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RESUMO 

 

O câncer colorretal (CCR) é o terceiro mais comum no mundo e a quarta causa de morte por 

câncer no ocidente. A origem e desenvolvimento dessa patologia têm sido amplamente 

associados com alterações no estado inflamatório do intestino. A Anexina A1 (AnxA1) é uma 

proteína anti-inflamatória envolvida na manutenção da homeostase intestinal e na regulação do 

desenvolvimento tumoral. Os mastócitos (MCs), que também expressam AnxA1, são 

amplamente envolvidos nos danos associados no trato gastrointestinal promovido por agentes 

carcinógenos. No presente estudo foi avaliado o papel da AnxA1 na resposta funcional de MCs 

na carcinogênese colorretal induzida por N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina (MNNG). Para 

esse objetivo, animais deficientes de AnxA1 (AnxA1
-/-

) receberam instilações de MNNG e o 

efeito agudo do composto foi avaliado após 8, 24 e 48h. Nossos resultados mostram que o 

MNNG induz, no epitélio do cólon, aumento da expressão da AnxA1, que limita a lesão 

tecidual e inflamação local, regulando a produção exacerbada de IL-1, IL-6, IL-12, TNF- α, 

INF- γ na condição controle e, principalmente, após 24h da exposição. A AnxA1 também  

reduz a migração e desgranulação de MCs, polarizando a diferenciação dessas células para 

maior expressão de quimase após o dano carcinogênico. Em seguida, a contribuição dos MCs à 

tumorigênese induzida pelo MNNG foi avaliada 24 semanas após a exposição crônica dos 

camundongos deficientes de mastócitos (Kit
-/-

) ao composto. Nessas condições foi observado 

aumento do número de MCs totais, desgranulados, triptase e quimase positivos e o 

desenvolvimento de lesões tumorais nos animais selvagens (Kit
+/+

) e reconstituídos de 

mastócitos (Kit
-/-

+MC). Diferentemente, foi verificada menor susceptibilidade aos tumores 

induzidos por MNNG nos Kit
-/-

. Na condição crônica, o MNNG promoveu a formação de um 

microambiente imunorregulado rico em AnxA1, com baixa expressão das citocinas estudadas e 

aumento de IL-4. Esse cenário imunossupressor sugere dependência dos MCs, células que 

também foram associadas com a maior proliferação de células epiteliais colônicas. Em 

conjunto, os resultados obtidos indicam a AnxA1 como um possível alvo terapêutico no CCR, 

pois regula os danos iniciais induzidos pelo MNNG e a atividade e diferenciação dos MCs que, 

cronicamente, contribuem para o desenvolvimento dos tumores. 

 

Palavras-chave: microambiente tumoral, carcinogênese, inflamação, imunidade inata, 

intestino 

  



 

ABSTRACT 

Colorectal cancer (CRC) is the third most common cancer in the world, the forth cancer-related 

death cause in the Western counties, and its origin and development has been wildly related to 

alterations in bowel inflammatory state. Annexin A1 (AnxA1) is a protein involved in the 

maintenance of intestinal homeostasis and the regulation of tumoral development through the 

inhibition of inflammatory pathways. Mast cells (MCs), which also expressed AnxA1, were 

extensively involved in carcinogens-associated damage in gastrointestinal tract. The present 

study was conducted to evaluate the role of AnxA1 in the functional response of MCs in 

colorectal carcinogenesis induced by N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine (MNNG). Thus, 

we measured MCs recruitment, activation, proteases (tryptase and chymase) expression and the 

levels of cytokines (IFN-γ, IL-1, IL-4, IL-6, IL12 and TNF-α) in the colon of AnxA1-deficient 

mice (AnxA1-/-) during the acute response to MNNG. Mast cells-deficient mice (Kit-/-) were 

also exposed to MNNG carcinogenic activity in order to check, after 24 weeks, the contribution 

of MCs in tumor growth. Our results showed that MNNG damage increased the expression of 

AnxA1 which promoted tissue protection and regulated the migration and activation of MCs. 

The carcinogen induced local immune deregulation with increased levels of pro inflammatory 

cytokines found in AnxA1-/-. Chymase positive MCs were found at higher number in acute 

exposure to MNNG and also in the established tumor environment. Interestingly, a greater 

number of chymase-positive cells were observed in the presence of AnxA1. At chronic 

condition, MNNG promoted an immunoregulated AnxA1-rich microenvironment dependent on 

the MCs, which stimulates the proliferation of colonic epithelial cells. In conclusion, our results 

indicate that AnxA1 regulates MNNG-induced damage and the activity of MCs which, 

chronically, seems to contribute to tumor development. 

