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RESUMO
TAKAHAMA, C.H. Controle da Anexina 1 sobre a expressao do receptor
nuclear proliferador de peroxissomos em diferentes tipos celulares. 2016. 102f.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de
Séo Paulo, Sao Paulo, 2016.

A proteina Anexina Al (ANXAl), sintetizada e liberada por fagodcitos pela
acdo de glicocorticéides, € uma proteina anti-inflamatoria, pois inibe o influxo de
neutrofilos para o foco da inflamacédo, e induz os mecanismos de eferocitose em
neutréfilos e macréfagos. Nosso grupo mostrou que a ANXAL regula a expressédo do
receptor ativado por proliferadores de peroxissomos (PPAR) em macrofagos. Em
continuidade, o presente trabalho investigou o mecanismo da ANXAl sobre a
expressao de PPARy em macréfagos, e se este controle ocorre em demais
leucaocitos e tecido adiposo. Para tanto, macrofagos, neutrofilos peritoneais, linfocitos
do baco, tecido adiposo epididimal foram obtidos de camundongos machos Balb/c
selvagens (wild type, WT) ou geneticamente deficientes para ANXAL (ANXA1"). Os
resultados obtidos mostraram que a ANXA1 controla a expressao proteica e génica
de PPARy em macréfagos, ja que os niveis proteico (Western Blot, WB) e de RNAmM
(Real-time PCR) para PPARYy constitutivo, bem como induzidos pelos tratamentos in
vitro com bezafibrato ou pioglitazona estavam reduzidos em macréfagos de animais
ANXAL1" em comparacéo com os niveis de macréfagos de animais WT, e o efeito
parece ser dependente de CREB (WB), ja que 0s niveis constitutivos deste fator de
transcricdo estavam maiores em macréfagos de animais ANXA1™”. O tratamento in
vitro com cicloheximida (CHX), um inibidor da sintese proteica, reduziu a expressao
de PPARYy estimulada por bezafibrato ou LYSO-7 em macréfagos de animais WT,
reforcando o papel da ANXA1 na expressao génica de PPARy. O FPR2 parece nao
estar envolvido no efeito, uma vez que o pré-tratamento de macroéfagos com o
antagonista de FPR2 (WRW4) ndo modificou a expressdao de PPARy em macréfagos
de animais WT. O efeito modulador da ANXA1 ocorre em neutrofilos, mas ndo em
tecido adiposo e linfécitos de animais ANXA1". Ademais, a deficiéncia de ANXA1
nao alterou a apoptose espontanea de neutrofilos. Em conjunto, os resultados
obtidos mostram uma possivel via adicional da ANXAl sobre a resolucdo da

inflamacao, controlando a expressao de PPARy em fagadcitos.

Palavras-chave: Anexina-Al, PPAR-gama, inflamagéo.



ABSTRACT

TAKAHAMA, C.H. Control of Annexin Al in the peroxissome proliferator
receptor expression in different cell types. 2016. 102f. Dissertagéo (Mestrado) —

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2016.

Annexin Al (ANXA1l), 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 PPARy 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 ANXAL genetically (ANXA-/-). Obtained
results have demonstrated that ANXAL regulates both proteic and genic expression
of PPARYy in macrophages, as protein (Western Blotting, WB) and mRNA (Real-Time
PCR) levels of constitutive PPARy 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 mMRNA 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 ANXAL-/- mice. In vitro treatment with cycloheximide (CHX), an
inhibitor of proteic synthesis, reduced the bezafibrate or LYSO-7 (PPAR pan agonist,
10 yuM / 2h) induced expression of PPARy in WT mice, which further suggests a role
for ANXA1 in PPARy genic expression. FPR2 does not seem to be involved with
these effects of ANXAL, as pre-treatment of macrophages from WT mice with an
FPR2-antagonist (WRW4) did not alter expression of PPARy. The modulating effect
of ANXAL can be verified in neutrophils of ANXA-/- mice, but not in adipocytes and
lymphocytes from the same animals. Moreover, deficiency of ANXAL 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 PPARy in phagocytes.

Keywords: Annexin-Al, PPAR-gamma, inflammation.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais da inflamagéo

Os processos inflamatérios contribuem para a homeostase tecidual, pois
protegem o organismo de agentes infecciosos, traumas ou injlrias de diferentes
origens. Porém, se ndo controlada ou pela persisténcia do agente lesivo, a resposta
inflamatéria pode ser prejudicial ao hospedeiro, podendo evoluir para cronificacao,
gerando danos aos tecidos (VAN DYKE & SERHAN, 2006; GILROY et al., 2004).

Os sintomas caracteristicos da resposta inflamatéria sdo dor, rubor, calor e
tumor (inchaco), como disposto por Cornelius Celsus no século |. Estes s&o
desencadeados por uma diversidade de eventos celulares e vasculares, altamente
complexos e mediados por uma grande quantidade de substancias quimicas
(SERHAN, et al., 2008).

No inicio do processo inflamatorio, mediadores pro-inflamatorios importantes
como prostaglandinas, leucotrienos, citocinas, quimiocinas e Oxido nitrico séo
liberados por células sentinelas, como macrofagos teciduais e mastécitos (FREIRE &
VAN DIKE, 2013; NATHAN, 2002), e iniciam a inflamacdo (SAMUELSSON et al.,
1987; NATHAN, 2002; MEDZHITOV, 2008). Aléem de estarem presentes em reacdes
alérgicas, os mastécitos também exercem funcdo contra invasao de patdogenos, pois
sofrem degranulacdo e liberam, no estagio inicial da inflamacdo, histaminas,
eicosanoides, fator de necrose tumoral (TNF), citocinas, triptases, proteases,
guimiocinas presentes nos granulos citoplasmaticos. Mais tardiamente, apos
algumas horas de inflamacdo, ha um aumento da transcricdo (upregulation) de
citocinas e quimiocinas, como TNFa (TNF alfa) e interleucina-4 (IL-4) (LEE, et al.,
2002; NATHAN, 2002; URB & SHEPPARD, 2012). Macréfagos participam desde o
inicio do processo inflamatério até sua resolucdo, atuando na fagocitose e atividade
microbicida dos agentes agressores, apresentacdo de antigenos e na secrecédo de
mediadores inflamatérios (FUJIWARA & KOBAYASHI, 2005; STEINHOFF, et al.,
2000; NATHAN, 2002). Os mediadores quimicos também favorecem os fenbmenos
vasculares, como a vasodilatacdo, consequente aumento de fluxo sanguineo e

aumento de permeabilidade vascular. Em conjunto, 0S eventos vasculares
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favorecem o acumulo de mediadores quimicos plasméaticos no tecido inflamado, o
gue favorecera a progressao da inflamacéo (BUCKLEY, et al., 2013).

Os neutréfilos, também séo fagoécitos a exemplo dos macrofagos, e sdo os
primeiros leucdcitos polimorfonucleares (PMN) circulantes a alcancarem o sitio de
lesdo. Secretam diferentes enzimas e liberam espécies reativas de oxigénio (ROS)
para eliminar o patdgeno ou agente causador da inflamacdo (SERHAN, 2007). Para
alcancarem o sitio inflamatoério, os neutréfilos circulantes interagem com células
endoteliais da microcirculacdo da area inflamada, pela ligacdo entre moléculas de
adesdo e outros receptores nas membranas celulares, subsequentemente
atravessam a parede vascular e no tecido, migram orientadamente para o local de
lesdo, onde exercem suas atividades fagocitica e microbicida para exterminar o
agente lesivo (SERHAN, 2007).

Os linfocitos desempenham importante papel dentro da resposta inflamatoria
adaptativa, atuando contra diversos micro-oganismos invasores e reagdes alérgicas.
Ha duas classes de linfécitos: linfécitos B (LB) e linfocitos T (LT). Os linfocitos B sédo
produzidos na medula 0ssea e sdo responsaveis por produzir e secretar anticorpos
gue irdo neutralizar ou destruir os antigenos, tendo sido relatado, inclusive, a
capacidade de apresentar antigenos (MCHEYZER-WILLIAMS, 2003; MESQUITA JR
et al., 2010). Dentro deste grupo, ha 3 subtipos de LB, atuando como sentinelas: os
linfocitos B convencionais (B2), que atuam na cavidade peritoneal, os linfécitos B1,
gue exercem funcdo na cavidade pleural, peritoneal e em menor quantidade no
baco, e os linfécitos B da zona marginal do baco. Os linfécitos B2 sdo continuamente
produzidos pela medula 6ssea e geram células de memdria, os linfocitos B1 sdo
responsaveis por grande parte da producdo de IgM “naturais” e sado produzidas
predominantemente durante a fase fetal (HARDY, 2006; LUAN & MOREL, 2006;
MESQUITA JR et al., 2010; MONTECINO-RODRIGUEZ & DORSHKIND, 2012;
TANGYE, 2013) e linfocitos B da zona marginal do baco exercem funcdes
semelhantes aos linfocitos B2, sendo ainda capazes de gerar respostas humorais T
independentes (ALLMAN & PILLAI, 2008; MESQUITA JR et al., 2010; ZOUALI &
RICHARD, 2011). Os linfécitos T somente reconhecem antigenos apresentados por
moléculas de MHC (complexo maior de histocompatibilidade) e expressam em sua
superficie o complexo CD3 (cluster differenciation 3). Existem 2 subtipos de LT, a
saber: LT citotdxicos, que expressam a molécula co-receptora CD8, e LT auxiliares,
que expressam CD4, subdivididos em Thl, Th2, Treg, Thl7 ou Th22. A
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diferenciacdo dos LT auxiliares depende de qual estimulo a célula Th originaria
(ThO) recebe, ou seja, o ambiente de citocinas no qual se encontra ao ser
estimulado por células APC (células apresentadoras de antigenos) 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 Thl
(linfécito T helper 1) é responsavel por atuar contra a invasdo de patdgenos
intracelulares, produzindo IFN-y (interferom gama), IL-2 (interleucina 2) e TNF-
(fator de necrose tumoral beta), afim de ativar macréfagos, induzir a atividade
citotoxica de outros linfécitos como o LTCD4 e LTCDS8, atuar induzindo a
opsonizacédo e fixacdo de anticorpos do sistema complemento via LB, e estimular a
imunidade mediada por células. Ja os linfocitos Th2, exercem papel na producéo de
anticorpos, estando presentes em reacdes alérgicas e infeccdes por helmintos
também. Estes sdo 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 producéo e ativacdo de eosinodfilos (ROMAGNANI, 2000; MESQUITA JR et
al., 2010). Ja os linfocitos Th17, sdo essenciais para a resposta inflamatoria mediada
por neutroéfilos, auxiliando na resposta contra micro-organismos extracelulares e no
desenvolvimento de doencas autoimunes e alergias, pela producéo de citocinas pro-
inflamatorias 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
(citotéxicos), age contra antigenos citoplasmaticos como virus ou células tumorais,
ativando a via de morte celular programada (apoptose) por 2 vias: a) pela acédo de
perforinas e granzinas e b) pela da expressdo do receptor FasL (Faz Ligand)
(PARKIN & COHEN, 2001; MESQUITA JR et al., 2010).

No entanto, se 0 agente lesivo é persistente, ou se 0 organismo apresenta
deficiéncia nos mecanismos que regem a inflamac&o, como resumidamente citado
acima, o processo inflamatério ndo se resolve, e exacerba em intensidade ou em
tempo, sendo que neste Ultimo caso, pode haver a cronificacdo do processo
(FREIRE & VAN DYKE, 2013; ASHLEY et al.,, 2012). A resolucdo do processo
inflamatorio ocorre de maneira ativa e coordenada, onde os eventos vasculares e
celulares séo altamente controlados por mediadores quimicos, que agora Sao
chamados de pro-resolutivos. Esta etapa é marcada pela mudanca de classe
mediadores presentes no local da inflamacdo, ou seja, ao invés dos mediadores

inflamatorios citados acima, ocorre 0 aumento da secre¢do de mediadores de proé-
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resolucdo, como as IL-10 e IL-4, a ANXAl, as resolvinas, as lipoxinas, as
protectinas, as maresinas, os fatores de crescimento (tumor growth factor 8, TGF-f3,
e vascular endotelial growth factor, VEGF-a), que irdo inibir o recrutamento de
neutrofilos e induzir o influxo de mondcitos, para que estes se diferenciam em
macroéfagos para exercerem a fagocitose de neutrofilos apoptoticos. Adicionalmente,
0os mediadores anti-inflamatorios medeiam o0s processos de cicatrizacdo e
angiogénese durante o reparo tecidual. Estes mediadores sdo secretados por
neutréfilos, agora em apoptose, e por macréfagos teciduais, que neste momento, se
polarizam para o fenétipo M2, conhecido como anti-inflamatério (GILROY et al.,
2004; BANNENBERG & SERHAN, 2010; FREIRE & VAN DYKE, 2013; LEVY et al.,
2001; SERHAN & CHIANG, 2008).

