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RESUMO

Mecanismos de modulacdo da anexina Al sobre a funcdo da proteina

translocadora em células da glia

A inflamacdo no sistema nervoso central (SNC) estd envolvida na génese de
uma série de doencas neurodegenerativas, sendo assim, compreender o
processo inflamatorio nessas circunstancias se torna essencial para propor
novas abordagens terapéuticas. Sabemos que a Anexina Al (ANXAl) e o
receptor TSPO sdo dois moduladores importantes da neuroinflamacéo.
Enquanto se sabe que a ANXAL possui propriedades antiinflamatérias, o papel
do TSPO ainda ndo estad esclarecido. Desta forma, este projeto avaliou a
atuacdo da ANXA1 sobre a expressdo do TSPO em linhagem de células da
microglia (BV2), e sua conexdo com o receptor Toll-like receptor-4 (TLR4) em
BV2 ativada pelo lipopolisacarideo de E.coli (LPS). Os resultados obtidos
mostram que o tratamento de BV2 com LPS induz a expressdo de TSPO,
dependente de ativacdo de TLR4, através das vias da molécula adaptadora do
fator de diferenciacdo mieldide 88 (MyD88) e do fator nuclear kB (NFkB). O
tratamento com ANXAL recombinante induz um perfil antiinflamatorio em células
BV2 estimuladas com LPS, por reduzir a secre¢do de citocinas proinflamatorias
e, a0 mesmo tempo, aumentar secrecdo de citocinas antiinflamatérias. A
exposicdo com ANXALl ainda impede o aumento da expressao de TSPO
induzida pelo LPS. Mostramos também que esta agdo da ANXAL é dependente
da interacdo com o receptor de peptideo formilado (FPR2). Adicionalmente, o
silenciamento de TSPO em células BV2 predispbe essas células a um perfil
ativado exacerbando a secregdo do fator de necrose tumoral (TNFa) em
resposta ao LPS, o que ndo pode ser revertido pelo tratamento com ANXAL
recombinante. Em conjunto, os resultados expde a relagdo existente entre

ANXA1l e TSPO em microglia ativada pelo LPS, mostrando que a ANXAl



modula negativamente a expressdo do TSPO. Ademais, o silenciamento de
TSPO inibiu a fagocitose de neurdnios apoptoticos, o que ainda sugere a

participacdo do TSPO na eferocitose.

Palavras Chave: TSPO, ANXA1, microglia, neuroinflamagéo, M1/M2.



ABSTRACT

Annexin A1 modulation mechanism on the expression of the Translocator

Protein (TSPO) in BV2 cells

Inflammation in the Central Nervous System (CNS) is involved in the genesis of a
number of neurodegenerative diseases, so understanding the inflammatory
process in these circumstances is essential to proposal new therapeutic
approaches. We know that Annexin A1 (ANXA1) and the TSPO receptor are two
important modulators of neuroinflammation. While it is known that ANXAL1 has
anti-inflammatory properties, the role of TSPO has not yet been clarified. Thus,
this project evaluated the interference of ANXA1 on the expression of TSPO in
microglia cell line (BV2), and its connection with the Toll-like receptor-4 receptor
(TLR4) in BV2 activated by E. coli lipopolysaccharide LPS). The results show that
the treatment of BV2 with LPS induces the expression of TSPO, dependent on
activation of TLR4, through the pathways of the adapter molecule of myeloid
differentiation factor 88 (MyD88) and nuclear factor kB (NFkB). Treatment with
recombinant ANXA1 induces an anti-inflammatory profile in LPS-stimulated BV2
cells, by reducing the secretion of proinflammatory cytokines and, at the same
time, increasing secretion of anti-inflammatory cytokines. Exposure with ANXA1
still prevents the increase of LPS-induced TSPO expression. We also show that
this action of ANXAL is dependent on the interaction with the formylated peptide
receptor (FPR2). In addition, TSPO silencing in BV2 cells predisposes these cells
to an activated profile exacerbating secretion of tumor necrosis factor (TNFa) in
response to LPS, which can not be reversed by treatment with recombinant
ANXAL. Together, the results show the relationship between ANXA1 and TSPO

in LPS activated microglia, showing that ANXA1 negatively modulates TSPO



expression. In addition, TSPO silencing inhibited the phagocytosis of apoptotic

neurons, which still suggests the participation of TSPO in eferocytosis.

Key words: TSPO, ANXA1, microglia, neuroinflamation, M1/M2
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1 - INTRODUCAO

1.1 - Inflamacéo

Inflamacéo € a resposta do sistema imune com o objetivo de defender o
organismo do dano celular. Esta resposta pode ser desencadeada por estimulos
assépticos (como em cirurgias) ou ndo assépticos (como em infecgdes virais e
bacterianas), quimicos (toxinas) ou ainda fatores como necrose tecidual. A
reacao inflamatdria aguda é caracterizada por uma série de eventos inter-
relacionados, que consiste em respostas vasculares, celulares e ativacdo de
sistemas presentes no sangue circulante (LYMAN et al., 2014; ABBAS &
JANEWAY, 2000). De uma maneira generalizada, alteragbes hemodinamicas
(como modificagdes no fluxo sanguineo da microcirculacdo) e ativacdes
celulares (como dos leucécitos circulantes ou de células residentes) atuam para
desencadear a inflamacdo. Este processo € complexo e regulado por
substancias quimicas secretadas por diferentes células e também por ativacédo
de sistemas plasméticos (ROSEN, 2004).

Leucdcitos, derivados do sistema de fagocitos mononucleares possuem
a capacidade de penetrar o intersticio para exercer suas func¢des fagociticas e
apresentadoras de antigenos. Substancias sinalizadoras sédo outros importantes
atores no processo inflamatorio e incluem desde moléculas mais simples como o
oxico nitrico (NO) quanto componentes lipidicos complexos como
prostaglandinas, ou ainda proteinas como citocinas (LYMAN et al., 2014).
Também ganham destaque os receptores tipo Toll (TLRs). Estes receptores
detectam produtos de natureza microbiana desempenhando um papel central na
imunidade inata e adaptativa (JANEWAY, 1989, LEHNARDT et al.,, 2003;
SCARF & KASSIOU, 2013). TLR2 e TLR4 séo dois dos componentes mais bem
conhecidos e caracterizados entre os TLRs e sdo capazes de responder a
estimulos provenientes de antigenos de natureza bacteriana. O TLR2 € um
receptor de superficie que reconhece padrdes moleculares associados a
patogenos (PAMPS) que séo tipicamente associados a bactérias gram positivas
como, por exemplo, lipoproteinas, peptideoglicanos, zymozan, porfirinas entre
outros (ALIPRANTIS et al., 1999).
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J4& o TLR4 é um receptor de superficie que também reconhece o
lipopolissacarideo (LPS) de bactérias gram negativas (HOSHINO et al., 1999;
PARK & LEE, 2013). A transducdo de sinal que se segue apls O
reconhecimento de LPS pelo complexo do TLR4 € um componente essencial da
imunidade do hospedeiro (PARK & LEE, 2013). A sinalizacdo de TLR4 através
das vias dependentes de MyD88 e TRIF promovem producdo de citocinas pro-
inflamatorias ou IFN (TAKEDA & AKIRA, 2006). Adicionalmente aos PAMPS,
varias moleculas endbégenas sédo capazes de ativar TLRs como, por exemplo,
proteinas do tipo heat-shock, &cido hialurénico e lipoproteina de baixa
densidade. O desencadeamento do sinal de TLRs tem o objetivo inicial de
eliminar o invasor, iniciar reparo de tecidos que sofreram dano além de iniciar
respostas imunes adaptativas (JANEWAY, 1989, SCARF & KASSIOU, 2013;
AKIRA & TAKEDA, 2006).

No contexto da inflamacdo, o organismo modula negativamente o
processo, no sentido de limitar a intensidade da agressédo para o retorno da
homeostasia e reparo tecidual (ABBAS & JANEWAY, 2000; WYSS-CORAY &
MUCKE, 2002). Quando bem controlada, a resposta inflamatéria exibe um ajuste
delicado a fim de promover clearance de patdgenos sem causar dano ao
individuo através de feedbacks e regulacdo negativa até a remocao do estimulo
(LIEW et al., 2005). O clearance de patdégenos € orquestrado através de uma
combinacdo de peptideos antimicrobianos, mediadores inflamat6rios e

processos como a fagocitose e a autofagia (BECKER & O’NEIL, 2007).

A resposta inflamatéria inicial é de essencial para a manutencdo da
homeostase do organismo, porém, quando mantida de forma extensiva pode, ela
mesma, ser responsavel por dano tecidual e doencas neurodegenerativas. A
inflamacg&o crénica ocorre quando existe uma falha na regulagdo do processo
que prejudica a homeostasia corporal de forma local ou sistémica como em caso
de doencas auto-imunes (artrite, esclerose mudaltipla, Alzheimer, IGpus
eritematoso sistémico e aterosclerose) (KRAMER & GENCO, 2017; WYSS-
CORAY & MUCKE, 2002; FU et al., 2014).
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J& estd documentado que existe uma conexao entre os sistemas imune
da periferia do corpo e do sistema nervoso central (SNC) uma vez que estimulos
inflamatorios induzidos na periferia podem induzir efeito central. Sendo assim,
inflamacbes periféricas podem dar origem a respostas neuroinflamatérias
envolvendo a barreira-hematoencefélica (BHE), células da glia e neurdnios.
(REUS et al., 2015; de VRIES et al., 1996).

Véarias doencas no SNC sao caracterizadas por deficiéncias na
regulacdo de inflamacdes (NATHAN & DING, 2010). J& estd documentado que a
presenca de citocinas pro-inflamatérias como o TNF- a e IL-1B juntamente com
PAMPs estdo associados com inducdo de estados que incluem fadiga, febre,
sonoléncia e hiperalgesia (DANTZER & KELLEY, 2007). A ativacdo do sistema
imune inato e a liberacdo de agentes pro-inflamatoérios no foco da lesdo podem
até mesmo prejudicar a memdria imunolégica no SNC, contribuindo para
diversas disfuncées (SIMONE & TAN, 2011). O papel desempenhado por
citocinas pro-inflamatoérias em condi¢cdes neurodegenerativas possui uma grande
importadncia podendo prejudicar até mesmo estados cognitivos do individuo
(ECKENHOFF & LAUDANSKY, 2013; FU et al., 2014).

Além disso, a literatura mostra que a inflamacao esta relacionada com o
processo de envelhecimento, recentemente desenvolveu-se o conceito de
inflammaging sugerindo haver uma casualidade entre a inflamacao sistémica e a
progressao de varias doencas relacionadas ao envelhecimento (FORTI et al.,
2017; FRANCESCHI et al.,, 2007). Como varios agentes infecciosos séao
conhecidos por causar inflamacédo através de resposta imune, sugeriu-se que
um acumulo de infec¢cBes persistentes ao longo da vida pode contribuir para um
aumento de biomarcadores sistémicos que sdo observados em idades mais
avancadas (BRUUNSGAARD et al., 1999). H4 evidéncias de uma correlacao
entre infeccdo, inflamacédo sistémica e risco de doencas relacionadas ao

envelhecimento em casos de infec¢des cronicas (WESTMAN et al., 2014).
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1.2 — Neuroinflamacéao

O sistema nervoso central € considerado um local imunologicamente
privilegiado. Enquanto a Barreira Hematoencefalica (BHE) protege o SNC de
agressoes provenientes da periferia do corpo, o SNC também é capaz de induzir
resposta imune inata frente a injuria como trauma, infeccdo, AVC e neurotoxinas
a fim de neutralizar ameacas ao SNC minimizando dano (THOMSON et al.,
2014; REUS et al., 2015, FONSECA et al., 2014).

Neuroinflamacdo é o termo utilizado para descrever a resposta
inflamatéria do SNC que, apesar de muito semelhante a resposta inflamatoria
periférica, possui algumas particularidades como as células envolvidas (por
exemplo, microglia e astrocitos). A BHE também é um importante ator no
processo de neuroinflamagéo sendo conhecida como uma forma extremamente
especializada de endotélio com fungcbes ativas no influxo de mediadores
inflamatérios (THAL & NEUHAUS, 2014; de VRIES et al., 1996; DEMEESTERE
et al., 2015).

A neuroinflamacdo € um processo fisiolégico complexo que inclui
respostas do SNC a injuria e dano e envolve tanto degradacdo quanto
remodelamento tecidual. A ativacdo de células da microglia estd geralmente
associada a stress oxidativo através da liberacdo de citocinas e quimiocinas,
disfuncédo mitocondrial ou agregacao de proteinas podendo levar a morte celular
(DUPONT et al., 2017).

Estudos in vivo e in vitro tem demonstrado que algumas substancias
neurotoxicas e pro-inflamatérias como TNF-a, 6xido nitrico (NO) e IL-6 sao
produzidas pela administracdo de ativadores microgliais como o LPS e podem
induzir degeneracdo de neurdnios dopaminérgicos (KIM et al. 2010; GAO et al.
2011; KNOTT et al. 2000; ORR et al. 2002; LIU et al. 2013; SLOWIK et al. 2012;
HUMPEL, 2015).

Ainda, outros fatores podem disparar uma cascata inflamatéria
resultando em neurodegeneracgéo. De fato, a ativacdo da microglia e 0 aumento

da secrecdo de citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-1B, IL-6) ja foram
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reportados no SNC de pacientes com doenca de Parkinson (PD) (MOGI et al.,
1994; McGEER et al., 2001; PAL et al., 2015).

Da mesma forma que para a PD, ha uma correlacéo entre citocinas pro-
inflamatoérias e formacdo de placa beta amiloide (AB), no caso de doenca de
Alzheimer (AD). Uma combinacao entre morte neuronal e acimulo de placa AfB
podem estimular as células da microglia criando um looping. Curiosamente a
ativacdo da microglia pode néo apenas contribuir para a progressédo da doenca,
mas também sao relatados efeitos benéficos. A microglia ativada possui a
funcdo de reduzir o acumulo da placa Ap através de fagocitose, clearance e
degradacdo (QIU et al., 1997) e ainda através da liberacdo de moléculas anti-
inflamatdrias incluindo citocinas, fatores de crescimento, e a molécula ANXA1
(RIES et al., 2016).

Conforme mencionado anteriormente, apesar da protecdo promovida
pela BHE, estudos recentes mostram que existe uma comunicacdo entre o
sistema imune da periferia do corpo e o SNC. Foi demonstrado que pacientes
com doencas inflamatérias cronicas, como artrite reumatdide, desordens
inflamatorias intestinais ou até mesmo psoriase, podem apresentar sintomas que
incluem depresséao, ansiedade e fadiga (REUS et al., 2015). Apesar de haverem
avancos recentes na compreensdo das vias de comunicacdo do sistema imune,
os efeitos especificos da ativacdo da imunidade periférica no SNC ainda nao
estdo bem esclarecidos (THOMSON et al., 2014; AMANTEA et al., 2015).

