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RESUMO 

TAKAHAMA, C.H. Controle da Anexina 1 sobre a expressão do receptor 

nuclear proliferador de peroxissomos em diferentes tipos celulares. 2016. 102f. 

Dissertação (Mestrado) – Faculdade de Ciências Farmacêuticas, Universidade de 

São Paulo, São Paulo, 2016. 

A proteína Anexina A1 (ANXA1), sintetizada e liberada por fagócitos pela 

ação de glicocorticóides, é uma proteína anti-inflamatória, pois inibe o influxo de 

neutrófilos para o foco da inflamação, e induz os mecanismos de eferocitose em 

neutrófilos e macrófagos. Nosso grupo mostrou que a ANXA1 regula a expressão do 

receptor ativado por proliferadores de peroxissomos (PPAR) em macrófagos. Em 

continuidade, o presente trabalho investigou o mecanismo da ANXA1 sobre a 

expressão de PPARγ em macrófagos, e se este controle ocorre em demais 

leucócitos e tecido adiposo. Para tanto, macrófagos, neutrófilos peritoneais, linfócitos 

do baço, tecido adiposo epididimal foram obtidos de camundongos machos Balb/c 

selvagens (wild type, WT) ou geneticamente deficientes para ANXA1 (ANXA1-/-). Os 

resultados obtidos mostraram que a ANXA1 controla a expressão proteica e gênica 

de PPARγ em macrófagos, já que os níveis proteico (Western Blot, WB) e de RNAm 

(Real-time PCR) para PPARγ constitutivo, bem como induzidos pelos tratamentos in 

vitro com bezafibrato ou pioglitazona estavam reduzidos em macrófagos de animais 

ANXA1-/- em comparação com os níveis de macrófagos de animais WT, e o efeito 

parece ser dependente de CREB (WB), já que os níveis constitutivos deste fator de 

transcrição estavam maiores em macrófagos de animais ANXA1-/-. O tratamento in 

vitro com cicloheximida (CHX), um inibidor da síntese proteica, reduziu a expressão 

de PPARγ estimulada por bezafibrato ou LYSO-7 em macrófagos de animais WT, 

reforçando o papel da ANXA1 na expressão gênica de PPARγ. O FPR2 parece não 

estar envolvido no efeito, uma vez que o pré-tratamento de macrófagos com o 

antagonista de FPR2 (WRW4) não modificou a expressão de PPARγ em macrófagos 

de animais WT. O efeito modulador da ANXA1 ocorre em neutrófilos, mas não em 

tecido adiposo e linfócitos de animais ANXA1-/-. Ademais, a deficiência de ANXA1 

não alterou a apoptose espontânea de neutrófilos. Em conjunto, os resultados 

obtidos mostram uma possível via adicional da ANXA1 sobre a resolução da 

inflamação, controlando a expressão de PPARγ em fagócitos. 

Palavras-chave: Anexina-A1, PPAR-gama, inflamação.  
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ABSTRACT 

TAKAHAMA, C.H. Control of Annexin A1 in the peroxissome proliferator 

receptor expression in different cell types. 2016. 102f. Dissertação (Mestrado) – 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2016. 

Annexin A1 (ANXA1), is a protein synthetized and released by phagocytes 

due to the action of glucocorticoids, and an anti-inflammatory protein that inhibits 

neutrophil influx to site of inflammation and induces the mechanisms of efferocytosis 

in neutrophils and macrophages. Our group has already demonstrated that ANXA1 

regulates the expression of peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR) in 

macrophages. The present work aimed to investigate the role of ANXA1-dependent 

mechanisms on the expression of PPARγ in macrophages, and if said role also 

extends to other leukocytes and adipose tissue. For such, macrophages, peritoneal 

neutrophils, spleen lymphocytes, epididymal adipose tissue were obtained from male 

Balb/c wild type mice or from mice lacking ANXA1 genetically (ANXA-/-). Obtained 

results have demonstrated that ANXA1 regulates both proteic and genic expression 

of PPARγ in macrophages, as protein (Western Blotting, WB) and mRNA (Real-Time 

PCR) levels of constitutive PPARγ were reduced in macrophages from ANXA1-/- 

mice in comparison with the observed levels of macrophages from WT mice; the 

same is true for increased protein and mRNA levels as induced by in vitro treatments 

with bezafibrate or pioglitazone. This effect appears to be CREB-dependent (WB), as 

the constitutive levels of this transcription factor were found to be increased in 

macrophages from ANXA1-/- mice. In vitro treatment with cycloheximide (CHX), an 

inhibitor of proteic synthesis, reduced the bezafibrate or LYSO-7 (PPAR pan agonist, 

10 µM / 2h) induced expression of PPARγ in WT mice, which further suggests a role 

for ANXA1 in PPARγ genic expression. FPR2 does not seem to be involved with 

these effects of ANXA1, as pre-treatment of macrophages from WT mice with an 

FPR2-antagonist (WRW4) did not alter expression of PPARγ. The modulating effect 

of ANXA1 can be verified in neutrophils of ANXA-/- mice, but not in adipocytes and 

lymphocytes from the same animals. Moreover, deficiency of ANXA1 did not affect 

spontaneous apoptosis of neutrophils. Altogether, the obtained results show the 

existence of a probable additional pathway with which ANXA1 promotes inflammation 

resolution, also controlling the expression of PPARγ in phagocytes. 

Keywords: Annexin-A1, PPAR-gamma, inflammation.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1    Aspectos gerais da inflamação 

 

Os processos inflamatórios contribuem para a homeostase tecidual, pois 

protegem o organismo de agentes infecciosos, traumas ou injúrias de diferentes 

origens. Porém, se não controlada ou pela persistência do agente lesivo, a resposta 

inflamatória pode ser prejudicial ao hospedeiro, podendo evoluir para cronificação, 

gerando danos aos tecidos (VAN DYKE & SERHAN, 2006; GILROY et al., 2004). 

Os sintomas característicos da resposta inflamatória são dor, rubor, calor e 

tumor (inchaço), como disposto por Cornelius Celsus no século I. Estes são 

desencadeados por uma diversidade de eventos celulares e vasculares, altamente 

complexos e mediados por uma grande quantidade de substâncias químicas 

(SERHAN, et al., 2008).  

No início do processo inflamatório, mediadores pró-inflamatórios importantes 

como prostaglandinas, leucotrienos, citocinas, quimiocinas e óxido nítrico são 

liberados por células sentinelas, como macrófagos teciduais e mastócitos (FREIRE & 

VAN DIKE, 2013; NATHAN, 2002), e iniciam a inflamação (SAMUELSSON et al., 

1987; NATHAN, 2002; MEDZHITOV, 2008). Além de estarem presentes em reações 

alérgicas, os mastócitos também exercem função contra invasão de patógenos, pois 

sofrem degranulação e liberam, no estágio inicial da inflamação, histaminas, 

eicosanoides, fator de necrose tumoral (TNF), citocinas, triptases, proteases, 

quimiocinas presentes nos grânulos citoplasmáticos. Mais tardiamente, após 

algumas horas de inflamação, há um aumento da transcrição (upregulation) de 

citocinas e quimiocinas, como TNFα (TNF alfa) e interleucina-4 (IL-4) (LEE, et al., 

2002; NATHAN, 2002; URB & SHEPPARD, 2012). Macrófagos participam desde o 

início do processo inflamatório até sua resolução, atuando na fagocitose e atividade 

microbicida dos agentes agressores, apresentação de antígenos e na secreção de 

mediadores inflamatórios (FUJIWARA & KOBAYASHI, 2005; STEINHOFF, et al., 

2000; NATHAN, 2002). Os mediadores químicos também favorecem os fenômenos 

vasculares, como a vasodilatação, consequente aumento de fluxo sanguíneo e 

aumento de permeabilidade vascular. Em conjunto, os eventos vasculares 
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favorecem o acúmulo de mediadores químicos plasmáticos no tecido inflamado, o 

que favorecerá a progressão da inflamação (BUCKLEY, et al., 2013). 

Os neutrófilos, também são fagócitos a exemplo dos macrófagos, e são os 

primeiros leucócitos polimorfonucleares (PMN) circulantes a alcançarem o sítio de 

lesão. Secretam diferentes enzimas e liberam espécies reativas de oxigênio (ROS) 

para eliminar o patógeno ou agente causador da inflamação (SERHAN, 2007). Para 

alcançarem o sitio inflamatório, os neutrófilos circulantes interagem com células 

endoteliais da microcirculação da área inflamada, pela ligação entre moléculas de 

adesão e outros receptores nas membranas celulares, subsequentemente 

atravessam a parede vascular e no tecido, migram orientadamente para o local de 

lesão, onde exercem suas atividades fagocítica e microbicida para exterminar o 

agente lesivo (SERHAN, 2007).  

Os linfócitos desempenham importante papel dentro da resposta inflamatória 

adaptativa, atuando contra diversos micro-oganismos invasores e reações alérgicas. 

Há duas classes de linfócitos: linfócitos B (LB) e linfócitos T (LT). Os linfócitos B são 

produzidos na medula óssea e são responsáveis por produzir e secretar anticorpos 

que irão neutralizar ou destruir os antígenos, tendo sido relatado, inclusive, a 

capacidade de apresentar antígenos (MCHEYZER-WILLIAMS, 2003; MESQUITA JR 

et al., 2010). Dentro deste grupo, há 3 subtipos de LB, atuando como sentinelas: os 

linfócitos B convencionais (B2), que atuam na cavidade peritoneal, os linfócitos B1, 

que exercem função na cavidade pleural, peritoneal e em menor quantidade no 

baço, e os linfócitos B da zona marginal do baço. Os linfócitos B2 são continuamente 

produzidos pela medula óssea e geram células de memória, os linfócitos B1 são 

responsáveis por grande parte da produção de IgM “naturais” e são produzidas 

predominantemente durante a fase fetal (HARDY, 2006; LUAN & MOREL, 2006; 

MESQUITA JR et al., 2010; MONTECINO-RODRIGUEZ & DORSHKIND, 2012; 

TANGYE, 2013) e linfócitos B da zona marginal do baço exercem funções 

semelhantes aos linfócitos B2, sendo ainda capazes de gerar respostas humorais T 

independentes (ALLMAN & PILLAI, 2008; MESQUITA JR et al., 2010; ZOUALI & 

RICHARD, 2011). Os linfócitos T somente reconhecem antígenos apresentados por 

moléculas de MHC (complexo maior de histocompatibilidade) e expressam em sua 

superfície o complexo CD3 (cluster differenciation 3). Existem 2 subtipos de LT, a 

saber: LT citotóxicos, que expressam a molécula co-receptora CD8, e LT auxiliares, 

que expressam CD4, subdivididos em Th1, Th2, Treg, Th17 ou Th22. A 
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diferenciação dos LT auxiliares depende de qual estímulo a célula Th originária 

(Th0) recebe, ou seja, o ambiente de citocinas no qual se encontra ao ser 

estimulado por células APC (células apresentadoras de antígenos) e uma vez 

diferenciados, cada um subtipo produz determinados tipos de citocinas (PARKIN & 

COHEN, 2001; AKDIS & AKDIS, 2009; MESQUITA JR et al., 2010). A classe Th1 

(linfócito T helper 1) é responsável por atuar contra a invasão de patógenos 

intracelulares, produzindo IFN-γ (interferom gama), IL-2 (interleucina 2) e TNF-β 

(fator de necrose tumoral beta), afim de ativar macrófagos, induzir a atividade 

citotóxica de outros linfócitos como o LTCD4 e LTCD8, atuar induzindo a 

opsonização e fixação de anticorpos do sistema complemento via LB, e estimular a 

imunidade mediada por células. Já os linfócitos Th2, exercem papel na produção de 

anticorpos, estando presentes em reações alérgicas e infecções por helmintos 

também. Estes são capazes de liberar citocinas, como interleucinas (IL) IL-4, IL-5, 

IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13, induzindo a troca da classe de imunoglobulinas nos LB para 

IgE, a produção e ativação de eosinófilos (ROMAGNANI, 2000; MESQUITA JR et 

al., 2010). Já os linfócitos Th17, são essenciais para a resposta inflamatória mediada 

por neutrófilos, auxiliando na resposta contra micro-organismos extracelulares e no 

desenvolvimento de doenças autoimunes e alergias, pela produção de citocinas pró-

inflamatórias como IL-6, IL-8, IL-17A, IL-17E, IL-22 e IL-26 (MESQUITA JR et al., 

2009; MESQUITA JR et al., 2010; KOYASU & MORO, 2012). O subtipo LT CD8 

(citotóxicos), age contra antígenos citoplasmáticos como vírus ou células tumorais, 

ativando a via de morte celular programada (apoptose) por 2 vias: a) pela ação de 

perforinas e granzinas e b) pela da expressão do receptor FasL (Faz Ligand) 

(PARKIN & COHEN, 2001; MESQUITA JR et al., 2010).  