Apoés exercerem suas fungdes no processo inflamatorio, os neutréfilos sofrem
clearance e podem ser destinados a varias vias distintas, como apoptose ou necrose
seguidas de sua eferocitose (SERHAN et al., 2007; BUCKLEY et al.,, 2013),
incorporacdo de células viaveis na populacdo local (BUCKLEY et al., 2013) ou
drenagem para o sistema linfatico ou vasos sanguineos (GILROY et al.,, 2004;
SERHAN et al., 2007; SERHAN et al., 2008). A apoptose é 0 processo de morte
preferencial para a resolucdo do processo, sendo menos prejudicial ao tecido do
hospedeiro, pois neste processo nao ocorre a liberacdo de granulos intracelulares,
com conteudo proteolitico (GILROY et al., 2004; FREIRE & VAN DYKE, 2013).
Ademais, neutrofilos apoptéticos sdo reconhecidos e fagocitados pelos macréfagos
residentes, no processo chamado de eferocitose (GILROY et al., 2004; FREIRE &
VAN DYKE, 2013). O processo de apoptose se caracteriza por uma reducdo da
expressdo de moléculas de adesdo e perda de responsividade a estimulos
inflamatorios externos, bem como a condensacdo do ndcleo, evento
morfologicamente caracteristico da apoptose (OBERHAMMER et al., 1993; WIDLAK
et al, 2002; TAYLOR et al., 2007). Neutrofilos apoptéticos passam a expressar
receptores de membrana, como 0 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 macrofagos. A sinalizacdo “find me”
compreende a secrecdo de mediadores e expressdo de receptores de membrana
pelos neutréfilos apoptéticos para atracdo de fagocitos, e a sinalizagdo “eat me”
identifica a membrana das células apoptoéticas que devem ser fagocitadas, como por

exemplo a expressado de fosfatidilserina em neutréfilos apoptoticos (BLUME et al,
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2012; ORTEGA-GOMEZ et al., 2013). O clearance de leucocitos € um dos pontos
primordiais da resolugcdo da inflamagédo e promove uma mudanca na classe de
macroéfagos, de pré (macréfagos M1) para anti-inflamatério (macréfagos M2), onde
estes passam a sintetizar citocinas anti-inflamatorias, como IL-10 e TGF-B (FADOK
et al, 1998; SAVILL et al., 2002; MICHLEWSKA et al, 2009; ORTEGA-GOMEZ et al.,
2013).

Macréfagos sofrem polarizacdo M1 para M2 estimulados pela presenca de
citocinas como IL-4, IL-13 ou IL-10 de forma indireta, pela ativacdo do eixo Jmjd3-
Irf4 (jumonji domain containing-3 Interferon regulatory factor 4), um eixo que tem
sido relacionado com a polarizacdo de macrofagos, onde o fator de transcri¢ao Irf4
foi identificado como o fator que controla a polarizagdo para o fenétipo M2 (SATOH
et al., 2010). Ocorre também aumento dos fatores de transcricdo STAT3 e STAT6,
gue favorecem o processo de polarizacdo (SICA & MANTOVANI, 2012). Pelo fato de
participarem do processo de resolugdo da inflamacéo, estes tipos celulares séo
capazes de estimular a proliferacdo celular e reparo tecidual, eferocitose,
aumentando a expressdo de moléculas scavenger (PESCE et al., 2009; ; SICA &
MANTOVANI, 2012; ITALIANI & BORASCHI, 2014) e secretar citocinas anti-
inflamatorias como IL-1ra (antagonista do receptor de interleucina 1), IL-10 e TGFf
(MANTOVANI et al., 2004; NOVAK & KOH, 2013; ROSZER, 2015).

A polarizacdo de macrofagos tem sido alvo de estudos para o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas para tratar doencas, como cancer de
mama, cancer de ovario, aterosclerose, melanoma, asma, dentre outros (SICA &
MANTOVANI, 2012). Estratégias que afetam a polarizacdo e ativacdo de
macrofagos pelas vias do M1 e M2, recrutamento, deplecdo ou mudanca para
fendtipo M1 sdo alguns exemplos que podem ser empregados como alternativas
terapéuticas (SICA & MANTOVANI, 2012). Estudos demonstraram que as TZD
(tiazolinedionas), ativando PPARYy (receptor proliferador de peroxissomos) em
macrofagos, apresentam efeitos anti-inflamatérios sistemicamente, aumentam a
sensibilidade a insulina e também aumentam o nimero de macrofagos M2 no tecido
adiposo e lesBes ateroscleréticas, evidenciando, assim, que a ativacao de PPARy
seja um importante regulador da inflamacdo (CHARO, 2007). Atualmente,
macrofagos M2 ja parecem ser alvos terapéuticos da classe de medicamentos
tiazolinedionas (TZD), que funcionam como ligantes de PPARYy. Ensaios pré-clinicos

demonstraram que o agonista PPAR promove a polarizacdo para o fenotipo M2 e
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homeostasia metabdlica em macrofagos do tecido adiposo, mostrando que essa
alteracao parece ser importante para o controle do diabetes (SICA & MANTOVANI,
2012).

Do exposto fica evidente que a inflamacdo é um processo complexo,
multimediado por diferentes células e substancias quimicas, e que este processo
deve ser controlado para ndo causar prejuizos ao organismo. Desta forma, a seguir,
abordamos duas estratégias enddgenas do controle deste processo, sendo que seus
analogos sintéticos possuem potencial emprego como agentes antiinflamatérios.

1.2 Modulacédo endégena dainflamacé&o e anexina A1 (ANXA1)

1.2.1 Glicocorticoides

Durante a inflamacdo, os glicocorticoides (GCs) enddgenos (cortisol em
humanos e corticosterona em murinos) séo produzidos e secretados pelas glandulas
supra-renais, e desempenham um papel critico no desenvolvimento e na resolucéao
da inflamacéo. Sua sintese e liberacéo sdo regulados pelo eixo hipotalamo-pituitaria-
adrenal (eixo HPA), seguindo também, os ciclos circadiano e ultradiano (BIDDIE et
al.,, 2011; KADMIEL & CIDLOWSKI, 2013). Os glicocorticoides ao se ligarem ao
receptor citsosolico de glicocorticéides (GR), ligam-se a sequencia de ligacdo de
glicocorticoides no DNA (elementos responsivos aos glicocorticoides- GRE) ou
diretamente interferem com fatores de transcricdo e, assim, levam a inducdo ou
repressdo de transcricdo de proteinas que interferem no processo inflamatério
(BIDDIE et al., 2011; KADMIEL & CIDLOWSKI, 2013).

Quando nao ligado aos GCs, o GR se encontra ligado a proteinas chaperonas,
como a hsp90 (heat shock protein 90), a imunofilinas ou outros fatores que evitam
sua degradacdo (VANDEVYVER et al. 2012; VANDEVYVER, 2013). Ao se ligar a
GCs, o0 homodimero GR-GC sofre uma mudanca conformacional, se transloca para
0 nucleo e altera a transcricdo, por meio da inducdo ou repressdo de mRNA. A
inducdo ou repressao ocorre dependendo da regido a qual o homodimero formado
se liga (KADMIEL & CIDLOWSKI, 2013, ZEN et al., 2011). A inducéo transcricional,
também chamada de transativacdo, age por um mecanismo direto, levando a

sintese de proteinas anti-inflamatorias como a ANXAL, IkB (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 nao responsivos aos
GCs (nGRE), onde alguns genes pré-inflamatérios séo inativados, a partir da ligacéo
do complexo GC-GR ao nGRE, (ZEN et al., 2011; VANDEVYVER et al., 2013). J4 a
repressdo transcricional, também denominada transrepressdo, podendo agir
indiretamente para inibir o processo inflamatorio, inibindo a translocacdo para o
ndcleo de fatores de transcricdo, como fator nuclear kappa B (NF-kB) e activating
protein-1 (AP-1), impedindo a ligagao destes ao DNA e inibindo, entéo, a transcri¢cao
de diversas citocinas, como quimiocinas, enzimas e moléculas de adesao. O NF-kB
estimula a transcricdo de diversos genes envolvidos na resposta imune e a proteina
AP-1 é capaz de regular diversas etapas da proliferacéo e diferenciacdo 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-KB induzindo a transcricdo da

proteina IkBa em células HeLa, mondcitos e linfocitos T (RAY & PREFONTAINE,
1994; SCHEINMAN et al., 1995; WISSINK et al.,, 1998), porém ndo em células
endoteliais (BROSTJAN et al., 1996) e, subsequentemente, WISSINK et al. (1998)
mostraram que os GC sio capazes de ativar o gene IkBa diretamente em células
ab49. Além disso, foi demonstrado também que a subunidade RelA do NF-kB
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 acdo ndo-genémica dos GC, sendo mais rapida
e caracterizada pela interacdo da proteina com a membrana das células. Esta acéo
pode levar de segundos a minutos e esta relacionada com secrecdo hormonal,
excitabilidade neuronal, morfologia celular, metabolismo de carboidratos, dentre
outros processos, como efeitos anti-inflamatérios sobre neutréfilos (BORSKI, 2000;
KADMIEL & CIDLOWSKI, 2013, SONG & BUTTGEREIT, 2006; SAFFAR et al.,
2011).

Outro modo pelo qual os GCs podem atuar é pela modulacdo negativa sobre
a via da MAPK (proteina quinase ativada por mitdgenos), uma proteina que contribui
para o processo inflamatério, ativando mediadores pro-inflamatérios como NFkB e

TNFa, e células como linfécitos, macrofagos, neutréfilos e mastocitos (AYROLDI et

25



al., 2012). Essa modulacdo ocorre pela inducdo 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 ANXAL.Ainda, pode ocorrer agéo
nao gendmica 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 subfamilia de proteinas quinases atua
em respostas a estimulos extracelulares (mitdbgenos) levando a proliferacao,
desenvolvimento e apoptose. Na inflamacdo, essa familia de proteinas ativa a
transcricao de fatores pro-inflamatérios, como citocinas, sendo assim, quando inibida,
a sintese de citocinas € interrompida (JOHNSON & LAPADAT, 2002; AYROLDI et al.,
2012).

Os GC sao utilizados como primeira escolha de tratamento de diversas
manifestacdes inflamatdrias, visto seu amplo espectro de atuagcdo no processo
inflamatorio. Porém, estudos tem relatado que estes exercem também acao pro-
inflamatoria, dependendo do tipo de exposicdo 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 expressao de genes relacionados a
imunidade inata, como TLR (toll-like receptor) em células mononucleares e, nas
mesmas células, os GCs foram capazes de inibir a expressdo de genes pro-
inflamatorios na resposta imune adaptativa. LANNAN et al., (2012) mostraram em
células A549 que a dexametasona ou o TNFa podem coregular a expressao varios
genes, incluindo a proteina de fase aguda serpina A3 (a-1 antichymotrypsin), uma
proteina de fase aguda que tem sido associada a inUmeras doencas inflamatorias.
Ainda, estudos complementares aos de LANNAN et al. (2012) demonstraram in vivo
e in vitro a associacdo de GCs com TNFa teve um efeito sinérgico e aumentaram o
nivel protéico e de mRNA da proteina serpina A3. Diante disso, pode-se notar a
complexidade de acdo dos GC, onde o aumento da proteina serpina A3 pode
representar um dos efeitos adversos do tratamento crénico com GCs. Os efeitos
anti-inflamatoérios exercidos pelos mesmos justificam-nos como primeira escolha de
tratamento de diversas doencas, porém estes apresentam também efeitos adversos
significantes (CRUZ-TOPETE & CIDLOWSKI, 2015). Desta forma, a busca por
novos mecanismos ou alvos terapéuticos dos GC que causam menos efeitos

adversos sdo de interesse cientifico e da industria farmacéutica. Neste sentido,
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pode-se citar os agonistas seletivos a GR (SEGRASs) e os moduladores seletivos de
GR (SEGRMSs), que visam favorecer os efeitos transrepressores dos GC (ROSEN &
MINER, 2005; MCMASTER & RAY, 2007; MCMASTER & RAY, 2008; SUNDAHL et
al., 2015).

