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RESUMO 
 
 

FÉ, Amanda Regina da. Modulação da ativação de monócitos por lipoxinas. 2009. 
54 f. Dissertação (Mestrado em Biociências) - Instituto de Biologia Roberto 
Alcântara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 
2009. 
 
 

Lipoxinas (LXs) são metabólitos do ácido araquidônico com reconhecidas 
atividades antiinflamatórias e pró-resolução. Apesar do grande número de 
trabalhos publicados descrevendo o papel das LXs e seus análogos em leucócitos 
e outros tipos celulares envolvidos em doenças inflamatórias, pouco é sabido a 
respeito dos mecanismos de ação que desencadeiam estas respostas. Neste 
trabalho investigamos o papel do 15-epi-16-(para-flúor)-fenoxi-lipoxina A4 (ATL-1), 
um análogo sintético da 15-epi-lipoxina A4, sobre diversos processos de ativação 
de monócitos. Caracterizamos, pela primeira vez, o receptor da lipoxina A4 (ALX) 
na linhagem monocítica U937, através da avaliação de sua expressão gênica e 
protéica e de sua funcionalidade analisando a ativação de ERK-2, o que torna esta 
célula uma ferramenta apta para estudo dos mecanismos de ação das LXs e seus 
análogos sobre os monócitos. Além disso, demonstramos que o ATL-1 aumenta a 
expressão da enzima heme oxigenase (HO) -1 em células U937 via ativação da 
p38 MAP quinase (MAPK) e diminui a secreção da Monocyte chemoattractant 
protein-1 (MCP-1), uma quimiocina envolvida com o recrutamento de monócitos 
para o foco inflamatório, em células U937 estimuladas com LPS. A inibição da 
secreção de MCP-1 foi revertida pela utilização do SB203580, sugerindo que este 
efeito é dependente da ativação da via p38 MAPK. O presente estudo elucida 
alguns dos mecanismos envolvidos na ativação de monócitos pelas lipoxinas que 
podem levar a novas abordagens para o controle de diversas doenças nas quais o 
componente inflamatório é importante. 
 
 

Palavras-chave: Lipoxinas. Monócitos. Heme-oxigenase.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ABSTRACT 
 
 

Lipoxins (LXs) are arachidonic acid metabolites with well recognized anti-
inflammatory and pro-resolution activities. Despite the large number of studies 
describing the role of LXs and their analogs in leukocytes and other cell types 
involved in inflammatory diseases, little is known about the mechanisms of action 
that trigger these responses. This work investigated the role of 15-epi-16-(para-
fluoro)-phenoxy-lipoxin A4 (ATL-1), a synthetic analog of 15-epi-lipoxin A4 on 
various processes of monocyte activation. We characterized, for the first time, the 
lipoxin A4 receptor (ALX) in the monocytic lineage U937, through the assessment 
of its gene expression and protein and its functionality through the activation of 
ERK-2, which makes this cell line a suitable tool to study the mechanisms of action 
of LXs and their analogs on the monocytes. Furthermore, we demonstrated that 
ATL-1 increases the expression of the enzyme heme oxygenase (HO)-1 in the 
U937 cells via activation of p38 MAP kinase (MAPK) and decreases the secretion 
of Monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), a chemokine involved in the 
recruitment of monocytes to the inflammatory focus in LPS-stimulated U937 cells. 
MCP-1 secretion inhibition by ATL-1 was reverted by SB203580 indicating that this 
effect is dependent on the activation of p38 MAPK pathway. This study clarifies 
some of the mechanisms involved in the activation of monocytes by lipoxins which 
may lead to new approaches for the control of different pathologies where the 
inflammatory component is relevant. 
 
 
Keywords: Lipoxin. Monocytes. Heme oxygenase. 
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INTRODUÇÃO 

 

Lipoxinas 

 

O ácido araquidônico (AA) é encontrado esterificado a fosfolipídios de membrana 

e é liberado sob a ação da fosfolipase A2 (PLA2) (Christopher e col., 1981). O AA 

não esterificado pode ser biotransformado pela enzima ciclooxigenase (COX), dando 

origem a prostaglandinas (PGs) e tromboxanos (TX) (Vane e col., 1998), ou pode 

ser oxigenado pela enzima lipoxigenase (LO), originando leucotrienos (LTs) (Brash, 

1999) e lipoxinas (LXs) (Serhan 2005). PGs e LTs são mediadores lipídicos que 

atuam aumentando a inflamação diferente das LXs, que foram os primeiros 

eicosanóides derivados do AA com reconhecidas atividades antiinflamatória e pró-

resolução (Serhan e col., 2008). 

 

Síntese 

 

 As LXs são trihidroxitetraenos bioativos produzidos endogenamente sob 

estímulos como injúria e/ou infecção a partir de interações célula-célula, via múltiplas 

rotas biossintéticas que trabalham independentemente ou em conjunto (Serhan, 

2005). Em mamíferos, há duas diferentes rotas de biossíntese de LX que ocorrem 

durante interações entre isoformas da LO (Figura 1). Na primeira, ocorre a inserção 

do oxigênio molecular no carbono 15 do AA pela 15-LO presente em células 

epiteliais, gerando o ácido 15S-hidroperoxieicosatetraenóico (15S-H(p)ETE) ou a 

sua forma álcool reduzida, o ácido 15S-hidroxieicosatetraenóico (15S-HETE) 

(Serhan e col., 1984). Estes podem servir como substrato para a 5-LO em neutrófilos 

levando à formação dos trihidroxitetraenos LXA4 e LXB4. A segunda via ocorre, 

predominantemente, nos vasos e envolve a interação de leucócitos com plaquetas. 

A biossíntese é iniciada com a liberação de LTA4, formado pela 5-LO a partir do AA 

em leucócitos ativados, o qual é convertido por plaquetas, via 12-LO, a LXA4 e LXB4 

(Edenius e col., 1988). 

Uma terceira via de síntese envolve a Aspirina, a COX-2 e a 5-LO (Figura 1). 

Células epiteliais e endoteliais, em resposta a diversos estímulos, expressam COX-2 

que é acetilada pela Aspirina. Neste processo, a biossíntese de prostanóides é 
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inibida e a COX-2 acetilada transforma o AA no intermediário 15(R)-HETE, que é, 

então, convertido pela 5-LO, em PMN, aos 15-epímeros das LXs, 15-epi-LXA4 e 15-

epi-LXB4, também chamados aspirin-triggered lipoxins (ATLs) (Clària & Serhan, 

1995). 

Mais recentemente foi demonstrado que a Atorvastatina e a Pioglitazona  

induzem a formação de 15-epi-LXA4 no miocárdio de ratos (Birnbaum e col., 2006). 

Estes fármacos aumentam a fosforilação da 5-LO na serina523 promovendo sua 

interação com a COX-2 na fração citosólica e levando à produção da 15-epi-LXA4 

(Ye, e col., 2008). 