No entanto, se o agente lesivo é persistente, ou se o organismo apresenta 

deficiência nos mecanismos que regem a inflamação, como resumidamente citado 

acima, o processo inflamatório não se resolve, e exacerba em intensidade ou em 

tempo, sendo que neste último caso, pode haver a cronificação do processo 

(FREIRE & VAN DYKE, 2013; ASHLEY et al., 2012). A resolução do processo 

inflamatório ocorre de maneira ativa e coordenada, onde os eventos vasculares e 

celulares são altamente controlados por mediadores químicos, que agora são 

chamados de pró-resolutivos. Esta etapa é marcada pela mudança de classe 

mediadores presentes no local da inflamação, ou seja, ao invés dos mediadores 

inflamatórios citados acima, ocorre o aumento da secreção de mediadores de pró-
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resolução, como as IL-10 e IL-4, a ANXA1, as resolvinas, as lipoxinas, as 

protectinas, as maresinas, os fatores de crescimento (tumor growth factor β, TGF-β, 

e vascular endotelial growth factor, VEGF-α), que irão inibir o recrutamento de 

neutrófilos e induzir o influxo de monócitos, para que estes se diferenciam em 

macrófagos para exercerem a fagocitose de neutrófilos apoptóticos. Adicionalmente, 

os mediadores anti-inflamatórios medeiam os processos de cicatrização e 

angiogênese durante o reparo tecidual. Estes mediadores são secretados por 

neutrófilos, agora em apoptose, e por macrófagos teciduais, que neste momento, se 

polarizam para o fenótipo M2, conhecido como anti-inflamatório (GILROY et al., 

2004; BANNENBERG & SERHAN, 2010; FREIRE & VAN DYKE, 2013; LEVY et al., 

2001; SERHAN & CHIANG, 2008). 

Após exercerem suas funções no processo inflamatório, os neutrófilos sofrem 

clearance e podem ser destinados a várias vias distintas, como apoptose ou necrose 

seguidas de sua eferocitose (SERHAN et al., 2007; BUCKLEY et al., 2013), 

incorporação de células viáveis na população local (BUCKLEY et al., 2013) ou 

drenagem para o sistema linfático ou vasos sanguíneos (GILROY et al., 2004; 

SERHAN et al., 2007; SERHAN et al., 2008). A apoptose é o processo de morte 

preferencial para a resolução do processo, sendo menos prejudicial ao tecido do 

hospedeiro, pois neste processo não ocorre a liberação de grânulos intracelulares, 

com conteúdo proteolítico (GILROY et al., 2004; FREIRE & VAN DYKE, 2013). 

Ademais, neutrófilos apoptóticos são reconhecidos e fagocitados pelos macrófagos 

residentes, no processo chamado de eferocitose (GILROY et al., 2004; FREIRE & 

VAN DYKE, 2013). O processo de apoptose se caracteriza por uma redução da 

expressão de moléculas de adesão e perda de responsividade a estímulos 

inflamatórios externos, bem como a condensação do núcleo, evento 

morfologicamente característico da apoptose (OBERHAMMER et al., 1993; WIDLAK 

et al, 2002; TAYLOR et al., 2007). Neutrófilos apoptóticos passam a expressar 

receptores de membrana, como o CXCR4 (C-X-C chemokine receptor type 4), CCR5 

(Chemokine (C-C motif) ligand 5) e a fosfotidilserina para serem reconhecidos, pelos 

sinais “eat and find me” e fagocitados por macrófagos. A sinalização “find me” 

compreende a secreção de mediadores e expressão de receptores de membrana 

pelos neutrófilos apoptóticos para atração de fagócitos, e a sinalização “eat me” 

identifica a membrana das células apoptóticas que devem ser fagocitadas, como por 

exemplo a expressão de fosfatidilserina em neutrófilos apoptóticos (BLUME et al, 
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2012; ORTEGA-GÓMEZ et al., 2013). O clearance de leucócitos é um dos pontos 

primordiais da resolução da inflamação e promove uma mudança na classe de 

macrófagos, de pró (macrófagos M1) para anti-inflamatório (macrófagos M2), onde 

estes passam a sintetizar citocinas anti-inflamatórias, como IL-10 e TGF-β (FADOK 

et al, 1998; SAVILL et al., 2002; MICHLEWSKA et al, 2009; ORTEGA-GÓMEZ et al., 

2013). 

Macrófagos sofrem polarização M1 para M2 estimulados pela presença de 

citocinas como IL-4, IL-13 ou IL-10 de forma indireta, pela ativação do eixo Jmjd3-

Irf4 (jumonji domain containing-3 Interferon regulatory factor 4), um eixo que tem 

sido relacionado com a polarização de macrófagos, onde o fator de transcrição Irf4 

foi identificado como o fator que controla a polarização para o fenótipo M2 (SATOH 

et al., 2010). Ocorre também aumento dos fatores de transcrição STAT3 e STAT6, 

que favorecem o processo de polarização (SICA & MANTOVANI, 2012). Pelo fato de 

participarem do processo de resolução da inflamação, estes tipos celulares são 

capazes de estimular a proliferação celular e reparo tecidual, eferocitose, 

aumentando a expressão de moléculas scavenger (PESCE et al., 2009; ; SICA & 

MANTOVANI, 2012; ITALIANI & BORASCHI, 2014) e secretar citocinas anti-

inflamatórias como IL-1ra (antagonista do receptor de interleucina 1), IL-10 e TGFβ 

(MANTOVANI et al., 2004; NOVAK & KOH, 2013; ROSZER, 2015). 

A polarização de macrófagos tem sido alvo de estudos para o 

desenvolvimento de estratégias terapêuticas para tratar doenças, como câncer de 

mama, câncer de ovário, aterosclerose, melanoma, asma, dentre outros (SICA & 

MANTOVANI, 2012). Estratégias que afetam a polarização e ativação de 

macrófagos pelas vias do M1 e M2, recrutamento, depleção ou mudança para 

fenótipo M1 são alguns exemplos que podem ser empregados como alternativas 

terapêuticas (SICA & MANTOVANI, 2012). Estudos demonstraram que as TZD 

(tiazolinedionas), ativando PPARγ (receptor proliferador de peroxissomos) em 

macrófagos, apresentam efeitos anti-inflamatórios sistemicamente, aumentam a 

sensibilidade à insulina e também aumentam o número de macrófagos M2 no tecido 

adiposo e lesões ateroscleróticas, evidenciando, assim, que a ativação de PPARγ 

seja um importante regulador da inflamação (CHARO, 2007). Atualmente, 

macrófagos M2 já parecem ser alvos terapêuticos da classe de medicamentos 

tiazolinedionas (TZD), que funcionam como ligantes de PPARγ. Ensaios pré-clínicos 

demonstraram que o agonista PPAR promove a polarização para o fenótipo M2 e 
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homeostasia metabólica em macrófagos do tecido adiposo, mostrando que essa 

alteração parece ser importante para o controle do diabetes (SICA & MANTOVANI, 

2012).  

Do exposto fica evidente que a inflamação é um processo complexo, 

multimediado por diferentes células e substâncias químicas, e que este processo 

deve ser controlado para não causar prejuízos ao organismo. Desta forma, a seguir, 

abordamos duas estratégias endógenas do controle deste processo, sendo que seus 

análogos sintéticos possuem potencial emprego como agentes antiinflamatórios.  

 

1.2    Modulação endógena da inflamação e anexina A1 (ANXA1)  

 

1.2.1 Glicocorticóides 

 

Durante a inflamação, os glicocorticoides (GCs) endógenos (cortisol em 

humanos e corticosterona em murinos) são produzidos e secretados pelas glândulas 

supra-renais, e desempenham um papel crítico no desenvolvimento e na resolução 

da inflamação. Sua síntese e liberação são regulados pelo eixo hipotálamo-pituitária-

adrenal (eixo HPA), seguindo também, os ciclos circadiano e ultradiano (BIDDIE et 

al., 2011; KADMIEL & CIDLOWSKI, 2013). Os glicocorticoides ao se ligarem ao 

receptor citsosólico de glicocorticóides (GR), ligam-se à sequencia de ligação de 

glicocorticoides no DNA (elementos responsivos aos glicocorticoides- GRE) ou 

diretamente interferem com fatores de transcrição e, assim, levam à indução ou 

repressão de transcrição de proteínas que interferem no processo inflamatório 

(BIDDIE et al., 2011; KADMIEL & CIDLOWSKI, 2013).  

Quando não ligado aos GCs, o GR se encontra ligado a proteínas chaperonas, 

como a hsp90 (heat shock protein 90), a imunofilinas ou outros fatores que evitam 

sua degradação (VANDEVYVER et al. 2012; VANDEVYVER, 2013). Ao se ligar a 

GCs, o homodímero GR-GC sofre uma mudança conformacional, se transloca para 

o núcleo e altera a transcrição, por meio da indução ou repressão de mRNA. A 

indução ou repressão ocorre dependendo da região a qual o homodímero formado 

se liga (KADMIEL & CIDLOWSKI, 2013, ZEN et al., 2011). A indução transcricional, 

também chamada de transativação, age por um mecanismo direto, levando à 

síntese de proteínas anti-inflamatórias como a ANXA1, IκB (IkappaB), lipoxina A4, 
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ou IL-10 (SONG et al., 2005; CLARK, 2007; STAHN et al., 2007); Também foi 

relatado um segundo mecanismo que ocorre via elementos não responsivos aos 

GCs (nGRE), onde alguns genes pró-inflamatórios são inativados, a partir da ligação 

do complexo GC-GR ao nGRE, (ZEN et al., 2011; VANDEVYVER et al., 2013). Já a 

repressão transcricional, também denominada transrepressão, podendo agir 

indiretamente para inibir o processo inflamatório, inibindo a translocação para o 

núcleo de fatores de transcrição, como fator nuclear kappa B (NF-κB) e activating 

protein-1 (AP-1), impedindo a ligação destes ao DNA e inibindo, então, a transcrição 

de diversas citocinas, como quimiocinas, enzimas e moléculas de adesão. O NF-κB 

estimula a transcrição de diversos genes envolvidos na resposta imune e a proteína 

AP-1 é capaz de regular diversas etapas da proliferação e diferenciação celular (DE 

BOSSCHER et al., 2003; SONG et al., 2005; CLARK, 2007; STAHN et al., 2007 

BOSSCHER et al., 2010; VANDEVYVER et al., 2013). Estudos in vitro 

demonstraram que os GC inibem indiretamente NF-κB induzindo a transcrição da 

proteína IκBα em células HeLa, monócitos e linfócitos T (RAY & PREFONTAINE, 

1994; SCHEINMAN et al., 1995; WISSINK et al., 1998), porém não em células 

endoteliais (BROSTJAN et al., 1996) e, subsequentemente, WISSINK et al. (1998) 

mostraram que os GC são capazes de ativar o gene IκBα diretamente em células 

a549. Além disso, foi demonstrado também que a subunidade RelA do NF-κB 

interage fisicamente com o GR in vitro, inativando-o (RAY & PREFONTAINE, 1994; 

SCHEINMAN et al., 1995; CALDENHOVEN et al., 1995; WISSINK et al., 1997; 

WISSINK et al., 1998). 

Também tem sido relatada a ação não-genômica dos GC, sendo mais rápida 

e caracterizada pela interação da proteína com a membrana das células. Esta ação 

pode levar de segundos a minutos e está relacionada com secreção hormonal, 

excitabilidade neuronal, morfologia celular, metabolismo de carboidratos, dentre 

outros processos, como efeitos anti-inflamatórios sobre neutrófilos (BORSKI, 2000; 

KADMIEL & CIDLOWSKI, 2013, SONG & BUTTGEREIT, 2006; SAFFAR et al., 

2011).  

Outro modo pelo qual os GCs podem atuar é pela modulação negativa sobre 

a via da MAPK (proteína quinase ativada por mitógenos), uma proteína que contribui 

para o processo inflamatório, ativando mediadores pró-inflamatórios como NFkB e 

TNFα, e células como linfócitos, macrófagos, neutrófilos e mastócitos (AYROLDI et 
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al., 2012). Essa modulação ocorre pela indução de fatores que regulam 

negativamente a MAPK como mitogen-inducible gene-6 (Mig-6), Src-like adaptor 

protein 1 (SLAP), tyrosine kinase 1 (Dok-1), GILZ (Glucocorticoid-induced leucine 

zipper ), MKP-1 ((MAP) kinase phosphatase-1) e ANXA1.Ainda, pode ocorrer ação 

não genômica envolvendo um crosstalk entre os GC e componentes da via da 

MAPK, onde os GC interagem diretamente com a membrana celular (AYROLDI et al., 

2012; KADMIEL & CIDLOWSKI, 2013). Esta subfamília de proteínas quinases atua 

em respostas a estímulos extracelulares (mitógenos) levando a proliferação, 

desenvolvimento e apoptose. Na inflamação, essa família de proteínas ativa a 

transcrição de fatores pró-inflamatórios, como citocinas, sendo assim, quando inibida, 

a síntese de citocinas é interrompida (JOHNSON & LAPADAT, 2002; AYROLDI et al., 

2012). 

Os GC são utilizados como primeira escolha de tratamento de diversas 

manifestações inflamatórias, visto seu amplo espectro de atuação no processo  

inflamatório. Porém, estudos tem relatado que estes exercem também ação pró-

inflamatória, dependendo do tipo de exposição aos GC e também do estado basal 

do sistema imune (CRUZ-TOPETE & CIDLOWSKI, 2015). GALON et al. (2002) 

mostraram que os GCs podem induzir in vitro a expressão de genes relacionados à 

imunidade inata, como TLR (toll-like receptor) em células mononucleares e, nas 

mesmas células, os GCs foram capazes de inibir a expressão de genes pró-

inflamatórios na resposta imune adaptativa. LANNAN et al., (2012) mostraram em 

células A549 que a dexametasona ou o TNFα podem coregular a expressão vários 

genes, incluindo a proteína de fase aguda serpina A3 (α-1 antichymotrypsin), uma 

proteína de fase aguda que tem sido associada a inúmeras doenças inflamatórias. 