1.2.2 ANXA1l

Dentre os mecanismos anti-inflamatorios dos GCs, a sintese de ANXAl é
bastante relevante para o controle do desenvolvimento e resolugcdo da resposta
inflamatéria inata. A ANXAL, também conhecida como lipocortina-1 (LP-1), e
anteriormente chamada de lipomodulina, macrocortina ou renocortina, € uma
proteina anti-inflamatéria e pro-resolutiva de 37kDa, sendo composta por 346
aminoacidos (ROSENGARTH & LUECKE, 2003; PERRETTI & D'ACQUISTO, 2009;
GERKE et al., 2005; D'ACUNTO et al, 2014). Esta envolvida na inibicdo da sintese
de eicosandides e fosfolipase A2 (AP2), podendo também modular o tempo de vida
de leucdcitos na circulacdo (NORLING et al., 2009); recrutar mondocitos para auxiliar
a resolucao do processo inflamatério (NORLING et al., 2009; BLUME et al., 2012);
estimular a quimiocinese em neutréfilos (NORLING et al., 2009; DALLI et al., 2012);
participar dos processos de apoptose de neutrdfilos; fagocitose dos neutrofilos
apoptoéticos por macrofagos e, portanto, na eferocitose (NORLING et al., 2009;
VAGO et al.,, 2012; MADERNA et al., 2005); da imunidade adaptativa durante o
processo inflamatério (PERRETTI & D'ACQUISTO, 2009), diferenciacdo (FLOWER
& ROTHWELL, 1994; SILISTINO-SOUZA et al.,, 2007) e proliferacdo celular
(atividade anti-proliferativa em macréfagos) (ALLDRIDGE et al., 1999; LIM &
PERVAIZ, 2007); sendo também importante nos processos intracelulares, como 0s
gue controlam o trafego de células em diferentes compartimentos (efeitos
antimigratorios de neutrofilos e mondcitos), exocitose e endocitose, e organizacao
do citoesqueleto no processo de migracdo e fagocitose (NORLING & PERRETTII.,
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 superfamilia das anexinas, composta de 13 isoformas, é caracterizada por

apresentar duas caracteristicas comuns: 1) um dominio altamente conservado, 0
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dominio central, formado por 4 sequéncias de 70 aminoacidos (com excecao do LC6
-lipocortina 6, ANXAG6 ou anexina A6, que apresenta 8 sequéncias de 70
aminoacidos ao invés de 4), de cerca de 40-60% de homologia estrutural e a por¢céo
N-terminal, na qual difere entre os membros do grupo e € a responsavel pela funcéo
anti-inflamatoria (ROSENGARTH et al., 2003; LIM & PERVAIZ, 2007; DONOHUE et
al., 2014); 2) apresentam a capacidade de ligar-se reversivelmente a fosfolipidios de
membrana, carregados negativamente, de maneira calcio dependente (GERKE &
MOSS, 2002; D'Acunto et al., 2014). O célcio-dependente parece agir como uma
ponte entre as cadeias acidas laterais da membrana (porcdo polar) e a porcdo
fosforil da ANXAL (hidrofébica), resultando em interacdes fracas, gerando, assim,
uma interacdo também hidrofébica, fazendo com que a ligagdo seja reversivel
(SWAIRJO et al., 1995; DONOHUE et al., 2014). Quando néo ligada ao célcio, o seu
sitio de ligacdo encontra-se estericamente impedido; por outro lado, na presenca de
célcio, ocorre mudanca conformacional na molécula permitindo, entdo, que a regiao
N-terminal seja exposta e ocorra a ligacdo da ANXALl com seu receptor receptor
formil peptideo 2 (FPR2) (LINA & PERVAIZ, 2007; GERKE, et al., 2005; PERRETTI,
2003). A porcao N-terminal da ANXA1l, (composta de aproximadamente 49
aminoacidos) é a regiao reguladora que contém sitios para fosforilacdo, protedlise e
clivagem, sendo entdo, a regido que controla as fungbes anti-inflamatodrias e pro-
resolutivas dessa proteina (RAYNAL & POLLARD, 1994; LIM et al., 1998; YANG, et
al., 1999; PERRETTI, 2003). Esta regido € um local altamente regulavel, podendo
ser fosforilada em seus sitios de tirosina, pela ativacdo do receptor fator de
crescimento epidérmico (EGF) ou fator de crescimento hepatico (HGF), ou no sitio
de serina, pela proteina quinase C (PKC), e até mesmo clivada por proteases ou
elastases apés 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 fosforilacdo € um pré-requisito para a ANXAL ser
secretada, como € o caso dos macréfagos e neutréfilos (D’ACQUISTO et al., 2008;
DALLI et al., 2012; D'ACUNTO et al., 2014).

A ANXA1l esta significativamente presente no citoplasma de células do
sistema imune inato, como neutréfilos (2-4%), mondcitos, macréfagos, também em
célula do sistema imune adaptativo, como as células T e células B, (D’ACQUISTO et
al., 2007, GAVINS & HICKEY, 2012), mastdcitos (SILISTINO-SOUZA et al., 2007,
OLIANI et al., 2000), eosindfilos (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 varios tecidos como pulmdes, medula 0ssea, intestino e rins, endotélio,
sendo também encontrado em fluido biolégico como o liquido 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 citoplasméaticas como
endossomos, fagossomos e corpos multivesiculares (PATEL et al., 2011, FUTTER &
WHITE, 2007; GERKE et al., 2005; LIM & PERVAIZ, 2007).

Na presenca de estimulos inflamatérios, como a adesdo de neutréfilos ao
endotélio vascular, a ANXAl1 é mobilizada dos granulos de gelatinase para a
superficie celular e secretada no meio extracelular, sendo entdo exposta e, na
presenca de calcio, sofre uma mudanga conformacional para que a regidao N-
terminal seja exposta e ocorra a ligacdo da ANXA1 com o receptor (PERRETTI et
al., 1996; PERRETTI & D'ACQUISTO, 2009; GAVINS et al., 2012). A secrecao da
ANXAL ocorre por diferentes mecanismos, dependendo do tipo celular, a saber: em
macrofagos ha predominancia do sistema transportador ABC (“ATP-binding cassette
transporter”); em neutréfilo, onde mais de 60% da proteina encontra-se estocada em
granulos de gelatinase, a liberacdo ocorre por meio de fusdo destes com a
membrana celular em resposta a ativacao celular como estimulos quimiotaticos ou
adesdao as células endoteliais, no entanto, também ja foi relatado que a ANXAL pode
ser externalizada frente a estimulos de ativacdo celular, porém sem adesdo a
monocamada endotelial (VONG et al., 2007); ja em células da pituitaria, a ANXAL &
translocada para a membrana celular apos fosforilacdo da serina 27 no residuo
amino-terminal (PERRETTI et al.,, 1996; VONG et al., 2007; PERRETTI &
D'ACQUISTO, 2009). DALLI et al. (2008) também demonstraram a expressao
seletiva da ANXAL na superficie de microparticulas, que sdo pequenas vesiculas,
também chamadas de ectossomos, onde DISTLER et al. (2005) demonstraram que
estas sdo geradas a partir de movimentos flippase e scramblase de fosfolipidios de
neutrofilos aderidos ao endotélio (neutréfilos ativados), fazendo com que a sua
bicamada lipidica se encontre exposta, expondo, assim, a fosfatidilserina. As
microparticulas inibem a interacdo entre neutrofilos e o endotélio in vitro e também
desencadeiam efeitos antimigratérios de neutrofilos (PERRETTI et al.,, 2000;
PERRETI & DALLI, 2009; GAVINS & HICKEY, 2012).

ApoOs sua secrecédo e fosforilacdo, a ANXAL, na presenga de célcio, interage
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com o receptor transmembrana acoplado a proteina G inibitéria (Gi), o FPR2,
denominado ALXR em humanos. H& evidéncias que a ANXAL ligue-se ainda a
FPRL1 (receptor formil peptideo 1, formyl peptide receptor like 1), que também é o
receptor da lipoxina A4, uma molécula anti-inflamatoéria de origem lipidica que tem
uma potente acdo quimioatraente de macréfagos, estimulando, inclusive, a
fagocitose de células apoptoéticas pelos mesmos (CHIANG et al., 2006 COORAY et
al., 2013). Os FPRs sdo expressos em diversos tipos celulares como neutrofilos,
macrofagos, monacitos, 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 pituitaria apontaram que os GCs podem também induzir a
fosforilacdo da serina da ANXAL e sua translocagao para a membrana celular, pela
via ndo-gendmica, dependente das vias do PKC (proteina fosfoquinase C) e Ca?*,
PI3K (fosfatidilinositol-3-quinase). Esta informacdo € suportada por estudos
adicionais de SOLITO et al. (2006), que demonstraram que a translocacdo da
ANXA1 também requer a coenzima-HMG A (HMG-CoA) e miristoilacao, reafirmando
gue a fosforilagcdo da serina na ANXAL é essencial para a translocacdo da mesma.
CATTANEDO et al. (2013) ainda incluiram o envolvimento do receptor FPR2 durante
0 processo.

Durante o desenvolvimento do processo inflamatério, a ANXA1l inibe a
adesdo de leucdcitos, em especial de neutrofilos, na parede vascular da
microcirculacéo inflamada, por induzir o desligamento destas células do endotélio e,
assim, inibe subsequente o extravasamento de neutrofilos dos vasos sanguineos
(LIM & PERVAIZ, 2007; PERRETTI & D’ACQUISTO, 2009), sendo que este efeito é
causado pela clivagem da moléculas de adesdo L-selectina em leucdcitos
circulantes (HAYHOE et al., 2006; GAVINS & HICKEY, 2012). Além de neutrofilos,
também tem sido demostrado que a ANXALl exerce funcdes anti-migratérias em
monadcitos em processos inflamatorios agudos (GETTING et al.,, 1997; LIM &
PERVAIZ, 2007). Ainda, a ANXAl é capaz de inibir a PLA2 diretamente, pela
interacdo entre ANXAl 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 resolucdo do processo inflamatério, a ANXALl induz a apoptose de

neutrofilos, mediado pelas vias de morte celular caspase-3 e Bax, junto com a
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inibicio de vias de sobrevivéncia 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 apoptoticas por macréfagos, no processo de eferocitose
(SCANNELL et al., 2007; PERRETI & SOLITO, 2004; DALLI et al., 2008; VAGO et
al., 2012). Neutrdfilos em processo apoptose, assim como fagdcitos, secretam
ANXAL, que funciona como um sinal de “eat me”, favorecendo a externalizagéo da
fosfatidilserina (PS) e o reconhecimento das mesmas pelas células fagociticas,
promovendo, assim, a fagocitose por macrofagos tanto das proprias células como
das células que se encontram no sitio inflamatério (LIM et al., 1998; SCANNELL et
al., 2007; VAGO et al., 2012). Durante o processo de apoptose, a ANXALl se
transloca para o nucleo e é inibida pela super-expressao de BCL2 (proteina anti-
apoptética) (ISHIDO, 2005; LIM & PERVAIZ, 2007). Caso o processo de remocao
das células apoptoticas falhe, estas se tornam necroticas e, neste contexto, a
ANXALl inibe a liberacdo de citocinas proé-inflamatérias pelos macrofagos que
sofreram eferocitose (BLUME et al., 2009; BLUME et al., 2012). Foi relatado o papel
da ANXAL na sinalizagédo de “find me” pelas células em processo de necrose, apos
ter sido clivada por proteinas codificadas pelo gene ADAM metallopeptidase domain
10 (ADAM-10), que sdo as desintegrinas e metaloproteinases, liberando a sua
porcdo N-terminal (BLUME et al., 2012).

Nosso grupo de pesquisa tem ampliado os estudos referentes a mecanismos
de acdo da ANXAL sobre a resolucédo da inflamacédo. J& mostramos que a ANXA1
pode regular a expressdo do PPARy em macrofagos em condicfes basais ou sob
tratamento de agonista PPARpan LYSO-7. Ainda, demonstramos que o PPAR tem
participacéo relevante na fagocitose de neutrofilos apoptéticos por macréfagos de
animais WT ou ANXA1™” também em condicées basais ou sob tratamento de LYSO-
7 (SANTIN, comunicacado pessoal, 2013). Como descrito a seguir, 0s PPAR exercem
diferentes efeitos modulatérios sobre a inflamacéo, incluindo a resolucdo da mesma.
Desta forma, o controle da ANXALl sobre a expressdo de PPARy pode ser um
mecanismo importante no desenvolvimento e controle da resposta inflamatoria

aguda.