De fato, a neuroinflamacdo persistente possui um papel central em
desordens com doenc¢as como Parkinson e Alzheimer ou esclerose mdltipla visto
gue o quadro inflamatério € causa direta de morte celular. Em virtude do
exposto, podemos perceber que o controle e prevencgéo da neuroinflamacao tem
uma grande importancia em novas abordagens terapéuticas para doencas
neurodegenerativas (LYMAN et al.,, 2014; KNOTT et al. 2000) ja que existem
evidéncias crescentes de que inflamacdo seja causa de neurodegenracdo em
casos de doencas dessa natureza e ndo apenas uma consequéncia (COTE et al.

2015).
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A acdo de mediadores em nivel local tem sido alvo de estudo para
intervencdo farmacéutica. Em funcdo disso, € de extrema importancia
compreender os mecanismos envolvidos na etiopatologia de doencas do SNC
assim como o funcionamento normal da imunidade do sistema nervoso e a
modulacdo de  processos celulares para combater  desordens
neurodegenerativas (SHASTRI, 2013).

1.3 — Microglia

O termo microglia se refere a células do sistema immune residentes no
Sistema Nervoso Central. Elas pertencem a um grupo de fagocitos
mononucleares auto renovaveis que possuem func¢des semelhantes as dos
macréfagos (HOEFFEL & GINHOUX, 2015; GIULIAN & BAKER, 1986, PRINZ et
al.,, 2011; GOMEZ et al., 2013; LAWSON et al., 1990). Essas células sao
importantes efetoras e reguladoras de alteracbes da homeostase no SNC tanto
em situacles fisioldgicas quanto de injuria tecidual, sendo responsaveis por
realizar o patrulhamento do parénquima cerebral (PRINZ & PRILLER, 2014;
NIMMERJAHN et al., 2005).

Assim como o0 nome sugere, as células da microglia sdo as menores
células da glia. Em condi¢cdes basais, em individuos adultos, essas células
exibem uma morfologia caracteristica com corpo celular alongado além de
prolongamentos curtos e extremamente ramificados. Estimulos no SNC

associados com morte celular podem induzir sua ativacdo (GEHRMANN, 1996).

Essas células tem a propriedade de aumentar muito em ndmero em
caso de dando cerebral atuando como a primeira linha de defesa na remocéo de
debris celulares de locais que sofreram dano ou ainda contribuindo com o
turnover celular. A microglia também atua como célula apresentadora de
antigenos, semelhantes a macréfagos (PURVES et al., 2001; MACK et al., 2003;
LAWSON et al., 1990).

Sua distribuicdo no SNC ndo ocorre de maneira uniforme, substancias

branca e cinzenta e outras estruturas neuroanatomicamente definidas possuem
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densidades diferentes dessas células também existem diferencas entre
espécies, por exemplo, o nimero dessas células em humanos é muito maior
guando comparados a roedores (PERRY & HOLMES, 2014).

A funcdo dessas células ndo se limita a fagocitose e apresentacao de
antigenos. Elas também estdo envolvidas na regulacdo da inflamagédo no SNC,
neuroprote¢cdo e remodelamento do tecido neuronal (AARUM et al.,, 2003;
KIPNIS et al.,, 2004; SHAKED et al., 2004; PONOMAREYV, 2005), também
possuem um importante papel em processos como a sinaptogénese bem como
na manutencdo da homeostase neuronal (TREMBLAY et al., 2011; EKDAHL,
2012).

A ativacao classica da microglia é seguida de modificacdo morfolégica
substancial caracterizada por retracdo de processos celulares e aumento dos
corpos celulares até atingir um formato ameboide (SCHILLING et al., 2003;
JUNG & SCHWARTZ, 2012). A microglia ativada contribui na resposta
inflamatdria local produzindo citocinas como IL-18 e TNF-a (AMANTEA et al.,
2015), espécies reativas de oxigénio (GREEN et al., 2001) e proteases (ZOPPO
et al., 2007).

Ao mesmo tempo, outros estudos tém demonstrado efeitos protetores
em doencas neuroinflamatoérias (KITAMURA et al., 2004; LALANCETTE-
HEBERT et al., 2007). De fato, a microglia, além de sua funcao citotdxica,
também atua na resolucdo do processo inflamatério e em mecanismos
reparatorios envolvendo recuperacédo tecidual pela producédo de citocinas como
IL-10 e TGF-B (LALANCETTE-HEBERT et al., 2007, NEUMAN et al., 2008).

A razdo dessa aparente discrepancia nos resultados encontrados em
diferentes estudos se da& pela capacidade que a microglia possui em se
diferenciar em fenotipos distintos dependendo da evolugdo do dano tecidual
(PEREGO et al., 2011). Sendo assim, a microglia pode assumir estados de

polarizagcéo que estéo discutidos mais adiante.

Alternativamente, a microglia também pode alterar dramaticamente seu
padrao de expressao génica em certas regides do céerebro durante o processo

de envelhecimento podendo se tornar reativa e inflamada como resultado de
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disfuncdo nas suas propriedades fagociticas e de homeostase proteica. A
microglia disfuncional pode reduzir a sua capacidade de degradar a placa ASB
podendo promover ou mesmo iniciar a doenca de Alzheimer. Atualmente estdo
sendo testados anticorpos que se ligam a placa beta amiléide a fim de facilitar
seu clearance pela microglia (SPENCER & MASLIAH, 2014).

Qualquer disfuncdo na microglia pode levar a um quadro de
neuroinflamacéao que prejudica a homeostase e contribui para o agravamento de
quadros inflamatérios. Estes eventos podem gerar um mecanismo que se
retroalimenta aumentando o dano as membranas bem como a agregacdo de
proteinas. Se de fato a inflamacdo pode efetivamente disparar ou acelerar a
progresséo de doengas neurodegenerativas, a compreensao das vias envolvidas
na ativacao da microglia pode fornecer importantes alternativas para combater a
neuroinflamacéo (GROOT et al., 2015; REYNOLDS et al., 2011).

1.3.1 - Polarizagédo M1/M2

E importante lembrar que a microglia é fundamental no processo de
neuroinflamacdo podendo tanto desempenhar papéis na toxicidade celular
guanto reparo, regeneracdo e imunossupressao tecidual, vale ressaltar que
estudos recentes tém ajudado a compreender as fung¢des de células imunes
cerebrais nos estagios de desenvolvimento, homeostase, envelhecimento ou
resposta a injuria (FUMAGALI et al., 2015; SALINA et al., 2014).

Disturbios no microambiente do SNC podem desencadear a ativacdo da
microglia, levando a mudancas morfologicas nessas células além de
sobrerregulacdo de um espectro de moléculas intracelulares e antigenos de
superficie. A microglia ativada apresenta perfis de polarizagdo, com a
capacidade de sintetizar um amplo espectro de citocinas pré ou antiinflamatérias
e outros mediadores moleculares. Da mesma forma que foram propostas
distingcdes entre subpopulacbes de macréfagos definidas como “citotoxicas” ou
‘reparo”, a microglia ativada no SNC é comumente chamada como M1 (pré-

inflamatodria) ou M2 (anti-inflamatoria) (Figura 1). Entretanto, esta distincdo é
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com frequéncia simplista: em vérios estados de doencga, 0 espectro de citocinas
e antigenos expressos pela microglia vai além de simplesmente uma categoria
M1 ou M2 (CHHOR et al., 2013; DURAFOURT et al.,, 2012; HANISCH &
KETTENMMANN, 2007; BISWAS, S. & MANTOVANI, 2010; PERRY &
HOLMES, 2014).

A polarizacdo dessas células para o fenotipo M1 ocorre por PAMPs
como o lipopolissacarideo (LPS) associado, ou ndo com interferon y (IFN vy)
(MILLS et al., 2014, ROCA et al., 2009; MOSSER & EDWARDS, 2008), ou ainda
estimulos como a placa AB em pacientes com AD (LIU et al., 2005; HAYHOE et
al., 2006) ou aumento no influxo de calcio e liberacdo de adenosina trifosfato
(ATP) por células da circunvizinhanca (DAVALOS et al., 2005; SIEGER et al.,
2012). Nessas condi¢Bes, observamos uma intensa migracao de células para o
local da infeccdo na tentativa de conter a proliferacdo bacteriana levando a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e citocinas pro-inflamatorias
como IL-1B, IL-23 e TNF a com o objetivo de incrementar a capacidade de
apresentacao de antigenos aumentando a atividade microbicida (BISWAS, S. &
MANTOVANI, 2010; HESSE et al., 2001).

IL-4 x IL-13
M-CSF

Figura 1: Polarizacao das células da microglia. As células da microglia consistem em um grupo
heterogéneo que pode ser dividido em duas classes principais denominadas M1 e M2 (FONTE:
Adaptado de CHHOR et al., 2013 e PRINZ & PRILLER, 2014).
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Por outro lado, a ativagdo M2 pode ser induzida por citocinas expressas
por células Th2 como IL-4 e IL-13 (MILLS et al., 2000; MILLS & LEY, 2014).
Durante a resolucdo do processo inflamatorio, o equilibrio de células M1 e M2
ocorre a fim de promover o clearance de debris, inibir a producao descontrolada
de mediadores inflamatorios e restauracdo da homeostase tecidual (MILLS et al.,
2014; MILLS et al., 2000; DEY et al., 2014; GORDON & MARTINEZ, 2010).

A maior parte dos autores menciona as alteragdes fenotipicas apenas
em M1/M2 embora ja sejam conhecidos trés diferentes fenotipos para as células
caracterizadas como M2 denominados M2a, M2b e M2c com alteracdes
discretas em seu espectro de acdo (TABELA 1) (PRINZ & PRILLER, 2014;
CHHOR et al., 2013).

A eficiéncia da alteracdo do fendtipo dessas células € geralmente
avaliada por marcadores especificos. Na polarizacdo das células para o estagio
M1 observa-se incremento de citocinas e mediadores pro-inflamatorios como
interleucina 1B (IL-1 B), interleucina 6 (IL-6), fator de necrose tumoral a (TNF-a),
interleucina 12 (IL-12), espécies reativas de oxigénio (ROS), oxido nitrico (NO) e
oxido nitrico sintase (INOS), o objetivo deste estagio de polarizacdo € atuar na
defesa do hospedeiro contra infeccBes virais e bacterianas (GORDON &
MARTINEZ, 2010), neste perfil também podemos observar a perda de
marcadores M2a. Marcadores utilizados para quantificar M2-b (microglia
imunorregulatoria) incluem desde aumento na expressédo de IL-1RA e SOCS3 e
para M2a (reparo e regeneracdo) podemos perceber incremento de arginase 1,
CD 36, CD206 e citocinas anti-inflamatérias como IL-10 além de perda de
marcadores M1 e M2b (CHLORR et al., 2013; GORDON & MARTINEZ, 2010).
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TABELA 1. Marcadores com expressao associada a um fenodtipo especifico de microglia
(FONTE: CHHOR et al., 2013; PRINZ & PRILLER, 2014; PAOLI et al., 2014).

Papel na inflamagao

Sinal para Inflamotoxico  Pro-inflamatodrio Anti-
polarizag¢éo Inflamatdrio
IFNy TNF-a IL-1B Cox-2
LPS iNOS IL-6
5 TNFa IL-12
S GM-CSF IFN-y
S cxcLl
- S IL-1at
g CCL5 (RANTES)
= Citocinas
i Th-2: IL-4
g IL4ell13 IL-1RA
s M-CSF CXCR1
IS ,
o TGF-B
v
§
S5
s L
=  LPS+IL-1B TNFa IL-6
S MCSF IL-10
= Cox-2
3 SphK1/2
s 5 SOCS3
o S IL-4Rat
o £
s =
IL-10 iNOS IL-10
TGFB
S
Q
o 8
S5

Reparo

YM1
Flzz1
IGF-1
Argl
G-CSF
GM-CSF

VEGF

Imunorregulagdo

CD206

Gal-3

CCL2 (MCP-1)
CCR2 (CD192)

Células M1 e M2 podem ser convertidas umas nas outras em seu

microambiente, os fatores envolvidos na polarizacdo da microglia podem

interagir uns com 0s outros regulando essas células para fenétipos especificos
em diversas doencas de natureza inflamatéria (WYNN et al., 2013; LAWRENCE

& NATOLI, 2011). Consequentemente, M1 e M2 representam dois extremos de

todo o espectro possivel de ativacdo de microglia. A polarizacédo dessas células
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regula tanto o inicio do processo inflamatorio, como seu desenvolvimento e sua
resolucdo (NAKAGAWA & CHIBA, 2014).

1.4 — Translocator Protein 18KDa (TSPO)

A proteina translocadora de 18kDa (TSPO), € uma proteina
transmembrana que esta localizada primariamente na membrana mitocondrial
externa (PAPADOPOULOS et al., 2015; PAPADOPOULOS et al., 2009;
PAPADOPOULOS et al., 2007) e € expressa de forma mais intensa em tecidos
cuja producéo de esteroides e neuroesteréides é elevada (JORDA et al., 2005,
LACAREPE & PAPADOPOULOS, 2003; CHEN, M. K. & GUILARTE, 2008).

Esta proteina foi inicialmente estudada no contexto da farmacologia dos
benzodiazepinicos sendo considerada, durante um periodo, como um receptor
para substancias desta classe distinto do seu receptor central ligado ao GABAa
(GAVISH et al., 1999). O nome TSPO foi adotado posteriormente em face de
novos insights quanto a sua estrutura e fungdes moleculares quando ficou
evidenciado que substancias especificas ndo benzodiazepinicas como o
PK11195 (uma isoquinolina carboxamida) e o R05-4864 se ligam ao receptor
TSPO com alta afinidade, mas ndo ao receptor GABAA. Assim é possivel
explorar acfes celulares especificas deste receptor (SCARF et al., 2012;
PAPADOPOULOS et al., 2006; SELVARAJ & STOCCO, 2015).

Estruturalmente, sugere-se um complexo multimérico com 32 kDa
formado uma hélice transmembrana de 5 dominios associado ao canal de anion
voltagem dependente (VDAC) (Figura 2) (LACAREPE & PAPADOPOULOS,
2003; PAPADOPOULOS et al., 2006; MCENERY et al., 1992).



33

PR11195

Figura 2: Representacdo esquematica do receptor de TSPO com cinco dominios
transmembrana sendo alvo de ligantes especificos que exercem suas fun¢des de neuroprotecéo
(FONTE: Adaptado de RUPPRECHT et al. 2010).

Embora o TSPO ja tenha sido isolado, clonado e sequenciado, sua
estrutura tridimensional, seus sitios de ligacéo e a atividade agonista/antagonista
ainda ndo estdo bem estabelecidos. Alias, o aumento da expressdo de TSPO de
forma crescente e prolongada em células neurais ap0s injuria ou desordem do
sistema nervoso sugere que este receptor pode estar envolvido em mecanismos
de resposta dessas células a processos degenerativos ou outros tipos de dano
(SELVARAJ & STOCCO, 2015; RUPPRECHT et al. 2010).