A rota de formação das LXs irá depender, portanto, das células e enzimas 

envolvidas. Além disso, citocinas como a interleucina (IL)–4 e a IL-13, que 

promovem um aumento da expressão e da atividade da 15-LO (Nassar e col., 1994; 

Sigal & Conrad, 1994), o fator estimulador de colônias de granulócitos e macrófagos 

(GM-CSF), que modula a atividade da 5-LO (Pouliot e col., 1994; Ring e col., 1996) e 

a IL-1β e o fator de necrose tumoral (TNF)-α, que induzem a expressão da COX-2 

(Leslie e col., 1994) são cruciais para a formação de LXs e ATL. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Biossíntese das lipoxinas e aspirin-triggered-lipoxins (ATL) (adaptada de 

Fierro & Serhan, 2001). 
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Inativação 

 

As LXs são biossintetizadas em resposta a estímulos específicos, agem 

localmente e sofrem rápida inativação enzimática.. A principal via de inativação 

destes lipídeos é a desidrogenação, originando as 15-oxo-LXs, seguida pela 

redução da dupla ligação adjacente ao grupamento cetona (Clish e col., 2000). As 

LXs podem sofrer também ω-oxidação no carbono 20 (Serhan e col., 1993; Clish e 

col., 2000) (Figura 2).  

Os ATLs são menos convertidos a seus 15-oxo metabólitos e, in vivo, a sua 

meia-vida é mais prolongada, em comparação com a LXA4 nativa, aumentando seus 

efeitos biológicos (Serhan e col., 1995). Devido à rápida transformação e inativação 

das LXs e ATLs in vivo, foram sintetizados análogos capazes de resistir a esse 

metabolismo, mantendo a integridade estrutural e ações biológicas das moléculas 

precursoras (Parkinson, 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Sítios de biotransformação de LXs  (adaptada de Maddox & Serhan, 1996). 
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tipo GPCR (receptor acoplado à proteína G). Este receptor apresenta um alto grau 

de homologia estrutural com o FPR (receptor do fMLP [formil-metionil-leucil-
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desencadeado em altas doses do agonista, sugerindo que o fMLP não é, 

fisiologicamente, um ligante relevante. O ALX é encontrado na membrana celular 

acoplado à proteína Gi sendo, portanto, sensível à toxina Pertussis. 

Além do ALX, foi também descrito, em uma linhagem de hepatoma murino, 

que a LXA4 pode atuar como ligante para um alvo intracelular, o receptor aril 

hidrocarboneto (AhR), um fator de transcrição ativado por ligante. Esta ligação ativa 

o AhR, o que promove a indução da enzima CYP1A1, que tem como substrato a 

LXA4, sugerindo que a LXA4 pode estimular o seu próprio metabolismo (Schaldach e 

col., 1999). Machado e colaboradores (2006) também mostraram que a LXA4 ativa o 

AhR em células dendríticas, levando à inibição da produção de citocinas pró-

inflamatórias via ativação de SOCS (suppressor of cytokine signaling proteins )-2. 

 

Efeitos biológicos 

 

A LXA4 e seus análogos regulam a resposta de leucócitos, in vitro e in vivo, 

através da ativação de vias de sinalização específicas para cada tipo celular (Chiang 

e col., 2006). Em neutrófilos, a interação LXA4–ALX inibe a quimiotaxia, aderência e 

transmigração (Serhan e col., 1995), inibe as interações neutrófilo-célula epitelial e 

neutrófilo-célula endotelial (Papayianni e col., 1996), bloqueia a produção de ânion 

superóxido por células estimuladas com LPS e inibe a produção de peroxinitrito e a 

produção de IL-8, um potente quimiotático para neutrófilos (Jozsef e col., 2002). Em 

monócitos e macrófagos, as LXs desencadeiam efeitos que são contrastantes 

quando comparados aos neutrófilos. Maddox & Serhan (1996) e Maddox e 

colaboradores (1997) mostraram que as LXs e seus análogos induzem a quimiotaxia 

de monócitos para o local da injúria e adesão destas células à laminina com 

aumento da mobilização de Ca2+ intracelular. Estes efeitos são independentes da 

geração de ânion superóxido e não promovem citotoxicidade, além de serem 

sensíveis ao tratamento com a toxina Pertussis. Nosso grupo demonstrou que a 

quimiotaxia de monócitos em resposta ao ATL-1, um análogo sintético da 15-epi-

lipoxina A4, ocorre através da reorganização do citoesqueleto de actina dependente 

de RhoA e da quinase de cadeia leve da miosina (MLCK) (Simões & Fierro, 2005). 

Ainda em monócitos, a LXA4 e seus análogos reduzem a secreção de IL-8 por 

células de pacientes com asma (Bonnans e col., 2002). Em macrófagos, estes 

lipídeos estimulam a fagocitose de neutrófilos apoptóticos de maneira não flogística 
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(Godson e col., 2000). A LXA4 inibe ainda a quimiotaxia de eosinófilos (Bandeira-

Melo e col., 2000), a secreção de TNF-α por células T ativadas, através do bloqueio 

da ativação de ERK (Ariel e col., 2003) e modula a expressão de CCR5  em 

neutrófilos (Ariel e col., 2006), além de inibir a produção de IL-12 por células 

dendríticas ativadas (Aliberti e col., 2002). 

Além de seu papel sobre leucócitos, promovendo a modulação da resposta 

imune inata e adaptativa, a presença do receptor ALX já foi descrita em outros tipos 

celulares (Chiang e col., 2006). Estudos realizados pelo nosso grupo mostraram que 

o ATL-1, em células endoteliais, inibe a angiogênese induzida pelo VEGF (fator de 

crescimento vascular endotelial) (Cezar-de-Mello e col., 2008) e a produção de 

espécies reativas de oxigênio mediada pela ativação da enzima NAD(P)H oxidase, 

protegendo contra o desenvolvimento e a progressão de doenças cardiovasculares 

(Nascimento-Silva e col., 2007). Além disso, este análogo induz a expressão da 

heme oxigenase (HO)-1, uma enzima com papel antiinflamatório e antioxidante 

(Nascimento-Silva e col., 2005). Em enterócitos, a LXA4 e análogos inibem a 

expressão e secreção de IL-8 induzidas por TNF e pela Salmonella Typhimurium 

(Gewirtz e col., 1998); e, em fibroblastos, inibem a produção de IL-6, IL-8 e 

metaloproteinase de matriz (MMP)-3 induzida por IL-1β (Sodin-Semrl e col., 2000) e 

a proliferação induzida pelo fator de crescimento do tecido conjuntivo (CTGF) (Wu e 

col., 2006). 
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1 MAP QUINASES 

 

 

A ativação de receptores de superfície celular desencadeia sinais 

intracelulares com o envolvimento de diversas vias. Entre as mais bem estudadas 

vias de sinalização está a cascata de fosforilação que culmina na ativação de 

proteínas quinases ativadas por mitógenos (MAPK). As MAPK regulam uma 

variedade de processos fisiológicos como o crescimento celular, diferenciação e 

morte celular por apoptose (Melissa e col., 2008). Três vias MAPK foram 

caracterizadas com detalhes (Figura 3): a via das quinases reguladas por sinal 

extracelular (ERK1/2), a via da c-Jun quinase N-terminal/proteína quinase ativada 

por estresse (JNK/SAPK) e a via da p38 (p38α, p38β, p38γ e p38δ). Existe, ainda, 

uma quarta via MAPK descrita, a quinase regulada por sinal extracelular 5 (ERK5) 

(Hayashi & Lee, 2004) (Figura 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Vias de sinalização MAPKs (adaptada de Melissa e col., 2008).  
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Durante a cascata de sinalização clássica, as MAPK são fosforiladas por 

quinases específicas, denominadas MAP quinase quinases (MAPKK ou MEK), 

que constituem uma família com especificidade dual, podendo fosforilar tanto 

resíduos de tirosina como resíduos serina/treonina. AS MEK, por sua vez, são 

ativadas por MAP quinase quinase quinases (MAPKKK ou MEKK) através da 

ativação de diversos receptores por fatores de crescimento ou quimioatrantes. As 

MAP quinases estão, em geral, ao final da cascata de sinalização, fosforilando 

proteínas-alvo, algumas proteínas nucleares, agindo como fatores de transcrição 

(Cowan, 2003).  