1.3 Receptores proliferadores de Peroxissomos (PPAR)
Os receptores nucleares atuam como fatores de transcricdo que regulam a
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expressdo de genes envolvidos na adipogénese, inflamacdo, reproducéo,
desenvolvimento e metabolismos em geral, mais especificamente os atuantes na
beta oxidacdo (BARISH et al., 2006; AHMADIAN et al.,, 2013). A familia de
receptores nucleares da qual o PPAR faz parte, é composta por 48 membros, onde
estdo incluidos receptores endégenos ditos classicos, que sdo os que intermediam
acOes de horménios esterodides, 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 familia de PPAR é composta por 3 membros, PPARa
[INR1C1], PPARy [NR1C3], e PPAR-B/5 [NR1C2] (WILSON, et al., 2000; WAHLI &
MICHALIK, 2012). O PPARa pode ser encontrado em tecidos que exercem
catabolismo de &cidos graxos, como tecido adiposo marrom, figado, coracao, rins e
intestino; jA& o PPAR-B/d exerce fungdes importantes fungbes na pele, intestino,
placenta, musculo cardiaco, tecido adiposo e cérebro; finalmente, o PPARYy, exerce
funcdes essenciais no tecido adiposo, sendo encontrado, também, no coélon e
linfocitos Treg de tecido adiposo visceral, neutréfilos, macrofagos (MICHALIK et al.,
2006; WAHLI & MICHALIK, 2012; AHMADIAN et al, 2013).

Assim como a ANXALl, os PPARs também possuem dominios altamente
conservados, denominado regidao C-terminal (DBD — DNA binding domain e LBD —
ligand binding domain) e uma regido variavel entre cada subtipo, localizada na
regido N-terminal. Os acidos graxos e derivados eicosanoides e prostaglandinas sao
alguns dos ligantes enddgenos de PPAR descritos na literatura, além de inUmeros
compostos que foram sintetizados e sdo empregados para o tratamento de diversas
doencas, 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 presenca de
ligantes, sdo ativados pelo acido 6-cis-retindico, formam heterodimeros com o
receptor retindide X (RXR), formando o complexo PPAR-RXR, e se ligam a
elementos responsivos aos proliferadores de peroxissomos (PPRES), compostos por
hexanucleotédeos que contém repeticbes AGGTCA, denominados DR-1 (repeticdes
diretas), que estdo situados em sitios regulatorios de cada gene (MANGELSDORF
et al, 1992; KLIEWER et al.,, 1992; BERGER & MOLLER, 2002; WILSON, et al.,
2000). Esta sequéncia, assim como pequenas variantes desta, estdo presentes em
regides promotoras de acil-CoA oxidase (AOX) ou a proteina ligadora de acidos
graxos (aP2) (WAHLI et al, 1995; WILSON et al., 2000). Uma vez formado, o
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heterodimero sofre uma mudanca conformacional, liberando elementos repressores,
ocorre 0 recrutamento de fatores co-ativadores, iniciando o processo de
transativacdo (WILSON et al., 2000; CHAWLA et al., 2001). Na auséncia de ligantes,
o PPAR permanece ligado a repressores (NCoR-1 — proteina co-repressora do
receptor nuclear-1, por exemplo), junto a histonas deacetilases e também a enzimas
modificadas da cromatina, e quando na presenca de um ligante, o elemento
repressor € liberado e ocorre a ligagdo com co-ativadores (WILSON, et al., 2000;
CHAWLA, et al., 2001; BARISH et al., 2006; HUANG & GLASS, 2010).

O receptor mais estudado dentre as trés isoformas € o PPARy. Este é
homélogo dentre as véarias 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,
estdo presentes 3 isoformas de PPARy, que variam em sua porgdo N-terminal:
PPARy 1, PPARy 2 e PPARy 3, onde PPARy 1 e PPARy 2 codificam a mesma
proteina, enquanto PPARYy 3 codifica uma proteina contendo 28 aminoacidos a mais
na porcao N-terminal que PPARy 1 e PPARy2. Ainda, sua distribuicdo ocorre
distintamente: PPARy 1 tem distribuicdo mais ampla e pode ser encontrada em
tecido cardiaco, intestinos, colon, rins, pancreas, baco e muasculo esquelético, e
também em células do sistema imune; PPARYy 2 é expressa predominantemente no
tecido adiposo; e PPARy 3 esta especialmente localizado em tecido adiposo,
macrofagos localizados no tecido adiposo, pulméao, baco e no colon (WILSON, et al.,
2000; MICHALIK et al., 2006; WAHLI & MICHALIK, 2012).

O PPARy é um fator de transcricdo critico na etapa da regulagdo da
diferenciacdo, maturacdo e sobrevivéncia de adipdcitos, sendo ativado
principalmente durante a diferenciacdo de adipocitos, onde foi demonstrado que o
PPARy reprime a expressdo do gene ob, que € responsavel pela codificacdo da
leptina e também parece bloquear os efeitos inibitérios do TNFa, um importante fator
de sinalizacdo de adipdcitos (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 utilizacdo 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 proteina associada ao c-Cbl
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(CAP), e fatores secretados pelo tecido adiposo, como adiponectina, resistina,
leptina e TNF-a (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-inflamatério durante o processo de aterosclerose,
envolvendo células endoteliais, células musculares lisas e macréfagos, que parecem
ser regulados pelo PPARYy, onde a ativacdo do receptor inibe a expressdo de CCR2
(chemokine (C-C motif) ligand 2) em mondcitos (BABAEV et al., 2005; HAMBLIN et
al., 2011; WAHLI & MICHALIK, 2012), e a ativagdo de PPARy em macrofagos inibe
a atividade de metaloproteases (MMP) pré-inflamatorias, entre as quais a MMP-9
(MARX et al., 1998; RICOTE et al., 1999; TAVARES et al., 2007).

Ademais, um papel muito importante do PPARy para o presente estudo, é a
sua participacdo no desenvolvimento e resolucdo do processo inflamatério. O
PPARy atua em células apresentadoras de antigenos, como células dendriticas e
macrofagos (AHMADIAN et al.,, 2013). Em células dendriticas, além do receptor
regular o metabolismo lipidico, este é capaz de aumentar a capacidade de captura e
apresentacdo de antigenos; estimular a maturacdo, aumentando a expressao de
marcadores de superficie como CD80 e CD86 (GOSSET et al., 2001); aumentar a
ativacao, reduzindo a sintese de IL-12; e aumentar a migracao e sintese de citocinas
pela repressdo da transcricdo de diversos genes (FAVEEUW et al., 2000;
SZATMARI et al., 2006; SZATMARI et al., 2007; AHMADIAN et al., 2013). Em
macrofagos, o PPARy estimula a diferenciacdo de mondcito para macréfago
(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 neutrofilos
apoptéticos aumentando a expressdo de elementos importantes para 0 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
secrecdo de mediadores anti-inflamatorios, como o IL-10 e o liver x receptor LXR
(LXR) (ODEGAARD et al., 2007; HUANG & GLASS, 2010); e a inibe a secrecéo do
fator pro-inflamatério TNFa (BERGER & MOLLER, 2002). Durante a inflamacéo, os
macrofagos encontram-se ativados e a ativacdo de PPARYy inibe a transcricdo
génica (transrepressdo) de moléculas que codificam mediadores pro-inflamatérios,
como Oxido nitrico sintase, IL-1B, IL-12 e MMP-9 (HUAN & GLASS, 2010).
PASCUAL et al. (2005) demonstraram que em macréfagos de murinos, o PPARy
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inibe a transcricdo génica de fatores transcritos a partir do NF-kB, pela ligagdo do
PPARy ao NCoR, que se associa, por fim ao NF-kB. Interessantemente,
ODEGAARD et al., (2007) demonstraram que camundongos PPARY", apresentam
deficiéncia na maturacdo de macrofagos M2. A diferenciacdo de macrofagos para o
fenétipo M2 ocorre via STAT6.

Ainda, diversos estudos tém demonstrado outras participacées do PPARy no
processo da resolucdo da inflamacéo. A ativacdo de PPARy em células T também
inibem a sintese de moléculas pro-inflamatérias, como IL-2. Em situacBes onde o
receptor de células T (TCR) é estimulado, o PPARYy se liga ao fator de transcrigdo
NFAT (fator nuclear de células T ativadas), fator relacionado com a expresséao de IL-
2, bloqueando o seu sitio de transcricdo (YANG et al., 2000; WAHLI & MICHALIK,
2012). Apods ser transcrito, o PPARy, de maneira célula/tecido especifico, também
pode sofrer modificacbes e ser fosforilado, acetilado, sumoilado, ou ubiquitinado
(BEEKUM et al., 2009; WAHLI & MICHALIK, 2012; AHMADIAN et al., 2013). A
fosforilagdo pode ocorrer de maneira célula dependente e responde a diferentes
fosfoproteinas como fosfoquinase A (PKA), PKC, proteinas quinase ativadas por
mitégenos, AMP quinase (AMPK), glicogénio sintase quinase-3 (GSK3) e um dos
sitios de fosforilacdo estudados € na porgcdo serina 273 (s273), que uma vez
fosforilada € capaz de reduzir a expressao de alguns genes alvo do PPARYy, como a
adiponectina (BURNS & HEUVEL, 2007; CHOI et al., 2010). A acetilacao parece ser
um dos mecanismos de acdo das TZD, pois estas aumentam a associacdo do
PPARy com o gene sirtuina 1 (SirTl1) (QIANG et al., 2012). A sumoilacdo ocorre
guando o PPARYy liga-se ao receptor nuclear corepressor (NCoR) e associa-se ao
promotor do NF-kB, estimulando a transrepressdo de genes proé-inflamatoérios
(PASCUAL et al., 2005; WAHLI & MICHALIK, 2012) Por fim, a ubiquitinacdo tem sido
relacionada ao receptor PPARy em adipdcitos, onde a estabilidade do receptor &
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 ubiquitinacdo do PPARYy, reduzindo também a
diferenciacdo de adipdcitos, identificando, inclusive, dois sitios de ligacdo no
receptor: o sitio lisina 184 e 185. Dentre as modificacdes, destacam-se: a ativacéo
dos PPARs leva a expressao de PPARYy, importante para a mudanca de fendtipo de
M1 para M2 (TONTONOZ et al., 1998); a ativacao de PPARy induz a apoptose de

neutréfilos, devido a interferéncia da via de sinalizacdo do NF-kB, onde a via
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encontra-se com atividade reduzida devido a fosforilagdo do NF-kB em células
endoteliais e miocitos (BIRRELL et al., 2004; WAHLI & MICHALIK, 2012); a ativacdo
de PPARs em macréfagos inibe a supressédo da producéo de éxido nitrico (NO), e
aumenta a expressdo de CD36 em macrofagos (sinalizacéo eat me), que é relevante
para o reconhecimento de neutréfilos apoptéticos na resolugdo do processo
(WILSON et al., 2000; ZAMORA et al., 2012; PARKS et al., 2013).

Em conjunto, os dados apresentados acima mostram que os PPAR sé&o
receptores citoplasmaticos relevantes para o controle da homeostasia e que 0s
ligantes destes, com funcdo agonista, podem ser importantes ferramentas
terapéuticas na inflamacdo. Os estudos do nosso grupo tem contribuido para a
literatura dos PPARs como anti-inflamatorios (SANTIN et al., 2013a, 2013b) e
mostrado recentemente que o controle da expressdo de PPAR pode ser um dos
mecanismos de acdo da ANXAL na resolucdo do processo inflamatério.

Ademais, estudos obtidos previamente no laboratério mostraram que o
tratamento de macrofagos peritoneais de animais selvagens (WT) com LYSO-7, um
agonista PPAR pan, foi capaz de induzir a fagocitose de neutréfilos apoptoticos e a
ANXAL1l parece controlar a expressdo proteica de PPARy em macrofagos
estimulados ou ndo com o agonista PPAR pan LYSO-7 neste modelo exprimental.

Em conjunto, os dados de literatura mostram a relevancia dos PPARs para a
homeostasia e que, em especial, 0 PPARYy exerce efeito anti-inflamatorio, que entre
outros efeitos media a eferocitose. Apesar da literatura ser abundante, os

mecanismos de acdo dos PPAR ainda ndo sao totalmente conhecidos.

36



2 OBJETIVOS

Com base nos dados obtidos preliminarmente em nosso laboratério, o objetivo
deste trabalho foi investigar os mecanismos de acdo da ANXALl sobre a expresséo
de PPARy em macroéfagos, e se esta modulacdo ocorre em neutrdfilos, linfocitos e

tecido adiposo.
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3 MATERIAL E METODOS

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
Ciéncias Farmacéuticas e do Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo.
Adicionalmente, foram empregados camundongos Balb/C machos nocautes para o
gene de Anexina Al (ANXAL1™), 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
(22-25°C), umidade constante (60%) e ciclos controlados (claro/escuro, 12 horas
cada), tendo racéo e agua ad libitum. Todos os procedimentos foram de acordo com
os Principios Eticos de Experimentacdo Animal do Conselho Nacional de Controle
de Experimentacdo Animal (CONCEA). Numero do processo 461.