Algumas funcbes do TSPO ja estdo bem descritas. Sabemos que o
receptor esta envolvido na translocacdo do colesterol do exterior para a parte
interna da membrana mitocondrial, o qual é um passo essencial na sintese de
esteroides e neuroesteréides (PAPADOPOULOS et al., 2006; PAPADOPOULOS
et al., 2007).
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O TSPO tem sido relacionado com a génese de diversas doengas. A
expressdo de TSPO esta aumentada em doencas neuroinflamatorias,
neurodegenerativas e até mesmo no cancer, sendo que neste Ultimo caso sua
expressao tem sido correlacionada com o progndéstico de doencas, embora os
dados ainda sejam controversos (CHEN & GUILARTE, 2008; RUPPRECHT et
al.,, 2010; HARBERTS et al.,, 2013). Processos como proliferagcdo da glia,
migracdo e fagocitose ou ainda secrecdo de citocinas pré-inflamatorias séo
fatores que desencadeiam aumento da expressdo de TSPO. Apesar disso, é
dificil precisar a partir de que ponto a expressdo desse receptor pode ser
considerada como resposta a um estado patolégico em funcédo de variacbes
individuais apesar da ja conhecida relacdo do aumento da expressdo desse
receptor em quadros como doenca de Alzheimer, por exemplo (VARRONE et al.,
2015; GHADERY et al., 2017).

Muito do que se sabe sobre esta proteina foi elucidado através do
estudo de ligacdo ao receptor. Ligantes especificos de TSPO apresentam
atividade neuroprotetora modulando a resposta inflamatéria e a gliose
(RUPPRECHT et al. 2010). Além disso, ligantes de TSPO possuem eficécia in
vivo substancial em modelos animais e humanos de neurodegeneracdo e
ansiedade. Esses estudos contribuem para a compreensao do potencial desse
receptor em limitar a neuroinflamacdo além de promover regeneragcao
melhorando disfun¢des do sistema nervoso (GIRARD et al., 2008; da SETTIMO
et al., 2008, RUPPRECHT et al., 2009).

Neste sentido, varios trabalhos utilizando ligantes especificos do
receptor relatam o seu papel imunomodulador e o envolvimento com a secrecao
de citocinas e imunoglobulinas (PAPADOPOULOS et al., 2006; ZHENG et al.,
2011; LAZZARINI et al., 2010). Os ligantes deste receptor mais estudados séo o
R05-4864 e 0 PK11195. J& foi demonstrado que a ligacdo deles ao TSPO induz
neuroprotecdo por reduzir a ativacdo de microglia e astrocitos frente a
aminoacidos excitatorios ou pela reducdo da inflamacao induzida pelo LPS, eles
também se mostraram efetivos na reducdo de edema de pata provocado pela
carragenina além de reduzir a secre¢do de citocinas inflamatoérias (JORDA et al.,
2005; CHOl et al., 2011).
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Além destes, outros ligantes também tem sido estudados, por exemplo,
0 SSR180575 melhorou a restauragédo funcional em nervos faciais lesionados
em modelo murino (CHAVEAU et al., 2011). Estes autores mostraram que além
de promover regeneracao essas moléculas parecem ser Gteis no tratamento de

disfungdes no sistema nervoso (GIRARD et al., 2008).

NOsso grupo de pesquisa mostrou que o tratamento de ratos Wistar com
R05-4864, diminuiu a interacdo de leucdcitos circulantes ao endotélio de vénulas
pés-capilares da microcirculagdo mesentérica induzidas pelo fMLP (N-
formylmethionyl-leucyl-phenylalanine peptide) e que, além disso, testes
realizados in vitro demonstraram que o R05-4864 preveniram a internalizacdo da
molécula de adesdo CD62L (L-selectina), a superexpressdo de PECAM-1, a
quimiotaxia, e o aumento do calcio intracelular (Ca*?) em neutréfilos inflamados
pelo fMLP via receptor de glicocorticoides (LIMA et al., 2012). Corroborando com
estes dados, Costa e colaboradores (2012) também demonstraram que o ligante
XBD173 modula negativamente estados de panico e ansiedade com

envolvimento da via dos glicocorticéides.

Células do SNC como microglia e astrocitos parecem ser alvos de
ligantes de TSPO enquanto que outras células neurais sédo alcancadas
indiretamente pelos seus efeitos provavelmente mediados por citocinas,
hormonios e fatores neurotréficos (RUPPRECHT et al. 2010). A compreensao do
funcionamento do TSPO permitira a descoberta de novas formas de integracao
de sinal entre érgdos centrais e periféricos além de ser um pré-requisito para
efetivamente delinear novas estratégias terapéuticas para tratamento de

doencas neurodegenerativas (BAE et al., 2014).

1.4.1 - TSPO e microglia

Conforme ja mencionado, existe uma forte correlacdo entre os niveis de
TSPO e a neuroinflamacdo sugerindo o envolvimento do receptor em varias
doencas inflamatorias. Vale lembrar da influéncia de ligantes de TSPO em

modular negativamente a neuroinflamacéo e neurotoxicidade (ZHAO et al. 2011;
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BARRON et al. 2013; RUPPRECHT et al., 2010). Mas os mecanismos pelos
quais o TSPO regula a neuroinflamacdo ainda ndo estdo plenamente

esclarecidos.

Os niveis de TSPO no SNC em condi¢cbes basais sdo baixos. A
expressdo do receptor aumenta dramaticamente frente a injuria e
neurodegeneracdo principalmente nas células da microglia (evento ja
evidenciado em estudo em modelos animais e estudos post mortem em
humanos). Alids, varias desordens de natureza neurodegenerativa estdo
acompanhadas por aumento na ativacdo da microglia que parece ter relacdo
com a progressao dessas doencas (BARRON et al. 2013; BAE et al., 2014).

Vale ressaltar que jA esta documentado que o TSPO modula
negativamente a neuroinflamacéo por acdo sobre as células da microglia tanto
em ensaios in vitro quanto in vivo. O aumento da expressdo do TSPO
desencadeado por ligantes atenua a ativacdo do fator nuclear-kappaB (NF-kB)
reduzindo a producédo de citocinas pro-inflamatérias pela polarizacdo dessas
células para o fen6tipo M2 mesmo na vigéncia de estimulo inflamat6rio como o
LPS. Por outro lado, a reducdo da proteina translocadora eleva o nivel de

citocinas pro inflamatérias (BAE et al., 2014).

Dados da literatura demonstraram que a expressao constitutiva de
TSPO é fortemente induzida em células de linhagem de microglia murina (BV2)
guando estas sdo desafiadas com estimulo inflamatério como o LPS. Da mesma
forma, o ligante XBD173 suprimiu a transcricdo de genes para marcadores pro-
inflamatérios como CCL-2, IL-6 e a Oxido nitrico sintase induzida (iNOS).
Também é importante mencionar que o tratamento com o ligante XBD173
reduziu a capacidade migratoria e a proliferacdo da microglia como também os
niveis de secrecédo de NO, sua atividade neurotoxica além de um incremento da

capacidade fagocitica (KARLSTETTER et al., 2014).

A expresséo de TSPO in vivo pode ser avaliada utilizando modelos de
PET scan. Imagens desse tipo em pacientes em estagios iniciais de doencas
neurodegenerativas como a PD sédo capazes de mostrar a polarizacdo da

microglia mesmo em fases iniciais da doenca (TERADA et al., 2016). Isso
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corrobora com o reportado em modelos animais de PD, nos quais a ativacdo da
microglia aparenta preceder perda neuronal dopaminérgica. Dado o fato de que
a proteina alfa-sinucleina esta diretamente envolvida na promocéo de ativacao
da microglia, a tendéncia é que exista um aumento de sinal de TSPO durante a

ativacao desta célula ao longo do tempo (ZHANG et al., 2016).

Da mesma forma como acontece para PD, imagens de TSPO utilizando
PET scan mostram uma ativacdo microglial mais intensa em varias regides
corticais conhecidas por serem depésitos de placa B-amildide em AD

(SURIDJAN et al., 2015) quando comparados a individuos saudaveis.

O aumento da expressdo de TSPO em diversas células do corpo
(incluindo fagdcitos e microglia) também pode ocorrer em resposta a citocinas.
Esse aumento pode servir como uma estratégia protetora contra citotoxicidade,
uma vez que a microglia ativada é, em si mesma, fonte de citocinas e, desta
forma, a sobre-regulacdo da proteina translocadora pode ser interpretada como
um fenbmeno auto-paracrino (BANATI et al.,, 2014). Sendo assim, o TSPO
parece atuar como um regulador negativo da ativacdo da microglia na
neuroinflamacéo (BAE et al., 2014; VENNETI et al., 2006).

Em conjunto, os dados da literatura mostram que o TSPO é receptor
importante na inflamacdo do SNC, sendo um marcador do processo, no entanto
o papel deste na inducdo e evolugcdo da inflamacdo nédo é conhecido. Desta
forma, estudos que investiguem os mecanismos de acdo do TSPO, bem como a
interelacdo do mesmo com demais mediadores da inflamacé&o, contribuirdo para

elucidar a génese das doencas inflamatérias do SNC.

1.5 - Anexina A1 (ANXA1)

O processo inflamatorio normal é, por si sO, autolimitante. Para evitar a
progressdo para a cronicidade, o proprio organismo ativa mecanismos que
reduzem a producdo de mediadores inflamatorios de forma ativa promovendo o

clearance de leucécitos e debris celulares do sitio inflamatdrio. Nesse contexto,
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varias familias de moléculas, incluindo mediadores de pré-resolvinas,
mediadores gasosos como 0 mondxido de carbono e proteinas foram descritos
por regular aspectos no processo de resolucdo da inflamacdo (PERRETTI E
D’ACQUISTO, 2009). Entre as proteinas que possuem um papel central na
resolucdo do processo inflamatorio encontra-se a ANXAL.

A proteina ANXAL1 é um membro da superfamilia das anexinas que se
liga com alta afinidade a fosfolipideos em presenca de calcio. Foram
identificadas 13 dessas proteinas em mamiferos, cada uma com funcdes
biolégicas especificas. De forma semelhante ao que ocorre com outras
anexinas, a ANXAL é expressa de maneira constitutiva nas células (GERKE et
al., 2005). Esta proteina est4 envolvida em varios processos moleculares e
celulares, incluindo agregacdo de membrana, sinalizacdo anti-inflamatoria,
apoptose, manutencdo do citoesqueleto e integridade da matriz extracelular,
crescimento tecidual, apoptose e diferenciacao celular (BIZZARRO et al., 2012;
GUO et al., 2013).

A ANXAL age via receptor acoplado a proteina G conhecido como FPR2
(formyl peptide receptor 2) (PERRETTI et al., 2002). Em condi¢cBes basais, a
proteina € expressa, tanto em humanos quanto em murinos, em diversos tipos
celulares como neutréfilos, mondcitos, macréfagos e microglia (MORAND et al.,
1995; PERRETTI et al., 2000; MULLA et al., 2005).

Em células ativadas, a ANXAL é prontamente mobilizada do citoplasma
para a superficie celular até ser secretada (PERRETTI et al., 1996; PERRETTI E
D’ACQUISTO, 2009). Varios mecanismos celulares atuam nessa mobilizacao.
Em macréfagos, o sistema de transporte conhecido como ATP-binding cassete
(ABC) parece ser responséavel pela secregcédo da proteina (WEIN et al., 2004).
Em células pituitarias, a secrecdo ocorre devido a fosforilacdo do residuo de
serina localizado na por¢cdo amino terminal da anexina (SOLITO et al., 2006).
Em neutréfilos humanos, a ANXA1 é armazenada de forma predominante em
granulos do citoplasma. Isso permite uma mobilizacdo rapida da proteina mesmo
com estimulos fracos ou em baixas concentracbes de quimioatraentes
(PERRETTI et al.,, 2000; PERRETTI et al., 1996; LOMINADZE et al., 2005;
VONG et al., 2007).
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A ativacgdo celular geralmente leva a realocacdo da anexina Al para o
exterior da membrana plasmatica, adicionalmente, concentracdes extracelulares
de calcio maiores que 1mM levam a uma mudanca de conformacdo na proteina,
sobremaneira em sua regido N-terminal, levando-a a sua forma ativa (GERKE et
al., 2005; ROSENGARTH et al., 2003, PERRETTI & D’ACQUISTO, 2009).

E importante ressaltar que a ANXA1 é produzida e secretada por agéo
hormonal. A administracdo de glicocorticéides em voluntarios saudaveis leva a
um aumento dos niveis de expressao de anexina A1l por mondcitos circulantes e
neutroéfilos (WALTHER et al., 2000).

Sabemos ainda que os glicocorticoides controlam as interacbes de
leucdcitos com o epitélio vascular interferindo na responsividade tanto das
células quanto do endotélio durante o recrutamento de leucdcitos
(principalmente neutréfilos e monécitos). O aumento da expressao de ANXAL
por GC pode explicar, ainda que parcialmente, a forma como os glicocorticéides
inibem a resposta de leucdcitos. Por exemplo, a administracdo de anexina Al
interfere no rolling e na migracdo de neutrofilos provavelmente via expressao de
L-selectina (GOULDING et al.,, 1990; GAVINS et al.,, 2012). A anexina Al
também esta envolvida na fagocitose de neutrofilos apoptéticos promovendo o
clearance de corpos celulares que ocorre na resolucédo do processo inflamatorio
levando a transducéo de sinais antiinflamatérios, incluindo aqueles mediados por
TGF- (PERRETTI & D’ACQUISTO, 2009), a ANXAl também interfere na
migracdo de neutréfilos do compartimento medular para o sangue (MACHADO
et al., 2014).

Muito do que se sabe sobre a conexdo entre a proteina ANXALl e os
glicocorticoides foi avaliado através de estudos utilizando animais knockouts.
Partindo desse modelo, ficou evidenciado que os efeitos antiinflamatérios dos
glicocorticoides na imunidade inata sdo mediados pela liberacdo de anexina Al
atuando sobre seu receptor (FPR2) em neutrofilos e macréfagos. Por outro lado,
varios efeitos imunossupressores dos GC na resposta imune adaptativa se dao
atraveés da inibicdo da expresséo de anexina Al em células T (BARRIONUEVO
et al., 2007).
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Em outras palavras, a ANXA1 possui a funcao de limitar a inflamagao
em processos patoldgicos possuindo um papel de protecdo tecidual. Estudos
utilizando ANXA1l recombinante mostraram uma reducdo da ativacdo da
microglia apos estimulacdo com LPS. Tambeém ja foi demonstrado que existe um
aumento de expressao de ANXAL1l em torno da placa AB (MCARTHUR et al.,
2010). Ries et al. (2016) também mostraram o potencial desta proteina sobre a
degradacédo e clearance da placa beta amiloide reduzindo a neuroinflamacéo o
qgue sugere que a ANXAL possui um papel protetor na progressao de doencas
neurodegenerativas como AD propondo uma nova abordagem terapeutica para

estudos desta doenca.