A via da ERK, proteínas de peso molecular 42/44 kDa, é ativada em 

resposta a mitógenos, fatores de crescimento e ésteres de forbol, e está 

associada com o crescimento, proliferação e sobrevida celulares (Ballif & Blenis, 

2001; Rubinfeld & Seger, 2005; Meloche & Pouyssegur, 2007). Depois de ativadas, 

a ERK1/2 podem fosforilar quinases citoplasmáticas ou translocar para o núcleo e 

ativar fatores de transcrição ou fosforilar quinases nucleares (Roux & Blenis, 2004; 

Zebisch e col., 2007).  

Estudos relatam uma relação direta entre a ativação de ERK e a migração de 

monócitos (Simões & Fierro, 2005; Noma e col., 2008).  Montecucco e 

colaboradores (2009) mostraram que as estatinas (sinvastatina ou atorvastatina) 

inibem, através da ativação da ERK 1/2, a secreção das quimiocinas monocyte 

chemoattractant protein (MCP)-1, macrophage inflammatory protein (MIP)-1α e 

MIP-1β, o aumento da expressão da molécula de adesão inter-cellular adhesion 

molecule (ICAM)-1 e a migração de monócitos induzidos pela proteína C reativa. A 

ativação de ERK também está envolvida com a produção de diversas citocinas 

inflamatórias por monócitos como o TNF-α (Lee e col., 2006), a IL-21 (Fuqua e col., 

2008) e a IL-8 (Edling e col., 2008), entre outras.  

A via da p38 MAPK pode ser ativada em resposta ao estresse ambiental e 

citocinas inflamatórias (Raman e col., 2007), além de alguns mitógenos como 

eritropoietina, colony stimulating growth factor (CSGF)-1 e GM-CSF (Roux & Blenis, 

2004). A fosforilação desta quinase desencadeia a ativação de fatores de transcrição 

ou promove a ativação de outras quinases. Esta via está envolvida com a indução 

da apoptose em diferentes modelos (Li e col., 2003; Efimova e col., 2004) porém, 

também com o crescimento e sobrevida de células cancerígenas (Johansson e col., 

2000; Junttila e col., 2007). Os mecanismos moleculares que determinam se a p38 
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MAPK irá promover ou inibir a proliferação e sobrevida celulares podem estar 

ligados ao estado de transformação da célula ou depender da natureza do sinal de 

ativação da p38. Esta via também está envolvida com a regulação da expressão de 

moléculas inflamatórias como TNF-α, IL-1, IL-6, IL-8 (Lee e col., 1994; Cuenda & 

Rousseau, 2007), COX-2 (Dean e col., 1999) e a óxido nítrico sintase induzível 

(iNOS) (Ajizian e col., 1999) por monócitos e macrófagos estimulados com LPS. 

Contudo, em monócitos, estudos mostram o envolvimento da via da p38 com a 

indução da enzima heme oxigenase (HO)-1, mediando, assim, efeitos 

antiinflamatórios (Naidu e col., 2008; Hsu e col., 2008). 
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2 HEME OXIGENASE-1 

 

 

A enzima heme oxigenase (HO) catalisa a degradação do heme,  produzindo ferro 

livre (Fe2+), monóxido de carbono (CO) e biliverdina, que é rapidamente convertida a 

bilirrubina em uma reação catalisada pela biliverdina redutase (BVR) (Loboda, 2008) 

(Figura 4). Em mamíferos, duas isoformas desta enzima foram identificadas: a forma 

induzida HO-1 e a forma constitutiva HO-2 (Maines e col., 1986). A HO-1, uma 

proteína de 32 kDa, é também conhecida como a proteína de estresse HSP32 

(Keyse & Tyrrell, 1989). Sua regulação em mamíferos é dependente da ativação 

transcricional do gene HO-1 (Yoshida e col., 1988), que ocorre em resposta a 

estímulos que causam estresse oxidativo como o seu próprio substrato, o heme, 

metais pesados, citocinas, lipopolissacarídeo (LPS), peróxido de hidrogênio (H2O2), 

fatores de crescimento e luz ultra-violeta (UV) (Loboda e col., 2008). A HO-2, uma 

proteína de 36 kDa, tem uma expressão constante que pode ser aumentada por um 

número limitado de fatores como a dexametasona em células epiteliais primárias de 

humanos (Donnelly & Barnes, 2001) ou a corticosterona em cérebro de fetos de 

ratos (Maines e col., 1996). Porém, dependendo do tipo celular e microambiente, 

sua expressão pode ser aumentada ou diminuída em resposta à hipóxia (Han e col., 

2005).  

A indução da HO-1 e o papel de seus produtos têm sido estudados em muitos 

tipos celulares. Por exemplo, o CO pode exercer um potente efeito antiinflamatório, 

provavelmente por ativação da p38 (Ryter e col., 2002). Otterbein e colaboradores 

(2000) mostraram que o CO inibe a produção de citocinas pró-inflamatórias, 

incluindo TNF-α, IL-1β e MIP-1β por macrófagos estimulados com LPS, e induz a 

expressão de IL-10, uma citocina antiinflamatória. Além disso, inibe a proliferação de 

células T (Song e col., 2004; Pae e col., 2004) e células musculares lisas (Morita e 

col., 1997) e previne a apoptose de células endoteliais (Otterbein e col., 2000; 

Brouard e col., 2002), células musculares lisas (Liu e col., 2002), fibroblastos 

(Petrache e col., 2000), osteoblastos (Chae e col., 2006) e células β do pâncreas 

(Gunther e col., 2002). A bilirrubina pode agir como antioxidante (Stocker e col., 

1987) e apresenta atividades antiinflamatórias, por exemplo, em um modelo em 

ratos, diminuindo a expressão de P- e E-selectinas induzida por LPS no sistema 

vascular, levando a uma diminuição do rolamento e adesão de leucócitos in vivo 
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(Hayashi e col., 1999). Estudos clínicos comprovam que níveis altos de bilirrubina no 

soro estão associados a um menor risco de o indivíduo desenvolver aterosclerose 

(Ollinger e col., 2007).   O ferro livre estimula a síntese de ferritina, promovendo um 

efeito antioxidante (Loboda e col., 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Degradação do heme mediada pela heme oxigenase-1 (adaptada de 

Morse & Choi, 2002). 