Os farmacos quetamina e xilasina na proporcao 10:1 (77/7mg/kg) foram
administrados via subcutdnea antes de cada procedimento experimental e

suplementado nas doses de 7/0,7mg/kg, sempre que necessario.
3.2 Obtencéao das células e tecido

Neutréfilos foram obtidos apos injecéo i.p. de glicogénio de ostra 1% (Sigma-
Aldrich, cédigo), 3 mL, em camundongos Balb/c WT ou ANXAL1". Apés 4h, os
animais foram anestesiados como descrito acima, a cavidade peritoneal foi lavada
com PBS estéril e as células coletadas com auxilio de pipeta Pasteur foram
centrifugadas (10 min, 600 g, 4°C), e ressuspensas em meio RPMI 1640 (Vitrocell,
Campinas, SP, BR).

Macrofagos foram obtidos apds injecdo i.p. de tioglicolato de sodio 4%
(Sigma-Aldrich, B2551), 3 mL, em camundongos Balb/c WT ou ANXA1”. Apés 5
dias (120 horas), os animais foram anestesiados, a cavidade peritoneal foi lavada
com PBS estéril e as células, apdés centrifugacdo (10 min, 600 g, 4°C), foram
ressuspensas em meio RPMI 1640 (Vitrocell, Campinas, SP, BR).

Linfocitos foram obtidos do macerado de baco de camundongos Balb/c WT ou
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ANXA1™. A maceracao foi feita com o auxilio de um cilindro contra um uma malha
(cell strainer de 100puM de porosidade — BD Biosciences) e meio RPMI 1640 com 10%
de soro feral bovino (SFB, Vitrocell) (meio R10). A suspenséao celular foi lisada com
tampao 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. Linfécitos T foram isolado utilizando
suspensao 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 tampdo RIPA (PBS,
deoxicolato de sbdio, Triton-x 100 e SDS (dodecil sulfato de sédio (Synth)) contendo
coquetel inibidor de proteases e PMSF (fenilmetilsulfonilfldor, 1 yM, Amresco) na
proporcao de 1g tecido/3mL de tampao RIPA. O homogenato obtido foi centrifugado
(30s, 400 g, temperatura ambiente).

3.3 Tratamentos

Para a realizacdo dos ensaios foram utilizados os seguintes tratamentos: 1)
Veiculo (0,033% DMSO), 2) ligantes de PPAR pan LYSO-7 (10 uM; Laboratorio de
Planejamento e Sintese de Farmacos da Universidade Federal de Pernambuco—
GPIT/UFPE) e Bezafibrato (10uM, All Chemistry, Sao Paulo, SP - Brasil), 3) agonista
PPARy Pioglitazona (10uM, BD Biosciences), 4) antagonisa do receptor FPR2,
WRW4 (10uM, Tocris), 6) rANXAL (100 nM, doado pela professora Dra. Egle Solito -
Queen Mary University of London); 7) inibidor de sintese proteica, Cicloheximida (10
UM, 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) Neutréfilos de animais WT ou ANXA17(3x10° células/poco) foram tratados
com LYSO-7 (10 uM), bezafibrato (10 yM) ou pioglitazona (10 pM), por 2 h, em meio
R10 (RPMI acrescido de 10% de SFB, Vitrocell, Campinas, SP, BR), a 37°C, 5% de

CO,. As células foram coletadas, lavadas e o pellet utilizado para a expressdo
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proteica de PPARy por Western Blot.

2) Macréfagos de animais WT ou ANXAL1” (3x10° células/tubo) foram pré-
tratados ou ndo com CHX (cicloheximida) por 1 h, rANXA1l (100nM) por 1 h ou
WRW4 (10 uM) por 4 h e tratados ou ndo com LYSO-7 (10 puM) por 2 h, bezafibrato
(20 uM) por 2 h ou pioglitazona (10 uM) por 2 h. As células foram coletadas, lavadas
e o pellet utilizado para a expressao proteica de PPARy, CREB, p-CREB (fosfo-
CREB), STAT6 ou p-STAT6 (fosfo-STAT6) por Western Blot.

3) Linfocitos foram tratados (1x10’ células/tubo) com veiculo, bezafibrato (10 pM)
ou LYSO-7 (10 uM) por 2 h a 37°C, em 5% CO,_As células foram coletadas, lavadas
e o pellet utilizado para a expressao proteica de PPARy por Western Blot.

3.4 Ensaio de Western Blot para quantificagcao de PPARy

O homogenato celular foi obtido utilizando tampédo RIPA contendo coquetel
inibidor de proteases e PMSF (fenilmetilsulfonilflior, 1uM, Amresco). As proteinas do
homogenato celular (50 pg/poco) 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 sitios inespecificos foram bloqueados com leite seco desnatado 5% em
TBS-t (PBS e Tween-20) e as membranas incubadas overnight com anticorpo
primario contra PPARYy (1:1000) (1ug/mL, Abcam).

As membranas foram lavadas com tampdo TBS-t e incubadas 2 h com
anticorpo  secundario anti-rabbit (1:3000; GE Healthcare). Ensaio de
guimioluminescéncia (HRP SuperSignalWestPico; Pierce) foi utilizado para detectar
as bandas imunorreativas. As intensidades das bandas foram estimadas por analise

de densitometria e foram comparadas com a intensidade da expressao de B-actina.

3.5 Expressao génica de PPARy em macréfagos

A transcricdo de RNAm foi quantificada em macrofagos tratados com veiculo,
Bezafibrato (10uM), Pioglitazona (10pM) ou LYSO-7 (10uM) por PCR-real time (RT-

PCR). As amostras foram estocadas a -80°C em tubos livres de RNA e em solugéo
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de Trizol (Life Technolgies). As amostras foram homogeneizadas por centrifugagao e
entdo digeridas com proteinase K (200ug/mL em solucéo 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 extragédo total de RNA foi
realizada com ABI PRISM 6100 &cido nucleico prepstation (Appplied Biosystem). O
RNA foi seco utilizando um secador UNIVAPO 100H (UniEquip). Subsequentemente,
o RNA foi dissolvido em &gua livre de RNA (dgua DEPC) para quantificacdo de RNA
(ND-420, Nanodrop Technology). A precisdo da qualidade do &cido nucleico foi
avaliada pela diferenca da relacdo A260/A280 em NanoDrop 2000. Dez microlitros
de RNA total foram utilizados para a reacdo de RT, seguindo o protocolo do
fabricante (kit High Capacity cDNA Archive, Applied Biosystems). O cDNA foi entédo
amplificado por PCR-real time em tempo real. A mistura de reagdo contendo
TagMan DNA polimerase (® TagMan 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 Expresséao proteica dos fatores de transcricdo STATG6, p-
STAT6, CREB ou p-CREB em macréfagos por Western Blot

Macrofagos foram obtidos de acordo com o descrito no item 3.2. A suspensao
celular de 3x10%tubo foi incubada com veiculo ou LYSO-7 (10 uM) durante 2 h, a
37°C a 5% CO,. As células foram coletadas, lavadas e o pellet utilizado para a
expressao proteica de PPARy 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

Neutréfilos foram obtidos conforme descrito no item 3.2 A suspenséo celular
de 3x10%poco foi incubada durante 6h, 24h ou 48h, a 37°C com 5% COj A

viabilidade dos neutréfilos foi determinada por ensaio de citometria de fluxo, usando
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marcacdo com a proteina Anexina V (2,5 uL:100 pL de tampé&o de ligacdo de
anexina — conjugada com APC, BD Biosciences) e iodeto de propidio (PI) (50 pug/mL,
Sigma Aldrich), para mensurar apoptose e necrose, respectivamente. Os tubos
foram incubados durante 30 minutos, a 4°C e as amostras foram mensuradas em
citbmetro de fluxo (FACSCanto II, BD Biosciences). Imediatamente apds a andlise,
0s sinais opticos emitidos foram convertidos em sinais eletrénicos, permitindo a
leitura computadorizada (Macintosh Apple) pelo software Flow Jo versdo os dados
de 10.000 células foram obtidos sendo somente considerados os leucdcitos com

morfologia viavel para a analise.
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Neutrofilos foram obtidos de acordo com o item 3.2. A suspenséo celular de
3x10%pocgo foi incubada com veiculo, Bezafibrato ou LYSO-7 durante 2 h a 37°C
com 5% CO? Em seguida, neutréfilos foram incubados com Ly6G (PE; 1,5:100pL;
BD Biosciences) para confirmar a pureza da preparagdo, com Anexina V (APC;
2,5:100uL em tampéo de ligacdo para anexina; BD Biosciences) ou com CXCR4
(FITC; 1,5:100uL; BD Biosciences), para mensurar a porcentagem de células em
apoptose ou senescéncia, respectivamente. Os tubos foram incubados durante 1 h a
5°C. Em seguida foi realizada leitura em citometro de fluxo (FACS Canto Il, BD
Biosciences). Imediatamente ap6s a andlise, os sinais Opticos emitidos foram
convertidos em sinais eletronicos, permitindo a leitura computadorizada (Macintosh
Apple) pelo software Flow Jo. Os dados de 10.000 células foram obtidos, sendo

somente considerados os leucécitos com morfologia viavel para a analise.

3.8 Andlise estatistica

Os resultados obtidos estdo apresentados como média + erro padrdo da
média (e.p.m.) e analisados estatisticamente pela Analise de Variancia com
comparacdes multiplas (ANOVA), seguida do teste de Tukey-Kramer, quando

necessario, utilizando o software estatistico GraphPadPrism 5.0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Efeitos da ANXAL sobre a expressao proteica de PPARy em macréfagos

Como ja descrito anteriormente, nG6s mostramos que macréfagos de animais
ANXA1" apresentam concentracdes menores de PPARY, e que o aumento de sua
expressao induzido pelo agonista PPAR pan (LYSO-7) em macréfagos de animais
WT, n&o foi observado em macréfagos de animais ANXA1™ (Santin et al., 2013a). A
Lyso-7 foi empregada neste estudo, uma vez que é o Unico agonista PPAR pan da
classe das tiazolidinedionas, que atua sobre os 3 receptores e, ainda, € um inibidor
da COX-2 (Santin et al, 2013a). Nosso grupo de pesquisa tem se envolvido na
caracterizagdo do efeito anti-inflamatorio desta molécula, mostrando que a
administracao oral desta inibe o desenvolvimento do leséo gastrica aguda, por inibir
a migracao de neutrofilos para a area lesada e a producdo de NO pela acdo da
oxido nitrico induzivel (Santin et al, 2013b). Ademais, a LYSO-7 aumenta a
cicatrizacdo no processo de lesdo gastrica crbnica (Santin et al., comunicacéo
pessoal). Este ultimo dado nos levou a investigar os mecanismos de acao da LYSO-
7 na resolucéo da inflamacéo e observamos, como descrito acima, que seu efeito é
mediado, pelo menos em parte, pela expressdo de PPARy em macréfagos, o que
n&o ocorre em macréfagos de animais ANXA1™

No sentido de confirmar este efeito, empregamos mais dois ligantes de PPAR, ja
reconhecidos na literatura. O bezafibrato € um agonista pan da classe dos fibratos,
conhecido por reduzir os niveis de triglicérides e LDL e aumentar HDL no sangue;
aumentar a lipdlise, reduzir a producédo do inibidor de lipase lipoproteica ApoClll,
ativar a lipase lipoproteica e a ApoAV (YKI-JARVINEN, 2004 GOLDENBERG et al.,
2008). Ainda, o bezafibrato promove a B-oxidacdo de acidos graxos, inibindo, assim,
a sintese de triglicéridos por reduzir a disponibilidade de acidos 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 PPARy, que pertence a classe das tiazolidinedionas, e
utilizada para o tratamento de diabetes, por aumentar a sensibilidade a insulina
(KEMNITZ et al., 1994; ORASANU et al., 2008). Ademais, a pioglitazona altera a
concentracdo plasmatica de lipideos, como o LDL, e promove aumento da funcdo

ovulatéria e da fertilidade em mulheres que apresentam ovario policistico (SOOD et
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al., 2000; PARULKAR et al., 2001). Esta também vem sendo estudada por seus
efeitos anti-inflamatérios em diversos modelos experimentais de aterosclerose,
lesdes vasculares e doencga de Parkinson (ORASANU et al, 2008; HAMBLIN et al.,
2011; SWANSON et al., 2011).