O uso de animais tratados com RU 38486 ou geneticamente depletados
de ANXA1, ou ainda sistemas celulares que super ou sub expressam a proteina,
tem sido muito empregados para demonstrar o papel fundamental da ANXAL, na
granulopoese (CAVALCANTI et al.,, 2006; 2007; MACHADO et al.,, 2014); na
migracao de neurdfilos do compartimento medular para o sangue (CAVALCANTI
et al., 2007; DALLI et al., 2012; MACHADO et al.,, 2014); na migracédo de
neutréfilos do sangue para os tecidos inflamados via inibicdo da interacéo
leucdcito-endotélio (FARSKY et al., 1995; NADKARNI et al., 2014). Esses dados
tornam esta proteina um alvo interessante na resolucao da resposta inflamatéria
permitindo um melhor controle da resposta imune (PERRETTI & D’ACQUISTO,
2009).

1.5.1 - ANXA1 e microglia

O microambiente do cérebro €& constantemente monitorado pela
microglia, célula conhecida por atuar como “macrofagos residentes” no SNC,
gue identifica e fagocita células apoptoéticas ou patdégenos a fim de prevenir
respostas inflamatorias exacerbadas. A ANXALl exerce papel importante no
clearance de neurdnios apoptoticos tanto em condi¢des inflamatérias quanto nao
inflamatorias e sua expressdo é sobreregulada em casos de patologias. Além

disso, ela esta envolvida na resolucdo de processos inflamatorios previamente
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instalados (PARENTE & SOLITO, 2004; SOLITO & SASTRE, 2012; MCARTHUR
et al.,, 2010). A ANXAl também esta envolvida na inibicAo de enzimas
inflamatdrias como a Oxido Nitrico Sintase induzida (iNOS) em macréfagos e
ciclooxigenase-2 induzida (COX-2) em células do sistema imune no SNC como a
microglia (LIU et al., 2005; HAYHOE et al., 2006).

Estudos em camundongos utilizando OGD/R (privacdo de oxigénio e
glicose / reperfusdo) exploram o mecanismo pelos quais a ANXAL exerce seu
papel de neuroprotecdo em casos como infarto e isquemia por induzirem a
ativacdo da microglia e, ao mesmo tempo, a secrecdo de ANXA1 (YOUNG et al.,
1999).

A ANXAl também tem se mostrado um mediador importante na
fagocitose e no processo de englobamento de células apoptéticas (ARUR et al.,
2003). Recentemente, foi descrita mais uma fungdo da ANXAL1 no sentido de
induzir a microglia para o estado “resting” através de sua acdo sobre o receptor
FPR. Liu e colaboradores (2016) mostraram esse efeito da ANXA1l também

sobre a migracéo de células BV2 (linhagem de microglia murina).

Ja foi ressaltado que o processo inflamatério tem um papel importante
na progressao de diversas doencas degenerativas do SNC, que pode apresentar
consequéncias para a manutencdo das funcdes de neurbnios e outras células
(SOLITO & SASTRE, 2012). E importante lembrar que estimulos inflamatérios
(como, por exemplo, LPS ou placa beta amiloide) induzem um aumento da
expressédo da ANXAL no SNC (McARTHUR et al., 2010; HAYHOE et al., 2006).
Além disso, foi demonstrado que, na auséncia da ANXAL, a microglia perde a
habilidade de discriminar células apoptéticas e nédo apoptodticas confirmando
mais uma vez a sua importancia na resolugdo da inflamacdo o que traz esta
proteina para o centro dos estudos das doencas neurodegenerativas
(MCARTHUR et al., 2010; SOLITO & SASTRE, 2012).

Do exposto, fica evidente que existe uma importante modulacdo da
ANXA1 em respostas inflamatorias, entre as quais as doencas do SNC. Uma vez
que a incidéncia das doencas neurodegenerativas Sdo crescentes com o0

envelhecimento da populacdo, e que a génese destas doencas é complexa e
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nao totalmente conhecida, o conhecimento dos mecanismos que regem oS
processos inflamatorios no SNC contribuira para 0 mapeamento dos processos

envolvidos na doenca e para o desenvolvimento de terapias mais efetivas.
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2 - 0OBJETIVO

Este trabalho investigou a interacdo da proteina antiinflamatoria ANXA1
sobre a expressao e funcdo do TSPO em células BV2 em cultura apés ativacéo
da via do TLR-4.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 - Células

Os experimentos foram realizados em células imortalizadas da linhagem
BV2 (microglia de origem murina transfectada com o virus J2), adquiridas do
Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ), foram empregadas pelas suas
caracteristicas morfoldgicas e funcionais similares as células da glia, e pelo fato
da expressdo de ANXA1l nesta linhagem celular estar bem estabelecida
(MCARTHUR et al., 2010).

As células foram cultivadas em meio RPMI 1640 (Vitrocell Embriolife,
Campinas, SP, Brasil) com 10% de soro fetal bovino (Vitrocell Embriolife,
Campinas, SP, Brasil), a 37°C sob atmosfera de 5% de CO, (HENKEL, 2009).

Para os experimentos envolvendo fagocitose utilizamos células
imortalizadas de feocromocitomas da linhagem PC12 também adquiridas do
BCRJ. Da mesma forma que para as células BV2, as células PC12 foram
cultivadas em meio RPMI 1640 (Vitrocell Embriolife, Campinas, SP, Brasil) com
10% de soro fetal bovino (Vitrocell Embriolife, Campinas, SP, Brasil), a 37°C sob
atmosfera de 5% de CO,. Imediatamente antes de iniciar 0os experimentos
relativos a fagocitose propriamente dita, as células foram semeadas em garrafas
ou placas previamente tratadas com colageno tipo | (Corning, NY, USA) e
induzidas a apoptose utilizando meio carenciado de soro.

3.2 — Reagentes empregados no estudo

3.2.1 ANXA1l recombinante

A ANXA1l recombinante foi gentiimente fornecida pelo Dr. Ciris
Reutelingsperger, da Universidade de Maastrich, Holanda. A proteina foi
utilizada nas concentracbes de 10 ou 100nM, em diferentes periodos de
incubagéo. Os protocolos experimentais foram baseados nos descritos por
McArthur et al., 2010.
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3.2.2LPS

O lipopolissacarideo (LPS 055:B5, Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA) foi
diluido em solucdo de BSA 3%, como agente estimulador das células,
empregado em diferentes concentracbes (10 e 100 ng/mL) e tempos de
exposicdo (4h e 12h). O perfil temporal e as concentra¢des do lipopolissacarideo
foram avaliados em diferentes efeitos em células BV2, como a expressao de
TSPO, secrecao de citocinas e expressao de anticorpos de membrana (DUAN et
al., 2013; PYO, et al., 2013; JEONG et al., 2014; LEE et al., 2013).

3.2.3 RS-LPS

O LPS proveniente da bactéria fotossintética Rhodobacter sphaeroides
(RS-LPS) € um potente antagonista de LPS, tanto em humanos quanto em
murinos, como também previne choque séptico induzido por LPS em
camundongos pelo bloqueio da ligacao ao sitio principal de MD-2 (QURESHI et
al., 1999).

O RS-LPS (InVivoGen, San Diego, CA, USA) foi solubilizado em agua
para injetaveis até a concentracdo de 5 mg/mL e diluido em meio de cultura e

utilizado na concentracao final de 500 ng/mL.

3.2.4 WRW4

O WRW4 é um conhecido antagonista seletivo da sinalizacdo do
receptor FPR-2. Esse peptideo inibe a sinalizacdo mediada por FPR2 (BAE et
al., 2014).

O WRW4 (Tocris Bioscience, Bristol, UK) foi solubilizado em etanol 25%
na concentracdo de 1 mM e diluido em meio de cultura e utilizado na

concentracéo de 10 pM.
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3.2.5 Ammonium pyrrolidinedithiocarbamate (PDTC)

O PDTC é conhecido por reduzir o desenvolvimento de inflamacéo
aguda ou cronica, funcionando também como um inibidor de ROS através da
prevencdo da ativacdo de NFkB (CUZZOCREA et al., 2002).

O PDTC (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemanha) foi solubilizado em agua
até a concentracdo de 1000 pM e utilizado na concentracéo final de 50 uM, em

meio de cultura.

3.2.6 Anti-MyD88

MyD88 é uma proteina adaptadora que possui um papel importante na
sinalizacdo familia de receptores tipo Toll/IL-1, levando a ativacdo de NFkB,
secrecao de citocinas e resposta inflamatoria (KAWAI et al., 1999).

O inibidor da dimerizacdo de MyD88 (ST 2825) (Apexbio, Houston, TX,
USA) foi solubilizado em DMSO até a concentracdo de 1700 uM e utilizado em

uma concentracéo final de 20 uM, em meio de cultura.

3.3 — Silenciamento e Superexpressado de ANXA1

As células BV2 foram manipuladas a fim de sub ou superexpressar a
proteina Anexina Al conforme descrito por MCARTHUR e colaboradores (2010).
Brevemente, as células foram transfectadas de forma transiente, utilizando
plasmideos pRc/CMV contendo: 1) full-lenght cDNA para ANXA1 contendo 1040
pb denominado pRc/CMV ANXAL FL, ou 2) uma sequéncia anti-senso contendo
476 pb denominado ANXAL1 AS (SOLITO et al., 1998) (Figuras 3 e 4) e controle
negativo pRc/CMV (Invitrogen, CA, EUA). Inicialmente, as células foram
transformadas por bactérias competentes (E. Coli — DH5a, gentiimente cedida

pelo laboratério da Pra Dra Sylvia Stucchi).
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Figura 3: Mapa dos plasmideos pRc/CMV utilizados para transfeccdo do gene de ANXAl. O
fragmento contendo a sequéncia anti-senso para ANXA1 utilizado com a finalidade de silenciar a
expressdo do gene da ANXAL foi inserido em plasmideo pRc/CMV entre os sitio de restricao
para as enzimas Hindlll e Notl. FONTE: www.addgene.org/vector-database/ com alteracdes
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Figura 4: Mapa dos plasmideos pRc/CMV utilizados para transfeccdo do gene de ANXAl. O
fragmento contendo a sequéncia full lenght para ANXA1 utilizada com finalidade de super
expressar a proteina ANXA1 foi inserida em plasmideo pRc/CMV entre os sitio de restricdo para
as enzimas Hindlll e Notl. FONTE: www.addgene.org/vector-database/ com alteracdes
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Os plasmideos utilizados para manipular a expressdo de ANXA foram
gentilmente cedidos pela Dra Egle Solito (New Harvey Institute, London UK).
Todos os experimentos relativos a transfeccdo e manipulacdo génica foram
realizados em colaboracdo com o laboratério da Pr® Dr® Silvya Stuchi Maria-

Engler.

3.4 — Silenciamento de TLR4 e TSPO

Da mesma forma como para o gene da ANXAL, as células BV2 foram
transfectadas com plasmideos provenientes de lentivirus (ShRNA) obtidos da
biblioteca Mission TRC shRNA (Sigma-Aldrich) com o objetivo de silenciar o
gene para os receptores TSPO (shRNA-TSPO TRCN 102106) bem como TLR4
(ShRNA-TLR4 TRCN 21297).

~PPT.
TSPO TRC sequence EcoRl (8822} “RF frame 2
ou Agel (G818) Spel (253)

Mdel (GT748) Azcl (342)
TLR4 TRC sequence LKO1_5_primer BamHI (§10)
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RRE
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u
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Figura 5: Mapa dos plas mideos pLKO.1 contendo inserto shRNA. Os fragmentos contendo
sequéncia antisenso para TSPO (ShRNA-TSPO TRCN 102106) ou TLR4 (shRNA-TLR4 TRCN
21297)foram inseridos neste plasmideos entre os sitios do promotor U6 e cPPT (central
polypurine tract). FONTE: www.addgene.org/vector-database/ com alteragtes
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A seguir, os vetores (TLR4 e TSPO) foram purificados e adicionados ao
reagente FUGENE HD (Promega Biotecnologia do Brasil, Ltda) para transfeccéo

utilizado meio de cultura conforme indicado pelo fabricante.

A eficiencia das transfeccbes foi avaliada por selecdo de células
transfectadas utilizando puromicina para os plasmideos targeting TSPO ou
TLR4. O processo de transfeccéo foi considerado satisfatorio quando as células
que receberam o plasmideo puderam proliferar em concentragfes crescentes do

antibiético (observando-se, ao mesmo tempo, a morte dos controles).

3.5 - Citometria de fluxo

A citometria de fluxo foi utilizada para avaliar a expressédo de TSPO e de
proteinas de membrana de células BV2. Para tanto, foi utilizado o anticorpo
primario policlonal rabbit, anti-TSPO (Abcam Products, San Francisco, CA, USA)
e 0 anticorpo secundario donkey anti-rabbit 1IgG (Abcam Products, San
Francisco, CA, USA) apo6s permeabilizacdo da célula utilizando kit
Fixation/Permeabilization (BD - Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA)
conforme a instrugdo do fabricante. Adicionalmente, avaliamos os marcadores
de membrana para caracterizacdo da microglia, bem como suas caracteristicas
pro ou antiinflamatérias como os anticorpos hamster, anti-mouse CD36 e CD40
(BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, Estados Unidos). Os ensaios foram
realizados no citbmetro BD Accuri™ CSampler personal flow cytometer (BD -
Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA) e analisados usando o software
préprio. Os dados de 10.000 eventos (considerando apenas células viaveis)

foram utilizados para os ensaios.

3.6 — Ensaio de ELISA

As citocinas IL-13, IL-4, IL-10, TNF e TGF foram quantificadas por
ensaio imunoenzimatico (ELISA) em sobrenadantes de culturas de células. Para

tanto, foram utilizados Kits Duo Set disponiveis comercialmente (R & D System,
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Minneapolis, USA). Os ensaios foram conduzidos conforme indicado pelo
fabricante.

A proteina ANXA1 secretada no meio de cultura também foi quantificada
por ensaio imunoenzimatico (ELISA) (MyBiosourece, San Diego, Ca, USA)
conforme indicado pelo fabricante. Da mesma forma, a expressdo de NFkB
(Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, USA) foi detectada por ensaio

imunoenzimaético.