 

 

Ogborne e colaboradores (2005) mostraram que o ácido α-lipóico, um 

antioxidante, induz a expressão da HO-1 em monócitos, resposta que é mediada 

pela via da p38 MAK e pelo nuclear factor-erythroid-2-related factor (Nrf2). Também 

é sabido que a curcumina, um polifenol com propriedades antioxidantes, induz a HO-

1 através da ativação de p38 e Nrf2 via proteína quinase C (PKC) em monócitos 

humanos (Rushworth e col., 2006), um efeito também observado após o tratamento 

das células com LPS (Rushworth e col., 2005). Além disso, Hsu e colaboradores 

(2008) mostraram que a expressão da HO-1 induzida pela curcumina em monócitos 

humanos ocorre via p38α, PKCα/δ e PI3-quinase, além de envolver espécies 

reativas de oxigênio (ROS) upstream a ERK1/2 e p38α. Estes mesmos autores 

mostram que a indução de HO-1 promove a inibição, ao menos em parte, da 

expressão de IL-1 e IL-6 induzida por LPS. Mais recentemente foi demonstrado que 

o éster de forbol PMA induz a expressão gênica da HO-1 em monócitos via ativação 

de p38 MAPK e CK-2 (Naidu e col., 2008). Utilizando a linhagem monocítica U937, 

Shokawa e colaboradores (2006) mostraram que a indução da HO-1 pode resultar 

em uma inibição da expressão gênica de MCP-1 induzida por lisofosfatidilcolina. 
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3 MONOCYTE CHEMOATTRACTANT PROTEIN-1 (MCP-1) 

 

 

A quimiocina MCP-1 é um potente agente quimiotático para monócitos e 

macrófagos e, por isso, um dos fatores chaves envolvidos com a iniciação da 

resposta inflamatória. Além disso, está relacionada à adesão firme de monócitos ao 

endotélio vascular facilitando sua migração através do mesmo (Jiang e col., 1992; 

Gerszten e col., 1999).  Esta quimiocina promove a quimiotaxia e a migração 

transendotelial de monócitos por interagir com o receptor 2 de quimiocinas CC 

(CCR2), presente na membrana dessas células (Melgarejo e col., 2008). 

A MCP-1 é secretada por diversos tipos celulares, incluindo as células 

endoteliais, fibroblastos, células musculares lisas da vasculatura, monócitos e 

células T (Conti & DiGioacchino, 2001) sob estímulos como TNF-α, fator de 

crescimento derivado de plaqueta (PDGF) e fatores de estresse (Melgarejo e col., 

2008), e está associada a diversas patologias (Figura 5), incluindo aterosclerose 

(Shin et al., 2002) artrite (Taylor et al., 2000) e câncer (O’Hayre et al., 2008), nas 

quais, vem sendo sugerido que o influxo de macrófagos nos tecidos promove a 

exacerbação destas doenças. 

Alguns agentes antiinflamatórios têm sido estudados na inibição da síntese e 

expressão gênica da MCP-1. Porém, pouco é sabido a respeito do papel das LXs 

sobre a modulação da secreção desta quimiocina  por monócitos ativados. 
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Figura 5. Fatores que estimulam MCP-1 e algumas patologias associadas com sua 

expressão (Melgarejo e col., 2008) 
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4 OBJETIVOS 

 

4.1Objetivo geral 

 

 Investigar o papel do 15-epi-16-(para-flúor)-fenoxi-lipoxina A4 (ATL-1), um 

análogo sintético da 15-epi-lipoxina A4, sobre diferentes processos de ativação de 

monócitos. 

 

4.2 Objetivos específicos 

 

Estudar os mecanismos pelos quais o ATL-1 exerce seus efeitos sobre os 

monócitos, investigando, principalmente: 

• A ativação de proteínas da família das MAP quinases; 

• A indução da enzima heme oxigenase-1; 

• A produção da quimiocina MCP-1. 
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5 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

5.1 Reagentes 

 

• 15-epi-16-(para-flúor)-fenoxi-lipoxina A4 (ATL-1) – doação do Dr. John 

Parkinson da Berlex Bioscience. 

• Meio de cultura RPMI, Trizol e First Strand Buffer – Invitrogen Corporation. 

• Soro fetal bovino – Cultilab. 

• Anticorpos - anti-HO-1 – Assay Designs; anti-ERK-2, anti-p-ERK-2, anti-p38, 

anti-p-p38, anti-actina – Santa Cruz Biotechnology; anti-FPRL-1 – Gen Way 

Biotech. 

• Estreptavidina – Caltag Laboratories. 

• Penicilina, estreptomicina, HEPES, fluoreto de fenil metil sulfonil (PMSF), 

albumina bovina, vermelho de fenol, aprotinina, leupeptina e LPS (Escherichia 

Coli 0111:B4)  – Sigma Chemical Co. 

• NaHCO3, EDTA, NaOH, NaCl, CaCl2, álcool isopropílico,, Na2PO4 e ácido 

cítrico – Vetec Química Fina Ltda. 

• Triton X-100, Tris, glicerol, β-mercaptoetanol, azul de bromofenol, acrilamida, 

bis-acrilamida, APS, glicina, TEMED, padrão de peso molecular e ECL Plus – 

GE Healthcare UK Limited Amershan Place. 

• MgCl2, KCl e H2O2 – Merck. 

• Dna Polimerase GoTaq – Promega. 
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5.2 Soluções 

 

• Meio RPMI 

 RPMI-1640.....................................10,4 g/L 

 NaHCO3..........................................2,0 g/L 

 HEPES............................................5,2 g/L 

 Penicilina.........................................0,06 g/L 

 Estreptomicina.................................0,1 g/L  

 Soro fetal bovino..............................10% v/v 

 

• Tampão de Lise (pH=6,4) 

 HEPES............................................50 mM 

 MgCl2...............................................1 mM 

 EDTA...............................................10 mM 

 Triton X-100......................................1% v/v 

 Aprotinina.........................................1µg/mL  

 Leupeptina.......................................1µg/mL  

 SBTI…………………………...……...1µg/mL 

 DMSO ..............................................1µL/mL  

 DNAse..............................................1µg/mL 

 

 Tampão de amostra 

 Tris-HCl..........................................20 mM 

 SDS.................................................1%  

 β-mercaptoetanol............................5% v/v 

 Glicerol............................................10% v/v 
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 Azul de bromofenol.........................0,001% 

 

• Tampão do gel de separação (pH=8,8) 

 Tris-HCl.........................................1,5 M 

 SDS................................................0,4% 

 H2O................................................q.s.p. 200 mL 

• Tampão do gel de entrada (pH=6,8) 

 Tris-HCl.........................................0,5 M 

SDS................................................0,4% 

 H2O.................................................q.s.p. 200 mL 

• Acrilamida 

 Acrilamida.......................................30% 

 H2O..................................................q.s.p. 200 mL 

• Bis-acrilamida 

 Bis-acrilamida...................................1,6% 

 H2O...................................................q.s.p. 200 mL 

• APS 10% 

 APS....................................................20 mg 

 H2O....................................................q.s.p. 2 mL 

• Tampão de corrida 

 Tris-HCl.............................................2,5 mM 

 Glicina...............................................192 mM 

 SDS...................................................0,1% 

 H2O...................................................q.s.p. 1 L 
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• Tampão de eletrotransferência 