Os dados por nés obtidos mostram que o tratamento com bezafibrato ou
pioglitazona, a exemplo do tratamento com Lyso-7, aumentou a expressao proteica
de PPARy em macrdfagos de animais WT, mas ndo em macréfagos de animais
ANXA1" (Figura 1). Desta forma, mostramos que os ligantes de PPAR,
independente de sua classe quimica e afinidade pelos receptores PPAR, induzem a
expressdo de PPARy em macréfagos. Este dado corrobora os efeitos dos ligantes
de PPAR em outros tecidos, como o tecido gastrico (SANTIN et al., 2013b), tecido
adiposo (LARSEN et al., 2003), linfécitos T (HARRIS & PHIPPS, 2001). E
interessante salientar que a expressao constitutiva de PPARy se manteve reduzida
em macréfagos de animais ANXA1l” quando tratados com bezafibrato ou
pioglitazona (Figura 1), da mesma foram que ocorreu apos o tratamento com LYSO-
7
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Figura 1. Efeitos dos tratamentos com Lyso-7, bezafibrato ou pioglitazona sobre a

expressao proteica de PPARy em macrofagos de animais WT ou ANXA1 +
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Macréfagos peritoneais de camundongos Balb/c WT ou ANXA1™” (solucdo de
tioglicolato de sodio 4%, 120 hs) foram tratados com A) veiculo (DMSO+R10),
LYSO-7 (10 uM) B) veiculo (DMSO+R10), bezafibrato (10 uM) ou pioglitazona, (10
M) por 2 h. A expressdao de PPARy for obtida por Western Blot e suas
concentragfes foram quantificados em relacdo a expressdao de B-actina. Os
resultados expressam a média + e.p.m. de macréfagos obtidos de 4 animais em
cada grupo. A andlise estatistica utilizada foi ANOVA, seguida do teste de Tukey-
Kramer.*p<0,05 vs WT veiculo, *p<0,01 vs WT veiculo, #p<0,01 e *#p<0,001 vs
respectivo WT.
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4.2 Efeitos da ANXAL sobre a expressao génica de PPARy em macréfagos
A partir dos dados obtidos anteriormente, que mostraram que a ANXAl
poderia modular a expressao proteica de PPARy em macrofagos, investigamos se
esta modulagao poderia ocorrer via transcripcional. Os resultados apresentados na
Figura 2 mostram niveis reduzidos de RNAm de PPARy em macréfagos de animais
ANXA1” em comparacdo a macréfagos de animais WT. O tratamento dos
macréfagos de animais WT com bezafibrato ou pioglitazona aumentou os niveis de
RNAmM para PPAR em macrofagos de WT, mas ndo de macr6fagos de animais
ANXA1"". Em conjunto, os dados mostram, pela primeira vez, que a ANXA1 controla
a expressao génica de PPARYy. Interessantemente, o tratamento dos macrofagos de
animais WT com LYSO-7 ndo alterou os niveis de RNAm para PPARYy (Figura 2).
Uma vez que observamos aumento da expressao proteica de PPARy apoés
tratamento com LYSO-7, a indugéo da expressao génica de PPAR pelo LYSO-7 esta
sendo confirmada. E importante ressaltar que ainda ndo ha dados na literatura que
demonstrem que a ANXA1l controla a expressdao de PPARy, e nem de outros
receptores nucleares, ampliando perspectivas para uma possivel modulacdo e o

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

expressao génica de PPARy em macrofagos de animais WT ou ANXA1 +
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A expressdo génica de PPARy em macrofagos de camundongos Balb/c WT ou
ANXAL1™ (solugéo de tioglicolato de sédio 4%, 120 hs) foi realizada por ensaio de
RT-PCR. Os macrofagos peritoneais (solucdo de tioglicolato 4%, 120hs), foram
tratados com veiculo, bezafibrato (10 puM), pioglitazona (10 uM) ou LYSO-7 (10 pM),
por 2 h. Os resultados expressam a média + e.p.m. de macréfagos obtidos de 4
animais em cada grupo. A andlise estatistica utilizada foi ANOVA, seguida do teste
de Tukey-Kramer.*p<0,05 vs respectivo veiculo; **p<0,001 vs respectivo veiculo;
p<0,05 vs WT veiculo e #p<0,01 vs respectivo WT.
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4.3 Influencia da ANXAL sobre a expresséo de STAT6 e p-STAT6 em
macroéfagos

A familia de proteinas transdutoras de sinais e ativadoras de transcricao
(STAT) exerce papel crucial como mediadores da sinalizacdo de citocinas, sendo um
fator importante na imunidade humoral (HOU et al.,, 1994; GOENKA & KAPLAN,
2011). O STAT6 € um dos membros desta familia, 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 fosforilagéo, forma
homodimeros e se transloca para o nucleo, onde se liga diretamente ao DNA, no
seu dominio DNA-ligante, regulando assim o processo de transcricdo génica
(MIKITA et al.,, 1996; GOENKA & KAPLAN, 2011). Além de estar presente em
células T e B, STAT6 é encontrado em macrofagos, e uma vez estimulada com IL-4,
induz a diferenciacdo de macréfagos para o fenotipo M2, e pode induzir também a
expressdo de MHC Il na presenca de IL-13 (TAKEDA et al., 1996; MOSSER et al.,
2008; MARTINEZ et al., 2009; GOENKA & KAPLAN, 2011). Ainda, a literatura
mostra que a expressado génica de PPARy € mediada pela STAT6, onde a STAT6
atua facilitando a ligagdo do PPARy ao sitio de ligacdo no DNA, ligando-se aos
PPREs, além de também ser fator importante para diversos genes codificados pelo
PPARYy 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 PPARy, melhorando a
interacdo deste com 0s genes transcritos pelo mesmo. Desta forma, investigamos as
concentracdes de STAT6 em macréfagos de animais WT ou ANXAL1” (Figura 3), e
os resultados obtidos mostram que ndo houve diferenca significativa na expresséo
dos niveis proteicos de STAT6 em macréfagos de animais WT e ANXA1”, mesmo
apOs os tratamentos com bezafibrato, pioglitazona ou LYSO-7. Porém pode-se
observar uma tendéncia de menor expressdo de STAT6 em macrofagos de animais
WT tratados com os ligantes de PPAR, e em macréfagos de animais ANXA1”. Estes
ensaios estdo sendo realizados mais uma vez para confirmamos os valores de
STAT6 em macréfagos de animais ANXAL™. Vale ressaltar que o possivel controle
da ANXAL sobre STAT6 é mostrado aqui pela primeira vez. Somente PUPJALIS e
colaboradores (2011) mostraram que o peptideo Ac2-26, que mimetiza a por¢cdo N-

terminal da ANXA1, reduziu a sinalizagdo da IL-6 e a secrecdo de TNF-a por
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monacitos ativados pelo LPS, via ativacdo de STAT3. Foram realizados também
ensaios para verificar a expressao de p-STAT6 (fosfo-STAT6). Os resultados obtidos

mostraram que a p-STATG6 foi indetectavel nestas condicoes.
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Figura 3. Expressao proteica de STAT6 em macréfagos de animais WT ou ANXAL1™
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Macréfagos peritoneais de camundongos Balb/c WT ou ANXAL1” (solucdo de
tioglicolato de sédio 4%, 120 hs) foram com veiculo (DMSO + R10) ou com LYSO-7
(10 pM) por 2 h. A expresséo de STATG6 foi obtida por de Western Blot e 0os seus
niveis foram quantificados em relagdo a expressdo de B-actina. Os resultados
expressam a media + e.p.m. de macrofagos obtidos de 4 animais em cada grupo. A
analise estatistica utilizada foi ANOVA, seguida do teste de Tukey-Kramer.
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4.4 Influencia da ANXAL sobre a expresséo de CREB e p-CREB em
macroéfagos

Varias evidéncias in vitro mostram uma co-relacao positiva entre a ativacdo de
PPARy e o fator de transcricdo cAMP response element binding protein (CREB),
sendo que a ativacdo PPARYy 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 ativacdo de CREB. Ainda, HERZIG et al.
(2003) demonstraram que animais deficientes do fator de transcricio CREB
apresentaram aumento da expressdo de PPARy hepatico, mostrando que CREB
atua como inibidor da expressdo de PPARYy. Adicionalmente, o tratamento de
linhagem de endotélio humano com ligantes de PPARYy inibiu a expressao de COX-
2 mediada por CREB (SCODITTI et al., 2010), reforcando a interrelacdo de PPARy
e CREB. Ademais, ha relatos na literatura da relacdo entre ANXA1l e CREB, uma
vez que o gene que codifica ANXAL contém elemento responsivo ao cCAMP (CRE),
onde CREB e p38 MAPK séo requeridos para a sintese de ANXA1 (ANTONICELLI
et al., 2001; CASTRO-CALDAS et al., 2003).

O CREB localiza-se no nucleo e é crucial para o acoplamento transcripcional,
gue ocorre pelas alteragcbes na membrana celular, levando a modificacdes na
expressao génica (CARLEZON et al., 2005). Em macréfagos, CREB parece ativar a
sinalizacdo de sobrevivéncia via LPS/TLR4, tornando-os anti-apoptéticos pela
ativacdo de dois genes anti-apoptoticos (PAI-2 — inibidor de ativador de
plasminogénio-2 e Bfl/A1 — também conhecido com Al ou GRS), via NF-kB e p38
MAPK, que leva a ativacdo de mitbgenos e proteinas quinase como MSK1 e MSK2,
levando a manutencado da responsividade imune (HSU et al., 2004; 18,19; PARK et
al., 2005).

Pelos motivos citados acima, avaliamos se a ANXAL e a ativacao de PPARs
modulam a expressdo de CREB. Os resultados, mostrados nas Figuras 4 e 5
demonstram que a expressdo de CREB na forma nativa encontra-se aumentada em
macréfagos de animais ANXAL1™, tanto em condicdes basais quanto de tratamento
com os ligantes de PPAR em relacdo a expressao de animais selvagens. Apenas
tendéncia de aumento de expressao da forma fosforilada de CREB foi observada
em macréfagos de animais ANXA1”. Estes dados s&o inéditos na literatura, e pela

primeira vez mostramaos que a ANXAl enddgena é um fator importante para
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manutencdo dos niveis homeostaticos de CREB intracelular. E possivel que os
niveis aumentados de CREB, associados a uma tendéncia de reducdo de STAT6,
pode ser o responsavel pela menor expressdo de PPARy em macrofagos de
animais ANXA1™"
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Figura 4. Expresséo proteica de CREB em macréfagos de animais WT ou ANXA1™"

1.5+
-
- *
£3 \
Eé“" T * *
-
g8 T
20
o T T
23
':.'n.
&
0.0

Veiculo Beza Pio LYSO-7 Veiculo Beza Pio LYSO-7
WT ANXA1*

WT ANTAL-

Vemle  Bem P LT Yok Bem B LymT

CREB

B [ - —— -

Macréfagos peritoneais de camundongos Balb/c WT ou ANXA1™” (solucdo de
tioglicolato de sédio 4%, 120 hs) foram com veiculo (DMSO + R10) ou com LYSO-7
(10 uM) por 2 h. A expressao de CREB for obtida por de Western Blot e os seus
niveis foram quantificados em relagdo a expressdo de B-actina. Os resultados
expressam a media + e.p.m. de macrofagos obtidos de 4 animais em cada grupo. A
analise estatistica utilizada foi ANOVA, seguida do teste de Tukey-Kramer.
Estatistica — diferenca *P<0,05 vs respectivos valores em WT
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Figura 5. Expressédo proteica de p-CREB em macro6fagos de animais WT ou ANXAL

/-
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Macréfagos peritoneais de camundongos Balb/c WT ou ANXA1™” (solugdo de
tioglicolato de sédio 4%, 120 hs) foram com veiculo (DMSO + R10) ou com LYSO-7
(10 uM) por 2 h. A expressao de p-CREB for obtida por de Western Blot e 0s seus
niveis foram quantificados em relacdo a expressao de [B-actina. Os resultados
expressam a média + e.p.m. de macrofagos obtidos de 4 animais em cada grupo. A
analise estatistica utilizada foi ANOVA, seguida do teste de Tukey-Kramer.
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4.5 Papel da ANXA1 sobre a sintese de PPARy

No sentido de complementarmos as investigacoes sobre os mecanismos de
acdo da ANXALl sobre a expressdo de PPARy, empregamos uma estratégia
farmacolégica para o bloqueio da sintese proteica. A cicloheximida (CHX) € um dos
bloqueadores de sintese 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 sintese protéica (OBRIG
et al., 1971; SCHNEIDER-POETSCH et al., 2010). Assim, os macrofagos de animais
selvagens ou ANXA1™ foram tratados com CHX (10uM, 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
sintese de PPARy em macrofagos de animais selvagens em condi¢cdes basais
(veiculo) ou apés tratamentos com os ligantes de PPAR (Figura 6). Por outro lado, a
expressdo reduzida de PPARy se manteve em macréfagos de animais ANXAL1™.
Assim, os resultados aqui obtidos corroboram que os ligantes de PPAR induzem a

sintese protéica de PPARy e que a ANXA1 modula este processo.
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Figura 6. Efeitos do tratamento com cicloheximida sobre a expressao proteica de