 

Keywords: Anexin A1, mast cells, colorectal cancer, tumor macroenvironment 
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APRESENTAÇÃO 

 

Nesse trabalho, dois modelos experimentais diferentes que se complementam foram 

utilizados na busca pela influência da proteína Anexina A1 (AnxA1) sobre a atividade dos 

mastócitos na carcinogênese de cólon, induzida pelo carcinógeno MNNG. No primeiro modelo, 

os animais deficientes de AnxA1 foram expostos à atividade aguda do MNNG. No segundo, os 

animais deficientes de mastócitos (Kit
-/-

) foram submetidos à tumorigênese crônica, com o 

objetivo de avaliar o papel dessas células no ambiente tumoral estabelecido, bem como o 

envolvimento da AnxA1 nesse cenário. 

Os resultados dessa tese de Doutorado originaram o manuscrito intitulado “Secreted 

annexin A1 modulates mast cell pro-tumoral actions in N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine-

induced colorectal cancer” (APÊNDICE 1) submetido para a revista British Jounal of Cancer 

(ANEXO 4). Paralelamente, outras investigações foram desenvolvidas em colaboração e 

resultaram na publicação de dois artigos científicos, anexados na íntegra à tese. O artigo 

intitulado ―Humoral imune responses against the malaria vaccine candidate antigen 

Plasmodium vivax AMA-1 and IL-4 polymorphisms in individuals living in an endemic área of 

the Brazilian Amazon” foi publicado na Cytokine, cujo assunto está relacionado com a 

interferência de polimorfismos no gene da IL-4 no perfil de resposta Th2 e na produção de 

anticorpos contra a malária (APÊNDICE 3). O outro artigo intitulado “Heterogeneity of mast 

cells and expression. of Annexin A1 protein in a seconde degree burn model with silver 

sulfadiazine treatment” foi publicado na Plos One e explora o envolvimento dos mastócitos na 

regeneração tecidual de queimaduras tratadas com sulfadiazina (APÊNDICE 2). 
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1.1. Câncer colorretal 

 

O câncer colorretal (CCR) é o terceiro tipo de câncer mais comum no mundo e a quarta 

causa de morte por câncer no ocidente (FAVORITI et al., 2016). Com o aumento da 

expectativa de vida da população brasileira, as neoplasias vêm ganhando cada vez mais 

importância no perfil de morbidade e mortalidade do país. A última estimativa do Instituto 

Nacional do Câncer (INCA) projetou que, em 2016, o CCR seria o segundo mais comum entre 

as mulheres com 17.620 casos, ocupando, por sua vez, a terceira posição entre os homens, com 

16.660 casos novos, sendo a maior prevalência nas regiões sul e sudeste. 

A nomenclatura ―câncer colorretal‖ se refere a todas as neoplasias malignas originadas 

no epitélio do intestino grosso (cólon) e do reto (BELOV; ZHOU; CHRISTOPHERSON, 

2010).  De acordo com os diferentes sítios anatômicos de origem do tumor, esses podem ser 

divididos em três entidades (câncer de cólon proximal, distal e retal) (LI; LAI, 2009). O 

adenocarcinoma (ADC) é a manifestação histológica mais frequente, correspondendo a mais de 

90% dos casos (HAMILTON et al., 2010) enquanto os demais tipos histológicos incluem ADC 

mucinoso, carcinoma de células escamosas e carcinomas indiferenciados (ZAMPINO et al., 

2009). 