Ainda, estudos complementares aos de LANNAN et al. (2012) demonstraram in vivo 

e in vitro a associação de GCs com TNFα teve um efeito sinérgico e aumentaram o 

nível protéico e de mRNA da proteína serpina A3. Diante disso, pode-se notar a 

complexidade de ação dos GC, onde o aumento da proteína serpina A3 pode 

representar um dos efeitos adversos do tratamento crônico com GCs. Os efeitos 

anti-inflamatórios exercidos pelos mesmos justificam-nos como primeira escolha de 

tratamento de diversas doenças, porém estes apresentam também efeitos adversos 

significantes (CRUZ-TOPETE & CIDLOWSKI, 2015). Desta forma, a busca por 

novos mecanismos ou alvos terapêuticos dos GC que causam menos efeitos 

adversos são de interesse científico e da indústria farmacêutica. Neste sentido, 
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pode-se citar os agonistas seletivos a GR (SEGRAs) e os moduladores seletivos de 

GR (SEGRMs), que visam favorecer os efeitos transrepressores dos GC (ROSEN & 

MINER, 2005; MCMASTER & RAY, 2007; MCMASTER & RAY, 2008; SUNDAHL et 

al., 2015). 

 

1.2.2 ANXA1 

 

Dentre os mecanismos anti-inflamatórios dos GCs, a síntese de ANXA1 é 

bastante relevante para o controle do desenvolvimento e resolução da resposta 

inflamatória inata. A ANXA1, também conhecida como lipocortina-1 (LP-1), e 

anteriormente chamada de lipomodulina, macrocortina ou renocortina, é uma 

proteína anti-inflamatória e pró-resolutiva de 37kDa, sendo composta por 346 

aminoácidos (ROSENGARTH & LUECKE, 2003; PERRETTI & D'ACQUISTO, 2009; 

GERKE et al., 2005; D'ACUNTO et al, 2014). Está envolvida na inibição da síntese 

de eicosanóides e fosfolipase A2 (AP2), podendo também modular o tempo de vida 

de leucócitos na circulação (NORLING et al., 2009); recrutar monócitos para auxiliar 

a resolução do processo inflamatório (NORLING et al., 2009; BLUME et al., 2012); 

estimular a quimiocinese em neutrófilos (NORLING et al., 2009; DALLI et al., 2012); 

participar dos processos de apoptose de neutrófilos; fagocitose dos neutrófilos 

apoptóticos por macrófagos e, portanto, na eferocitose (NORLING et al., 2009; 

VAGO et al., 2012; MADERNA et al., 2005); da imunidade adaptativa durante o 

processo inflamatório (PERRETTI & D'ACQUISTO, 2009), diferenciação (FLOWER 

& ROTHWELL, 1994; SILISTINO-SOUZA et al., 2007) e proliferação celular 

(atividade anti-proliferativa em macrófagos) (ALLDRIDGE et al., 1999; LIM & 

PERVAIZ, 2007); sendo também importante nos processos intracelulares, como os 

que controlam o tráfego de células em diferentes compartimentos (efeitos 

antimigratórios de neutrófilos e monócitos), exocitose e endocitose, e organização 

do citoesqueleto no processo de migração e fagocitose (NORLING & PERRETTIl., 

2013; PERRETTI & D'ACQUISTO, 2009, GERKE & MOSS, 2002; RESCHER et al., 

2002; PATEL et al., 2012; DALLI et al., 2012; MACHADO et al., 2014; MACHADO et 

al., 2015). 

A superfamília das anexinas, composta de 13 isoformas, é caracterizada por 

apresentar duas características comuns: 1) um domínio altamente conservado, o 
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domínio central, formado por 4 sequências de 70 aminoácidos (com exceção do LC6 

-lipocortina 6, ANXA6 ou anexina A6, que apresenta 8 sequências de 70 

aminoácidos ao invés de 4), de cerca de 40-60% de homologia estrutural e a porção 

N-terminal, na qual difere entre os membros do grupo e é a responsável pela função 

anti-inflamatória (ROSENGARTH et al., 2003; LIM & PERVAIZ, 2007; DONOHUE et 

al., 2014); 2) apresentam a capacidade de ligar-se reversivelmente a fosfolipídios de 

membrana, carregados negativamente, de maneira cálcio dependente (GERKE & 

MOSS, 2002; D'Acunto et al., 2014). O cálcio-dependente parece agir como uma 

ponte entre as cadeias ácidas laterais da membrana (porção polar) e a porção 

fosforil da ANXA1 (hidrofóbica), resultando em interações fracas, gerando, assim, 

uma interação também hidrofóbica, fazendo com que a ligação seja reversível 

(SWAIRJO et al., 1995; DONOHUE et al., 2014). Quando não ligada ao cálcio, o seu 

sítio de ligação encontra-se estericamente impedido; por outro lado, na presença de 

cálcio, ocorre mudança conformacional na molécula permitindo, então, que a região 

N-terminal seja exposta e ocorra a ligação da ANXA1 com seu receptor receptor 

formil peptídeo 2 (FPR2) (LINA & PERVAIZ, 2007; GERKE, et al., 2005; PERRETTI, 

2003). A porção N-terminal da ANXA1, (composta de aproximadamente 49 

aminoácidos) é a região reguladora que contém sítios para fosforilação, proteólise e 

clivagem, sendo então, a região que controla as funções anti-inflamatórias e pró-

resolutivas dessa proteína (RAYNAL & POLLARD, 1994; LIM et al., 1998; YANG, et 

al., 1999; PERRETTI, 2003). Esta região é um local altamente regulável, podendo 

ser fosforilada em seus sítios de tirosina, pela ativação do receptor fator de 

crescimento epidérmico (EGF) ou fator de crescimento hepático (HGF), ou no sítio 

de serina, pela proteína quinase C (PKC), e até mesmo clivada por proteases ou 

elastases após ser mobilizada e externalizada na membrana celular (PIN et al., 2012; 

D'ACUNTO et al., 2014; RESCHER et al., 2006; VONG et al., 2007). Em alguns tipos 

celulares, tem sido relatado que a fosforilação é um pré-requisito para a ANXA1 ser 

secretada, como é o caso dos macrófagos e neutrófilos (D’ACQUISTO et al., 2008; 

DALLI et al., 2012; D'ACUNTO et al., 2014). 

A ANXA1 está significativamente presente no citoplasma de células do 

sistema imune inato, como neutrófilos (2-4%), monócitos, macrófagos, também em 

célula do sistema imune adaptativo, como as células T e células B, (D’ACQUISTO et 

al., 2007, GAVINS & HICKEY, 2012), mastócitos (SILISTINO-SOUZA et al., 2007; 

OLIANI et al., 2000), eosinófilos (PERRETTI & FLOWER, 2004; GAVINS & HICKEY, 
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2012) e fibroblastos (SOLITO et al., 1998; TAGOE et al., 2008), e de células 

epiteliais de vários tecidos como pulmões, medula óssea, intestino e rins, endotélio, 

sendo também encontrado em fluido biológico como o líquido sinovial (D’ACQUISTO 

et al., 2008; PERRETTI & DALLI, 2009; PERRETTI & D’ACQUISTO, 2009; LIM & 

PERVAIZ, 2007; DALLI et al., 2012; GIROL et al, 2013). Além de ser encontrada no 

citoplasma, pode também estar presente em organelas citoplasmáticas como 

endossomos, fagossomos e corpos multivesiculares (PATEL et al., 2011, FUTTER & 

WHITE, 2007; GERKE et al., 2005; LIM & PERVAIZ, 2007).  

Na presença de estímulos inflamatórios, como a adesão de neutrófilos ao 

endotélio vascular, a ANXA1 é mobilizada dos grânulos de gelatinase para a 

superfície celular e secretada no meio extracelular, sendo então exposta e, na 

presença de cálcio, sofre uma mudança conformacional para que a região N-

terminal seja exposta e ocorra a ligação da ANXA1 com o receptor (PERRETTI et 

al., 1996; PERRETTI & D'ACQUISTO, 2009; GAVINS et al., 2012). A secreção da 

ANXA1 ocorre por diferentes mecanismos, dependendo do tipo celular, a saber: em 

macrófagos há predominância do sistema transportador ABC (“ATP-binding cassette 

transporter”); em neutrófilo, onde mais de 60% da proteína encontra-se estocada em 

grânulos de gelatinase, a liberação ocorre por meio de fusão destes com a 

membrana celular em resposta à ativação celular como estímulos quimiotáticos ou 

adesão às células endoteliais, no entanto, também já foi relatado que a ANXA1 pode 

ser externalizada frente a estímulos de ativação celular, porém sem adesão à 

monocamada endotelial (VONG et al., 2007); já em células da pituitária, a ANXA1 é 

translocada para a membrana celular após fosforilação da serina 27 no resíduo 

amino-terminal (PERRETTI et al., 1996; VONG et al., 2007; PERRETTI & 

D'ACQUISTO, 2009). DALLI et al. (2008) também demonstraram a expressão 

seletiva da ANXA1 na superfície de micropartículas, que são pequenas vesículas, 

também chamadas de ectossomos, onde DISTLER et al. (2005) demonstraram que 

estas são geradas a partir de movimentos flippase e scramblase de fosfolipídios de 

neutrófilos aderidos ao endotélio (neutrófilos ativados), fazendo com que a sua 

bicamada lipídica se encontre exposta, expondo, assim, a fosfatidilserina. As 

micropartículas inibem a interação entre neutrófilos e o endotélio in vitro e também 

desencadeiam efeitos antimigratórios de neutrofilos (PERRETTI et al., 2000; 

PERRETI & DALLI, 2009; GAVINS & HICKEY, 2012). 

Após sua secreção e fosforilação, a ANXA1, na presença de cálcio, interage 
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com o receptor transmembrana acoplado à proteína G inibitória (Gi), o FPR2, 

denominado ALXR em humanos. Há evidências que a ANXA1 ligue-se ainda a 

FPRL1 (receptor formil peptídeo 1, formyl peptide receptor like 1), que também é o 

receptor da lipoxina A4, uma molécula anti-inflamatória de origem lipídica que tem 

uma potente ação quimioatraente de macrófagos, estimulando, inclusive, a 

fagocitose de células apoptóticas pelos mesmos (CHIANG et al., 2006 COORAY et 

al., 2013). Os FPRs são expressos em diversos tipos celulares como neutrófilos, 

macrófagos, monócitos, células endoteliais e epiteliais (PERRETTI & D’ACQUISTO, 

2009, CHIANG et al., 2006, BABBIN et al., 2006). Estudos de SOLITO et al. (2003a) 

realizados em células da pituitária apontaram que os GCs podem também induzir a 

fosforilação da serina da ANXA1 e sua translocação para a membrana celular, pela 

via não-genômica, dependente das vias do PKC (proteína fosfoquinase C) e Ca2+, 

PI3K (fosfatidilinositol-3-quinase). Esta informação é suportada por estudos 

adicionais de SOLITO et al. (2006), que demonstraram que a translocação da 

ANXA1 também requer a coenzima-HMG A (HMG-CoA) e miristoilação, reafirmando 

que a fosforilação da serina na ANXA1 é essencial para a translocação da mesma. 

CATTANEO et al. (2013) ainda incluíram o envolvimento do receptor FPR2 durante 

o processo.  

Durante o desenvolvimento do processo inflamatório, a ANXA1 inibe a 

adesão de leucócitos, em especial de neutrófilos, na parede vascular da 

microcirculação inflamada, por induzir o desligamento destas células do endotélio e, 

assim, inibe subsequente o extravasamento de neutrófilos dos vasos sanguíneos 

(LIM & PERVAIZ, 2007; PERRETTI & D’ACQUISTO, 2009), sendo que este efeito é 

causado pela clivagem da moléculas de  adesão L-selectina em leucócitos 

circulantes (HAYHOE et al., 2006; GAVINS & HICKEY, 2012). Além de neutrófilos, 

também tem sido demostrado que a ANXA1 exerce funções anti-migratórias em 

monócitos em processos inflamatórios agudos (GETTING et al., 1997; LIM & 

PERVAIZ, 2007). Ainda, a ANXA1 é capaz de inibir a PLA2 diretamente, pela 

interação entre ANXA1 e PLA2 (KIM et al., 1994; LIM & PERVAIZ, 2007), exerce 

também efeito anti-pirético (DAVIDSON et al., 1991; LIM & PERVAIZ, 2007) e 

bloqueia a hiperalgesia mediada pela ciclooxigenase-2 (COX-2) (FERREIRA et al., 

1997; LIM & PERVAIZ, 2007).  