3.7 — Western Blotting

A expressdo de ANXALl e MyD88 foi avaliada utilizando a técnica de
Western Blotting padronizada no laboratério. Brevemente, o material proteico
produzido por células BV2 ap6s tratamentos foi obtido por sonicacdo da massa
de células imersa em tampéo de lise (100mM KCI, 3mM NacCl, 3,5mM MgCI2,
10mM HEPES (pH 7,4), e 1% TritonX-100) contendo inibidores de proteases e
fosfatases. Os lisados foram centrifugados e digeridos em ultra-som e a
concentracdo de proteinas foi quantificada pelo método de Bradford. As
proteinas foram desnaturadas pelo tampao de laemmli (Tris-HCI 50mM, pH 6.8,
SDS 1%, 2-mercaptoetanol 5%, glicerol 10%, azul de bromofenol 0,001%) e
aquecidas por 5 minutos. Aliquotas correspondentes a 60 pg de proteina foram
separadas em gel de poliacrilamida a 12% e transferidas para membrana de
nitrocelulose (Hybond ECL, Amersham Pharmacia Biotech) que, posteriormente,
foi bloqgueada com tampé&o PBS-T contendo 0,1% de Tween 20 (v/v) e 5% de
leite desnatado. Posteriormente, a membrana foi incubada overnight com
anticorpo monoclonal rabbit, anti-ANXA1l (AbCam, Cambridge, UK) a 4°C e,
posteriormente, utilizando anticorpo secundario anti-rabbit HRP-conjugado
(AbCam, Cambridge, UK). As bandas imunorreativas foram reveladas utilizando

sistema quimioluminescente (ECL).
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3.8 Fagocitose de células PC-12 apoptoéticas

Células BV2 foram colocadas em co-cultura com células PC-12
apoptoticas (48 h em cultura em deprivacdo completa de soro) para realizacéao
de teste de fagocitose. Inicialmente, um total de 2x10° células BV2 foram
plagueadas por poco e mantidas em meio de cultura como descrito
anteriormente. Em seguida, células PC-12 apoptéticas previamente marcadas
com carboxifluoresceina succinimidil-éster (Cell Trace CFSE Cell Proliferation
Kit®) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Estados Unidos) e CFSE 5 uM,
foram adicionadas a placas de cultura contendo células BV2 ja tratadas. As
células foram mantidas em co-cultura por 30 minutos. Apds o tempo de
cocultura, o sobrenadante foi descartado (para que quaisquer células PC-12 nao
fagocitadas fossem removidas) e as células BV2 foram coletadas mediante
tripsinizacdo, lavadas com PBS e marcadas com anti-corpo rat anti-F4/80 Pe-
Cy5 por 30 minutos (1/100) (eBiosciences, San Diego, CA, Estados Unidos). As
células BV2 foram entdo ensaiadas em citbmetro Accuri CSampler® (BD
Biosciences, Franklin Lakes, NJ, Estados Unidos) para andlise de fagocitose. Os
dados de 10.000 eventos (considerando apenas células viaveis) foram utilizados

para 0s ensaios.

3.9 Andlise Estatistica

Os resultados obtidos nos experimentos foram expressos em média *
erro padrao da média (e.p.m.) e analisados estatisticamente pela analise de
variancia com comparac6es multiplas (ANOVA), guando necessario, foi utilizado
como pos-teste o Teste de Tukey-Kramer (SOKAL & ROHLF, 1995). Os
resultados obtidos estéo representados como média * erro-padréo da média. Os
dados foram analisados no programa GraphPad Prism®, admitindo como

significativamente estatistico o p<0,05.
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4. RESULTADOS e DISCUSSAO

4.1 — Responsividade de células BV2 frente ao LPS

Inicialmente avaliamos o comportamento das células BV2 frente ao LPS,
estimulo inflamatério escolhido para nossos estudos, com base na extensa
literatura sobre a ativacado de microglia com LPS e expresséo de TSPO (WANG
et al., 2016; ZHANG et al.,, 2016; MA et al., 2016). Os dados obtidos estdo
demonstrados nas Figuras 6 e 7.
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Figura 6: Curva de crescimento para células BV2 em presenca de concentragcdes crescentes de
LPS. Os dados foram obtidos em ensaios de citometria de fluxo e representam a média + e.p.m
de 6 amostras de células em cada grupo. Os resultados foram avaliados por ANOVA de duas
vias.

* p<0,05 ** p< 0,01 vs basal e # p<0,05 Basal 48 horas vs basal 24 horas; @p<0,01Basal 72
horas vs 48 horas, & Basal 96 vs 72 horas. .

A curva de crescimento mostra que as células incubadas com meio de
cultura apresentaram crescimento de populacdo a cada 24 horas; mostra
também que houve reducao significativa no crescimento celular a partir de 48
horas de incubacdo com 1000 ng/mL de LPS; e que todas as concentracoes
empregadas foram toxicas em 96 horas de incubacdo (Figura 6). A literatura
mostra que a incubacgdo de LPS com células BV2 causa efeito citotoxico com as
concentragbes de 1000 ng/mL em 48 horas e exposi¢cdo (SHINSMON et al.,
2014), assim como demonstrado neste estudo. No entanto, outros autores
também utilizam as mesmas concentragdes de LPS, mas com incubacdes de, no
maximo, 24 horas de exposi¢éo, a fim de observar os efeitos in vitro do agente

flogistico em células BV2 (CHEN et al., 2015). Assim, os dados obtidos neste
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trabalho, associados aos da literatura, mostram que em até 24 hs de incubacéo,
as concentracbes de LPS aqui empregadas ndo causam alteragcbes no

crescimento de células BV2.

Dando continuidade, investigamos a funcionalidade das células BV2
frente ao LPS, quantificando a secrecdo das citocinas IL-1p e IL-4. A literatura
mostra secrecdo de citocinas, principalmente IL-13, por células BV2 em
diferentes intervalos de tempo apds estimulagdo pelo LPS. Assim, Martinez-
Zamudio e colaboradores (2014) encontraram aumento significativo de IL-1p3 e
TNF-a ap6s incubacdo por apenas 1 hora com LPS, enquanto outros autores
utilizaram incubacado por intervalos de 6 a 24 horas, e observaram aumento na
secrecdo de IL-1B, TNFa, MCP-1 e, ainda, da expressao do fator de transcricao
NFkB (ZHU et al.,, 2014; RANKINE et al., 2006; JEONG et al., 2015). Desta
forma, escolhemos estudar os efeitos da incubacdo com LPS no intervalo de 4 a
36 horas. Os resultados obtidos mostram elevacéo significativa da secrecédo de
IL-1B, 12 horas ap6s a incubacdo com 100 ng/mL de LPS, e de IL-4 apés 4 ou
12 horas com a concentracéo de 10 ng/mL.

A partir destes resultados, continuamos 0S ensaios com as

concentracfes de 10 ou 100 ng/mL de LPS e com os tempos maximos de 48

horas.
8001 3 Basal 151 [ Basal
* * 3 LPS 10 ng/mL o 3 LPS 10 ng/mL
~ 600- 3 LPS 100 ng/mL . B3 LPS 100 ng/mL
E @l LPS 1000 ng/mL TEI 104 - Wl LPS 1000 ng/mL
= =)
£ 400 &
Q. <
5 29
= 2004 ’1‘
Joomm m o . i In i

Figura 7: Secrecéo de IL-1 (A) e IL-4 (B) por células BV2 frente a concentra¢des crescentes do
LPS ao longo do tempo. Os dados foram obtidos em ensaios de ELISA e representam a média +
e.p.m de 4 amostras de células em cada grupo. Os resultados foram avaliados por ANOVA de
duas vias. * p<0,05 **p<0,01 vs basal.
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4.2 Influéncia do LPS na expressao do TSPO

Uma vez padronizadas as condi¢Bes de estimulo pelo LPS, avaliamos
se estas induziam a expressao de TSPO em células BV2. Utilizamos a técnica
de citometria de fluxo para avaliar possiveis alteracbes na resposta da
expressdo proteica de TSPO frente ao estimulo com LPS. Os dados obtidos
mostram que o tratamento com LPS aumentou a expressdo do receptor a partir

de 4 horas de incubacéo.
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Figura 8: Expressdo proteica de TSPO, em funcdo de diferentes concentragbes do estimulo
inflamatério (LPS) ao longo do tempo. Os dados foram obtidos em ensaios de citometria de fluxo
e representam a média = e.p.m de 6 amostras de células em cada grupo. Os resultados foram
avaliados por ANOVA de uma via.

*p<0,05 vs basal

Os resultados da Figura 8 confirmam que estas condi¢cdes experimentais
sdo adequadas para estimulacdo das células BV2 pelo LPS, pois causaram
aumento da secrecdo de citocinas e da expressao de TSPO. O aumento da
expressdo de TSPO frente a estimulo com LPS corrobora com os dados
encontrados por outros autores tanto in vivo (DICKENS et al., 2014), quanto em
células BV2 ou priméarias de microglia (KARLSTETTER et al., 2014; ZHAO et al.,
2011).

A relacdo entre LPS e TSPO em microglia ja esta descrita, como aqui

confirmado, no entanto os mecanismos envolvidos entre ambos e seus efeitos
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durante a ativacdo celular ainda ndo sdo conhecidos. Ndo h& uma evidéncia
clara da agéo direta do LPS sobre a expressao de TSPO via receptor TLR4, mas
dados da literatura indicam que o LPS possa estimular a expresséao de TSPO de
forma indireta, provavelmente por modulagdo do TNFa (LI et al., 2008, REY et
al., 2000). Estes autores mostraram que a elevagédo da concentragdo de TNFa
aumentou a expressao génica de TSPO mas, ao mesmo tempo, 0 aumento da
expressdo do TSPO protegeu a microglia dos efeitos toxicos provocados pela
citocina. Corroborando esta ultima informacéo, foi mostrado que a acédo de
ligantes de TSPO séo capazes de reduzir a expressdo de TNFa (LEAVER et al.,
2012), o que pode sugerir uma retroalimentacdo neste sistema ou acdes anti-
inflamatorias do receptor. Ademais, a elevacdo na expressdo de TSPO por
iIRNA protegeu a célula BV2 da acdo do LPS (BAE et al., 2014; BATARSEH &
PAPADOPOULOQOS, 2010) e ligantes especificos de TSPO (R05-4864, PK11195,
F-GE-180 e XBD173) reduziram o potencial neurotoxico do LPS no
microambiente inflamatoério por reduzir secrecao de citocinas como IL-183, IL-6 e
TNFa em BV2 (ZHAO et al., 2011; KARLSTETTER et al., 2014). Estes
resultados sugerem que o receptor TSPO € expresso em microglia por a acao de
agentes inflamatérios (TNFa ou LPS) e que pode atuar como inibidor do

processo.

Até recentemente, alguns autores mostravam o aumento na expressao
de TSPO como indutor de ativacdo da microglia pelo LPS (DICKENS et al.,
2014; ZIPP et al.,, 2006). No entanto, em animais nocautes para TSPO foi
demonstrado que a microglia € capaz de se ativar normalmente na vigéncia de
estimulo inflamatério por LPS, mesmo na auséncia da proteina translocadora
(BANATI et al., 2014).

Os dados obtidos até aqui mostram que a proteina translocadora é
expressa em células BV2 sob estimulacdo pelo LPS, confirmando o TSPO como
um biomarcador de neuroinflamacéo induzida pela via do TLR4 (DUPONT et al.,
2017; BANATI et al., 2014; CHEN et al., 2008; CERAMI et al., 2017).
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4.3. Influéncia da ANXAL na expressao de TSPO

O objetivo central deste trabalho foi determinar se a proteina ANXAL
possui algum controle sobre a expressédo de TSPO na inflamacédo mediada pelo

LPS. Assim, este foi 0 passo seguinte de nossas investigagoes.

Os resultados apresentados na Figura 9 confirmam que a incubacéo
com LPS por 4 horas, de fato, aumenta a expressdo de TSPO pelas células
BV2. A incubagdo com ANXA1 recombinante pelo mesmo periodo (4 horas) ndo
altera a expressao do receptor. No entanto, quando a ANXALl foi incubada
simultaneamente com célula estimulada pelo LPS, observou-se reducédo
marcada na expressdo de TSPO, mostrando que a ANXAL reverte o efeito do
LPS (Figura 9A). Em 12 horas de incubagdo com LPS e ANXAL o efeito foi
semelhante, embora o tratamento com ANXA1l recombinante tenha inibido o
aumento da expresséo de TSPO induzida por 10 ng/mL de LPS (Figura 9B). E
importante salientar que os dados obtidos sdo inéditos, portanto de dificil
comparacdo com a literatura. Pela primeira vez mostramos a interferéncia da
ANXA1 na via de ativacdo dos TLRs, que resulta na inibicdo da expresséao de
TSPO. Dados da literatura sugerem que a ANXALl pode estar envolvida na
ativacdo da via de TLR4 em macrofagos e células dendritcas (BIST et al., 2013),
neste trabalho foi demonstrado que ao estimular a via da MyD88 por ligantes
especificos, observou-se maior producao de TNFa em animais ANXA1-/- quando
comparados com os WT. Neste estudo, ndo se observou o mesmo efeito quando
outras vias foram estimuladas, como TRIF, o que sugere uma modulacdo da
ANXA1 sobre a MyD88.
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Figura 9. Expressado proteica de TSPO avaliada por citometria de fluxo em células BV2
estimuladas com LPS e tratadas com ANXAL por 4 (A) ou 12 (B) horas. Os dados foram obtidos
em ensaios de citometria de fluxo e representam a média £+ e.p.m de 6 amostras de células em
cada grupo. Os resultados foram avaliados por ANOVA de duas vias.

* p< 0,05, ** p<0,01 vs veiculo ¥ p<0,05, ™ p<0,01 ANXA + LPS vs respectivos LPS

4.4- Influéncia da ANXA1 sobre a secrecdo de mediadores inflamatérios

induzidos pelo LPS

A microglia é considerada a principal célula do sistema imune inato
presente no cérebro em funcéo de sua capacidade de fagocitose e apresentacao
de antigenos além de expressar uma diversidade de receptores envolvidos na
inflamacé&o, como os TLRs, GPCR, quimiocinas e prostanoides (GHADERY et
al., 2017; FONSECA et al., 2014; BIST et al., 2013; MARTIN & TRACEY, 1992).
A microglia secreta uma série de citocinas pro-inflamatériasvem resposta ao LPS
como, por exemplo, TNFa, IL-13, IL-6, MCP-1, IL-12 (LEHNARDT et al., 2003;
REGEN et al., 2011, RUBIO-PEREZ & MORILLAS-RUIZ, 2012).

A proteina anti-inflamatéria ANXAL inibe a liberacdo de fosfolipedes de
membrana importantes para a secrecdo de mediadores inflamatoérios
(BIZZARRO et al., 2012; GUO et al., 2013). Desta forma, a acdo da ANXAL inibe
a secrecdo de derivados da enzima ciclooxigenase, 0xido nitrico sintase e de
citocinas (PARENTE & SOLITO, 2004). Apesar desta acao primordial da ANXA
sobre fosfolipedes, ha relatos de algumas acbes especificas da ANXALl na
secrecao de mediadores inflamatério como, IFNy, IL-4, IL-10, IL-12, IL-13, TGFB
(DURAFOURT et al., 2012, CHHOR et al., 2013, BIST et al., 2013).
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Baseados nessas informacBes, nOs caracterizamos a secrecdo de
citocinas por células BV2 ap0s exposicdo ao LPS, bem como a influéncia da

ANXA1 nesse processo.

Os dados apresentados na Figura 10 mostram que as células BV2
secretam IL-13 ap6s 4 ou 12 horas de estimulo com LPS, e que o tratamento

com a ANXA1l inibe a secrecdo da citocinas em ambos o0s tempos de

estimulacéo.
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Figura 10:; Efeito do tratamento com ANXA1 e/ou LPS sobre a expressao de IL-1B em 4 (A) ou
12 (B) horas de incubacdo. Os dados foram obtidos por ELISA e representam a média + e.p.m
de 4 amostras de células em cada grupo. Os resultados foram avaliados por ANOVA de duas
vias.