A história natural dessa neoplasia apresenta uma transição de criptas normais a 

adenoma e, posteriormente, a adenocarcinoma durante um período de 10 a 20 anos (INCA – 

MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2012). Os pólipos adenomatosos (ou ADs) são protuberâncias que 

se projetam no lúmen intestinal, classicamente considerados lesões pré-malignas que fazem 

parte das etapas da carcinogênese colorretal. Evidências demonstram redução da 

morbimortalidade associada à detecção precoce de focos de criptas aberrantes (FCAs), lesões 

invasivas e precursoras de pólipos adenomatosos (PAs). Nenhuma outra malignidade apresenta 

tão acentuada abundância de lesões pré-neoplásicas e/ou pré-cancerosas como o CCR 

(TANAKA; ISHIKAWA, 2013a). O período de tempo necessário para o desenvolvimento do 

ADC a partir do AD é longo, mesmo com estimativas conservadoras indicando um intervalo de 

5 a 10 anos. O surgimento do AD e sua progressão para ADC é resultado do acúmulo de 

alterações genéticas e epigenéticas que, dentre outras causas, promovem o desequilíbrio entre a 

apoptose e a proliferação das células epiteliais da mucosa intestinal (DAVIES; MILLER; 

COLEMAN, 2005). 

As modalidades terapêuticas disponíveis para o tratamento do CCR incluem a ressecção 

cirúrgica da área do intestino afetada, seguida de quimioterapias e radioterapias, combinada 
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com anticorpos monoclonais ou proteínas contra o fator de crescimento do endotélio vascular 

(VEGF) e o receptor do fator de crescimento epidermal (EGRF) (BUTLER et al., 2016; CHAN 

et al., 2017; PINTER et al., 2016). Sem tratamento adicional, aproximadamente 50% dos 

pacientes submetidos à ressecção cirúrgica apresentam recidivas e progressão da doença 

metastática (MEDEIROS; OSHIMA; FORONES, 2010). Entretanto, o uso de terapias 

combinadas também não representa a cura total do câncer, sendo que a recorrência em 5 anos é 

de cerca de 40% dos pacientes (AUGESTAD et al., 2015). Embora aprimoradas ao longo do 

tempo, estas técnicas de controle e erradicação do tumor, que despontaram a partir da década 

de 70 e atualmente parecem ter atingido seus índices ótimos, ainda apresentam percentuais de 

sucesso insatisfatórios na garantia de sobrevida de cinco anos para o paciente. Tais percentuais 

estão em torno de 50% no caso de tumores detectados precocemente e de 35% para tumores 

avançados (SINHA; HONEY, 2012). Contudo, os sintomas clínicos podem não ser aparentes 

até o final do curso da doença e, por essa razão, o CCR é frequentemente diagnosticado em 

uma fase avançada (TANAKA, 2009).  

A história pessoal de adenoma (AD) e familiar de CCR e de condições hereditárias, 

como Polipose Adenomatosa Familiar (Familial Adenomatous Polyposis - FAP) e Câncer 

Colorretal Hereditário Não-Polipoide (Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancer - HNPCC) 

ou Síndrome de Lynch são fatores que predispõem ao aparecimento dessa neoplasia 

(ITZKOWITZ; YIO, 2004). Tradicionalmente, o CCR pode ser dividido em casos esporádicos, 

familiares e hereditários, sendo que aproximadamente 80% são esporádicos (ZAMPINO et al., 

2009). Dentre os fatores genéticos envolvidos na etiologia do CCR esporádico destaca-se, 

como evento inicial, uma mutação no gene supressor de tumor APC encontrada em 80% dos 

casos, sugerindo que a tumorigênese colorretal esporádica siga a sequência ―adenoma-

carcinoma‖, assim como na FAP (CHEAH, 2009). A progressão da mucosa normal para AD, e 

deste para ADC, também está associada ao acúmulo de mutações em genes como o TP53, 

KRAS e SMAD2/4, considerados de grande importância para esse tipo de progressão tumoral, 

apesar de não explicarem com êxito o surgimento de todos os CCRs (DAVIES; MILLER; 

COLEMAN, 2005), entre outras alterações genéticas. 

Duas vias de desenvolvimento do CCR esporádico foram identificadas de acordo com 

os eventos moleculares que lhe dão origem. Uma delas é denominada via ―canônica‖ 

(sequência de adenoma a carcinoma) ou ―supressora‖ por envolver a perda da expressão de 

genes supressores de tumor. Esta via é a mais comum e caracteriza-se por mutação ou por 

deleção de K-ras, APC, DCC, e p53, entre outros genes, como c-MYC e c-ERBB2 

(HAMILTON, 1993; KAPITANOVÍC et al., 1997; CALVERT; FRUCHT, 2002). A segunda 

via, menos frequente, é a ―mutante‖ e envolve a instabilidade de microssatélites. A sua 
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característica molecular principal é um grande acúmulo de mutações em sequências de 

microssatélites ao longo do genoma, causadas por alterações primárias nos genes do sistema de 

reparo de erros do DNA (MMR) (MORÁN et al., 2010). Estas duas vias têm distintas 

características clínicas e histopatológicas (LEA; JACKSON; DUNNICK, 2009), sendo que e os 

tumores originados pela via supressora têm melhor resolução clínica (COLUSSI et al., 2013). A 

frequência de alterações e alguma das associações clínicas para alguns desses genes são 

apresentados na Tabela 1. 