Na resolução do processo inflamatório, a ANXA1 induz a apoptose de 

neutrófilos, mediado pelas vias de morte celular caspase-3 e Bax, junto com a 
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inibição de vias de sobrevivência celular myeloid cell leukemia 1 (Mcl-1), 

Extracellular signal-regulated protein kinases 1 and 2 (ERK1/2) e NF-kB, e a 

fagocitose destas células apoptóticas por macrófagos, no processo de eferocitose 

(SCANNELL et al., 2007; PERRETI & SOLITO, 2004; DALLI et al., 2008; VAGO et 

al., 2012). Neutrófilos em processo apoptose, assim como fagócitos, secretam 

ANXA1, que funciona como um sinal de “eat me”, favorecendo a externalização da 

fosfatidilserina (PS) e o reconhecimento das mesmas pelas células fagocíticas, 

promovendo, assim, a fagocitose por macrófagos tanto das próprias células como 

das células que se encontram no sítio inflamatório (LIM et al., 1998; SCANNELL et 

al., 2007; VAGO et al., 2012). Durante o processo de apoptose, a ANXA1 se 

transloca para o núcleo e é inibida pela super-expressão de BCL2 (proteína anti-

apoptótica) (ISHIDO, 2005; LIM & PERVAIZ, 2007). Caso o processo de remoção 

das células apoptóticas falhe, estas se tornam necróticas e, neste contexto, a 

ANXA1 inibe a liberação de citocinas pró-inflamatórias pelos macrófagos que 

sofreram eferocitose (BLUME et al., 2009; BLUME et al., 2012). Foi relatado o papel 

da ANXA1 na sinalização de “find me” pelas células em processo de necrose, após 

ter sido clivada por proteínas codificadas pelo gene ADAM metallopeptidase domain 

10 (ADAM-10), que são as desintegrinas e metaloproteinases, liberando a sua 

porção N-terminal (BLUME et al., 2012). 

Nosso grupo de pesquisa tem ampliado os estudos referentes a mecanismos 

de ação da ANXA1 sobre a resolução da inflamação. Já mostramos que a ANXA1 

pode regular a expressão do PPARγ em macrófagos em condições basais ou sob 

tratamento de agonista PPARpan LYSO-7. Ainda, demonstramos que o PPAR tem 

participação relevante na fagocitose de neutrófilos apoptóticos por macrófagos de 

animais WT ou ANXA1-/- também em condições basais ou sob tratamento de LYSO-

7 (SANTIN, comunicação pessoal, 2013). Como descrito a seguir, os PPAR exercem 

diferentes efeitos modulatórios sobre a inflamação, incluíndo a resolução da mesma. 

Desta forma, o controle da ANXA1 sobre a expressão de PPAR pode ser um 

mecanismo importante no desenvolvimento e controle da resposta inflamatória 

aguda.  

 

1.3    Receptores proliferadores de Peroxissomos (PPAR) 

Os receptores nucleares atuam como fatores de transcrição que regulam a 
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expressão de genes envolvidos na adipogênese, inflamação, reprodução, 

desenvolvimento e metabolismos em geral, mais especificamente os atuantes na 

beta oxidação (BARISH et al., 2006; AHMADIAN et al., 2013). A família de 

receptores nucleares da qual o PPAR faz parte, é composta por 48 membros, onde 

estão incluídos receptores endógenos ditos clássicos, que são os que intermediam 

ações de hormônios esteróides, tireoidianos e de vitaminas A e D (EVANS, 1988; 

CHAWLA, et al., 2011; SCHOONJANS et al., 1996; MAGLICH, et al., 2001; 

AHMADIAN et al., 2013). Esta família de PPAR é composta por 3 membros, PPARα 

[NR1C1], PPARγ [NR1C3], e PPAR-β/δ [NR1C2] (WILSON, et al., 2000; WAHLI & 

MICHALIK, 2012). O PPARα pode ser encontrado em tecidos que exercem 

catabolismo de ácidos graxos, como tecido adiposo marrom, fígado, coração, rins e 

intestino; já o PPAR-β/δ exerce funções importantes funções na pele, intestino, 

placenta, músculo cardíaco, tecido adiposo e cérebro; finalmente, o PPARγ, exerce 

funções essenciais no tecido adiposo, sendo encontrado, também, no cólon e 

linfócitos Treg de tecido adiposo visceral, neutrófilos, macrófagos (MICHALIK et al., 

2006; WAHLI & MICHALIK, 2012; AHMADIAN et al, 2013). 

Assim como a ANXA1, os PPARs também possuem domínios altamente 

conservados, denominado região C-terminal (DBD – DNA binding domain e LBD – 

ligand binding domain) e uma região variável entre cada subtipo, localizada na 

região N-terminal. Os ácidos graxos e derivados eicosanoides e prostaglandinas são 

alguns dos ligantes endógenos de PPAR descritos na literatura, além de inúmeros 

compostos que foram sintetizados e são empregados para o tratamento de diversas 

doenças, mas em especial para o tratamento de diabetes (ligantes de PPAR da 

classe dos tiazolidinedionas) e dislipidemias (ligantes de PPAR da classe dos 

fibratos) (ROSEN et al., 2001; AHMADIAN et al., 2013). Além disso, na presença de 

ligantes, são ativados pelo ácido 6-cis-retinóico, formam heterodímeros com o 

receptor retinóide X (RXR), formando o complexo PPAR-RXR, e se ligam a 

elementos responsivos aos proliferadores de peroxissomos (PPREs), compostos por 

hexanucleotódeos que contém repetições AGGTCA, denominados DR-1 (repetições 

diretas), que estão situados em sítios regulatórios de cada gene (MANGELSDORF 

et al, 1992; KLIEWER et al., 1992; BERGER & MOLLER, 2002; WILSON, et al., 

2000). Esta sequência, assim como pequenas variantes desta, estão presentes em 

regiões promotoras de acil-CoA oxidase (AOX) ou a proteína ligadora de ácidos 

graxos (aP2) (WAHLI et al, 1995; WILSON et al., 2000). Uma vez formado, o 



33 

 

heterodímero sofre uma mudança conformacional, liberando elementos repressores, 

ocorre o recrutamento de fatores co-ativadores, iniciando o processo de 

transativação (WILSON et al., 2000; CHAWLA et al., 2001). Na ausência de ligantes, 

o PPAR permanece ligado a repressores (NCoR-1 – proteína co-repressora do 

receptor nuclear-1, por exemplo), junto a histonas deacetilases e também à enzimas 

modificadas da cromatina, e quando na presença de um ligante, o elemento 

repressor é liberado e ocorre a ligação com co-ativadores (WILSON, et al., 2000; 

CHAWLA, et al., 2001; BARISH et al., 2006; HUANG & GLASS, 2010).  

O receptor mais estudado dentre as três isoformas é o PPARγ. Este é 

homólogo dentre as várias espécies comparadas, havendo 95% de similaridade 

entre humanos e murinos e, por isso, tem sido extensivamente clonado (WILSON, et 

al., 2000; MICHALIK et al., 2006; WAHLI & MICHALIK, 2012). Nos seres humanos, 

estão presentes 3 isoformas de PPARγ, que variam em sua porção N-terminal: 

PPARγ 1, PPARγ 2 e PPARγ 3, onde PPARγ 1 e PPARγ 2 codificam a mesma 

proteína, enquanto PPARγ 3 codifica uma proteína contendo 28 aminoácidos a mais 

na porção N-terminal que PPARγ 1 e PPARγ2. Ainda, sua distribuição ocorre 

distintamente: PPARγ 1 tem distribuição mais ampla e pode ser encontrada em 

tecido cardíaco, intestinos, cólon, rins, pâncreas, baço e músculo esquelético, e 

também em células do sistema imune; PPARγ 2 é expressa predominantemente no 

tecido adiposo; e PPARγ 3 está especialmente localizado em tecido adiposo, 

macrófagos localizados no tecido adiposo, pulmão,  baço e no cólon (WILSON, et al., 

2000; MICHALIK et al., 2006; WAHLI & MICHALIK, 2012).  

O PPARγ é um fator de transcrição crítico na etapa da regulação da 

diferenciação, maturação e sobrevivência de adipócitos, sendo ativado 

principalmente durante a diferenciação de adipócitos, onde foi demonstrado que o 

PPARγ reprime a expressão do gene ob, que é responsável pela codificação da 

leptina e também parece bloquear os efeitos inibitórios do TNFα, um importante fator 

de sinalização de adipócitos (ROSEN et al., 1999; SHIBASAKI et al., 2003; IMAI et 

al., 2004; EVANS et al., 2004; MICHALIK et al., 2006;); regula o metabolismo da 

glicose, aumentando a sensibilidade da insulina (RIEUSSET et al., 2002; SAVAGE 

et al., 2003; MICHALIK et al., 2006); modula diversos outros genes envolvidos no 

armazenamento e na utilização de energia como aP2, acil-CoA sintetase, lipase 

lipoproteica, fatty acid transport protein-1 (FATP-1) e CD36, homeostase da glicose, 

como o transportador de glicose tipo 4 (GLUT4) e a proteína associada ao c-Cbl 
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(CAP), e fatores secretados pelo tecido adiposo, como adiponectina, resistina, 

leptina e TNF-α (TONTONOZ et al., 1994; SCHOONJANS et al., 1995; 

SCHOONJANS et al., 1996; KALLEN & LAZAR, 1996; DE VOS et al., 1996; SFEIR 

et al., 1997; WILSON, et al., 2000; AHMADIAN et al., 2013). Adicionalmente, este 

também parece exercer papel anti-inflamatório durante o processo de aterosclerose, 

envolvendo células endoteliais, células musculares lisas e macrófagos, que parecem 

ser regulados pelo PPARγ, onde a ativação do receptor inibe a expressão de CCR2 

(chemokine (C-C motif) ligand 2) em monócitos (BABAEV et al., 2005; HAMBLIN et 

al., 2011; WAHLI & MICHALIK, 2012), e a ativação de PPARγ em macrófagos inibe 

a atividade de metaloproteases (MMP) pró-inflamatórias, entre as quais a MMP-9 

(MARX et al., 1998; RICOTE et al., 1999; TAVARES et al., 2007).  

Ademais, um papel muito importante do PPARγ para o presente estudo, é a 

sua participação no desenvolvimento e resolução do processo inflamatório. O 

PPARγ atua em células apresentadoras de antígenos, como células dendríticas e 

macrófagos (AHMADIAN et al., 2013). Em células dendríticas, além do receptor 

regular o metabolismo lipídico, este é capaz de aumentar a capacidade de captura e 

apresentação de antígenos; estimular a maturação, aumentando a expressão de 

marcadores de superfície como CD80 e CD86 (GOSSET et al., 2001); aumentar a 

ativação, reduzindo a síntese de IL-12; e aumentar a migração e síntese de citocinas 

pela  repressão da transcrição de diversos genes (FAVEEUW et al., 2000; 

SZATMARI et al., 2006; SZATMARI et al., 2007; AHMADIAN et al., 2013).  Em 

macrófagos, o PPARγ estimula a diferenciação de monócito para macrófago 

(TONTONOZ et al., 1998), induzido por citocinas Th2 como IL-4 ou IL-13 (BOUHLEL 

et al., 2007; RIGAMONTI et al., 2008); estimula a fagocitose de neutrófilos 

apoptóticos aumentando a expressão de elementos importantes para o processo 

como CD36, receptor tirosina quinase (AXL), transglutamina 2 (TG2) e prototypical 

tissue pentraxin (PTX3) (MAJAI et al., 2007; AHMADIAN et al., 2013);  induz a  

secreção de mediadores anti-inflamatórios, como o IL-10 e o liver x receptor LXR 

(LXR) (ODEGAARD et al., 2007; HUANG & GLASS, 2010); e a inibe a secreção do 

fator pró-inflamatório TNFα (BERGER & MOLLER, 2002). Durante a inflamação, os 

macrófagos encontram-se ativados e a ativação de PPARγ inibe a transcrição 

gênica (transrepressão) de moléculas que codificam mediadores pró-inflamatórios, 

como óxido nítrico sintase, IL-1β, IL-12 e MMP-9 (HUAN & GLASS, 2010). 

PASCUAL et al. (2005) demonstraram que em macrófagos de murinos, o PPARγ 
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inibe a transcrição gênica de fatores transcritos a partir do NF-kB, pela ligação do 

PPARγ ao NCoR, que se associa, por fim ao NF-kB. Interessantemente, 

ODEGAARD  et al., (2007) demonstraram que camundongos PPARγ
-/-, apresentam 

deficiência na maturação de macrófagos M2. A diferenciação de macrófagos para o 

fenótipo M2 ocorre via STAT6.  

Ainda, diversos estudos têm demonstrado outras participações do PPARγ no 

processo da resolução da inflamação. A ativação de PPARγ em células T também 

inibem a síntese de moléculas pró-inflamatórias, como IL-2. Em situações onde o 

receptor de células T (TCR) é estimulado, o PPARγ se liga ao fator de transcrição 

NFAT (fator nuclear de células T ativadas), fator relacionado com a expressão de IL-

2, bloqueando o seu sítio de transcrição (YANG et al., 2000; WAHLI & MICHALIK, 

2012). Após ser transcrito, o PPARγ, de maneira célula/tecido específico, também 

pode sofrer modificações e ser fosforilado, acetilado, sumoilado, ou ubiquitinado 

(BEEKUM et al., 2009; WAHLI & MICHALIK, 2012; AHMADIAN et al., 2013). A 

fosforilação pode ocorrer de maneira célula dependente e responde à diferentes 

fosfoproteínas como fosfoquinase A (PKA), PKC, proteínas quinase ativadas por 

mitógenos, AMP quinase (AMPK), glicogênio sintase quinase-3 (GSK3) e um dos 

sítios de fosforilação estudados é na porção serina 273 (s273), que uma vez 

fosforilada é capaz de reduzir a expressão de alguns genes alvo do PPARγ, como a 

adiponectina (BURNS & HEUVEL, 2007; CHOI et al., 2010). A acetilação parece ser 

um dos mecanismos de ação das TZD, pois estas aumentam a associação do 

PPARγ com o gene sirtuina 1 (SirT1) (QIANG et al., 2012). A sumoilação ocorre 

quando o PPARγ liga-se ao receptor nuclear corepressor (NCoR) e associa-se ao 

promotor do NF-kB, estimulando a transrepressão de genes pró-inflamatórios 

(PASCUAL et al., 2005; WAHLI & MICHALIK, 2012) Por fim, a ubiquitinação tem sido 

relacionada ao receptor PPARγ em adipócitos, onde a estabilidade do receptor é 

controlada pela via do proteossomo da (KILROY et al., 2009). KIM et al., (2014) 

demonstraram que em células 3T3-L1 e C3H10T1/2, a ligase tipo E3 MKRN1 

(makorin ring finger protein-1) induz a ubiquitinação do PPARγ, reduzindo também a 

diferenciação de adipócitos, identificando, inclusive, dois sítios de ligação no 

receptor: o sítio lisina 184 e 185. Dentre as modificações, destacam-se: a ativação 

dos PPARs leva a expressão de PPARγ, importante para a mudança de fenótipo de 

M1 para M2 (TONTONOZ et al., 1998); a ativação de PPARγ induz a apoptose de 

neutrófilos, devido à interferência da via de sinalização do NF-kB, onde a via 
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encontra-se com atividade reduzida devido à fosforilação do NF-kB em células 

endoteliais e miócitos (BIRRELL et al., 2004; WAHLI & MICHALIK, 2012); a ativação 

de PPARs em macrófagos inibe a supressão da produção de óxido nítrico (NO), e 

aumenta a expressão de CD36 em macrófagos (sinalização eat me), que é relevante 

para o reconhecimento de neutrófilos apoptóticos na resolução do processo 

(WILSON et al., 2000; ZAMORA et al., 2012; PARKS et al., 2013). 