PPARy em macrofagos de animais selvagens e ANXA1"
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Macréfagos de camundongos Balb/c WT ou ANXA1” (solucdo de tioglicolato de
sodio 4%, 120 hs) foram obtidos, tratados ou nao (3x10° células/tubo) com CHX (10
MM) por 1 h, seguido de tratamento com bezafibrato (10 uM), pioglitazona (10 uM)
ou LYSO-7 (10 uM) por 2 h. A expressdao de PPARy for obtida por ensaio de
Western Blot e os seus niveis foram quantificados em relagcdo a expressao de [3-
actina. Os resultados expressam a média = e.p.m. de macréfagos obtidos de 4
animais em cada grupo. A andlise estatistica utilizada foi ANOVA, seguida do teste
de Tukey-Kramer. *p<0,05 vs WT veiculo, “p<0,05 vs WT veiculo.
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4.6 Participagdo do receptor FPR2 no controle da ANXAL sobre a expresséo
de PPARy em macrofagos

Como salientado na Introducdo, o FPR2, um receptor transmembrana
acoplado a protepina G inibitéria (Gi), é expresso em diversos tipos celulares,
incluindo os macréfagos (PERRETTI & D’ACQUISTO, 2009), podendo apresentar
varios ligantes, como proteinas, lipidios e peptideos, como ANXA1l, LXA4, ATL
(aspirin triggered lipoxin) gerando uma gama de diversidade de sinais biolégicos
(CHIANG et al., 2006; COORAY et al., 2013; SERHAN et al., 2008). Uma das acdes
mais conhecidas do FPR2 é sua acdo pré-resolutiva e anti-inflamatéria quando
ocorre a ligagdo com a ANXA1 ou a lipoxina A4 (LXA4), induzindo a apoptose de
neutrdéfilos, fagocitose dos neutréfilos apoptoéticos por macréfagos e a subsequente
eferocitose, processo no qual os macrofagos que fagocitaram neutroéfilos apoptéticos
ou debris sofrem apoptose (COORAY et al., 2013; CHIANG et al., 2006; SERHAN et
al., 2008). Dufton et al. (2010) demonstraram em modelos de inflamagdo em murinos
deficientes de FPR2 (FPR2") ocorre aumento da aderéncia ao endotélio e migracdo
de células inflamatérias para o foco da inflamacdo. HAYHOE et al. (2006)
demonstraram que a ANXA1, assim como 0 peptideo Ac2-26 sdo capazes de
controlar positivamente a ativacdo do receptor FPR2 na superficie de leucadcitos
polimorfonucleares (PMN), e que a ligacdo de Ac2-26 ou ANXA1 ao FPR2 de PMN
reduz sua adesédo na camada endotelial de vénulas pds-capilares.

Desta forma, consideramos relevante investigar a participacao deste receptor
no controle exercido pela ANXA1 na expressao de PPARy em macréfagos. Para
tanto, empregamos o0 antagonista especifico do FPR2, o WRW4 para tratar
macrofagos de animais WT. Os resultados obtidos mostraram que o bloqueio do
FPR2 ndo reduziu a expressdo basal de PPARy, mas reduziu a expressao
estimulada pela LYSO-7 (Figura 7). Desta forma, resultados mostram que a
modulacdo da ANXA1 sobre a expressdo de PPARy em condi¢cdes de estimulacdo
por um ligante PPAR pan ocorre via FPR2.

A literatura, embora mostre que o WRW4 seja um antagonista FPR2, ndo 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 ANXAL, porém o FPR2 estaria mais
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envolvido no desacoplamento de leucécitos do endotélio. KHAU et al., (2011)
mostraram que em células de cancer 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 ANXAL1 enddgena ou recombinante em células de
adenocarcinoma de prostrata, mostraram que a proteina se liga especificamente aos
FPR2, porém também com 30% de atividade seletiva para o FPR1, e ensaio
realizado com a porc¢éo bioativa, o peptideo Ac2-26, mostrou ter afinidade por todos
0s membros da familia do FPR: FPR1, FPR2 e FPR3.
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Figura 7. Efeito do WRW4 sobre a expressao proteica de PPARy em macrofagos
de animais WT ou ANXA"
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Expressao proteica de PPARy em macréfagos peritoneais de camundongos Balb/c
WT (solucdo de tioglicolato de sédio 4%, 120 hs), baseado na relacdo de
intensidade de expressao de PPARYy/intensidade de expressdo de [(-actina. Os
macrofagos foram tratados com veiculo (DMSO + R10) ou com WRW4 (10 uM) por 4
horas e posteriormente com veiculo (DMSO + R10) ou LYSO-7 (10uM) por 2 h. Os
resultados expressam a média + e.p.m. de macréfagos obtidos de 4 animais em
cada grupo. A andlise estatistica utilizada foi ANOVA, seguida do teste de Tukey-
Kramer;**p>0,01 vs respectivo WT.
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4.7 Efeito da ANXA1 recombinante sobre a expressdo de PPARy em
macroéfagos

No sentido de confirmarmos a participacdo da ANXALl na expressdo de
PPARyY em macréfagos, estas células, obtidas tanto de animais WT como ANXAL1™",
foram tratadas com a proteina recombinante da ANXAL1 (rANXA1). O pré-tratamento
com ANXALl recombinante por 1 hora antes das incubagdes com LYSO-7 ou
pioglitazona, aumentou a expressdo do PPARy em animais WT, mostrando, de fato,
0 papel da ANXA1 no controle da expressdo deste receptor. Ainda, a reposicéo de
ANXAl1l em macrofagos de animais deficientes desta proteina reestabeleceu os
niveis proteicos de PPARy em macréfagos tratados ou ndo com os ligantes de
PPAR y (Figura 10).

E importante ressaltar que a reposi¢édo 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-inflamatérios
em neutrofilos (PERRETTI & FLOWER, 2004), pois inibe a quimiotaxia (WALTHER
et al., 2000), adesdo (ZOUKI et al., 2000) e transmigracdo de PMN pela
monocamada endotelial (PERRETTI et al., 1996), e acelera o processo de apoptose
(SOLITO et al., 2003b). J& em macrofagos, a rANXA1l recuperou a atividade
fagocitica de macrofagos da medula 6ssea em fagocitar neutrofilos apoptéticos
(DALLI et al.,, 2012) e inibiu a polarizacdo para o fenétipo M1 estimulando a
polarizacéo para o fenotipo M2 (LOCATELLI et al., 2014).
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Figura 8. Efeito da rANXAL sobre a expressao proteica de PPARy em macrofagos
de animais WT ou ANXA1™
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Macréfagos peritoneais de camundongos Balb/c ANXAL1™ (solucdo de tioglicolato de
sodio 4%, 120 hs) foram pré-tratados com ANXAL1 (100nM) por 1 h, e apds, com
veiculo (DMSO + R10) com bezafibrato (10 puM), pioglitazona (10 pM) ou LYSO-7
(10 puM) por 2 h. A expressao de PPARYy for obtida por de Western Blot e os seus
niveis foram quantificados em relacdo a expressao de [B-actina. Os resultados
expressam a meédia + e.p.m. de macrofagos obtidos de 4 animais em cada grupo. A
analise estatistica utilizada foi ANOVA, seguida do teste de Tukey-Kramer. *P<0,05
VS respectivos valores sem tratamento com rANXAL
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4.8 Efeitos da ANXA1 sobre a expresséo proteica de PPARy em neutréfilos

Os neutrofilos desempenham importante funcdo durante o0 processo
inflamatério, atuando como fagdcitos e secretores (SERHAN, 2007), e como ja
descrito na Introducdo desta Dissertacdo, a ANXAl pode ser encontrada em
granulos de gelatinase destas células e os efeitos da ANXAL enddgena ou exdgena
sobre neutréfilos tem sido amplamente demonstrada, em especial no controle da
interacdo dos neutréfilos com o endotélio vascular e da apoptose. Assim, a ANXA1
modula a clivagem de L-selectina de neutrdfilos na fase inicial da interacdo com o
endotélio microvascular da area inflamada (SOLITO et al., 2003b) e induz a
apoptose de neutréfilos no sitio de leséo, pela ativacdo de caspase-3 e inibicdo 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 macrofagos, a ANXA1l também poderia modular a
expressao proteica de PPARy. O resultado apresentado na Figura 9 mostra que a
expressdo basal de PPARy em neutréfilos de animais ANXA1” é menor que o
observado em neutroéfilos de animais WT, no entanto, na vigéncia de tratamento com
os ligantes de PPAR ndo houve aumento de expressdao do PPARy em neutréfilos
obtidos de animais WT ou ANXA1”. Este dado é instigante, porque mostra que a
ANXA1 enddégena modula a expressdo de PPARy em fagdcitos (neutréfilos e
macrofagos), mas que neutrofilos, quando estimulados por agonistas do receptor
PPAR sao capazes de expressar normalmente PPARYy, o0 que ndao € observado em
macrofagos, sugerindo mecanismos distintos da ANXAl em neutréfilos e
macrofagos apos estimulacdo com ligantes de PPAR. N&o sabemos quais sdo o0s
mecanismos responsaveis por estas diferencas, mas as vias de STAT6 e CREB

serao também avaliadas em neutréfilos.
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Figura 9. Expresséo proteica de PPARy em neutrdfilos de animais WT ou ANXA1™
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Neutréfilos peritoneais de camundongos Balb/c WT ou ANXA1l” (solucdo de
glicogénio de ostra 1%, 4 hs) foram tratados com veiculo (DMSO+R10), bezafibrato
(10 uM), pioglitazona (10 uM) ou LYSO-7 (10 puM), por 2 h. A expressao de PPARy
for obtida por Western Blot e os seus niveis foram quantificados em relacdo a
expressdo de B-actina. Os resultados expressam a meédia + e.p.m. de neutrofilos
obtidos de 4 animais em cada grupo. A andlise estatistica 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 expresséo proteica de PPARy em tecido
adiposo

PPARy é extensivamente expresso em tecido adiposo, e estudos ja
demonstraram que a adiposidade em animais ANXA1” e PPARy” encontra-se
alterada. AKASHEH et al. (2013), demonstraram que camundongos ANXAL1™”
apresentaram maior adiposidade em relagdo aos WT, diante de dieta rica em lipidios,
tendo maior possibilidade de aumento de peso e resisténcia a insulina. Ja
camundongos PPARy™ apresentaram adiposidade reduzida, devido & falha em seu
desenvolvimento e da resisténcia a insulina (ROSEN et al., 1999; EVANS et al.,
2004).

Neste contexto, tecido adiposo foi isolado e a expressao proteica de PPARy
mensurada. Os resultados mostraram que a expressdo de PPARy nao foi alterada
em tecido adiposo proveniente de animais WT ou ANXA1” (Figura 10), mostrando
gue no tecido adiposo, a ANXAL ndo modula a expressao de PPARYy.

Estes dados corroboram com os mostrados por WARNE et al. (2006), onde a
delecédo génica da ANXA1 nao afetou a expressdo de PPARYy tecido adiposo e de
adipdcitos, indicando a possibilidade da regulacdo da expressdo de PPAR sejam
modulados por outra via, uma vez que os glicocorticoides estédo relacionados com a
promocdo da adipogénese, envolvendo a ativagdo do PPARy e de acordo com
AKASHEH et al. (2013), a ANXAL parece ser um importante modular da adiposidade

em camundongos.
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Figura 10. Expressao proteica de PPARy em tecido adiposo de animais WT ou
ANXA1™"
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Tecido adiposo epididimal de camundongos Balb/c WT ou ANXAL1™ foi coletado e a
expressao de PPARYy for obtida por ensaio de Western Blot e os seus niveis foram
guantificados em relagdo a expressao de [B-actina. Os resultados expressam a
média + e.p.m. de tecido adiposo obtido de 4 animais em cada grupo. A anadlise
estatistica utilizada foi ANOVA, seguida do teste de Tukey-Kramer.
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4.10 Efeitos da ANXALl com a expressao proteica de PPARy em linfécitos

O receptor PPARy é expresso em linfécitos e estudos em modelos de
inflamacgdo intestinal demonstraram que este regula estas células durante o
processo inflamatorio, podendo modular a expressdo génica de moléculas de
adesdo e mediadores pro-inflamatorios, como IL-6, IL-18 e SOCS-3 (supressor de
sinalizacdo de citocinas) (GURI et al., 2010).