 

Tabela 1 - Oncogenes e Genes supressores de tumor 

frequentemente associados ao Câncer Colorretal 

Gene Frequência Associação 

APC 85% 
Associado a Polipose Familiar Hereditária e sua inativação é 

encontrada em grande parte dos cânceres colorretais esporádicos. 

TP53 35-55% 
Associado a transição de pólipo para câncer invasivo, 

enquadrando-se como última chave deste processo. 

KRAS 35-45% 
Pacientes com câncer colorretal estádio IV e mutação de KRAS 

não respondem a terapia com inibidores de EGFR. 

TGFBR2 25-30% 

Mutação presente em 90% dos tumores com instabilidade 

microssatélite e 15% dos cânceres colorretais com estabilidade 

microssatélite 

MLH1, 

MSH2, 

MSH6 

15-25% Associado a câncer colorretal hereditário sem polipose HNPCC. 

SMAD4 10-35% 

Mutação encontrada na polipose familiar juvenil com risco 

aumentado de câncer colorretal em mais de 60% dos casos após a 

terceira ou quarta décadas de vida. 

Fonte: Adaptado de PARREIRAS et al., 2013. 

 

Algumas características importantes do estilo de vida como o consumo excessivo de 

carne vermelha (HOGG, 2007), alimentos gordurosos (LIU et al., 2011a) ou álcool (etilismo) 

(FEDIRKO et al., 2011) contribuem para o aparecimento esporádico (não hereditário) da 

doença. Outros fatores de risco incluem a idade acima dos 50 anos, a obesidade, o sedentarismo 

(BEYDOUN; BEYDOUN, 2008) e o diabetes (LARSSON; ORSINI; WOLK, 2005). 

Intervenções sobre esses hábitos reduzem o risco a que os pacientes estão sujeitos, e nos casos 

de recorrência familiar o acompanhamento possibilita a detecção precoce (ANAND et al., 
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2008). Em comum, todos esses fatores tem a capacidade de modificar o estado inflamatório do 

intestino (ANAND et al., 2008). Por isso, o uso de aspirina tem sido proposto em ensaios 

clínicos na terapia preventica do CCR pela sua atividade de inibição da síntese da 

prostaglandina E2 (PGE2) (DREW; CAO; CHAN, 2016). As evidências da intrínseca 

associação entre inflamação e o estabelecimento de neoplasias (GRIVENNIKOV; GRETEN; 

KARIN, 2010) reforçam a necessidade do estudo do papel das células inflamatórias na 

carcinogênese colorretal, um tema que vem ganhando destaque nos últimos anos (DI CARO et 

al., 2013). 

 

1.2. Mastócitos no câncer colorretal 

Os mastócitos são células imunes residentes, ricas em grânulos citoplasmáticos 

metacromáticos contendo diversos moduladores inflamatórios como citocinas, proteases, 

histamina, seratonina e eicosanóides. Os mastócitos são derivados de células progenitoras 

pluripotentes da medula óssea, CD34+/CD117+ em humanos (KENNELLY et al., 2011). A 

partir daí, o desenvolvimento de mastócitos maduros nos tecidos é dependente da ativação de 

KIT (CD117) pela associação com o seu principal ligante, o fator de crescimento de células-

tronco (SCF) (HALOVA; DRABEROVA; DRABER, 2012). Entretanto, o estímulo somente 

com IL-3, independente de SCF, também promove a manutenção de mastócitos murinos in 

vitro, uma vez que ambos induzem a ativação do fator de transcrição STAT5, importante 

regulador da proliferação e sobrevivência dessas células (SHELBURNE et al., 2003).  

Mastócitos diferenciados no tecido são células residentes de longa vida, contudo 

dependentes do estímulo contínuo de SCF. A suspensão da atividade catalítica do KIT resulta 

na apoptose de mastócitos, que também é promovida pela privação de SCF, danos do DNA e 

outros estímulos intrínsecos que resultam na ativação de caspases (WOIDACKI et al., 2013). 