* p< 0,05; ** p< 0,01; ***p< 0,001 vs basal

# p< 0,05 vs LPS respectivo; @ p< 0,05 vs LPS 10 ng/mL

O TGFB é uma citocina anti-inflamatoria que atua na proliferacao,
diferenciacdo, transformacado, sinalizacdo e apoptose de diversos tipos de
células que vao desde células do sistema imune, como macréfagos e microglia,
e células epiteliais, hematopoiéticas e tecidos neurais (MACIAS et al., 2015). O
TGFB é um citocina importante na polarizagcdo de neutréfilos e macréfagos,
induzindo a via alternativa (M2) de ativagcdo em macrofagos (ZHOU et al., 2012).
Ademais, a ANXA1l é considerada uma proteina de fase de resolucdo da
inflamacé&o e induz a polarizacdo de macrofagos (ZHOU et al., 2012; MACIAS et
al., 2015). Alguns autores sugerem que a ANXAL1 possa induzir a secrecéo de
TGFB como um mediador antiinflamatério em condi¢des de inflamagéo
(SCANNELL et al., 2007; GRAAUW et al., 2010). No entanto, no modelo de
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fibrose pulmonar induzida por bleomicina os niveis de TGFf foram aumentados
em animais nocautes para ANXA1 (GRAAUW et al., 2010).

Assim, aqui investigamos se o LPS ou ANXA1l poderiam induzir a
secrecdo de TGFB e o possivel efeito da ANXAL sobre as acdes do LPS. Os
resultados obtidos mostram que o LPS nao induz a secre¢do deste mediador
(Figura 11). Por outro lado, o tratamento com ANXALl recombinante induz a
secrecdo de TGFB por células BV2 em 4 ou 12 horas de incubacdo com a
proteina. Na vigéncia do LPS, o efeito da ANXA1 sobre a secre¢cao de TGF[3 foi
revertido com a concentracdo de 100 ng/mL do agente flogistico (Figura 11).
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Figura 11: Efeitos dos tratamentos com ANXAL e/ou LPS sobre a expressédo de TGFR apoés 4
(A) ou 12 (B) horas de incubag&@o. Os dados foram obtidos por ELISA e representam a média +
e.p.m de 4 amostras de células em cada grupo. Os resultados foram avaliados por ANOVA de
duas vias. # p< 0,05 vs basal ndo tratado @ p< 0,05 vs respectivo LPS10 ng/mL

Assim, mostramos também pela primeira vez que a ANXALl tem um
efeito direto na secrecdo do TGFB por células da microglia e este pode
representar um mecanismo importante anti-inflamatério da ANXA1 no SNC.
Ademais, este mecanismo pode ser sobresposto em concentracdes elevadas de
LPS, e o mecanismo deste efeito deve ser investigado futuramente.

Os dados apresentados na Figura 12 mostram que a secre¢ao de TNFa
aumenta em células BV2 frente a estimulacdo com LPS, quando comparado
com células em condi¢bes basais, tanto em 4 ou 12 horas de incubagédo. No
entanto, o tratamento com ANXA1l recombinante inibe o efeito do LPS. O
aumento da concentracdo de TNFa é parcialmente revertido pela co-incubagéo
com a proteina ANXAL, sobremaneira nas menores concentracdes de LPS, em

especial no periodo de 4 horas de incubac&do. Podemos observar também que a
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ANXA1l per se ndo alterou as concentracdes de TNF-a secretados pela

microglia.
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Figura 12: Efeitos dos tratamentos com ANXAL e/ou LPS sobre a secrecéo de TNF-a apos 4 (A)
ou 12 (B) horas de tratamentos. Os dados foram obtidos por ELISA e representam a média *
e.p.m de 6 amostras de células em cada grupo. Os resultados foram avaliados por ANOVA de
duas vias. ***p< 0,001 vs respectivos valores basais; # vs respectivos valores de LPS néo
tratado com ANXAL; @ vs respectivo LPS 10ng/mL

O TNFa é uma citocina pro-inflamatdéria central na defesa do organismo
e na resposta inflamatoria, porém, em certas circunstancias, também pode ser
responsavel por morte celular e lesdo tecidual, sendo que suas acfes sao
detectadas no desenvolvimento de doencas autoimunes particularmente aquelas
que afetam o SNC (PROBERT et al.,, 2015; MICHEAU & TSCHOPP, 2003;
VASSALLI et al., 1992). TNF-a e IL-1B s&o citocinas pro-inflamatérias classicas
agindo na resposta inflamatéria aguda, além disso, sdo importantes para a
producdo de IL-6 (RUBIO-PEREZ & MORILLAS-RUIZ, 2012; WANG et al.,
2015). A IL-6 também é produzida por microglia e astrécitos e possui um papel
central na neuroinflamacgé&o persistente e doencas neurodegenerativas (LYMAN
et al., 2014; MARTIN & TRACEY, 1992).

Assim, consideramos importante avaliar a secrecdo desta citocina nas
nossas condi¢cbes experimentais. Os dados obtidos mostram que o tratamento
com LPS foi capaz de aumentar a secrec¢do de IL-6, relacionada a concentracao,
apos 4 ou 12 horas de incubacdo com o estimulo (Figura 13). Diferentemente do
observado para as demais citocinas estudadas, o tratamento com ANXAl

recombinante ndo alterou a secrecdo de IL-6 apds a estimulacdo com LPS em
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nenhum dos tempos estudados (Figura 13), a incubagcdo com ANXAl na
concentracéo de 100 nM foi capaz de reduzir a secrecao de IL-6 produzida pelo
LPS apenas apo0s 12 horas de incubacédo na concentracdo de 100 nM (Figura
13B)
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Figura 13: Efeitos do tratamento com ANXAL e/ou LPS sobre a secrecdo de IL-6 em 4 (A) ou 12
(B) horas de exposi¢cdo. Os dados foram obtidos por ELISA e representam a média + e.p.m de 6
amostras de células em cada grupo. Os resultados foram avaliados por ANOVA de duas vias.
**p< 0,01 vs respectivos valores basais; @ vs respectivo LPS 10ng/mL

Os dados da literatura mostram, em diferentes estratégias experimentais,
gue a ANXA 1 inibe a secrecéo de IL-6, por inibir a transcricdo de NFkB e a
ativacdo de ERK e JNK MAP/ERK (PUPJALIS et al., 2011). No entanto, ndo ha
dados sobre a acdo da ANXAL sobre a secrecédo de IL-6 em células do SNC.
Desta forma, é importante que os mecanismos moleculares da modulacdo da
ANXA1 sobre a secrecdo de IL-6 na célula da microglia sejam investigados

futuramente.

Continuamos a investigacado do perfil de citocinas secretadas pela acao
do LPS avaliando a secrecao de IL-10 (Figura 14). A IL-10, € uma citocina anti-
inflamatoria, secretada por células do sistema imune, entre as quais a microglia
(ZHU et al., 2016), no sentido de limitar a evolugéo do processo. O aumento da
producédo de IL-10, por sua vez, possui um efeito inbitério sobre a producédo de
citocinas pro-inflamatérias como IL-6 e TNF-a em fungdo da agao desta citocina
sobre NFkB (DRIESSLER et al., 2004).

Nossos dados corroboram que o LPS estimula a secre¢éo de IL-10 pelas
células BV2 (McCARTHUR et al., 2010; HUANG et al., 2008). Ainda, o tratamento
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com ANXA1l per se, na auséncia de estimulacdo celular, ndo alterou a
concentracdo desse mediador, porém, houve uma tendéncia de aumento ainda
maior de IL-10 quando as células BV2 foram co-incubadas com ANXALl e LPS
principalmente no periodo de 4 horas (Figura 14). Dados semelhantes foram
observados para macréfagos (KIM et al., 2010; PARENTE & SOLITO, 2004).
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Figura 14: Efeitos dos tratamentos com ANXAL e/ou LPS sobre a secre¢do de IL-10 em 4 (A) ou
12 (B) horas de tratamento. Os dados foram obtidos por ELISA e representam a média + e.p.m
de 6 amostras de células em cada grupo. Os resultados foram avaliados por ANOVA de duas
vias. *p< 0,05 vs respectivos valores basais; @ p< 0,05 vs respectivo LPS 10 ng/mL

Dependendo do estado de ativacdo, a microglia pode exercer diversas
funcdes tanto neurotéxicas quanto neuroprotetoras. A microglia ativada por LPS
apresenta um perfil de polarizagdo conhecido como “M1” (ativagao classica).
Sob este fenodtipo, as células possuem um papel vital na defesa do organismo
contra patdégenos e células tumorais pela producéo de citocinas pro-inflamatérias
como IL-1B, TNF-q, IL-12, IL-6 etc., sendo que este estado de ativacdo também
esta associado com perda neuronal. Por outro lado, o fenétipo alternativo “M2”
considerado anti-inflamatério esta4 associado com reparo tecidual e angiogénese
devido a concentracdes elevadas de citocinas anti-inflamatoérias como IL-10, IL-4
e TGF-B (NAKAGAWA & CHIBA, 2014; VEREMEYKO et al., 2013; FREILIC et
al., 2013; SALINA et al., 2014; WYSS-CORAY et al., 2002; CHHOR et al., 2013;
MILLS et al., 2014).

Os dados aqui mostram a propriedade da proteina ANXA1 em alterar o
padrdo de citocinas envolvidas no fendtipo celular, com tendéncia a um perfil

antiinflamatério uma vez que induziu a secrecdo de TGFp, associado a fase de



63

resolugcédo da inflamacéo, e inibiu a secrecdo de IL-18 e TNFa, associadas a
quadros pro-inflamatdrios em resposta ao LPS.

Estes resultados confirmam a importancia da proteina ANXA1l na
modulacdo da neuroinflamacao. Ja esta descrito que a ANXA1 esta envolvida na
resolucdo da neuroinflamacdo (SOLITO & SASTRE, 2012) e na fagocitose de
células apoptoticas (neurdnios e linfécitos) (McCARTHUR et al., 2010).

Ademais, os dados obtidos neste projeto mostram que a ANXAL inibe a
expressdo de TSPO em células com caracteristicas antiinflamatorias, ou seja, a
expressdo de TSPO é reduzida na resolucédo da inflamacéo, implicando que o
TSPO seja expresso primordialmente no desenvolvimento da neuroinflamacéo a
fim de regular a resposta inflamatdria, porém o aumento dessa expressao esta

relacionado a protecao tecidual.

A fim de confirmar a importancia da proteina ANXA1 no estabelecimento
de um perfil antiinflamatério em microglia, ndés avaliamos se o silenciamento de
ANXAL1 poderia interferir na secrecdo de citocinas. A Figura 15 mostra que a
incubacédo de células BV2 com LPS causa um aumento intenso na secrecéo de
TNFo observado em células BV2 apos a transfecgdo com o plasmideo contendo
a sequéncia anti-senso para a proteina ANXAl (BV2 ANXA).
Surpreendentemente, ndo hove alteragdo significativa quando comparamos a
secrecdo de IL1B entre as células controle e com deficiéncia de ANXALl. Esse
resultado pode ocorrer porque, enquanto a secrecdo de TNFo estd mais
intimamente ligada a via do receptor TLR4 e sua ativacao por PAMPs como o
LPS (HOAREAU et al.,, 2010; PARAMESWARAN and PATIAL et al.,, 2010),
podemos observar que a secrecao de IL1p pode ocorrer em fungéo de diferentes
estimulos além destes como ATP, inflamassoma ou ainda presenca de citocinas
pro-inflamatérias que agem de forma orquestrada em sua secrecdo (LOPEZ-
CASTEJON AND BROUGH, 2011; NASI et al., 2017).
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Figura 15: Efeito do silenciamento de ANXAL1 em células BV2 sobre a secre¢do de IL-13 (A) e
TNF-a (B) induzida pela incubag&do com 4 horas de LPS. Os dados foram obtidos por ELISA e
representam a média £ e.p.m de 6 amostras de células em cada grupo. Os resultados foram
avaliados por ANOVA de duas vias. ***p< 0,001 vs respectivo basal; #p<0,05 vs BV2 LPS
100ng/mL

4.5 Participacdo do receptor TSPO e sua correlacdo com a ANXALl na

secrecao de mediadores inflamatoérios induzidos pelo LPS

Nossos dados mostram que a ANXAL recombinante inibe a expressao
de TSPO em células BV2. Desta forma, nos propusemos a compreender qual é
o papel do TSPO na secrecdo de mediadores inflamatérios e qual sua
correlacdo com a ANXA1l recombinante. Desta forma, passamos a empregar
BV2 silenciadas para TSPO e tratadas com LPS e/ou ANXAL.

Os dados apresentados na Figura 16 mostram que o silenciamento de
TSPO nao alterou a secrecdo IL-1p basal ou aquela secretada apés estimulo
pelo LPS. Os dados aqui obtidos confirmaram que o tratamento com ANXA1
recombinante reduziu a secrec¢do de IL-1p apés incubagdo com LPS, e que este
efeito se manteve em células deletadas de TSPO. Os dados obtidos mostram
que o TSPO nédo é modulador da secre¢éo de IL-1p por células BV2 e também

nao interfere com a agéo inibitdria da ANXA1 exogena.
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Figura 16: Efeito do silenciamento de TSPO em células BV2 e a relacdo com a ANXA1 sobre a
secrecao de IL-1B por células BV2 incubadas com LPS por 4 (A) ou 12 (B) horas. Os dados
foram obtidos por ELISA e representam a média + e.p.m de 6 amostras de células em cada
grupo. Os resultados foram avaliados por ANOVA de duas vias. ***p< 0,001 vs respectivos
valores basais

* p<0,05 vs respectivo basal; @p<0,05 vs valor no respectivo grupo LPS.

Diferente do observado para IL-1p, o TSPO € um receptor que modula
negativamente a secrecdo de TNF-a, uma vez que as concentracfes desta
citocina sdo muito mais elevadas em células BV2 silenciadas para o TSPO e
estimuladas pelo LPS do que em células normais. Ademais, o TSPO é um
receptor importante para acao inibitéria da ANXAL sobre a secrecdo de TNF-a.
Em células silenciadas para o TSPO, a reducéo da secrecdo de TNF-o causada
pela ANXAL é revertida (Figura 17).
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Figura 17: Efeito do silenciamento de TSPO em células BV2 e a relagdo com a ANXAlsobre a
secrecdo de TNFa por células BV2 incubadas com LPS por 4 (A) ou 12 (B) horas. Os dados
foram obtidos por ELISA e representam a média + e.p.m de 6 amostras de células em cada
grupo. Os resultados foram avaliados por ANOVA de duas vias. ***p< 0,001 vs respectivos
valores basais

* p<0,05, **p<0,01; ***p<0,001 vs respectivo basal; @p<0,05 vs valor no respectivo grupo LPS;
@ p<0,05 vs LPS em células BV2 # p<0,05 vs BV2 LPS
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A literatura demonstra que ligantes de TSPO reduzem a secrecéo de
TNFa e de IL-1B em células do sistem imune, entre os quais a microglia (WANG
et al.,, 2014; 2016; ISSOP et al., 2016). Nossos resultados confirmam que o

TSPO modula a secrec¢ao de TNFa, mas n&o de IL-1p.