 Tris-HCl.............................................48 mM 

 Glicina...............................................39 mM 

H2O...................................................q.s.p. 1 L 

 

• PBS 

 NaCl..................................................150 mM 

 NaH2PO4...........................................10 mM 

 H2O....................................................q.s.p. 1L 

 

• T-PBS 

Tween-20............................................0,05% v/v 

 PBS....................................................q.s.p. 400 mL 

 

• Solução de bloqueio 

 Albumina bovina.................................2% 

 T-PBS.................................................q.s.p. 50 mL 

 

• Stripping Buffer (pH=6,7) 

Tris-HCl.............................................62,5 mM 

SDS 10%...........................................20% v/v 

β-mercaptoetanol ...………………….100 mM 

H2O………………………………...…..q.s.p. 200 mL 
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• Gel de entrada - poliacrilamida 

 Tampão do gel de entrada.................940 µL 

 Acrilamida 30%..................................1,59 mL 

 Bis-acrilamida.....................................280 µL 

 H2O destilada.....................................1,97 mL 

 APS (10%)..........................................12,5 µL 

 TEMED................................................3,75 µL 

 

• Gel de separação (12%) - poliacrilamida 

 Tampão do gel de separação..............2,0 mL 

 Acrilamida 30%....................................3,18 mL 

 Bis-acrilamida.....................................1,59 mL 

 H2O.....................................................1,23 mL 

APS 10%.............................................50 µL 

TEMED................................................5 µL 

 

• Tampão citrato-fosfato (pH=5) 

Ácido cítrico.........................................0,2 N 

Na2HPO4 (pH=9,1)... ......................... 0,1 N 

Adicionar Na2HPO4 ao ácido cítrico até atingir pH=5,0. 

Adicionar 5 µL de H2O2 (30%)/10 mL de tampão no momento do uso. 
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5.3 Linhagem celular 

 

Foram utilizadas células monocíticas humanas da linhagem U937 (Rio de 

Janeiro Cell Bank). 

 

5.4 Cultura de células 

 

As células foram cultivadas em estufa com CO2 a 5%, em temperatura  de 

37ºC, em meio de cultura RPMI-1640 completo e repicadas a cada 2-3 dias. A 

viabilidade celular (97-98%) foi avaliada através da exclusão por azul de Tripan. 

 

5.5 Ensaio de RT-PCR 

 

O RNA total de células U937 (2x106) foi extraído com o reagente Trizol®, 

seguindo o protocolo descrito pelo fabricante. O RNA foi ressuspenso em água 

tratada com DEPC 0,1% (p/v) e posteriormente estocado a 4ºC. A quantificação do 

RNA total foi feita em espectrofotômetro na absorbância de 260 nm. O DNA 

complementar foi sintetizado a partir do RNA total através de uma reação de 

transcrição reversa. Foram adicionados 2 µg de RNA e 100 ng de oligonucleotídeo 

dT em tubo eppendorf, aquecidos a 70ºC por 5 minutos e rapidamente resfriados em 

gelo. Em seguida, uma solução contendo 10µL de tampão RT 5x (first strand buffer), 

0,5 mM de cada dNTP, 20 U de inibidor de ribonuclease, água DEPC 0,1% (p/v) e 

200 U de transcriptase reversa foram adicionados a cada amostra em um volume 

final de 25 µL. A reação de transcrição reversa foi feita por 60 minutos a 42ºC e por 

15 minutos a 70ºC. A amplificação de ALX e GAPDH foi realizada utilizando 5 µL de 

cDNA em PCRs contendo tampão PCR 1x, 0,2 mM de dNTP, 2 mM de MgCl2, 100 

ng dos primers senso e anti-senso para cada amplificação de cDNA de ALX e 

GAPDH, 1 U DNA polimerase Gotaq e água DEPC 0,1% (p/v) para completar um 

volume de 50 µL. RT-PCR semi-quantitativo foi realizado com o primer senso para 

ALX (5’-AATATCCCTGACCCCATCCTCA-3’) e o primer anti-senso para ALX (5’-

CACCAGGTGCTGCTGGCAAG-3’). Reações controle foram realizadas com os 

primers senso para GAPDH (5’-GGCCTCCAAGGAGTAAGACC-3’), e anti-senso 

para GAPDH (5’-AGAGGTCTACATGGCAACTG-3’), que são específicos para o 

RNAm da enzima constitutiva GAPDH humana. As amostras foram amplificadas em 
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um ciclador térmico e as condições para PCR foram 95ºC/30 segundos para 

desnaturação, 52ºC/1 minuto para pareamento e 72ºC/26 segundos para extensão 

em 27 ciclos. Os produtos de RT-PCR foram visualizados por eletroforese em gel de 

agarose 1,5% sob exposição à luz UV utilizando um transiluminador. Os produtos do 

PCR foram obtidos utilizando o sistema GenAmp PCR 2400 (Perkin Elmer).  

 

 

5.6 Obtenção do extrato celular 

 

As células (2x106) foram colocadas em placas de 24 poços em meio de 

cultura RPMI-1640 e incubadas por diferentes tempos a 37ºC e 5% de CO2, na 

presença ou ausência de ATL-1, veículos ou diferentes inibidores. Após a 

incubação, as células foram lisadas em tampão de lise e o conteúdo de proteínas do 

extrato total foi determinado pelo método de Bradford (1976). 

 

5.7 Western blot 

 

O lisado celular e o meio condicionado foram desnaturados em tampão de 

amostra e aquecidos em água (100ºC) por 3 minutos. As amostras foram 

submetidas a gel SDS-PAGE e as proteínas foram então transferidas para 

membranas de PVDF. O padrão de peso molecular foi corrido em paralelo para 

estimar o peso molecular das proteínas. As membranas foram bloqueadas com 

solução de bloqueio por meia hora sob agitação. As membranas foram incubadas 

overnight (aproximadamente 18 horas) a 4ºC com os anticorpos primários 

específicos. Após lavagens com T-PBS, as membranas foram incubadas por 1 hora 

a temperatura ambiente com o respectivo anticorpo secundário conjugado à biotina. 