Com o intuito de ampliar os conhecimentos da acdo da ANXAl sobre a
expressdo de PPARy, empregamos linfocitos isolados do bago para averiguar este
mecanismo em um leucécito que ndo possui habilidade de fagocitar. A expressédo de
PPARy foi equivalente em linfécitos de animais WT ou ANXA1”, mesmo apds
tratamento de ligantes de PPAR, como LYSO-7 (10uM) ou bezafibrato (10uM) por 2
h (Figura 11).
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Figura 11. Expressao proteica de PPARy em linfécitos de animais WT ou ANXA1"
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Linfécitos de baco de camundongos Balb/c WT ou ANXA1™ foram obtidos, tratados
ou nao com bezafibrato (10 uM) ou LYSO-7 (10 uM) por 2 h. A expressédo de PPARy
for obtida por Western Blot e os seus niveis foram quantificados em relacdo a
expressao de B-actina. Os resultados expressam a média = e.p.m. de linfocitos
obtidos de 4 animais em cada grupo. A analise estatistica utilizada foi ANOVA,
seguida do teste de Tukey-Kramer.
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4.11 Efeito da ANXA1 sobre apoptose de neutréfilos

A literatura tem mostrado que a ANXAL exdgena € indutor da apoptose de
neutréfilos (SOLITO et al., 2003b). Adicionalmente, foi mostrado recentemente que o
peptideo Ac2-26 da ANXAL induz a apoptose de neutrdfilos, in vivo, no modelo de
inflamagé&o pleural induzida pelo LPS em camundongos (VAGO et al., 2012). Ainda,
os ligantes de PPARs induzem a apoptose de neutréfilos in vivo em varios modelos
de inflamacdo (ESPOSITO et al., 2012; PATERNITI et al., 2012; DI PAOLA et al.,
2010).

Desta forma, investigamos neste projeto se a ANXAl enddgena poderia
mediar a apoptose, se os ligantes de PPAR induzem a apoptose e se existiria uma
relacdo da ANXA1/PPAR no efeito observado.

Inicialmente padronizamos o melhor tempo de incubacdo de neutroéfilos
peritoneais e verificamos expressao de ANXV e CXCR4, indicadores de apoptose e
senescéncia, respectivamente, com 6 horas de incubacdo. Subsequentemente, os
resultados mostraram que a deficiéncia de ANXAL, bem como os tratamentos in vitro
com bezafibrato ou Lyso-7 néo induziram a morte celular. Os resultados obtidos em
neutrofilos de animais ANXAL, ou de WT tratados com os ligantes de PPARy foram
equivalentes as células tratadas com os veiculos (Figura 12).

Assim, os resultados obtidos aqui mostram que diferentemente do tratamento
farmacologico com ANXAL, a ANXALl enddgena nao interfere com a apoptose de
neutrofilos e que in vitro, os agonsitas PPARs também nédo induzem a apoptose de

neutrofilos.
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Figura 12. Relagdo da ANXAl
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Neutréfilos foram obtidos utilizando glicogénio de ostra, e tratados ou ndo com
Veiculo, 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
neutrofilos B) Porcentagem de células viaveis apds os tratamentos com bezafibrato
e LYSO-7 C) Imagens representativas da populacdo de neutrdéfilos utilizada para

andlise.
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5 CONCLUSOES.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Os ligantes de PPAR, independente da classe e da afinidade pelas isoformas
do receptor, induzem a expressao proteica de PPARy em macrofagos de WT

neste modelo experimental,

A ANXA1 endbgena modula a expressao proteica de PPARy em macrofagos
peritoneais, tanto em condi¢cdes basais como na vigéncia de tratamento com
ligantes de PPARs. A auséncia de ANXALl enddgena reduziu os niveis de
PPARy em macréfagos neste modelo experimental;

ANXA1l endogena modula a expressao génica de PPARy. A auséncia de
ANXA1 enddgena reduziu os niveis de RNAmM para PPARy em macrofagos

neste modelo experimental;

A ANXAL1 controla os niveis de CREB em macrofagos. A auséncia de ANXAL
enddgena aumentou os niveis de CREB em macrofagos neste modelo

experimental;

A modulacdo da ANXAL sobre a expresséao protéica de PPARy basal parece
nao ser dependente da interacdo da ANXAL com o receptor FPR2, uma vez
gue tratamento de macrofagos de WT com antagonista do receptor FPR2
nao alterou a expressao basal de PPARy neste modelo experimental. No
entanto, o receptor modula a expressao de PPARy apds estimulacdo com
Lyso-07, ja que macréfagos pre-tratados com antagonista de FPR2

apresentaram reducao da expressdo de PPARy apds tratamento com Lyso-7.

A ANXAl recombinante modula a expressdo proteica de PPARy em
macréfagos de animais WT ou ANXAL1™. O tratamento de macréfagos com
ANXA1l recombinante recuperou o0s niveis protéicos de PPARy em
macréfagos de animais ANXA1”™ e aumentou os niveis protéicos em

macrofagos de animais WT neste modelo experimental;
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7

8)

9)

O efeito da ANXAL sobre a modulagédo da expressdo de PPARy também foi
observada em neutréfilos. A auséncia de ANXA1 enddgena reduziu os niveis

de PPARy em neutréfilos neste modelo experimental;

A ANXA1l ndo modula a expressao de PPARy em tecido adiposo ou em
linfécitos, ja que os niveis deste receptor foi equivalente em tecido adiposo ou
em linfécitos coletados de animais WT ou ANXA1™" neste modelo experimental;

A ANXAl enddgena, bem como os ligantes de PPAR, ndo induzem a
apoptose de neutréfilos. A apoptose de neutréfilos de animais ANXA1” foi
equivalente a de animais WT e os tratamentos com os ligantes de PPAR nao

afetaram a apoptose neste modelo experimental.
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Anexo 1 - Informagdes para os Membros da Banca Julgadora de Mestrado

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Secretana de Pés-Graduagao

Informagdes para os Membros de Bancas Julgadoras de
Mestrado/Doutorado

1. O candidato fara uma apresentac3o oral do seu trabalho, com duracio
maxima de trinta minutos.

2. Os membros da banca fardo a amgiicdo oral. Cada examinador
dispora, no maximo, de trinta minutos para argiiir o candidato, exclusivamente sobre
0 tema do trabalho apresentado, e o candidato dispora de trinta minutos para sua

resposta.

2.1 Com a devida anuéncia das partes (examinador e candidato), é
facultada a argliicdo na forma de didlogo em até sessenta minutos por examinador.

3. A sess3do de defesa sera aberta ao publico.

4. Terminada a arguicao por todos os membros da banca, a mesma se
reunira reservadamente e expressara na ata (relatério de defesa) a aprovacdo ou
reprovacao do candidato, baseando-se no trabalho escrito e na arguigao.

4.1 Caso algum membro da banca reprove o candidato, a Comissdo
Julgadora devera emitir um parecer a ser escrito em campo exclusivamente indicado

na ata.
4.2 Sera considerado aprovado o aluno que obtiver aprovacdo por

unanimidade ou pela maioria da banca.

5. Ddvidas poderdo ser esclarecidas junto a Secretaria de Pods-
Graduacao: pgfarma@usp.br, (11) 3091 3621.

S3o Paulo, 23 de maio de 2014.

Prof. Dr. Adalberto Pessoa Junior
Presidente da CPG/FCF/USP

Av. Prol. Lineu Frestes, S80, Bloco 13 A - Cidade Universitdria - CEF 05506900 - S8o Paub - 5P
Fora (11) 3091 3621 - Fax (11) 3091 3141 — e-mad. pgtarme@usp be
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Anexo 2 - Ficha do aluno

FJanus
s
fosnt

- Sistema Administrative da Pés-Graduacio

Universidade de Sdo Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial
FICHA DO ALUNO

9141 - BB33T4N1 - Carina Harumi Takahama

Email:

Data de Mascimento:
Cédula de ldentidade:
Local de Nascimento:

ctakazhama@usp.br
20/047 1988

RG - 43.582.182-1 - 5P
Estado de S3o Fauk

Nacionalidade: Brasileira

Graduagio: Famacutica - Fundagio Universidade Estadusl de Londring - Brasil - 2013
Cursa: Mestrado

Programa: Toxicolgia & Analises Toxicolegicas

Data de Matricula: 04/12/2013

Inicio da Contagem de Prazo: 041272013

Data Limite para o Deposito: 0G/0Gr 2018

Crientador Académico:
Crrientador:

Proficiéncia em Linguas:

Data de Aprovagdo no Exame de
Gualificagdo:

Data do Deposito do Trabalho:
Titulo do Trabalho:

Data Maxima para Aprovagao da
Banca:

Data de Aprovagio da Banca:
Data Maxima para Defesa:

Data da Defesa:

Resultado da Defesa:

Historico de Ocorréncias:

Prof{z). Drjz). Ernani Pinto Junior - 0471272013 ate 21/0172014. Email: ernani@usp. br
Prof{a). Drja). Sandra Helena Poliselli Farsky - 22/01/2014 at€ o presents. Email: sfarsky@usp.br
Ingles, Aprovade em 01272013

Aprovado em 1771272014

Primeira Matricula em D4/1272013

Aluno matriculado no Regimento da Pos-Graduagio USF (Resolugdo n® 5473 em vigor de 18/002008 até 18/0472013).
(Ntima ocorréncia: Matriculs de Acompanhamento em 08022018

Impresso em: 01/08/2018 21:10:35
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Fanus - sistema Administrative da Pés-Graduagio
oF
N

Universidade de 5do Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial
FICHA DO ALUND

9141 - BB3374001 - Carina Harumi Takahama

Nome da Disciplina I-fa'?r?a Cred. Freq. Conc. Exc. Situac3o
FRCSTAN Andlise de Dadas Aplicados s Pesquisas Bialdgicas 10032014 20042014 90 & 84 A N Conduida
FRCSA0Y simemasde Garanta da Oualidade em Laboratiiosde Ensaio 11032014 28032014 30 2 FE A M Conduida
- - - § Pra
EDM5791- Metodalogia do Ensing Superior {(Faculdade de Educagia . . o
61 Uniwersdade de Saa Paub) M0I2014 03082014 120 a N maviuia
FECIA02 14 ions Avancadas em Taxoalagia | 11032014 23062014 15 1 81 A N Conduida
FRASLZE Aprimarament Didaticn 19082014 1509/2014 &a 4 100 A M Conduida
FECS772- Conexdes das Vias de Afvagio dos Procezsos infamatdriaos 22092014 12102014 80 P 1aa A 8 Canduida
21 Pariféricas e Centrais e LT N
FECSTE gpions Avangadas em Biogquimica Clinica 02022015 044032015 &a a w Mawioula
62 cancelada
FBCSS 4" Tapicos Avangados em Taxicalogia I 03032015 1662015 15 1 100 A N Conduida
SCE5T03- Metwadalagia e Divulgagia da Arfiga Clentifico (Faculdade de 17ASP015 31072015 &0 P an o N Conduida
I*] Sadde Publica - Universidade de S3a Paula) o R N
FEBCS5752- Danas em Bomaltoulas e o ssu Papel na Moniforamenia da 11062015 16072015 45 3 100 A N Conduida
an Empasiciia a Agenies Taxoos o A N
Créditos minimos exigidos Créditos obtidos
Para exame de qualificacao Para deposito da dissertacao
Disciplinas: 10 25 25
Estagios:
[Total: 10 25 25

Creditos Atribuidos 3 Dissertagdo: 71

Conceito a partir de 02/04/1557:
A - Excelente, com direfto a crédito; B - Bom, com dirsito a crédite; C - Regular, com direito a crédito; R - Reprovade; T - Transferéncia.
Umj{1} crédito equivale a 15 horas de atividade programada.

(Iitima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 08/02/2016
Impresso em: 01/05/2015 21:10:35

98



Anexoo 3 — Parecer do Comité de Etica




UNVERSIPADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Comissao Interna de Biosseguranga

Of.CIBio/0052014/FCF

Sdo Paulo, 20 de margo de 2014

Senhora Professora,

Conforme parecer favordvel do relator, informo a Vossa Senhoria que estamos
aprovando “ad referendum” da Comissdo Interna de Biosseguranga da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas o Projeto “Controle da anexina Al sobre a expressdo de receptores nucleares
em diferentes tjpos celulares’.

Lembramos que, quando da elaboragdo do Relatério Anual a ser encaminhado a
Comissdo Interna de Biosseguranca esta Comissdo solicitara a V.Sa. comprovante de
participagdo em treinamentos de Biosseguranga de sua equipe para manutengdo do
credenciamento.

Atenciosamente,

//// %u«( /

Prof. Dr. MARIO HIROUIKI HIRATA
Presidente da ClBio

llma. Sra.
Profa. Dra. SANDRA HELENA POLISELLI FARSKY
Departamento de Analises Clinicas e Toxicolégicas da FCF-USP

NESTA

Av. Prof, Lineu Prestes, n2 580, Bloco 13 A - Cidade Universitaria - CEP 05508-900 - Sdo Paulo - SP
Fone/fax: (011) 3091-3678 - e-mail: atadfcf.usp.br
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