O TGFB foi a citocina antiinflamatoria escolhida para o estudo pelas suas
propriedades no desenvolvimento da inflamacdo e no reparo, como ja
salientado, e pelo fato da ANXAL per se induzir a sua secrecao. Os resultados
obtidos mostraram que o TSPO nédo é relevante no controle da secre¢do de
TGFB, mas interfere com a acdo da ANXA1. Em células TSPO™ houve inibicdo

da secrec¢éo de TGFf induzida pela ANXAL (Figura 18).
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Figura 18: Efeito do silenciamento de TSPO em células BV2 e a relacdo com a ANXAL sobre a
secrecdo de TGFpB por células BV2 incubadas com LPS por 4 (A) ou 12 (B) horas. Os dados
foram obtidos por ELISA e representam a média + e.p.m de 6 amostras de células em cada
grupo. Os resultados foram avaliados por ANOVA de duas vias. ***p< 0,001 vs respectivos
valores basais

* p<0,05 vs respectivo basal.

Em conjunto, nossos resultados mostram, pela primeira vez, que o TSPO
modula preferencialmente a secrecdo de TNFa apds estimulo por LPS, e que
reverte as acdes antiinflamatérias da ANXALl. Assim, pode—se supor que O
TSPO age sobre a via de TLR4 e ainda, a auséncia deste receptor predispde as

células da microglia a um estado ativado.

Apés avaliarmos o perfil de secre¢éo de citocinas dessas células, nos

investigamos marcadores de membrana relacionados com ativagéo celular uma
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vez que a marcacdo de receptores de membrana tem sido empregada, entre

outras razdes, para a caracterizacao do fenétipo celular (CHHOR et al., 2013).

O CD40 é um importante receptor envolvido na sinalizacdo e ativagéo
celular, induzindo a inflamacdo e mediando a apresentacdo de antigenos
(KARMANN et al., 1995), além de estar associado a polarizacdo para o estado
de ativacdo M1. O aumento da expressao de CD40 no microambiente cerebral
indica ativacdo da microglia, que é evidenciado pelo aumento de citocinas pro-
inflamatérias como TNFa em resposta a injuria neuronal, além disso a ativacao
de TLR4 aumenta a expressao desse receptor (TAN et al., 1999; GAIKWAD et
al., 2016).

Os resultados obtidos mostraram que o tratamento com LPS aumentou a
expressdo da proteina em células BV2 normais (Figura 19). As mesmas
condicBes aplicadas as células nocautes para TSPO provocaram uma alteracéo
no perfil de expressdo do mediador prejudicando a sua resposta o que sugere
que o TSPO seja importante na resposta das células BV2 a estimulo
inflamatoério. Podemos notar uma tendéncia de aumento na expressdo de CD40
mesmo em condicBes basais ap6s 12 horas de incubacédo (Figura 19 B). A

estratégia de gate utilizada para avaliar os resultados obtidos encontra-se no
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Figura 19: Efeito do silenciamento de TSPO em células BV2 e a relagdo do TSPO com a ANXA1
sobre a expressdo de CD40 por células BV2 incubadas com LPS por 4 (A) ou 12 (B) horas. Os
dados foram obtidos por citometria de fluxo e representam a média + e.p.m de 6 amostras de
células em cada grupo. Os resultados foram avaliados por ANOVA de uma via. *p< 0,05, **p<
0,01 vs respectivos valores basais
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O receptor CD36 € uma glicoproteina transmembrana de 88kDa que €&
expresso em diversos tipos celulares incluindo mondcitos, macréfagos,
plaguetas, células endoteliais e adipécios e pertence a uma familia de
receptores do tipo scavengers (PARK et al., 2014). Ele esta envolvido na adesao
celular, transporte de lipideos e &cidos graxos, apresentacdo de antigenos e
fagocitose. O CD36 coopera com o receptor TLR4 como mediador de fagocitos
apos estimulacédo por bactérias (CAO et al., 2016). A expressao deste receptor

esta correlacionada com a resolucdo do processo inflamatorio.

Nossos resultados mostram que os tratamentos com LPS, ANXALl ou
LPS + ANXA1 ndo modificarm a expressédo de CD36 em BV2 ou BV2 silenciadas
para TSPO. No entanto, é importante salientar que, houve aumento pronunciado
na expressao de CD36 em células silenciadas para o gene do TSPO, mesmo em
condi¢cBes basais (Figura 20). Este resultado é muito interessante, embora ainda
nao seja possivel descrever sua importancia biolégica. Mas o fato do TSPO
regular negativamente a expressao de CD36, de forma muito expressiva, sugere
implicacbes deste receptor em doencas metabdlicas, ja que o CD36 é um
scavenger de colesterol em células espumosas, além de ser expresso
associadamente com o receptor ativado por peroxissosomo y (PPARY) e, desta
forma, participar da resolugcdo da inflamacdo na fagocitose de células
apoptoéticas (HE et al., 2011; MANIO et al., 2017). Como o TSPO esta expresso
na membrana da mitocondria e envolvido no transporte de colesterol para esta
organela, estudos adicionais devem ser realizados para investigar a relacdo do
TSPO e CD36 em doencas metabdlicas e na resolucdo da inflamacdo. A
estratégia de gate utilizada para avaliar os resultados obtidos encontra-se no
Anexo 2.



69

A B
Fik %k

100+ 1007 [] Basal
& 8o — —_ ,‘J‘:’, 80- = ™ El LPS 100 ng/mL
™ b @ ANXA 100 nM
8 o O 607 [ LPS + ANXA
%] 1]
E —
> 40 2 40
8 o
O\o ZO-H I ﬂ H BE ZO-H H H

0 r 0 '

BV-2 BV-2 TSPO-/- BV-2 BV-2 TSPO -/-

Figura 20: Efeito do silenciamento de TSPO em células BV2 e a relacdo do TSPO com a ANXA1
sobre a expressdo de CD36 por células BV2 incubadas com LPS por 4 (A) ou 12 (B) horas. Os
dados foram obtidos por citometria de fluxo e representam a média + e.p.m de 6 amostras de
células em cada grupo. Os resultados foram avaliados por ANOVA de uma via. ***p< 0,001 vs
respectrivos valores em células BV2

Em conjunto, nossos resultados utilizando células depletadas de TSPO
confirmam um possivel efeito protetor da proteina translocadora em relagdo a
processo inflamatério em células BV2. Pudemos observar que, o silenciamento
do receptor tornou as células pre-dispostas a exacerbacdo de um quadro
inflamatoério quando estimuladas por LPS, o que ficou bastante evidente quando
avaliamos a resposta de TNFa, o que também pode ser observado quando
avaliamos marcadores de membrana. Nossos dados corroboram com o que diz
a literatura uma vez que Choi e colaboradores (2011), demonstraram que
ligantes de TSPO podem modular a ativacdo da microglia, reduzindo a
expressao de genes pro-inflamatorios e a secre¢éo de citocinas.

Outro dado interessante, foi que a resposta mais pronunciada observada
para células depletadas de ANXA1 ou TSPO se deu sobre a secregao do TNFa.
Isso nos leva a crer que a acédo desses dois moduladores do processo
inflamatorio, ANXA1 e TSPO, podem estar inter-relacionadas e, a0 mesmo
tempo, que esta conexao deve ocorrer através da via do receptor de TLRA4.

Assim, decidimos investigar com mais detalhes a relacdo do TSPO e
ANXAL1 na via de ativagao do TLRA4.
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4.6 — Participagdo do receptor de TLR4 na modulagdo da ANXA1l sobre
TSPO

O objetivo desta etapa foi avaliar o efeito da ANXA1 in vitro sobre a
expressdo e funcdo do TSPO na vigéncia de estimulo inflamatério (LPS) e as
vias envolvidas nesse processo. Nossos resultados confirmam dados
experimentais sobre o papel antiinflamatério da ANXAL na vigéncia de estimulo
inflamatoério pelo LPS, e mostramos que existe correlacdo com o TSPO em
alguns eventos. Em funcdo disso, nés avaliamos a relacdo entre estas duas
proteinas (ANXA1l e TSPO), bloqueando o receptor TLR4. Para tanto nés
utilizamos LPS proveniente da bactéria fotossintética Rhodobacter Sphaeroides
(RS-LPS) ou células silenciadas para o receptor a fim de avaliar a importancia

do receptor Toll like 4 nos efeitos observados até aqui.

Mostramos que o receptor TLR4 estd envolvido na expressdo da
proteina translocadora induzida pelo LPS. Apés o bloqueio de TLR4 utilizando
RS-LPS (Figura 21A) ndo houve variacéo significante da expressao do TSPO
entre 0s grupos testados. Da mesma forma, o silenciamento do receptor TLR4
impediu o aumento da expressao de TSPO frente ao estimulo com LPS (Figura
21B). Podemos observar também que as células incubadas com RS-LPS
tiveram um aumento na expressdo de TSPO mesmo em niveis basais (Figura
21A). E possivel que este aumento seja decorrente da ativacdo do TLR2, ja que
0 RS-LPS se liga a este receptor ativando-o. Desta forma, embora investigacoes
adicionais ainda sejam necessarias, € possivel supor que a ativacao de TLR2
cause superexpressdo de TSPO. O bloqueio do receptor TLR4 aboliu o efeito
inibitério da ANXAL1 sobre a expressao de TSPO, mostrando, de fato, que a acédo
da ANXA1 depende da ativagdo de TLR4. Estes dados foram confirmados em

células silenciadas para TLRA4.
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Figura 21: Expressdo de TSPO em células BV2 normais (A); tratadas com RS-LPS (B); ou
silenciadas para o gene de TLR4 (C) incubadas com LPS por 4 horas. Os dados foram obtidos
por citometria de fluxo e representam a média + e.p.m de 6 amostras de células em cada grupo.
Os resultados foram avaliados por ANOVA de uma via * p< 0,05 LPS vs basal; @ p<0,05 vs LPS
100 ng/mL; # p<0,05 vs basal BV2 néo tratada.

Os resultados obtidos para a expressdo do TSPO sao inéditos e
consistentes com a hipétese de atuacdo da ANXA1 sobre TSPO via TLR4, uma
vez que o bloqueio de TLR4 impediu tanto a variagdo da expresséo de TSPO em
resposta ao estimulo do LPS quanto sua reducdo na presenca da ANXALl. O
aumento observado nas células tratadas pelo RS-LPS pode sugerir que a
ativacdo do TLR2 também pode provocar aumento na expressédo de TSPO, uma
vez que o0 RS-LPS ativa este receptor ao mesmo tempo que bloqueia TLRA4.

Porém, neste caso, a ANXA1 nao foi capaz de reduzir a expressao do receptor.
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4.7 - Participacdo de proteinas intermediarias da via do TLR4 na
modulacdo da ANXA1L sobre TSPO

O LPS possui afinidade pelo receptor TLR4 resultando no recrutamento
de moléculas adaptadoras como a MyD88 (KAWAI et al., 1999; LU et al., 2008).
A partir da formacdo do complexo MyD88 ocorre uma série de interacdes
complexas entre proteinas que compde uma cascata de ativacdo, culminando na
translocacdo de NFkB para o nucleo da célula. O NFkB é um dos principais
fatores de transcricdo responsaveis pela sintese de uma diversidade de

moléculas infalmatorias (ZHU et al., 2017).

Dados prévios mostram que ANXAl endbgena possui papel
homeostéatico por influenciar a via de MyD88 através da ligacdo ao FPR2,
influenciando de forma ativa na via de sinalizacdo de receptores TLR (BIST et
al., 2013).

Baseados nessas informacdes, nds avaliamos a via intracelular pela qual
a ANXALl exerce seu efeito inibitério sobre a acéo inflamatéria do LPS em
células BV2. De fato, observamos que a incubacdo com o LPS aumentou a
expressdo de MyD88 e que o tratamento com ANXAL reduziu significantemente
esta expressao (Figura 22). De forma semelhante, o tratamento com LPS induziu
a translocacdo nuclear do NFkB 1 horas apds estimulo com LPS, o que foi

revertido pela acdo da ANXAL.
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Figura 22: : Expresséo de MyD88 (A) e de NF-kB (B) em células tratadas com ANXA1 (100 nM)
e LPS (10 e 100 ng/mL) por uma hora. Os dados foram obtidos por Western Blotting (A) e ELISA
(B). e representam a média = e.p.m de 6 amostras de células em cada grupo. Os resultados

foram avaliados por ANOVA de uma via * p< 0,05 vs respectivos basais # p<0,05 vs LPS 100
ng/mL

Os dados obtidos até aqui mostram claramente que a ANXA1l atua
modulando a expressao de proteinas intermediarias da via de TLR4. A fim de
confirmar nossa hipétese, ndés avaliamos a interferéncia dessas mesmas
proteinas na expressao de TSPO.

Os resultados apresentados na Figura 23 mostram que a inibicdo de
MyD88 ou de NFkB ndo alteraram a expressao do TSPO em células BV2. E
ainda, a incubacdo com LPS na presenca dos inibidores bloqueou a resposta de
aumento de sua expressdo. Esse resultado corrobora com dados prévios da
literatura uma vez que Batarseh e colaboradores (2008) mostraram que a

inibicdo de NFkB n&o alterou os niveis basais de TSPO.
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Figura 23: Expresséo de TSPO em células BV2 tratadas com anti-NFkB e anti-MyD88 por uma
hora. Os dados foram obtidos por citometria de fluxo e representam a média £+ e.p.m de 5
amostras de células em cada grupo. Os resultados foram avaliados por ANOVA de uma via ** p<
0,01 vs respectivo basal

N&o ha descri¢cdes sobre as proteinas intermediarias da via de TLR4 e a
expressao ou funcdo de TSPO. Primiani e colaboradores (2014) mostraram que
mudancas coordenadas na transcricdo génica e fendtipo inflamatério durante o
processo de envelhecimento cerebral em humanos esta relacionado a
sobrerregulagcdo de genes, chamados de “potencialmente pro-inflamatérios”,
entre os quais estdo os NF-kB1, TRAF6, TLR4, IL1R1 e TSPO.

Nossos dados podem possuir ligacdo com este estudo, uma vez que é
evidente que a expressao de TSPO e a translocacdo nuclear do NF-kB sofrem

um incremento em funcéo de um mesmo estimulo inflamatério.

Associados, os resultados obtidos em nosso trabalho mostram que a
expressdo de TSPO induzida pelo LPS é mediada pelo TLR4, e que depende da
via de sinalizagdo do MyD88/NFkB. Ademais, o efeito inibitério da ANXA1 sobre
a expressédo de TSPO ocorre pela regulagcdo da mesma via intracelular.
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4.8 — Participacao do receptor FPR2 na modulacdo da ANXA1 sobre TSPO

Para avaliar os mecanismos da interacdo da ANXAL1 e TSPO no processo
de neuroinflamacdo, investigamos ainda se os efeitos observados pela
incubacdo das células BV2 com a ANXAL ocorrem via receptor FPR2. Para
tanto, nossa estratégia foi bloquear este receptor utilizando o antagonista WRW4
(HUGHES et al., 2017; SINNIAH et al., 2016).