Após novas lavagens com T-PBS, as membranas foram incubadas com 

estreptavidina conjugada à peroxidase por 1 hora a temperatura ambiente. Novas 

lavagens foram realizadas e as membranas foram incubadas com solução ECL por 5 

minutos e expostas a filme. Após a revelação dos filmes e visualização das bandas, 

os mesmos foram digitalizados e as bandas foram analisadas por densitometria 

usando o software Scion Image (Scion Co, MD, EUA). 
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5.8 Dosagem de MCP-1 

 

A quimiocina MCP-1 foi dosada no sobrenadante de células U937 

estimuladas com LPS (10 ng/mL) e/ou tratadas com etanol (0,02%), DMSO (0,5%) 

(veículos), ATL-1 (100 nM), estanho protoporfirina (SnPP) (10 µM) e SB203580 

utilizando um kit comercialmente disponível (PeproTech inc.) A dosagem foi feita 

conforme as instruções do fabricante. Uma placa de 96 poços foi coberta com 100 

µL/poço do anticorpo de captura (0,5 µg/mL) e incubada overnight em temperatura 

ambiente. Após este período, a placa foi lavada 4 vezes com 300 µL/poço de 

tampão de lavagem (PBS-Tween 20 0,05%) e bloqueada com 100 µL/poço de 

tampão de bloqueio (BSA 1% em PBS) por 2 horas a temperatura ambiente. Foram 

realizadas novas lavagens e, posteriormente, a curva padrão e as amostras foram 

adicionadas em um volume de 100 µL/poço. A placa foi incubada por 2 horas a 

temperatura ambiente. Em seguida, a placa foi lavada e incubada com 100 µL/poço 

do anticorpo de captura (0,5 µg/mL) por 2 horas a temperatura ambiente. A placa foi 

lavada mais 4 vezes e incubada com 100 µL/poço de Avidina-HRP (1:2000 em PBS-

BSA 0,1%) por 30 minutos a temperatura ambiente. A placa foi novamente lavada e 

incubada com 100 µL/poço da solução contendo o substrato (O-phenylenediamine 

(OPD) 0,4 mg/mL de tampão citrato-fosfato) protegida da luz e lida a cada 5 minutos 

em leitor de ELISA (modelo 550 BioRad) em um comprimento de onda de 490 nm. 

Todas as dosagens foram feitas em triplicata. 

 

5.9 Análise estatística 

 

 A significância foi obtida através do teste de variância (ANOVA), seguida pela 

análise com o teste t-Bonferroni, sendo p<0,05 considerado como estatisticamente 

significante. 
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6 RESULTADOS 

 

6.1 Células U937 expressam o receptor ALX 

 

A presença do receptor ALX já foi descrita em diversos tipos celulares de 

origem mielóide (neutrófilos, monócitos, macrófagos, eosinófilos, linfócitos) bem 

como em alguns de origem não-mielóide (células endoteliais, células epiteliais, 

fibroblastos, enterócitos e células mesangiais) (Chiang e col., 2006). 

Neste trabalho utilizamos células da linhagem monocítica U937 e 

demonstramos, pela primeira vez, a presença do ALX nestas células, através da 

análise da expressão transcricional por RT-PCR (Figura 6A) e da expressão protéica 

por western blot (Figura 6B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                           

 

Figura 6. Células U937 expressam o receptor ALX. Células U937 (2x106/poço) foram 

cultivadas em meio RPMI completo, em placas de 24 poços. O RNA total foi extraído 

e amplificado por RT-PCR utilizando-se primers específicos para ALX e GAPDH (A) 

e o lisado total foi analisado por western blot utilizando-se anticorpos específicos 

para o ALX e actina (B). Os resultados são representativos de três experimentos 

idênticos e independentes. 
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6.2 ATL-1 induz a fosforilação de ERK-2 em células U937 

 

Já foi demonstrado pelo nosso grupo, em trabalhos anteriores, que o análogo 

sintético da 15-epi-lipoxina A4 ATL-1 induz a fosforilação de ERK-2 em monócitos 

humanos de sangue periférico (Simões & Fierro, 2005). Para caracterizarmos a 

funcionalidade do receptor ALX nas células U937, investigamos se este análogo 

desencadearia a mesma resposta nestas células. As células foram incubadas por 15 

minutos na presença de ATL-1 (1-100 nM). O tratamento com o análogo induziu a 

fosforilação de ERK-2, caracterizando, assim, o receptor nesta linhagem celular 

(Figura 7). 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. ATL-1 induz a fosforilação de ERK-2 em células U937. Células U937 

(2x106/poço) foram cultivadas em meio RPMI sem soro em placas de 24 poços e 

tratadas com ATL1 (1-100 nM) ou  0,02% de etanol (veículo) por 15 minutos. O 

lisado total foi analisado por western blot utilizando-se anticorpos específicos para p-

ERK-2 e ERK-2. Os blots foram analisados por densitometria. Os valores de média e 

desvio padrão, expressos como porcentagem relativa ao grupo controle (veículo), 

são representativos de três experimentos idênticos e independentes. *p<0,05 em 

comparação com o grupo controle.  
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6.3 ATL-1 ativa a via da p38 MAPK em células U937 

 

A via da p38 MAPK está envolvida em diferentes funções nos monócitos (Melissa e 

col., 2008). A fim de avaliarmos a modulação da ativação de monócitos                    

pelo ATL-1, decidimos investigar uma via que seria iniciada pela ativação desta 

proteína quinase. A incubação das células U937 com o ATL-1 (1-100 nM) por 15 

minutos induziu a fosforilação de p38, sendo significativa no grupo tratado com 100 

nM em comparação com o controle (veículo) (Figura 8).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. ATL-1 ativa a via da p38 MAPK em células U937. Células U937 

(2x106/poço) foram cultivadas em meio RPMI sem soro em placas de 24 poços e 

tratadas com ATL1 (1-100 nM) ou  0,02% de etanol (veículo) por 15 minutos. O 

lisado total foi analisado por western blot utilizando-se anticorpos específicos para p-

p38 e p38. Os blots foram analisados por densitometria. Os valores de média e 

desvio padrão, expressos como porcentagem relativa ao grupo controle (veículo), 

são representativos de três experimentos idênticos e independentes. *p<0,05 em 

comparação com o grupo controle. 
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6.4 ATL-1 induz a expressão de HO-1 em células U937 

 

A enzima HO-1 participa da modulação da resposta imune-inflamatória devido 

a suas propriedades antioxidativas e antiinflamatórias (Otterbein e col. 2000; Stocker 

e col., 1987; Loboda e col., 2008). Investigamos se o ATL-1 poderia induzir a 

expressão da HO-1 em células U937. Observamos que após 12 horas de incubação, 

o ATL-1 (1-100 nM) induziu a expressão da enzima nessas células (Figura 9). Não 

observamos qualquer resposta em tempos de incubação mais curtos (1-6 horas) 

(dados não mostrados). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. ATL-1 induz a expressão de HO-1 em células U937. Células U937 

(2x106/poço) foram cultivadas em meio RPMI sem soro em placas de 24 poços e 

tratadas com ATL1 (1-100 nM) ou  0,02% de etanol (veículo) por 12 horas. O lisado 

total foi analisado por western blot utilizando-se anticorpos específicos para HO-1 e 

actina. Os blots foram analisados por densitometria. Os valores de média e desvio 

padrão, expressos como porcentagem relativa ao grupo controle (veículo), são 

representativos de três experimentos idênticos e independentes. *p<0,05 em 

comparação com o grupo controle. 