Assim, o silenciamento do gene codificante de KIT resulta na deficiência de mastócitos e 

constitui um modelo de estudo importante no entendimento da atividade dessas células em 

diversas condições fisiopatológicas. No cólon normal, os mastócitos são localizados no 

mesênquima adjacente ao epitélio intestinal e sua função é diretamente associada à organização 

da membrana basal (CHICHLOWSKI et al., 2010), uma vez que os animais deficientes de 

mastócitos (Kit
-/-

) apresentam alterações da arquitetura intestinal (GROSCHWITZ et al., 2009). 

Os mastócitos expressam uma grande diversidade de receptores de superfície capazes de 

regular sua proliferação migração e ativação. A ativação dos mastócitos desencadeia uma série 

de eventos bioquímicos que culmina em uma cascata de sinalização intracelular, que resulta na 

liberação do conteúdo dos grânulos citoplasmáticos no espaço extracelular por exocitose, 

processo denominado desgranulação. O reconhecimento de antígenos específicos via IgE ligada 
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a receptores de superfície nos mastócitos é o principal estímulo conhecido para a ativação dos 

mastócitos. Contudo, a presença de receptores semelhantes ao Toll (TLRs) e NOD (NLRs) é 

amplamente aceita nessas células, fornecendo a capacidade de responder também à padrões 

moleculares associados aos patógenos (PAMPs) e dano celular (DAMPs) (DIETRICH et al., 

2010). 

A ativação dos mastócitos resulta na rápida produção de mediadores inflamatórios 

derivados de lipídeos da cascata do ácido aracdônico, eicosanóides, prostaglandinas e 

leucotrienos, a partir de fosfolipídios de membrana e esfingolipídios. Nesse momento, também 

ocorre a liberação de mediadores pré-formados armazenados nos grânulos dos mastócitos como 

aminas bioativas, principalmente a histamina, proteoglicanos e proteases, sobretudo triptases e 

quimases (MOON; DEAN BEFUS; KULKA, 2014). Após esses eventos iniciais, ocorre 

aumento da expressão gênica de citocinas, como o fator de necrose tumoral (TNF-α), 

interleucinas 1, 4 e 6 (IL-1, IL-4 e IL-6), além de quimiocinas e fatores de crescimento como o 

fator de crescimento dos fibroblastos 2 (FGF-2) e o fator de crescimento do endotéliol vascular 

(VEGF). Esses mediadores influenciam profundamente os tecidos ao redor, sendo relacionados 

recentemente à indução de respostas imunes, hiperplasia celular, angiogênese e, também, 

tumorigênese (AZOUZ et al., 2015). 

Os mastócitos têm sido implicados no desenvolvimento dos efeitos deletérios induzidos 

no intestino por carcinógenos, como a radiação gama (BLIRANDO et al., 2011), 1,2-dimetil-

hidrazina (DMH) (WEDEMEYER; GALLI, 2005a) e o sulfato sódico de dextrana somado ao 

ácido 2,4,6-trinitrobenzenosulfônico (DSS/TNBS) (HAMILTON et al., 2011). Essas células 

também são encontradas em todos os estágios do desenvolvimento tumoral, sendo consideradas 

uma das principais populações celulares do estroma neoplásico (VARRICCHI et al., 2017). No 

entanto, no microambiente tumoral estabelecido, a descrição dos mediadores produzidos pelos 

mastócitos e, consequentemente, a atuação dessas células em relação às tumorais é altamente 

heterogênea (HEIJMANS et al., 2012). Alguns desses mediadores, como TNF-α, IL-1, IL-4 e 

IL-6 e o condroitin sulfato, são associados à inibição do desenvolvimento tumoral, além de 

induzir a apoptose das células tumorais e quimiotaxia dos leucócitos, favorecendo o controle da 

progressão tumoral (CONTI et al., 2007). No entanto, a secreção de histamina, VEGF, FGF-2, 

triptase, quimase, IL-8 e IL10 sugere que os mastócitos podem favorecer o desenvolvimento 

tumoral, estimulando a vasodilatação, angiogênese, proliferação, morfogênese e degradação da 

matriz extracelular, promovendo um ambiente propício para o processo neoplásico e 

metastático (MALTBY; KHAZAIE; MCNAGNY, 2009; WASIUK et al., 2009). 