Em conjunto, os dados apresentados acima mostram que os PPAR são 

receptores citoplasmáticos relevantes para o controle da homeostasia e que os 

ligantes destes, com função agonista, podem ser importantes ferramentas 

terapêuticas na inflamação. Os estudos do nosso grupo tem contribuído para a 

literatura dos PPARs como anti-inflamatórios (SANTIN et al., 2013a, 2013b) e 

mostrado recentemente que o controle da expressão de PPAR pode ser um dos 

mecanismos de ação da ANXA1 na resolução do processo inflamatório.  

Ademais, estudos obtidos previamente no laboratório mostraram que o 

tratamento de macrófagos peritoneais de animais selvagens (WT) com LYSO-7, um 

agonista PPAR pan, foi capaz de induzir a fagocitose de neutrófilos apoptóticos e a 

ANXA1 parece controlar a expressão proteica de PPARγ em macrófagos 

estimulados ou não com o agonista PPAR pan LYSO-7 neste modelo exprimental.  

Em conjunto, os dados de literatura mostram a relevância dos PPARs para a 

homeostasia e que, em especial, o PPARγ exerce efeito anti-inflamatório, que entre 

outros efeitos media a eferocitose. Apesar da literatura ser abundante, os 

mecanismos de ação dos PPAR ainda não são totalmente conhecidos.   
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2 OBJETIVOS 

 

Com base nos dados obtidos preliminarmente em nosso laboratório, o objetivo 

deste trabalho foi investigar os mecanismos de ação da ANXA1 sobre a expressão 

de PPARγ em macrófagos, e se esta modulação ocorre em neutrófilos, linfócitos e 

tecido adiposo.  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Animais 

 

Foram utilizados camundongos Balb/c, machos, adultos, peso entre 25-35 g, 

com idade de 6-8 semanas de vida, fornecidos pelo Biotério da Faculdade de 

Ciências Farmacêuticas e do Instituto de Química da Universidade de São Paulo. 

Adicionalmente, foram empregados camundongos Balb/C machos nocautes para o 

gene de Anexina A1 (ANXA1-/-), gerados a partir de matrizes gentilmente cedidas 

pelo Dr. Mauro Perretti (William Harvey Research Instititute of London). Os animais 

foram mantidos em caixas de polipropileno, em salas com controle de temperatura 

(22-25ºC), umidade constante (60%) e ciclos controlados (claro/escuro, 12 horas 

cada), tendo ração e água ad libitum. Todos os procedimentos foram de acordo com 

os Princípios Éticos de Experimentação Animal do Conselho Nacional de Controle 

de Experimentação Animal (CONCEA). Número do processo 461. 

Os fármacos quetamina e xilasina na proporção 10:1 (77/7mg/kg) foram 

administrados via subcutânea antes de cada procedimento experimental e 

suplementado nas doses de 7/0,7mg/kg, sempre que necessário. 

 

3.2 Obtenção das células e tecido 

 

Neutrófilos foram obtidos após injeção i.p. de glicogênio de ostra 1% (Sigma-

Aldrich, código), 3 mL, em camundongos Balb/c WT ou ANXA1-/-. Após 4h, os 

animais foram anestesiados como descrito acima, a cavidade peritoneal foi lavada 

com PBS estéril e as células coletadas com auxílio de pipeta Pasteur foram 

centrifugadas (10 min, 600 g, 4C), e ressuspensas em meio RPMI 1640 (Vitrocell, 

Campinas, SP, BR). 

Macrófagos foram obtidos após injeção i.p. de tioglicolato de sódio 4% 

(Sigma-Aldrich, B2551), 3 mL, em camundongos Balb/c WT ou ANXA1-/-. Após 5 

dias (120 horas), os animais foram anestesiados, a cavidade peritoneal foi lavada 

com PBS estéril e as células, após centrifugação (10 min, 600 g, 4C), foram 

ressuspensas em meio RPMI 1640 (Vitrocell, Campinas, SP, BR).  

Linfócitos foram obtidos do macerado de baço de camundongos Balb/c WT ou 
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ANXA1-/-. A maceração foi feita com o auxílio de um cilindro contra um uma malha 

(cell strainer de 100µM de porosidade – BD Biosciences) e meio RPMI 1640 com 10% 

de soro feral bovino (SFB, Vitrocell) (meio R10). A suspensão celular foi lisada com 

tampão de lise (NH4Cl, 0,15 M; KHCO3, 10 Mm e EDTA, 0,1 mM, Sigma Aldrich) e 

centrifugada (10 min, 600 g, 4C), lavada, filtrada em gaze estéril para a retirada de 

restos teciduais e centrifugada novamente. Linfócitos T foram isolado utilizando 

suspensão Ficoll qual Ficoll e de onde foi obtido. Em seguida, as células foram 

ressuspensas em meio RPMI 1640 (Vitrocell, Campinas, SP, BR). 

Tecido adiposo epididimal foi de camundongos Balb/c WT ou ANXA1-/-. O 

tecido foi lisado em dispersor Ultra Turrax T18 (IKA) com tampão RIPA (PBS, 

deoxicolato de sódio, Triton-x 100 e SDS (dodecil sulfato de sódio (Synth)) contendo 

coquetel inibidor de proteases e PMSF (fenilmetilsulfonilflúor, 1 μM, Amresco) na 

proporção de 1g tecido/3mL de tampão RIPA. O homogenato obtido foi centrifugado 

(30s, 400 g, temperatura ambiente). 

 

3.3 Tratamentos 

 

Para a realização dos ensaios foram utilizados os seguintes tratamentos: 1) 

Veículo (0,033% DMSO), 2) ligantes de PPAR pan LYSO-7 (10 µM; Laboratório de 

Planejamento e Síntese de Fármacos da Universidade Federal de Pernambuco– 

GPIT/UFPE) e Bezafibrato (10µM, All Chemistry, São Paulo, SP - Brasil), 3) agonista 

PPARγ Pioglitazona (10µM, BD Biosciences), 4) antagonisa do receptor FPR2, 

WRW4 (10µM, Tocris), 6) rANXA1 (100 nM, doado pela professora Dra. Egle Solito - 

Queen Mary University of London); 7) inibidor de síntese proteica, Cicloheximida (10 

µM, Sigma Aldrich).  

 

As células e tecidos foram obtidas conforme a metodologia descrita 

anteriormente e tratadas de acordo com diferentes protocolos experimentais, 

descritos a seguir: 

1) Neutrófilos de animais WT ou ANXA1-/-(3x106 células/poço) foram tratados 

com LYSO-7 (10 μM), bezafibrato (10 μM) ou pioglitazona (10 μM), por 2 h, em meio 

R10 (RPMI acrescido de 10% de SFB, Vitrocell, Campinas, SP, BR), a 37ºC, 5% de 

CO2. As células foram coletadas, lavadas e o pellet utilizado para a expressão 
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proteica de PPARγ por Western Blot. 

2) Macrófagos de animais WT ou ANXA1-/- (3x106 células/tubo) foram pré-

tratados ou não com CHX (cicloheximida) por 1 h, rANXA1 (100nM) por 1 h ou 

WRW4 (10 µM) por 4 h e tratados ou não com LYSO-7 (10 µM) por 2 h, bezafibrato 

(10 µM) por 2 h ou pioglitazona (10 µM) por 2 h. As células foram coletadas, lavadas 

e o pellet utilizado para a expressão proteica de PPARγ, CREB, p-CREB (fosfo-

CREB), STAT6 ou p-STAT6 (fosfo-STAT6) por Western Blot. 

3) Linfócitos foram tratados (1x107 células/tubo) com veículo, bezafibrato (10 µM) 

ou LYSO-7 (10 µM) por 2 h a 37ºC, em 5% CO2. As células foram coletadas, lavadas 

e o pellet utilizado para a expressão proteica de PPARγ por Western Blot. 

 

3.4 Ensaio de Western Blot para quantificação de PPARγ 

 

O homogenato celular foi obtido utilizando tampão RIPA contendo coquetel 

inibidor de proteases e PMSF (fenilmetilsulfonilflúor, 1μM, Amresco). As proteínas do 

homogenato celular (50 µg/poço) foram separadas utilizando gel de poliacrilamida 

(SDS-PAGE 12,5%, Bio-Rad) a 130V, de acordo com Laemmli (1970), e transferidas 

eletroforeticamente para membranas de PVDF (fluoreto de polividine, Millipore) por 

1,5 h a 400mA.  

Os sítios inespecíficos foram bloqueados com leite seco desnatado 5% em 

TBS-t (PBS e Tween-20) e as membranas incubadas overnight com anticorpo 

primário contra PPARγ (1:1000) (1μg/mL, Abcam).  

As membranas foram lavadas com tampão TBS-t e incubadas 2 h com 

anticorpo secundário anti-rabbit (1:3000; GE Healthcare). Ensaio de 

quimioluminescência (HRP SuperSignalWestPico; Pierce) foi utilizado para detectar 

as bandas imunorreativas. As intensidades das bandas foram estimadas por análise 

de densitometria e foram comparadas com a intensidade da expressão de β-actina. 

 

3.5 Expressão gênica de PPARγ em macrófagos  

 

A transcrição de RNAm foi quantificada em macrófagos tratados com veículo, 

Bezafibrato (10μM), Pioglitazona (10μM) ou LYSO-7 (10μM) por PCR-real time (RT-

PCR). As amostras foram estocadas a -80ºC em tubos livres de RNA e em solução 
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de Trizol (Life Technolgies). As amostras foram homogeneizadas por centrifugação e 

então digeridas com proteinase K (200μg/mL em solução de lise, Thermo Scientific), 

por 12 h a temperatura ambiente. As amostras foram centrifugadas a 1 g por 5 

minutos, e a fase aquosa contendo RNA foi separada. A extração total de RNA foi 

realizada com ABI PRISM 6100 ácido nucleico prepstation (Appplied Biosystem). O 

RNA foi seco utilizando um secador UNIVAPO 100H (UniEquip). Subsequentemente, 

o RNA foi dissolvido em água livre de RNA (água DEPC) para quantificação de RNA 

(ND-420, Nanodrop Technology). A precisão da qualidade do ácido nucleico foi 

avaliada pela diferença da relação A260/A280 em NanoDrop 2000. Dez microlitros 

de RNA total foram utilizados para a reação de RT, seguindo o protocolo do 

fabricante (kit High Capacity cDNA Archive, Applied Biosystems). O cDNA foi então 

amplificado por PCR-real time em tempo real. A mistura de reação contendo 

TaqMan DNA polimerase (® TaqMan Universal PCR Master Mix 2X) (F: 

AAGAGCTGACCCAATGGTTG e R: TGAGGCCTGTTGTAGAGCTG). O PCR em 

tempo real foi realizado ocorreu em equipamento PRISM 7000 Sequence Detection 

System ABI (Applied Biosystems). 

 

3.6 Expressão proteica dos fatores de transcrição STAT6, p -

STAT6, CREB ou p-CREB em macrófagos por Western Blot  

 

Macrófagos foram obtidos de acordo com o descrito no item 3.2. A suspensão 

celular de 3x106/tubo foi incubada com veículo ou LYSO-7 (10 μM) durante 2 h, a 

37ºC a 5% CO2. As células foram coletadas, lavadas e o pellet utilizado para a 

expressão proteica de PPARγ por Western Blot. 

Western Blot foi realizado de acordo com citado anteriormente, utilizando-se 

anticorpo anti-STAT6 (1:1000, Abcam), p-STAT6 (1:1000, Abcam), CREB (1:1000, 

Cell Signaling) ou p-CREB (1:1000, Cell Signaling), overnight. 