Nossos resultados mostram que o bloqueio de FPR2 impediu a reducéo
da expressao de TSPO em decorréncia da agdo da ANXAL. Nota-se que o perfil
de expresséao basal de TSPO nao se alterou em funcao do bloqueio do receptor.
(Figura 24).
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Figura 24: Expressdo de TSPO em células BV2 normais (A); tratadas com WRW4 (B); o
silenciadas parao gene de TSPO (C) e controle de transfeccdo (D)incubadas com LPS por 4
horas. Os dados foram obtidos por citometria de fluxo e representam a média + e.p.m de 6
amostras de células em cada grupo. Os resultados foram avaliados por ANOVA de uma via. * p<
0,05 vs basal @p<0,05 vs LPS 100ng/mL.
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Os receptores de peptideos formilados, entre eles o FPR2, pertencem a
familia de receptores acoplados a proteina G (GPRC) (PERRETTI & DALLI,
2009; SCHREIBER et al., 1994). Estudos mostram que a proteina ANXA1 age
diretamente sobre o receptor FPR2/ALX acoplado a proteina G (PERRETTI et
al., 2002; PERRETTI et al., 2001, PERRETTI & D’ACQUISTO 2009) levando a
uma série de respostas celulares incluindo aumento de célcio intracelular,
fosforilacdo de ERK entre outras acfes culminando em um efeito anti-
inflamatorio (SLOWIK et al., 2012; SOLITO et al., 2003).

Em nosso trabalho nés mostramos que ANXAL possui um papel central
na modulacdo da expressdo de TSPO em resposta a estimulo por LPS e que

esta modulacéo se da pela via de sinaliza¢do dos receptores TLR4 e FPR2.

4.9 — Participacdo do TSPO na fagocitose de células BV2

Uma vez que demonstramos o envolvimento da ANXAl sobre a
expressdo de TSPO juntamente com a resposta obtida para a proteina de
membrana CD36, que esta envolvida na resolucdo da resposta inflamatéria e na
fagocitose de células apoptoéticas (CAO et al., 2016; PARK, 2014; FEBBRAIO et
al., 2001), nds avaliamos se o silenciamento de TSPO poderia interferir no
processo de fagocitose dessas células. Os dados obtidos mostram que as
células silenciadas para o gene de TSPO possuem uma menor habilidade de
fagocitar neurdnios apoptéticos (Figura 25). A estratégia de Gate utilizada para

avaliar os resultados encontra-se no Anexo 3:
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Figura 25: Efeito do TSPO na fagocitose de neurénios apoptéticos por células BV2. Os dados
foram obtidos por citometria de fluxo e representam a média + e.p.m de 3 amostras de células
em cada grupo de células. Os resultados foram avaliados por ANOVA de uma via. ** p< 0,01 vs
BV2.

Os dados aqui obtidos sao inéditos de demonstram, que o receptor TSPO
tem sua expressao sobrerregulada no processo inflamatério e ainda, que o
aumento de sua expressao tem o objetivo de inibir a evolugdo do processo

inflamatorio.

O resultado apresentado na Figura 25 expde uma modulacédo positiva do
receptor sobre a eferocitose. Outros autores jaA haviam observado a relacéo
entre o TSPO e fagocitose, Karlstertter e colaboradores (2014) utilizaram
ligantes de TSPO para mostrar que este receptor possui influéncia na fagocitose

de células de microglia.

Em conjunto, os dados obtidos neste trabalho mostram que a ANXA1
induz a secre¢do de citocinas antiinflamatorias em células BV2 e que nesta
condicdo, a ANXALl reduz a expressdao de TSPO induzida pelo LPS, via
interagcdo com o receptor FPR2, e bloqueando a via de sinalizagédo do TLR4,
agindo sobre MyD88 e NFkB. Ademais, os outros dados mostram que o TSPO é
um receptor que € expresso na microglia e que ele atua como inibidor do
desenvolvimento da inflamagdo induzida pela via de ativagcdo do LPS
contribuindo também com a eferocitose. Assim, nGs propusemos a existéncia de
uma relacdo entre a via de agdo da ANXA1l com o TSPO, e que estas vias
atuam como inibidores de processos inflamatorios em células BV2. Desta forma,

sugerimos que estas podem estar atuantes no controle da neuroinflamacao.
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Utilizando os dados obtidos neste projeto e da literatura & possivel propor
a correlagdo ANXAL e LPS na modulacdo da expresséo de TSPO, como segue
abaixo (Figura 26).
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Figura 26: Mecanismo proposto para acdo da ANXA1 sobre a expresséo de TSPO. A ANXA1l
atua sobre o receptor FPR2 e, ao mesmo tempo, bloqueia a via do TLR4 sobre MyD88. Com o
bloqueio, ha reducdo de secre¢cdo de mediadores inflamatérios como TNFa que reduz a
ativacao/expressao de TSPO.
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4.10 Resultados complementares

4.10.1 Silenciamento e superexpressao de ANXA1 em células BV2

A concentragdo dos plasmideos recebidos foi inicialmente medida no
nanodrop antes do inicio dos procedimentos para realizar a transfec¢do. As

concentracfes obtidas foram, respectivamente:

1- pRc/CMV - 35,2 ng/uL (correspondente ao vetor vazio).

2— pANXAl AS -31,7 ng/puL (correspondente ao plasmideo contendo a

sequéncia anti senso para a proteina Anexina Al).

3— pRc/CMV ANXAl FL - 36,8 ng/uL (correspondente ao plasmideo

contendo a sequéncia completa — full leght — para a proteina Anexina Al).

Os plasmideos foram, entdo, amplificados em bactérias DH-5a e o DNA
plasmidial utilizado nas transfec¢des foi extraido usando sistema comercial
PureLink HiPure Plasmid DNA Purification Kits (Invitrogen — Grand Island — NY,
EUA).

A quantificacdo dos vetores ao final da extracéo foi de:
2 — pANXA1 AS — 1659,3 ng/pL
3 — pPRc/CMVANXAL FL — 913,1 ng/pL

Apés a amplificacdo e obtencdo do plasmideo puro, as células BV2
puderam ser transfectadas utilizando FuGene HD (Promega Corpad, Madison,
USA) conforme as instru¢gbes do fabricante. Apos concluido procedimento da
transfeccdo, as células foram selecionadas utilizando meio contendo o

antibiético geneticina na concentragdo de 1,0 mg/mL.

A eficiéncia na transfeccdo das células é de extrema importancia para

prosseguir no delineamento experimental deste trabalho uma vez que a
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interferéncia da proteina Anexina Al sobre a expressdo (génica e proteica) de
TSPO foi avaliada em condi¢des normais e em condi¢cdes de silenciamento da

Anexina Al

4.10.2 Validagéo da Transfeccao

4.10.2.1 Sequenciamento

A fim de assegurar que a amplificacdo realizada inicialmente para os
plasmideos foi realizada da forma esperada em relagdo ao gene cuja expressao
foi manipulada foi necessario sequencia-los e avaliar o pareamento das
proteinas. Os primers utilizados foram desenhados com base no mapa do
plasmideo (Figuras 3 e 4) e estdo apresentados abaixo:

* Primer T7 FW: S’ CGAAATTAATAC GACTCACTATAG GG &

* Primer Sp6 Ver: S’ GCTCTAGCATITAGGTGACACTAYZ

As sequéncias, FL e AS, foram alinhadas contra o genoma de referéncia

e foi encontrado 100% de similaridade e estdo descritas abaixo:

Sequéncia SUPER (ANXA1 FL): full-lenght cDNA para ANXA1l contendo 1040 pb
denominado pRc/CMV ANXA1 FL

+ ATGGCAATGGTATCAGAATTCCTCAAGCAGGCCTGGTTTATTGAAAATGAAG
AGCAGGAATATGTTCAAACTGTGAAGTCATCCAAAGGTGGTCCCGGATCAG
CGGTGAGCCCCTATCCTACCTTCAATCCATCCTCGGATGTCGCTGCCTTGC
ATAAGGCCATAATGGTTAAAGGTGTGGATGAAGCAACCATCATTGACATTCT
AACTAAGCGAAACAATGCACAGCGTCAACAGATCAAAGCAGCATATCTCCA
GGAAACAGGAAAGCCCCTGGATGAAACACTGAAGAAAGCCCTTACAGGTCA
CCTTGAGGAGGTTGTTTTAGCTCTGCTAAAAACTCCAGCGCAATTTGATGCT
GATGAACTTCGTGCTGCCATGAAGGGCCTTGGAACTGATGAAGATACTCTA
ATTGAGATTTTGGCATCAAGAACTAACAAAGAAATCAGAGACATTAACAGGG
TCTACAGAGAGGAACTGAAGAGAGATCTGGCCAAAGACATAACCTCAGACA
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CATCTGGAGATTTTCGGAACGCTTTGCTTTCTCTTGCTAAGGGTGACCGATC
TGAGGACTTTGGTGTGAATGAAGACTTGGCTGATTCAGATGCCAGGGCCTT
GTATGAAGCAGGAGAAAGGAGAAAGGGGACAGACGTAAACGTGTTCAATAC
CATCCTTACCACCAGAAGCTATCCACAACTTCGCAGAGTGTTTCAGAAATAC
ACCAAGTACAGTAAGCATGACATGAACAAAGTTCTGGACCTGGAGTTGAAA
GGTGACATTGAGAAATGCCTCACAGCTATCG

Sequéncia ANXA AS: sequéncia anti-senso contendo 476 pb denominado ANXA1 AS

+ ATGGCAATGGTATCAGAATTCCTCAAGCAGGCCTGGTTTATTGAAAATGAAG
AGCAGGAATATGTTCAAACTGTGAAGTCATCCAAAGGTGGTCCCGGATCAG
CGGTGAGCCCCTATCCTACCTTCAATCCATCCTCGGATGTCGCTGCCTTGC
ATAAGGCCATAATGGTTAAAGGTGTGGATGAAGCAACCATCATTGACATTCT
AACTAAGCGAAACAATGCACAGCGTCAACAGATCAAAGCAGCATATCTCCA
GGAAACAGGAAAGCCCCTGGATGAAACACTGAAGAAAGCCCTTACAGGTCA
CCTTGAGGAGGTTGTTTTAGCTCTGCTAAAAACTCCAGCGCAATTTGATGCT
GATGAACTTCGTGCTGCCATGAAGGGCCTTGGAACTGATGAAGATACTCTA
ATT

4.10.2.2 — Caracterizacdo das células apés a tranfeccéo

Podemos notar que as células, ap6s receberem o plasmideo, apresentam
taxas de crescimento diferenciadas sendo o crescimento das células que
receberam o plasmideo contendo a sequéncia FL estatisticamente inferior ao
crescimento das células BV2 néo transfectadas em todos os periodos avaliados,

conforme pode ser observado na Figura 27:
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Figura 27: Curva de crescimento comparativa das células que receberam plasmideo contendo
a sequancia anti-senso para ANXA1 (ANXA -) e a sequéncia full leght (SUPER) apds a transfeccgdo.
Ensaio realizado utilizando Camara de Neubauer, n=3 * p<0,05 vs BV2 72 horas; # p<0,05 vs BV2
96 horas.

4.10.2.3 - Niveis de ANXA

Além disso, apés a transfeccao, quantificamos a diferenca na expressao
da proteina ANXA1 pelas técnicas de ELISA e Western Blotting nas células

conforme pode ser visto na Figura 28.
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Figura 28: Niveis de ANXAL1 intracelular utilizando a técnica de ELISA (A) e Western Blotting
(B). Avaliado por ANOVA de uma via n=3.
*p<0,05 vs BV2
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Os resultados da validacdo da transfeccdo mostram que ha uma
pequena reducdo da expressdao de ANXAL nas células BV2 que receberam o
plasmideo contendo a sequéncia anti-sense para a proteina e ainda, nao
pudemos observar incremento na producdo da Anexina Al nas células que

receberam o plasmideo contendo a sequéncia full lenght para ANXAL.

A pequena reducdo na expressdo da ANXAL nas células ANXA (-) esta
de acordo com os resultados obtidos por McArthur (2010) no qual foi reportada
uma reducao de 13,98%. Porém, este mesmo trabalho descreve um incremento
na expressdo de ANXA1 quando o plasmideo contendo a sequencia de 1040 pb
foi inserida nas células. Os resultados reportados por este trabalho podem ser

apreciados na Figura 31:

A
80

50 = 29 Antibody

= pRCMV-transfected BVZ cells
= ANXA1 anti-sense transfected BVZ cells

100 107 102 10% 104

Flucrescence Intensity
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— 2°Antibody
80 = Basal ANXA1 expression
= pRc/CMV empty plasmid transfected BV2 cells

= pRc/CMV-ANXA1 cver-expressing BV2 cells

20

100 10 102 100 104
Fluorescence Intensity

Figura 29: Resultados da caracterizagdo de ceélulas BV2 transfectadas utilizando a
técnica de citometria de fluxo (FONTE: McArthur et al., 2010).
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4.10.2 Silenciamento de TSPO e TLR4

No caso dos plasmideos utilizados para silenciar a expressao de TSPO
e TLR4 que as células apresentam taxas de crescimento semelhantes aos das
células BV2 néo transfectadas em todos os periodos avaliados, conforme pode

ser observado na Figura 32:

201
-~ BV-2

% TLR4-/-
-+ TSPO-/-

10

x10.000

Figura 32: Curva de crescimento comparativa das células que receberam plasmideo contendo a
sequéncia anti-senso para TLR4 (TLR4-/-) e a sequéncia anti-senso para TSPO (TSPO-/-) apés a
transfec¢do. Ensaio realizado utilizando Camara de Neubauer, n=3.

Além disso, apés a transfeccao, quantificamos a diferenca na expressao
das respectivas proteinas pela técnica de citometria de fluxo nas células
conforme pode ser visto na Figura 31. Podemos observar 40% de reducdo na
expressao de TLR4 (Figura 31 a) e 55% de reducao para TSPO (Figura 31 b):
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Figura 33: Niveis de TLR4 (A) e TSPO (B) intracelular utilizando a técnica de citometria de fluxo
n=3. ** p< 0,01 vs BV2
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5 — CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que:

1)

2)

3)

4)

5)

A ANXAL exo6gena modula negativamente a expressédo de TSPO por
células BV2 estimuladas pelo LPS;

A ANXAl exogena induz perfil de secregcdo de citocinas
caracteristicas de perfil antiinflamatério em células BV2 estimuladas
pelo LPS;

A expressao de TSPO pelo LPS é dependente da via do receptor
TLR4 e da ativagéo das vias MyD88 e NFkappa B;

A ANXAL1 bloqueia a expressdo de TSPO por ligar-se ao FPR2 e
inibir a expressao de MyD88 e a translocagao de NFkB;

O TSPO modula negativamente a secrecdo do TNF-a e a expressao
de CD36 ao mesmo tempo que modula positivamente a fagocitose de

neurdnios apoptoticos pela célula BV2.
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Estratégia de Gate para avaliar a média da intensidade de fluorescéncia do

receptor TSPO
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ANEXO 2 -

Estratégia de Gate para avaliar a porcentagem de células expressando CD40 e
CD36
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Estratégia de Gate para avaliar a taxa de fagocitose em células TSPO-/-
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