A diversidade funcional dos mastócitos pode ser, ao menos em parte, devida a limitação 

das análises que avaliam os mastócitos como uma população celular homogênea. No entanto, 
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diferenças moleculares e morfológicas condicionam a existência de subpopulações de 

mastócitos, derivadas de um progenitor comum circulante (MAANINKA; LAPPALAINEN; 

KOVANEN, 2013). A diversidade fenotípica entre mastócitos do tecido conjuntivo (CTMCs) e 

de mucosa (MMCs) foi descrita pela primeira vez em ratos por Enerback em 1986, em função 

das diferentes propriedades histológicas no jejuno. Décadas mais tarde, foi demonstrado que os 

CTMCs, provenientes do intestino delgado, peritôneo e pele dos camundongos, são capazes de 

expressar a quimase mMCP-4, a elastase mMCP-5, e duas triptases tetraméricas, mMCP-6 e -7, 

enquanto os MMCs do intestino delgado expressam apenas dois tipos de quimases mMCP-1 e -

2. Desse modo, os mastócitos murinos exibem variação anatômica na expressão de proteases, 

sendo que a expressão quimase no intestino é verificada mesmo em condições controle. 

A expressão variável das enzimas triptase, quimase e catepsina G também tem levado 

ao reconhecimento de diferentes subpopulações de mastócitos humanos (XING et al., 2011). 

Mastócitos que expressam triptase e quimase (MCTC) são abundantes no tecido conjuntivo da 

pele (derme) e na submucosa do trato gastrointestinal, enquanto aqueles que expressam triptase, 

mas pouca ou nenhuma quimase (MCT) são localizados, geralmente, na mucosa dos tratos 

respiratório e gastrointestinal. Uma terceira e menor população de mastócitos, que expressa 

somente quimase e catepsina G (MCC), também foi identificada na mucosa e submucosa 

intestinal (WEIDNER; AUSTEN, 1993). No entanto, alguns estudos, têm mostrado que tais 

classificações não são rígidas, podendo ser modificadas dentro do microambiente tumoral 

(GURISH et al., 1995; MALTBY; KHAZAIE; MCNAGNY, 2009). 

 

1.3. Diferenciação dos mastócitos e implicações no desenvolvimento tumoral 

A capacidade dos mastócitos para se transdiferenciarem entre as subpopulações, 

modificando sua síntese de mediadores em resposta às citocinas, hormônios e espécies reativas 

de oxigênio, foi demonstrada inicialmente in vitro (KITAMURA, 1986). Essa condição, 

adquirida em cultura, não é mantida quando as células são transferidas novamente para os 

tecidos de origem. Em humanos, poucos dados da literatura descrevem a possibilidade de 

transdiferenciação de mastócitos. No entanto, a alteração do perfil de mastócito, observado no 

mesmo tecido em condições normais e patológicas, tem sido relatada (MOON et al., 2010; 

WALLS et al., 1990). Embora o recrutamento de mastócitos maduros, de tecidos adjacentes, 

seja plausível para explicar este fenômeno, os achados sobre plasticidade de diferentes células, 

como linfócitos e macrófagos, ressaltam que a expressão de marcadores e mediadores não é 

estável nas células do sistema imune, estando diretamente associada às condições do 

microambiente em que essas células estão inseridas (XING et al., 2011), conforme ilustrado na 

figura 1. 
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Ainda que sutis, as diferenças entre os subtipos de mastócitos podem ocasionar 

alterações notáveis no quadro clínico de doenças respiratórias (KOSANOVIC et al., 2013), 

cutâneas (BABINA et al., 2006) e intestinais (BEIL et al., 2002). Em todos os casos é 

importante destacar que, em vista do seu potencial pleitrópico, qualquer efeito desempenhado 

por essas proteases em benefício ou detrimento do hospedeiro é necessariamente contexto-

específico (CAUGHEY, 2007). A expressão de quimases e tripstases dos mastócitos está 

correlacionada com a maturação dessas células nos tecidos e ao processo de angiogênese 

durante a progressão de tumor quimicamente induzido em camundongos BALB/c (ANTONIO 

et al., 2012). Dessa forma, a caracterização dos subtipos de mastócitos, infiltrados no processo 

neoplásico, pode ser útil na descrição da ação anti ou pró-tumoral dessas células. 