 



36 

veículo ATL-1 SB SB+ATL-1
0

250

500

750

1000

1250

H
O

-1
/a

ct
in

a

- HO-1 – 32 kDa

- Actina – 43 kDa

veículo ATL-1 SB SB+ATL-1
0

250

500

750

1000

1250

H
O

-1
/a

ct
in

a

- HO-1 – 32 kDa

- Actina – 43 kDa

6.5 A indução da expressão da HO-1 pelo ATL-1 em células U937 é dependente 

da ativação da via da p38 MAPK 

 

Diversos trabalhos mostram o envolvimento da via da p38 MAPK com a 

indução da HO-1 em monócitos (Ogborne e col., 2005; Rushworth e col., 2006; 

Naidu e col., 2008). 

A fim de investigar se a indução da expressão da HO-1 pelo ATL-1 em células 

U937 envolvia a ativação da p38, as células foram pré-tratadas com o inibidor 

específico desta quinase, o SB203580 (5 µM), e incubadas por 12 horas na 

presença do ATL-1 (100 nM). Conforme mostrado na figura 10, a indução da HO-1 é 

dependente da ativação da p38 MAPK. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. A indução da expressão da HO-1 pelo ATL-1 em células U937 é 

dependente da ativação da via da p38 MAPK Células U937 (2x106/poço) foram 

cultivadas em meio RPMI sem soro em placas de 24 poços, pré-tratadas ou não com 

SB203580 por 30 minutos e tratadas com ATL1 (100 nM) ou  0,02% de etanol 

(veículo) por 12 horas. O lisado total foi analisado por western blot utilizando-se 

anticorpos específicos para HO-1 e actina. Os blots foram analisados por 

densitometria. O gráfico representa um único experimento. 
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6.6 ATL-1 inibe a produção de MCP-1 por células U937 estimuladas com LPS 

via p38 MAPK  

 

O efeito antiinflamatório das LXs é mediado, em parte, através da inibição da 

produção de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias (Aliberti e col., 2002; Bonnans 

e col., 2002; Ariel e col., 2003). Avaliamos, então, se o ATL-1 (100 nM) poderia 

modular a secreção da quimiocina MCP-1 por células U937 estimuladas com LPS 

(10 ng/mL) por 24 horas. A figura 11 mostra que o tratamento com o análogo inibiu a 

secreção de MCP-1. 

A participação da via da p38 MAPK em respostas antiinflamatórias em 

monócitos foi recentemente descrita (Lee e col., 2006). Utilizando o composto 

SB203580 (5 µM) mostramos que a inibição da secreção de MCP-1 promovida pelo 

ATL-1 envolve a via da p38 MAPK (Figura 11). 

Estudos anteriores mostraram o envolvimento da enzima HO-1 com a inibição 

da expressão gênica de MCP-1, em monócitos tratados com lisofosfatidilcolina 

(Shokawa e col., 2006) e da secreção desta quimiocina por macrófagos estimulados 

com LPS (Roach e col., 2008). Investigamos, então, a participação da HO-1 no 

efeito inibitório do ATL-1 sobre a secreção de MCP-1 por células U937 estimuladas 

com LPS. Para isso utilizamos um inibidor desta enzima, a estanho-protoporfirina IX 

(SnPPIX) (10 µM). O pré-tratamento das células não reverteu o efeito inibitório do 

análogo (Figura 11). 
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Figura 11. ATL-1 inibe a produção de MCP-1 por células U937 estimuladas com LPS 

via p38 MAPK. Células U937 (1x106/poço) foram cultivadas em meio RPMI sem soro 

em placas de 24 poços e pré-tratadas com SB203580 (5 µM) ou SnPPIX (10 µM) por 

30 minutos e depois incubadas com ATL1 (100 nM)  por mais 30 minutos. Em 

seguida as células foram estimuladas com LPS (10 ng/mL) por 24 horas e o 

sobrenadante utilizado para dosagem da quimiocina MCP-1 pelo método de ELISA 

de acordo com o protocolo do fabricante (PeproTech inc.). Os resultados foram 

expressos como porcentagem do controle (células tratadas apenas com meio de 

cultura) e representam dois experimentos idênticos. 
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7 DISCUSSÃO 

 

Os monócitos são células circulantes do sangue periférico envolvidas em uma 

diversidade de eventos fisiopatológicos, incluindo processos inflamatórios da parede 

vascular que podem levar à aterosclerose (Görög & Kakkar, 1987). A 

ativação/migração de monócitos até a parede dos vasos sangüíneos pode ser 

induzida por diferentes estímulos, incluindo a quimiocina MCP-1, sendo este um 

importante evento no desenvolvimento da aterosclerose (Ross, 1999). Em sítios 

ateroscleróticos, os monócitos migram através do endotélio até a camada íntima da 

vasculatura e diferenciam-se em macrófagos, podendo, então, internalizar 

lipoproteínas como os ésteres de colesterol e transformar-se em célula espumosas. 

Os macrófagos ativados liberam mediadores pró-inflamatórios, como espécies 

reativas de oxigênio e nitrogênio, e citocinas pró-inflamatórias piorando o quadro 

aterosclerótico (Göran e col., 2006).  

As LXs e ATL vêm se destacando como mediadores lipídicos que, diferente de 

outros eicosanóides, possuem ações antiinflamatórias e pró-resolução (Serhan e 

col., 2008). Apesar do grande número de trabalhos publicados descrevendo o papel 

das LXs e seus análogos em leucócitos e outros tipos celulares envolvidos em 

doenças inflamatórias, pouco é sabido a respeito dos mecanismos de ação que 

desencadeiam estas respostas.  

No presente trabalho, caracterizamos, pela primeira vez, o receptor ALX na 

linhagem monocítica U937, através da avaliação de sua expressão gênica e protéica 

e de sua funcionalidade analisando a ativação de ERK-2, o que torna esta célula 

uma ferramenta apta para estudo dos mecanismos de ação das LXs e seus 

análogos sobre os monócitos.  

As MAPK pertencem a uma superfamília de proteínas quinases que regulam 

diversas funções celulares como crescimento, apoptose, motilidade, diferenciação e 

resposta a estímulos ambientais (Melissa e col., 2008). Alguns estudos 

demonstraram o envolvimento da p38 MAPK com o desenvolvimento de doenças 

inflamatórias. Esta via de transdução de sinal está envolvida com a produção de 

citocinas pró-inflamatórias como TNF-α, IL-1, IL-6 e IL-8 (Lee e col., 1994; Ajizian e 

col., 1999; Underwood e col., 2000) por monócitos, macrófagos e células endoteliais, 

e com a indução das enzimas inflamatórias COX-2 (Dean e col., 1999) e iNOS 

(Ajizian e col., 1999) em monócitos e macrófagos estimulados com LPS, 
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respectivamente. Porém, estudos mais recentes relatam o envolvimento da via da 

p38 MAPK com respostas antiinflamatórias em monócitos, como a indução de IL-10, 

uma citocina antiinflamatória, em células estimuladas com altas concentrações de 

SAA (proteína amilóide sérica) (Lee e col., 2006). A administração de ATL-1 em 

camundongos inibe a produção de TNF-α e a morte após injúria/reperfusão, o que 

está associado com o aumento da produção de IL-10 (Souza e col., 2007). A 

ativação da via p38 MAPK pelo ATL-1 em monócitos e sua relação com um aumento 

da produção de IL-10 estão sendo investigadas. 