 

3.7 Viabilidade celular 

 

Neutrófilos foram obtidos conforme descrito no item 3.2 A suspensão celular 

de 3x106/poço foi incubada durante 6h, 24h ou 48h, a 37ºC com 5% CO2. A 

viabilidade dos neutrófilos foi determinada por ensaio de citometria de fluxo, usando 
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marcação com a proteína Anexina V (2,5 µL:100 µL de tampão de ligação de 

anexina – conjugada com APC, BD Biosciences) e iodeto de propídio (PI) (50 µg/mL, 

Sigma Aldrich), para mensurar apoptose e necrose, respectivamente. Os tubos 

foram incubados durante 30 minutos, a 4ºC e as amostras foram mensuradas em 

citômetro de fluxo (FACSCanto II, BD Biosciences). Imediatamente após a análise, 

os sinais ópticos emitidos foram convertidos em sinais eletrônicos, permitindo a 

leitura computadorizada (Macintosh Apple) pelo software Flow Jo versão os dados 

de 10.000 células foram obtidos sendo somente considerados os leucócitos com 

morfologia viável para a análise.  
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Neutrófilos foram obtidos de acordo com o item 3.2. A suspensão celular de 

3x106/poço foi incubada com veículo, Bezafibrato ou LYSO-7 durante 2 h a 37ºC 

com 5% CO2. Em seguida, neutrófilos foram incubados com Ly6G (PE; 1,5:100µL; 

BD Biosciences) para confirmar a pureza da preparação, com Anexina V (APC; 

2,5:100µL em tampão de ligação para anexina; BD Biosciences) ou com CXCR4 

(FITC; 1,5:100µL; BD Biosciences), para mensurar a porcentagem de células em 

apoptose ou senescência, respectivamente. Os tubos foram incubados durante 1 h a 

5ºC. Em seguida foi realizada leitura em citômetro de fluxo (FACS Canto II, BD 

Biosciences). Imediatamente após a análise, os sinais ópticos emitidos foram 

convertidos em sinais eletrônicos, permitindo a leitura computadorizada (Macintosh 

Apple) pelo software Flow Jo. Os dados de 10.000 células foram obtidos, sendo 

somente considerados os leucócitos com morfologia viável para a análise. 

 

3.8 Análise estatística 

 

Os resultados obtidos estão apresentados como média ± erro padrão da 

média (e.p.m.) e analisados estatisticamente pela Análise de Variância com 

comparações múltiplas (ANOVA), seguida do teste de Tukey-Kramer, quando 

necessário, utilizando o software estatístico GraphPadPrism 5.0.  
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1  Efeitos da ANXA1 sobre a expressão proteica de PPARγ em macrófagos 

 

Como já descrito anteriormente, nós mostramos que macrófagos de animais 

ANXA1-/- apresentam concentrações menores de PPARγ, e que o aumento de sua 

expressão induzido pelo agonista PPAR pan (LYSO-7) em macrófagos de animais 

WT, não foi observado em macrófagos de animais ANXA1-/- (Santin et al., 2013a). A 

Lyso-7 foi empregada neste estudo, uma vez que é o único agonista PPAR pan da 

classe das tiazolidinedionas, que atua sobre os 3 receptores e, ainda, é um inibidor 

da COX-2 (Santin et al, 2013a). Nosso grupo de pesquisa tem se envolvido na 

caracterização do efeito anti-inflamatório desta molécula,  mostrando que a 

administração oral desta inibe o desenvolvimento do lesão gástrica aguda, por inibir 

a migração de neutrófilos para a área lesada e a produção de NO pela ação da 

óxido nítrico induzível (Santin et al, 2013b). Ademais, a LYSO-7  aumenta a 

cicatrização no processo de lesão gástrica crônica (Santin et al., comunicação 

pessoal). Este último dado nos levou a investigar os mecanismos de ação da LYSO-

7 na resolução da inflamação e observamos, como descrito acima, que seu efeito é 

mediado, pelo menos em parte, pela expressão de PPARγ em macrófagos, o que 

não ocorre em macrófagos de animais ANXA1-/-. 

 No sentido de confirmar este efeito, empregamos mais dois ligantes de PPAR, já 

reconhecidos na literatura. O bezafibrato é um agonista pan da classe dos fibratos, 

conhecido por reduzir os níveis de triglicérides e LDL e aumentar HDL no sangue; 

aumentar a lipólise, reduzir a produção do inibidor de lipase lipoproteica ApoCIII, 

ativar a lipase lipoproteica e a ApoAV (YKI-JÄRVINEN, 2004 GOLDENBERG et al., 

2008). Ainda, o bezafibrato promove a β-oxidação de ácidos graxos, inibindo, assim, 

a síntese de triglicéridos por reduzir a disponibilidade de ácidos graxos livres 

(HAUBENWALLNER et al., 1995; SCHOONJANS et al., 1996a; SCHOONJANS et al., 

1996; STAEL et al., 1998; BERGER & MOLLER, 2002; CHAPMAN, 2006). A 

pioglitazona é um agonista PPARγ, que pertence à classe das tiazolidinedionas, e 

utilizada para o tratamento de diabetes, por aumentar a sensibilidade à insulina 

(KEMNITZ et al., 1994; ORASANU et al., 2008). Ademais, a pioglitazona altera a 

concentração plasmática de lipídeos, como o LDL, e promove aumento da função 

ovulatória e da fertilidade em mulheres que apresentam ovário policístico (SOOD et 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2464751/#b28
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al., 2000; PARULKAR et al., 2001). Esta também vem sendo estudada por seus 

efeitos anti-inflamatórios em diversos modelos experimentais de aterosclerose, 

lesões vasculares e doença de Parkinson (ORASANU et al, 2008; HAMBLIN et al., 

2011; SWANSON et al., 2011).  

Os dados por nós obtidos mostram que o tratamento com bezafibrato ou 

pioglitazona, a exemplo do tratamento com Lyso-7, aumentou a expressão proteica 

de PPARγ em macrófagos de animais WT, mas não em macrófagos de animais 

ANXA1-/- (Figura 1). Desta forma, mostramos que os ligantes de PPAR, 

independente de sua classe química e afinidade pelos receptores PPAR, induzem a 

expressão de PPARγ em macrófagos. Este dado corrobora os efeitos dos ligantes 

de PPAR em outros tecidos, como o tecido gástrico (SANTIN et al., 2013b), tecido 

adiposo (LARSEN et al., 2003), linfócitos T (HARRIS & PHIPPS, 2001). É 

interessante salientar que a expressão constitutiva de PPARγ se manteve reduzida 

em macrófagos de animais ANXA1-/- quando tratados com bezafibrato ou 

pioglitazona (Figura 1), da mesma foram que ocorreu após o tratamento com LYSO-

7  
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Figura 1. Efeitos dos tratamentos com Lyso-7, bezafibrato ou pioglitazona sobre a 

expressão proteica de PPARγ em macrófagos de animais WT ou ANXA1-/-  
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Macrófagos peritoneais de camundongos Balb/c WT ou ANXA1-/- (solução de 
tioglicolato de sódio 4%, 120 hs) foram tratados com A) veículo (DMSO+R10), 
LYSO-7 (10 µM) B) veículo (DMSO+R10), bezafibrato (10 µM) ou pioglitazona, (10 
µM) por 2 h. A expressão de PPARγ for obtida por Western Blot e suas 
concentrações foram quantificados em relação à expressão de β-actina. Os 
resultados expressam a média ± e.p.m. de macrófagos obtidos de 4 animais em 
cada grupo. A análise estatística utilizada foi ANOVA, seguida do teste de Tukey-
Kramer.*p<0,05 vs WT veículo, **p<0,01 vs WT veículo, ##p<0,01 e  ###p<0,001 vs 
respectivo WT.  
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4.2    Efeitos da ANXA1 sobre a expressão gênica de PPARγ em macrófagos  

A partir dos dados obtidos anteriormente, que mostraram que a ANXA1 

poderia modular a expressão proteica de PPARγ em macrófagos, investigamos se 

esta modulação poderia ocorrer via transcripcional. Os resultados apresentados na 

Figura 2 mostram níveis reduzidos de RNAm de PPARγ em macrófagos de animais 

ANXA1-/- em comparação a macrófagos de animais WT. O tratamento dos 

macrófagos de animais WT com bezafibrato ou pioglitazona aumentou os níveis de 

RNAm para PPAR em macrófagos de WT, mas não de macrófagos de animais 

ANXA1-/-. Em conjunto, os dados mostram, pela primeira vez, que a ANXA1 controla 

a expressão gênica de PPARγ. Interessantemente, o tratamento dos macrófagos de 

animais WT com LYSO-7 não alterou os níveis de RNAm para PPARγ (Figura 2). 

Uma vez que observamos aumento da expressão proteica de PPARγ após 

tratamento com LYSO-7, a indução da expressão gênica de PPAR pelo LYSO-7 está 

sendo confirmada. É importante ressaltar que ainda não há dados na literatura que 

demonstrem que a ANXA1 controla a expressão de PPARγ, e nem de outros 

receptores nucleares, ampliando perspectivas para uma possível modulação e o 

estudo de possíveis novas estratégias terapêuticas. 
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Figura 2. Efeitos dos tratamentos com Lyso-7, bezafibrato ou pioglitazona sobre a 

expressão gênica de PPARγ em macrófagos de animais WT ou ANXA1-/-  

 

 

A expressão gênica de PPARγ em macrófagos de camundongos Balb/c WT ou 
ANXA1-/- (solução de tioglicolato de sódio 4%, 120 hs) foi realizada por ensaio de 
RT-PCR. Os macrófagos peritoneais (solução de tioglicolato 4%, 120hs), foram 
tratados com veículo, bezafibrato (10 µM), pioglitazona (10 µM) ou LYSO-7 (10 µM), 
por 2 h. Os resultados expressam a média ± e.p.m. de macrófagos obtidos de 4 
animais em cada grupo. A análise estatística utilizada foi ANOVA, seguida do teste 
de Tukey-Kramer.*p<0,05 vs respectivo veículo; **p<0,001 vs  respectivo veículo; 
#p<0,05 vs WT veículo e ##p<0,01 vs respectivo WT.   
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4.3    Influencia da ANXA1 sobre a expressão de STAT6 e p-STAT6 em 

macrófagos  

 

A família de proteínas transdutoras de sinais e ativadoras de transcrição 

(STAT) exerce papel crucial como mediadores da sinalização de citocinas, sendo um 

fator importante na imunidade humoral (HOU et al., 1994; GOENKA & KAPLAN, 

2011). O STAT6 é um dos membros desta família, composta por 7 membros, sendo 

ativado principalmente por IL-4 e IL-13 (HOU et al., 1994; GOENKA & KAPLAN, 

2011). Este se encontra no citoplasma e uma vez ativado, pela fosforilação, forma 

homodímeros e se transloca para o núcleo, onde se liga diretamente ao DNA, no 

seu domínio DNA-ligante, regulando assim o processo de transcrição gênica 

(MIKITA et al., 1996; GOENKA & KAPLAN, 2011). Além de estar presente em 

células T e B, STAT6 é encontrado em macrófagos, e uma vez estimulada com IL-4, 

induz a diferenciação de macrófagos para o fenótipo M2, e pode induzir também a 

expressão de MHC II na presença de IL-13 (TAKEDA et al., 1996; MOSSER et al., 

2008; MARTINEZ et al., 2009; GOENKA & KAPLAN, 2011). Ainda, a literatura 

mostra que a expressão gênica de PPARγ é mediada pela STAT6, onde a STAT6 

atua facilitando a ligação do PPARγ ao sítio de ligação no DNA, ligando-se aos 

PPREs, além de também ser fator importante para diversos genes codificados pelo 

PPARγ via IL-4 (WELCH et al., 2003; BERRY et al., 2007; SZANTO et al., 2010; 

GOENKA & KAPLAN, 2011). De fato, SZANTO e colaboradores (2010) 

demonstraram que o STAT6 pode aumentar a atividade do PPARγ, melhorando a 

interação deste com os genes transcritos pelo mesmo. Desta forma, investigamos as 

concentrações de STAT6 em macrófagos de animais WT ou ANXA1-/- (Figura 3), e 

os resultados obtidos mostram que não houve diferença significativa na expressão 

dos níveis proteicos de STAT6 em macrófagos de animais WT e ANXA1-/-, mesmo 

após os tratamentos com bezafibrato, pioglitazona ou LYSO-7.  Porém pode-se 

observar uma tendência de menor expressão de STAT6 em macrófagos de animais 

WT tratados com os ligantes de PPAR, e em macrófagos de animais ANXA1-/-. Estes 

ensaios estão sendo realizados mais uma vez para confirmamos os valores de 

STAT6 em macrófagos de animais ANXA1-/-. Vale ressaltar que o possível controle 

da ANXA1 sobre STAT6 é mostrado aqui pela primeira vez. Somente PUPJALIS e 

colaboradores (2011) mostraram que o peptídeo Ac2-26, que mimetiza a porção N-

terminal da ANXA1, reduziu a sinalização da IL-6 e a secreção de TNF-α por 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3342042/#B96
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3342042/#B6
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3342042/#B93
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monócitos ativados pelo LPS, via ativação de STAT3. Foram realizados também 

ensaios para verificar a expressão de p-STAT6 (fosfo-STAT6). Os resultados obtidos 

mostraram que a p-STAT6 foi indetectável nestas condições.  
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Figura 3. Expressão proteica de STAT6 em macrófagos de animais WT ou ANXA1-/- 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Macrófagos peritoneais de camundongos Balb/c WT ou ANXA1-/- (solução de 
tioglicolato de sódio 4%, 120 hs) foram com veículo (DMSO + R10) ou com LYSO-7 
(10 µM) por 2 h. A expressão de STAT6 foi obtida por de Western Blot e os seus 
níveis foram quantificados em relação à expressão de β-actina. Os resultados 
expressam a média ± e.p.m. de macrófagos obtidos de 4 animais em cada grupo. A 
análise estatística utilizada foi ANOVA, seguida do teste de Tukey-Kramer.  
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4.4    Influencia da ANXA1 sobre a expressão de CREB e p-CREB em 

macrófagos 

 

Várias evidências in vitro mostram uma co-relação positiva entre a ativação de 

PPARγ e o fator de  transcrição cAMP response element binding protein (CREB), 

sendo que a ativação PPARγ em células do sistema nervoso central (CHIANG ET 

AL., 2014; SINGH ET AL., 2015; MAKELA ET AL., 2016; CHIANG ET AL., 2016) e 

endotelial (SCODITTI et al., 2010) leva a ativação de CREB. Ainda, HERZIG et al. 

