and cell migration in response to SDF-1a [52,53,54,55]. Based on the
current findings and the fact that AnxAl protein is secreted in response to
glucocorticoid actions, we infer the SDF-10/CXCR4 axis may be a potential

downstream pathway mediating the control exerted by secreted glucocorticoids.



Corroborating the role of AnxAl on the life span of neutrophils, it has been
shown that AnxAl, Ac2-26 or Ac2-50 peptides all induced neutrophil apoptosis
during different disease states [56,57,58], contributing to reinforcing the role of
AnxAl in resolving inflammation. Nevertheless, the role of physiological AnxAl in
neutrophil apoptosis has not been established. Dalli et al. [29] has only shown
enhanced numbers of apoptotic neutrophils in the bone marrow, which may reflect
their impaired phagocytosis by macrophages.

Recently published data have broken old paradigms on neutrophil production,
life span, localization and functions, suggesting that neutrophils are plastic cells that
modify their phenotype according to stimuli [59,60]. The molecular control of these
phenomena is not fully understood, but our results suggest AnxAl may be a player in
these phenomena. It is now evident that AnxAl exerts physiological actions on the
maturation, life span and locomotion of neutrophils, and therefore is relevant in the

mounting and resolution of innate and adaptive host responses.
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Figure 1. AnxAl expression in neutrophils from bone marrow and peripheral blood in
vehicle or RU38486-treated mice. Balb/C wild type mice were treated with either
vehicle or RU38486 (RU) (10 mg/kg i.p., 24 h and 2 h before sacrifice). (A) and (C)
Representative images of AnxAl expression and DAPI counterstaining of neutrophils
(arrows) in the bone marrow and blood, respectively, after vehicle or RU treatments.
Densitometric analysis of bone marrow (B) and blood neutrophils (D) immunostained
for AnxAl. Data are expressed as mean + s.e.m of arbitrary units (n=6 animals per

group). **P<0.001 vs. vehicle.
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Figure 2. FPR2 expression in bone marrow and blood leukocytes from animals
treated with RU38486. Balb/C wild type mice were treated with either vehicle or
RU38486 (RU) (10 mg/kg i.p., 24 h and 2 h before sacrifice) (A, C, and E) % FPR2-
positive cells in bone marrow, (G) % FPR2-positive cells in blood, (B, D, and F) FPR2
expression per cell in leukocytes from bone marrow and (H) FPR2 expression per
cell in leukocytes from blood. Data are expressed as mean £ s.e.m. (n=6 animals per
group).. *P<0.05, *P<0.01 and ***P< 0.001 vs. respective controls.
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Figure 3. Number of cells in the bone marrow and blood in AnxA1™”, Ac2-26 AnxA1™”
and Boc2 WT treated mice. AnxAl” mice were treated with either vehicle or peptide
Ac2-26 (1 mg/kg, once per day during 4 consecutive days, i.p.) and Balb/C wild type
mice were treated with either vehicle or Boc2 (10ug/mouse once per day during 4
consecutive, i.p.). (A) Number of blasts, (B) intermediate cells, (C) bands, and (D)
mature granulocytes in the bone marrow, (E) neutrophils in the peripheral blood.
Phenotypic labelling of three granulocyte maturational stages by flow cytometry, (F)
Number of immature cells (R3 - Promyelocytes, myelocytes), (G) intermediate cells
(R2 - metamyelocytes, band cells), (H) mature neutrophils (R1 - segmented



neutrophils) in the bone marrow, and (I-N) Representative images of cytometric
analysis. Data are expressed as mean = s.e.m. (n=6 animals per group). *P<0.05;

**P<0.01 and **P<0.001 vs. respective controls.
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Figure 4. Effect of ACTH treatment on AnxAl expression in neutrophils from bone
marrow and peripheral blood. Balb/C wild-type mice were treated with either vehicle
or ACTH (5 pg/animal, i.p., 4 h before sacrifice). (A) and (C) Representative images
of AnxAl expression and DAPI counterstaining of neutrophils (arrows) in the bone
marrow and blood, respectively, after vehicle or ACTH treatments. Quantitative
analysis of AnxAl immunostaining on bone marrow (B) and blood neutrophils (D).
Data are expressed as mean = s.e.m in arbitrary units (n=6 animals per group).
***P<0.001 vs. vehicle.
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Figure 5. CXCR4 and CXCR2 expression in circulating neutrophils from Balb/C wild
type, AnxAl” and Ac-26 AnxAl’ mice. AnxAl”mice were treated with vehicle or
peptide Ac2-26 (1 mg/kg, once per day, during 4 consecutive days, i.p.). (A) %
positive CXCR4 cells, (B) CXCR4 expression per cell, (C) % positive CXCR2, (D)
CXCR2 expression per cell. Data are expressed as mean + s.e.m. (n=6 animals per

group). **P < 0.01 vs. wild type mice.
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Figure 6. CXCR4 and CXCR2 expression in bone marrow and circulating neutrophils
from Balb/C wild type and Boc2 WT treated mice. Balb/C wild type mice were treated
with either vehicle or Boc2 (10 ug/mouse once per day during 4 consecutive days,
I.p.). (A and E) % positive CXCR4 cells in the blood and bone marrow, (B and F)
CXCR4 expression per cell in the blood and bone marrow, (C and G) % positive
CXCR2 cells in the blood and bone marrow and (D and H) CXCR2 expression per
cell in the blood and bone marrow. Data are expressed as mean * s.e.m. (n=6

animals per group). *P<0.05 and **P < 0.01 vs. wild type mice.
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Figure 7. AnxAl and FPR effects on neutrophil migration and SDF-1a secretion.
AnxAl” mice were treated with either vehicle or peptide Ac2-26 (1 mg/kg, once per
day during 4 consecutive days, i.p.) and Balb/C wild type mice were treated with
either vehicle or Boc2 (10 pg/mouse once per day during 4 consecutive days, i.p.).
(A) Blood neutrophil chemotactic response to SDF-1a; (B) SDF-1a levels. Data are
expressed as mean * s.e.m. (n=6 animals per group). *P < 0.05 and **P < 0.01 vs.

respective controls.