 O efeito antiinflamatório das LXs e seus análogos envolvendo a modulação da 

p38 já foi descrito em alguns tipos celulares. De acordo com nossos resultados, 

utilizando células mesangiais humanas, McMahon e colaboradores (2000) 

mostraram a indução da fosforilação da p38 MAPK pela LXA4. No entanto, em outros 

tipos celulares, as LXs e ATLs inibem a ativação desta quinase. Nosso grupo 

demonstrou, anteriormente, que o ATL-1 impede a polimerização do citoesqueleto 

de actina via inibição da p38 em células endoteliais estimuladas pelo VEGF, inibindo 

a migração celular e, com isso, a angiogênese (Cezar-de-Mello e col., 2006). Ohira e 

colaboradores (2004) mostraram que o ATL-1 inibe a fosforilação de p38 em 

neutrófilos estimulados com fMLP.  

A HO-1, uma enzima com importante papel antioxidativo e antiinflamatório 

desencadeia seu efeito através dos produtos CO, bilirrubina e ferritina gerados a 

partir do catabolismo do heme (Loboda, 2008). Esta enzima apresenta um potente 

efeito citoprotetor em vários modelos in vivo e in vitro (Agnieszka e col, 2008).  O 

aumento da atividade da HO-1 reduz a quimiotaxia de monócitos após sua 

exposição ao LDL oxidado (Ishikawa e col., 1997) e a inibição desta enzima resulta 

em um significativo desenvolvimento da lesão aterosclerótica em camundongos, 

sugerindo que os produtos da atividade da HO-1 podem funcionar como moléculas 

antiaterogênicas in vivo (Ishikawa e col., 2001). Em camundongos knockout para 

HO-1, ou selvagens nos quais sua expressão é diminuída, observa-se um aumento 

da formação de células espumosas, o que se correlaciona com o aumento da 

geração de espécies reativas de oxigênio e grande liberação de citocinas 

inflamatórias como IL-6, MCP-1 e keratinocyte-derived chemokine (KC) (Orozco e 

col., 2007).  

Nosso grupo demonstrou anteriormente que o ATL-1 induz a HO-1 em células 

endoteliais humanas, e esta indução promove uma redução na expressão de 
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proteínas de adesão (Nascimento-Silva e col., 2005). Biteman e colaboradores 

(2007) mostraram que a LXA4 restaura a expressão da HO-1 em camundongos 

knockout para 12/15-LO e induz a expressão gênica da enzima em células epiteliais 

de córnea humana. O tratamento com o ATL-1 reduz a injúria pulmonar induzida por 

LPS em camundongos, sendo este efeito mediado pela indução da HO-1 pelo 

análogo (Jin e col., 2007). Neste trabalho mostramos que o ATL-1 é capaz de induzir 

a HO-1 em células U937, de forma dependente da ativação da p38 MAPK, o que é 

corroborado por alguns trabalhos que relacionam a ativação desta via com a indução 

da HO-1 em monócitos estimulados por diferentes compostos (Ogborne e col., 2005; 

Rushworth e col., 2006; Hsu e col., 2008; Naidu e col., 2008). Além disso, podemos 

sugerir a participação das isoformas p38α e p38β, já que estudos mostraram que o 

composto SB203580, usado neste trabalho, inibe somente estas isoformas, 

enquanto p38γ e p38δ não são afetadas (Cuenda e col., 1995; Davies e col., 2000). 

Já foi visto por Shokawa e colaboradores (2006) que a indução da HO-1 por 

hemina resulta em inibição da expressão gênica de MCP-1 induzida por 

lisofosfatidilcolina na linhagem monocítica U937. Além disso, a indução da HO-1 em 

macrófagos reduz a secreção de MCP-1, IL-6, IL-10 e TNF-α estimulada por LPS 

(Roach e col., 2008). No presente estudo demonstramos que o ATL-1 inibe a 

secreção de MCP-1 por células estimuladas com LPS, efeito que é dependente da 

ativação de p38. Entretanto, o pré-tratamento das células com a SnPPIX não foi 

capaz de reverter esta resposta. A SnPPIX age como um inibidor da HO-1 por 

competir com o seu substrato, bloqueando a atividade da enzima em diferentes 

modelos (Nascimento-Silva e col., 2005). Por outro lado, uma outra porfirina, a 

CoPPIX pode agir como substrato para a HO-1 induzindo a sua atividade (Loboda e 

col. 2006). Assim, não podemos descartar a possibilidade do envolvimento da HO-1 

com a inibição da secreção de MCP-1 induzida pelo ATL-1. Estudos mais 

aprofundados são necessários com o intuito de avaliarmos se outras concentrações 

da SnPPIX, ou outras porfirinas como a ZnPPIX, poderiam promover uma resposta 

diferente da observada. Além disso, a figura 10 mostra que a indução da HO-1 pelo 

ATL-1 é dependente da ativação da via p38 MAPK, e a inibição da secreção de 

MCP-1 por ATL-1 foi revertida quando as células foram pré-tratadas com o composto 

SB203580 (figura 11), indicando mais uma vez que a enzima HO-1 pode estar 

envolvida com o efeito inibitório do ATL-1 sobre a síntese de MCP-1 por monócitos 

estimulados com LPS. 
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A diminuição da secreção de MCP-1, induzida pelo ATL-1 em monócitos, 

observada em nosso trabalho, está de acordo com outros trabalhos utilizando 

células epiteliais humanas (Goh e col., 2001) e  células mesangiais de rato (Wu e 

col., 2006). Já está bem descrito que a LXA4 e seus análogos inibem a produção de 

várias citocinas e quimiocinas em diversos tipos celulares, como IL-8 por enterócitos 

(Gewirtz e col., 1998), neutrófilos (Jozsef e col., 2002) e monócitos (Bonnans e col., 

2002), TNF-α por células T (Ariel e col., 2003), IL-12 por células dendríticas (Aliberti 

e col., 2002), IL-6 e IL-8 por fibroblastos (Sodin-Semrl e col., 2000), IL-8, IL-13 e 

eotaxina por eosinófilos (Starosta e col., 2008). A inibição da  MCP-1 é importante 

na tentativa de reduzir a migração de monócitos até o sítio aterosclerótico, 

diminuindo a inflamação e, assim, o desenvolvimento e a progressão dessa 

patologia. 

Os resultados apresentados neste trabalho contribuem para um melhor 

entendimento dos mecanismos de ativação dos monócitos, confirmando o papel 

antiinflamatório e pró-resolução das lipoxinas e seus análogos e sugerindo novas 

alternativas terapêuticas para doenças onde o componente inflamatório é 

importante.  
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8 CONCLUSÃO 

 

No presente trabalho, nós sugerimos que a inibição da ativação de células 

U937 pelo ATL-1 ocorre via indução da enzima heme oxigenase-1, de maneira 

dependente da ativação de p38 MAPK. Nossos resultados proporcionam uma 

melhor compreensão dos mecanismos intracelulares envolvidos nas ações das LXs 

sobre os monócitos e contribuem para o desenvolvimento de novas terapias 

antiinflamatórias.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Esquema do mecanismo de ação do ATL-1. 
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