(2003) demonstraram que animais deficientes do fator de transcrição CREB 

apresentaram aumento da expressão de PPARγ hepático, mostrando que CREB 

atua como inibidor  da expressão de PPARγ.  Adicionalmente, o tratamento de 

linhagem de endotélio humano com ligantes de PPARγ inibiu a expressão de COX-

2 mediada por CREB (SCODITTI et al., 2010), reforçando a interrelação de PPARγ 

e CREB. Ademais, há relatos na literatura da relação entre ANXA1 e CREB, uma 

vez que o gene que codifica ANXA1 contém elemento responsivo ao cAMP (CRE), 

onde CREB e p38 MAPK são requeridos para a síntese de ANXA1 (ANTONICELLI 

et al., 2001; CASTRO-CALDAS et al., 2003). 

O CREB localiza-se no núcleo e é crucial para o acoplamento transcripcional, 

que ocorre pelas alterações na membrana celular, levando à modificações na 

expressão gênica (CARLEZON et al., 2005). Em macrófagos, CREB parece ativar a 

sinalização de sobrevivência via LPS/TLR4, tornando-os anti-apoptóticos pela 

ativação de dois genes anti-apoptóticos (PAI-2 – inibidor de ativador de 

plasminogênio-2 e Bfl/A1 – também conhecido com A1 ou GRS), via NF-kB e p38 

MAPK, que leva à ativação de mitógenos e proteínas quinase como MSK1 e MSK2, 

levando à manutenção da responsividade imune (HSU et al., 2004; 18,19; PARK et 

al., 2005).  

 Pelos motivos citados acima, avaliamos se a ANXA1 e a ativação de PPARs 

modulam a expressão de CREB. Os resultados, mostrados nas Figuras 4 e 5 

demonstram que a expressão de CREB na forma nativa encontra-se aumentada em 

macrófagos de animais ANXA1-/-, tanto em condições basais quanto de tratamento 

com os ligantes de PPAR em relação à expressão de animais selvagens. Apenas 

tendência de aumento de expressão da  forma fosforilada de CREB foi observada 

em macrófagos de animais ANXA1-/-. Estes dados são inéditos na literatura, e  pela 

primeira vez mostramaos que a ANXA1 endógena é um fator importante para 
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manutenção dos níveis homeostáticos de CREB intracelular. É possível que os 

níveis aumentados de CREB, associados a uma tendência de redução de STAT6, 

pode ser o responsável pela menor expressão de PPARγ em macrófagos de 

animais ANXA1-/-  
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Figura 4. Expressão proteica de CREB em macrófagos de animais WT ou ANXA1-/- 

 

 

Macrófagos peritoneais de camundongos Balb/c WT ou ANXA1-/- (solução de 
tioglicolato de sódio 4%, 120 hs) foram com veículo (DMSO + R10) ou com LYSO-7 
(10 µM) por 2 h. A expressão de CREB for obtida por de Western Blot e os seus 
níveis foram quantificados em relação à expressão de β-actina. Os resultados 
expressam a média ± e.p.m. de macrófagos obtidos de 4 animais em cada grupo. A 
análise estatística utilizada foi ANOVA, seguida do teste de Tukey-Kramer. 
Estatística – diferença *P<0,05 vs respectivos valores em WT 
  

* 

* 
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Figura 5. Expressão proteica de p-CREB em macrófagos de animais WT ou ANXA1-

/- 

 

Macrófagos peritoneais de camundongos Balb/c WT ou ANXA1-/- (solução de 

tioglicolato de sódio 4%, 120 hs) foram com veículo (DMSO + R10) ou com LYSO-7 

(10 µM) por 2 h. A expressão de p-CREB for obtida por de Western Blot e os seus 

níveis foram quantificados em relação à expressão de β-actina. Os resultados 

expressam a média ± e.p.m. de macrófagos obtidos de 4 animais em cada grupo. A 

análise estatística utilizada foi ANOVA, seguida do teste de Tukey-Kramer.  
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4.5    Papel da ANXA1 sobre a síntese de PPARγ  

 

No sentido de complementarmos as investigações sobre os mecanismos de 

ação da ANXA1 sobre a expressão de PPARγ, empregamos uma estratégia 

farmacológica para o bloqueio da síntese proteica. A cicloheximida (CHX) é um dos 

bloqueadores de síntese protéica mais utilizados em experimentos laboratoriais 

(ROSENTHAL & FURNARI, 1957; SCHNEIDER-POETSCH et al., 2010; OKSVOLD 

et al., 2012; GERASHCHENKO & GLADYSHEV, 2014; GARREAU DE LOUBRESSE 

et al., 2014), pois é capaz de bloquear ao ribossomo e impedir a fase de 

alongamento, inibindo a eEF2 (fator de alongamento-2), da síntese protéica (OBRIG 

et al., 1971; SCHNEIDER-POETSCH et al., 2010). Assim, os macrófagos de animais 

selvagens ou ANXA1-/- foram tratados com CHX (10µM, 2 h) e, subsequentemente, 

tratados com ligantes de PPAR bezafibrato ou LYSO-7. Pode-se verificar, pelos 

resultados apresentados abaixo na Figura 8, que o tratamento com CHX inibiu a 

síntese de PPARγ em macrófagos de animais selvagens em condições basais 

(veículo) ou após tratamentos com os ligantes de PPAR (Figura 6). Por outro lado, a 

expressão reduzida de PPARγ se manteve em macrófagos de animais ANXA1-/-. 

Assim, os resultados aqui obtidos corroboram que os ligantes de PPAR induzem a 

síntese protéica de PPARγ e que a ANXA1 modula este processo.  

  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schneider-Poetsch%20T%5Bauth%5D
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014579312006795
http://nar.oxfordjournals.org/search?author1=Maxim+V.+Gerashchenko&sortspec=date&submit=Submit
http://nar.oxfordjournals.org/search?author1=Vadim+N.+Gladyshev&sortspec=date&submit=Submit
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Figura 6. Efeitos do tratamento com cicloheximida sobre a expressão proteica de 

PPARγ em macrófagos de animais selvagens e ANXA1-/- 

 
 

Macrófagos de camundongos Balb/c WT ou ANXA1-/- (solução de tioglicolato de 
sódio 4%, 120 hs) foram obtidos, tratados ou não (3x106 células/tubo) com CHX (10 
µM) por 1 h, seguido de tratamento com bezafibrato (10 µM), pioglitazona (10 µM) 
ou LYSO-7 (10 µM) por 2 h. A expressão de PPARγ for obtida por ensaio de 
Western Blot e os seus níveis foram quantificados em relação à expressão de β-
actina. Os resultados expressam a média ± e.p.m. de macrófagos obtidos de 4 
animais em cada grupo. A análise estatística utilizada foi ANOVA, seguida do teste 
de Tukey-Kramer. *p<0,05 vs WT veículo, #p<0,05 vs WT veículo.  
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4.6    Participação do receptor FPR2 no controle da ANXA1 sobre a expressão 

de PPARγ em macrófagos  

 

Como salientado na Introdução, o FPR2, um receptor transmembrana 

acoplado à protepina G inibitória (Gi), é expresso em diversos tipos celulares, 

incluindo os macrófagos (PERRETTI & D’ACQUISTO, 2009), podendo apresentar 

vários ligantes, como proteínas, lipídios e peptídeos, como ANXA1, LXA4, ATL 

(aspirin triggered lipoxin) gerando uma gama de diversidade de sinais biológicos 

(CHIANG et al., 2006; COORAY et al., 2013; SERHAN et al., 2008). Uma das ações 

mais conhecidas do FPR2 é sua ação pró-resolutiva e anti-inflamatória quando 

ocorre a ligação com a ANXA1 ou a lipoxina A4 (LXA4), induzindo a apoptose de 

neutrófilos, fagocitose dos neutrófilos apoptóticos por macrófagos e a subsequente 

eferocitose, processo no qual os macrófagos que fagocitaram neutrófilos apoptóticos 

ou debris sofrem apoptose (COORAY et al., 2013; CHIANG et al., 2006; SERHAN et 

al., 2008). Dufton et al. (2010) demonstraram em modelos de inflamação em murinos 

deficientes de FPR2 (FPR2-/-) ocorre aumento da aderência ao endotélio e migração 

de células inflamatórias para o foco da inflamação. HAYHOE et al. (2006) 

demonstraram que a ANXA1, assim como o peptídeo Ac2-26 são capazes de 

controlar positivamente a ativação do receptor FPR2 na superfície de leucócitos 

polimorfonucleares (PMN), e que a ligação de Ac2-26 ou ANXA1 ao FPR2 de PMN 

reduz sua adesão na camada endotelial de vénulas pós-capilares.  

Desta forma, consideramos relevante investigar a participação deste receptor 

no controle exercido pela ANXA1 na expressão de PPARγ em macrófagos. Para 

tanto, empregamos o antagonista específico do FPR2, o WRW4 para tratar 

macrófagos de animais WT. Os resultados obtidos mostraram que o bloqueio do 

FPR2 não reduziu a expressão basal de PPARγ, mas reduziu a expressão 

estimulada pela LYSO-7 (Figura 7). Desta forma, resultados mostram que a 

modulação da ANXA1 sobre a expressão de PPARγ em condições de estimulação 

por um ligante PPAR pan ocorre via FPR2. 

A literatura, embora mostre que o WRW4 seja um antagonista FPR2, não é 

consensual sobre a especificidade do receptor, sendo também relatado ser 

antagonista do receptor FPR3 (BAE et al., 2004; SEIDEL et al., 2012; LEONI et al., 

2013). Ainda, os resultados de GAVINS et al. (2003) sugerem que tanto FPR1 e 

FPR2 parecem estar envolvidos na resposta da ANXA1, porém o FPR2 estaria mais 
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envolvido no desacoplamento de leucócitos do endotélio. KHAU et al., (2011) 

mostraram que em células de câncer de mama, MCF-7 e MDA-MB-231, a ANXA1 é 

capaz de interagir tanto com o FPR2 quanto com o FPR1. Os resultados obtidos por 

GEARY et al. (2014) utilizando ANXA1 endógena ou recombinante em células de 

adenocarcinoma de próstrata, mostraram que a proteína se liga especificamente aos 

FPR2, porém também com 30% de atividade seletiva para o FPR1, e ensaio 

realizado com a porção bioativa, o peptídeo Ac2-26, mostrou ter afinidade por todos 

os membros da família do FPR: FPR1, FPR2 e FPR3.  
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Figura 7. Efeito do WRW4 sobre a  expressão proteica de PPARγ em macrófagos 

de animais WT ou ANXA-/- 

 

Expressão proteica de PPARγ em macrófagos peritoneais de camundongos Balb/c 
WT (solução de tioglicolato de sódio 4%, 120 hs), baseado na relação de 
intensidade de expressão de PPARγ/intensidade de expressão de β-actina. Os 
macrófagos foram tratados com veículo (DMSO + R10) ou com WRW4 (10 μM) por 4 
horas e posteriormente com veículo (DMSO + R10) ou LYSO-7 (10μM) por 2 h. Os 
resultados expressam a média ± e.p.m. de macrófagos obtidos de 4 animais em 
cada grupo. A análise estatística utilizada foi ANOVA, seguida do teste de Tukey-
Kramer;**p>0,01 vs respectivo WT.  

WRW4 

Veículo LYSO-7 Veículo LYSO-7 

PPARγ 

β-actina 

** 
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4.7    Efeito da ANXA1 recombinante sobre a expressão de PPARγ em 

macrófagos  

 

No sentido de confirmarmos a participação da ANXA1 na expressão de 

PPARγ em macrófagos, estas células, obtidas tanto de animais WT como ANXA1-/-, 

foram tratadas com a proteína recombinante da ANXA1 (rANXA1). O pré-tratamento 

com ANXA1 recombinante por 1 hora antes das incubações com LYSO-7 ou 

pioglitazona, aumentou a expressão do PPARγ em animais WT, mostrando, de fato, 

o papel da ANXA1 no controle da expressão deste receptor. Ainda, a reposição de 

ANXA1 em macrófagos de animais deficientes desta proteína reestabeleceu os 

níveis proteicos de PPARγ em macrófagos tratados ou não com os ligantes de 

PPAR γ (Figura 10).  

É importante ressaltar que a reposição da ANXA1 recombinante tem sido uma 

estratégia experimental importante nos estudos que envolvem animais 

geneticamente deficientes, e os protocolos aqui empregados foram baseados nos 

descritos pela literatura (PATEL et al., 2012; CRISTANTE et al., 2013; LOCATELLI, 

2014). Neste sentido, tem sido mostrado que a rANXA1 tem efeitos anti-inflamatórios 

em neutrófilos (PERRETTI & FLOWER, 2004), pois inibe a quimiotaxia (WALTHER 

et al., 2000), adesão (ZOUKI et al., 2000) e transmigração de PMN pela 

monocamada endotelial (PERRETTI et al., 1996), e acelera o processo de apoptose 

(SOLITO et al., 2003b). Já em macrófagos, a rANXA1 recuperou a atividade 

fagocítica de macrófagos da medula óssea em fagocitar neutrófilos apoptóticos 

(DALLI et al., 2012) e inibiu a polarização para o fenótipo M1 estimulando a 

polarização para o fenótipo M2 (LOCATELLI et al., 2014).  
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Figura 8. Efeito da rANXA1 sobre a expressão proteica de PPARγ em macrófagos 

de animais WT ou ANXA1-/-  

 
Macrófagos peritoneais de camundongos Balb/c ANXA1-/- (solução de tioglicolato de 
sódio 4%, 120 hs) foram pré-tratados com ANXA1 (100nM) por 1 h, e após, com 
veículo (DMSO + R10) com bezafibrato (10 µM), pioglitazona (10 µM) ou LYSO-7 
(10 µM) por 2 h. A expressão de PPARγ for obtida por de Western Blot e os seus 
níveis foram quantificados em relação à expressão de β-actina. Os resultados 
expressam a média ± e.p.m. de macrófagos obtidos de 4 animais em cada grupo. A 
análise estatística utilizada foi ANOVA, seguida do teste de Tukey-Kramer. *P<0,05 
vs respectivos valores sem tratamento com rANXA1  
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4.8    Efeitos da ANXA1 sobre a expressão proteica de PPARγ em neutrófilos  

 

Os neutrófilos desempenham importante função durante o processo 

inflamatório, atuando como fagócitos e secretores (SERHAN, 2007), e como já 

descrito na Introdução desta Dissertação, a ANXA1 pode ser encontrada em 

grânulos de gelatinase destas células e os efeitos da ANXA1 endógena ou exógena 

sobre neutrófilos tem sido amplamente demonstrada, em especial no controle da 

interação dos neutrófilos com o endotélio vascular e da apoptose. Assim, a ANXA1 

modula a clivagem de L-selectina de neutrófilos na fase inicial da interação com o 

endotélio microvascular da área inflamada (SOLITO et al., 2003b) e induz a 

apoptose de neutrófilos no sítio de lesão, pela ativação de caspase-3 e inibição de 

Mcl-1, ERK1/2 e Nfk-B (SOLITO et al., 2003b; VAGO et al., 2012; PERRETTI, 2012; 

EL KLEBIR & FILEP, 2013) envolvendo HDACI (inibidor de histona acetilase) 

(MONTERO-MELENDEZ et al., 2013; SUGIMOTO et al., 2016). 

Diante do exposto acima, experimento de Western blot foi realizado para 

verificar se assim como em macrófagos, a ANXA1 também poderia modular a 

expressão proteica de PPARγ. O resultado apresentado na Figura 9 mostra que a 

expressão basal de PPARγ em neutrófilos de animais ANXA1-/- é menor que o 

observado em neutrófilos de animais WT, no entanto, na vigência de tratamento com 

os ligantes de PPAR não houve aumento de expressão do PPARγ em neutrófilos 

obtidos de animais WT ou ANXA1-/-. Este dado é instigante, porque mostra que a 

ANXA1 endógena modula a expressão de PPARγ em fagócitos (neutrófilos e 

macrófagos), mas que neutrófilos, quando estimulados por agonistas do receptor 

PPAR são capazes de expressar normalmente PPARγ, o que não é observado em 

macrófagos, sugerindo mecanismos distintos da ANXA1 em neutrófilos e 

macrófagos após estimulação com ligantes de PPAR.  Não sabemos quais são os 

mecanismos responsáveis por estas diferenças, mas as vias de STAT6 e CREB 

serão também avaliadas em neutrófilos.  
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Figura 9. Expressão proteica de PPARγ em neutrófilos de animais WT ou ANXA1-/- 

 

Neutrófilos peritoneais de camundongos Balb/c WT ou ANXA1-/- (solução de 
glicogênio de ostra 1%, 4 hs) foram tratados com veículo (DMSO+R10), bezafibrato 
(10 µM), pioglitazona (10 µM) ou LYSO-7 (10 µM), por 2 h. A expressão de PPARγ 
for obtida por Western Blot e os seus níveis foram quantificados em relação à 
expressão de β-actina. Os resultados expressam a média ± e.p.m. de neutrófilos 
obtidos de 4 animais em cada grupo. A análise estatística utilizada foi ANOVA, 
seguida do teste de Tukey-Kramer. *P<0,05 vs respectivos tratamentos.  

* 

* * 
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4.9    Efeitos da ANXA1 sobre a expressão proteica de PPARγ em tecido 

adiposo  

 

PPARγ é extensivamente expresso em tecido adiposo, e estudos já 

demonstraram que a adiposidade em animais ANXA1-/- e PPARγ-/- encontra-se 

alterada. AKASHEH et al. (2013), demonstraram que camundongos ANXA1-/- 

apresentaram maior adiposidade em relação aos WT, diante de dieta rica em lipídios, 

tendo maior possibilidade de aumento de peso e resistência à insulina. Já 

camundongos PPARγ-/- apresentaram adiposidade reduzida, devido à falha em seu 

desenvolvimento e da resistência à insulina (ROSEN et al., 1999; EVANS et al., 

2004).  

Neste contexto, tecido adiposo foi isolado e a expressão proteica de PPARγ 

mensurada. Os resultados mostraram que a expressão de PPARγ não foi alterada 

em tecido adiposo proveniente de animais WT ou ANXA1-/- (Figura 10), mostrando 

que no tecido adiposo, a ANXA1 não modula a expressão de PPARγ. 

Estes dados corroboram com os mostrados por WARNE et al. (2006), onde a 

deleção gênica da ANXA1 não afetou a expressão de PPARγ tecido adiposo e de 

adipócitos, indicando a possibilidade da regulação da expressão de PPAR sejam 

modulados por outra via, uma vez que os glicocorticoides estão relacionados com a 

promoção da adipogênese, envolvendo a ativação do PPARγ e de acordo com 

AKASHEH et al. (2013), a ANXA1 parece ser um importante modular da adiposidade 

em camundongos.   
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Figura 10. Expressão proteica de PPARγ em tecido adiposo de animais WT ou 

ANXA1-/- 

 

 

Tecido adiposo epididimal de camundongos Balb/c WT ou ANXA1-/- foi coletado e a 
expressão de PPARγ for obtida por ensaio de Western Blot e os seus níveis foram 
quantificados em relação à expressão de β-actina. Os resultados expressam a 
média ± e.p.m. de tecido adiposo obtido de 4 animais em cada grupo. A análise 
estatística utilizada foi ANOVA, seguida do teste de Tukey-Kramer.  



67 

 

4.10    Efeitos da ANXA1 com a expressão proteica de PPARγ em linfócitos  

 

O receptor PPARγ é expresso em linfócitos e estudos em modelos de 

inflamação intestinal demonstraram que este regula estas células durante o 

processo inflamatório, podendo modular a expressão gênica de moléculas de 

adesão e mediadores pró-inflamatórios, como IL-6, IL-1β e SOCS-3 (supressor de 

sinalização de citocinas) (GURI et al., 2010).  

Com o intuito de ampliar os conhecimentos da ação da ANXA1 sobre a 

expressão de PPARγ, empregamos linfócitos isolados do baço para averiguar este 

mecanismo em um leucócito que não possui habilidade de fagocitar. A expressão de 

PPARγ foi equivalente em linfócitos de animais WT ou ANXA1-/-, mesmo após 

tratamento de ligantes de PPAR, como LYSO-7 (10µM) ou bezafibrato (10µM) por 2 

h (Figura 11). 
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Figura 11. Expressão proteica de PPARγ em linfócitos de animais WT ou ANXA1-/- 

 

Linfócitos de baço de camundongos Balb/c WT ou ANXA1-/- foram obtidos, tratados 
ou não com bezafibrato (10 µM) ou LYSO-7 (10 µM) por 2 h. A expressão de PPARγ 
for obtida por Western Blot e os seus níveis foram quantificados em relação à 
expressão de β-actina. Os resultados expressam a média ± e.p.m. de linfócitos 
obtidos de 4 animais em cada grupo. A análise estatística utilizada foi ANOVA, 
seguida do teste de Tukey-Kramer.  
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4.11    Efeito da ANXA1 sobre apoptose de neutrófilos 

 

A literatura tem mostrado que a ANXA1 exógena é indutor da apoptose de 

neutrófilos (SOLITO et al., 2003b). Adicionalmente, foi mostrado recentemente que o 

peptídeo Ac2-26 da ANXA1 induz a apoptose de neutrófilos, in vivo, no modelo de 

inflamação pleural induzida pelo LPS em camundongos (VAGO et al., 2012). Ainda, 

os ligantes de PPARs induzem a apoptose de neutrófilos in vivo em vários modelos 

de inflamação (ESPOSITO et al., 2012; PATERNITI et al., 2012; DI PAOLA et al., 

2010).  

Desta forma, investigamos neste projeto se a ANXA1 endógena poderia 

mediar a apoptose, se os ligantes de PPAR induzem a apoptose e se existiria uma 

relação da ANXA1/PPAR no efeito observado.   

Inicialmente padronizamos o melhor tempo de incubação de neutrófilos 

peritoneais e verificamos expressão de ANXV e CXCR4, indicadores de apoptose e 

senescência, respectivamente, com 6 horas de incubação. Subsequentemente, os 

resultados mostraram que a deficiência de ANXA1, bem como os tratamentos in vitro 

com bezafibrato ou Lyso-7 não induziram a morte celular. Os resultados obtidos em 

neutrófilos de animais ANXA1, ou de WT tratados com os ligantes de PPARγ  foram 

equivalentes às células tratadas com os veículos (Figura 12). 

Assim, os resultados obtidos aqui mostram que diferentemente do tratamento 

farmacológico com ANXA1, a ANXA1 endógena não interfere com a apoptose de 

neutrófilos e que in vitro, os agonsitas PPARs também não induzem a apoptose de 

neutrófilos.    
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Figura 12. Relação da ANXA1 sobre a taxa de apoptose de neutrófilos tratados ou 

não com ligantes de PPAR 

 

 

 

 

 

 

 

Neutrófilos foram obtidos utilizando glicogênio de ostra, e tratados ou não com 
Veículo, LYSO-7 ou Bezafibrato por 2 h, marcados com Anexina V (APC), Ly6G (PE) 
e CXCR4 (FITC) e avaliados por citometria de fluxo. A) Viabilidade celular de 
neutrófilos B) Porcentagem de células viáveis após os tratamentos com bezafibrato 
e LYSO-7 C) Imagens representativas da população de neutrófilos utilizada para 
análise.  
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5 CONCLUSÕES.  

 

1) Os ligantes de PPAR, independente da classe e da afinidade pelas isoformas 

do receptor, induzem a expressão proteica de PPARy em macrófagos de WT 

neste modelo experimental;  

 

2) A ANXA1 endógena modula a expressão proteica de PPARy em macrófagos 

peritoneais, tanto em condições basais como na vigência de tratamento com 

ligantes de PPARs. A ausência de ANXA1 endógena reduziu os níveis de 

PPARy em macrófagos neste modelo experimental;  

 

3) ANXA1 endógena modula a expressão gênica de PPARy. A ausência de 

ANXA1 endógena reduziu os níveis de RNAm para PPARy em macrófagos 

neste modelo experimental;  

 

4) A ANXA1 controla os níveis de CREB em macrófagos. A ausência de ANXA1 

endógena aumentou os níveis de CREB em macrófagos neste modelo 

experimental; 

 

5) A modulação da ANXA1 sobre a expressão protéica de PPARy basal parece 

não ser dependente da interação da ANXA1 com o receptor FPR2, uma vez 

que  tratamento de macrófagos de WT com antagonista do receptor FPR2 

não alterou a expressão basal de PPARy neste modelo experimental. No 

entanto, o receptor modula a expressão de PPARy após estimulação com 

Lyso-07, já que macrófagos pre-tratados com antagonista de FPR2 

apresentaram redução da expressão de PPARy após tratamento com Lyso-7. 

 

6) A ANXA1 recombinante modula a expressão proteica de PPARy em 

macrófagos de animais WT ou ANXA1-/-. O tratamento de macrófagos com 

ANXA1 recombinante recuperou os níveis protéicos de PPARy em 

macrófagos de animais ANXA1-/-  e aumentou os níveis protéicos em 

macrófagos de animais WT neste modelo experimental; 
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7) O efeito da ANXA1 sobre a modulação da expressão de PPARy também foi 

observada em neutrófilos. A ausência de ANXA1 endógena reduziu os níveis 

de PPARy em neutrófilos neste modelo experimental; 

 

8) A ANXA1 não modula a expressão de PPARy em tecido adiposo ou em  

linfócitos, já que os níveis deste receptor foi equivalente em tecido adiposo ou 

em linfócitos coletados de animais WT ou ANXA1-/- neste modelo experimental; 

 

9) A ANXA1 endógena, bem como os ligantes de PPAR, não induzem a 

apoptose de neutrófilos. A apoptose de neutrófilos de animais ANXA1-/- foi 

equivalente a de animais WT e os tratamentos com os ligantes de PPAR não 

afetaram a apoptose neste modelo experimental.  
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