 

Figura 1. Desenvolvimento e heterogeneidade dos mastócitos. As células progenitoras de mastócitos (MCP) 

podem se desenvolver a partir de células tronco-hematopoiéticas (HSC) mas, também, de células progenitoras de 

granulócitos/macrófagos (GMP), diferenciadas de um progenitor mielóide comum (CMP). No baço de 

camundongos C57BL/6 é descrita, ainda, a diferenciação de MCPs de células progenitoras comuns de mastócitos e 

basófilos (BMCP), que também originam células progenitoras de basófilos (BAP). A maturação dos mastócitos 

(MC) é influenciada por fatores do microambiente e resulta no desenvolvimento de diferentes fenótipos. Variações 

no microambiente em condições fisiológicas (como mudanças hormonais no ciclo menstrual) e patológicas podem 

causar alterações no fenótipo dos mastócitos. Além disso, fatores genéticos como polimorfismos e a regulação 

epigenética da expressão gênica pode afetar a heterogeneidade dos mastócitos. Adaptado de Moon, 2010. 
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O aumento do número de mastócitos quimase-positivos está relacionado, por exemplo, 

ao mal prognóstico no câncer pulmonar (NAGATA et al., 2003). No trato intestinal normal, a 

expressão de quimase não é observada (ALDENBORG; ENERBÄCK, 1994). Contudo, o 

número de mastócitos quimase-positivos é aumentado na doença inflamatória intestinal 

(ANDOH et al., 2006) e ocorre predomínio destas células nos pacientes com CCR (TAN et al., 

2005). Entre seus efeitos conhecidos, a quimase interfere na resistência transepitelial e na 

permeabilidade paracelular in vitro, podendo estar relacionada ao desenvolvimento da irritação 

intestinal (GROSCHWITZ; HOGAN, 2009). Paralelamente, a quimase pode estar intimamente 

relacionada com a formação de novos vasos e progressão do câncer gástrico (KONDO et al., 

2006). Ainda, a capacidade da quimase e catepsina G de converterem a angiotensina I em 

angiotensina II estimulando a angiogênese (SUEKANE et al., 2010) possivelmente contribui 

para a progressão do tumor. Na maioria dos tumores humanos, a alta densidade de mastócitos 

está associada com intensa vascularização e diminuição da sobrevida do paciente (MALTBY; 

KHAZAIE; MCNAGNY, 2009). 

Modelos experimentais murinos mostram que a protease 4 de mastócitos murinos, 

similar a quimase humana, é capaz de degradar o TNF em suas formas solúvel e  

transmembrânica (PILIPONSKY et al., 2012), propiciando a evasão tumoral, além de atuar na 

ativação de MMP-9 e patogênese de cólon induzida por DSS (ISHIDA et al., 2008). É 

importante ressaltar que o surgimento desses subtipos é estritamente relacionado aos 

mediadores presentes no microambiente (GALLI; TSAI, 2008). 

 

1.4. Proteína anexina 1 e seu papel no microambiente tumoral 

A Anexina A1 (AnxA1), originalmente descrita como uma proteína induzida por 

glicocorticóide com ações inibitórias da fosfolipase A2  (FLOWER; BLACKWELL, 1979; 

GOULDING et al., 1990), é uma proteína anti-inflamatória de 37 kDa, formada por 346 

aminoácidos. Ela é o primeiro membro de uma família de 13 anexinas descritas em mamíferos 

(RAYNAL; POLLARD, 1994). As anexinas são agrupadas em função das suas características 

estruturais, incluindo a presença de um núcleo, que é constituído por quatro repetições de 60 a 

70 aminoácidos cada, com alta afinidade ao cálcio (GERKE; CREUTZ; MOSS, 2005), ligado a 

uma sequência N-terminal, que confere especificidade de ação para cada membro da 

superfamília anexina (GERKE; MOSS, 2002). Uma representação esquemática da estrutura 

primária e o arranjo tridimensional da ANXA1 são mostrados na figura 2. 
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Figura 2. A proteína anti-inflamatória Anexina A1. (A) Representação esquemática da estrutura primária, com 

destaque do sítio ativo anti-inflamatório (peptídeo ANXA2-26). (B) Ilustração do arranjo tridimensional desta 

proteína. Retirado de Rescher & Gerke, 2004. 

 

A AnxA1 é amplamente distribuída no organismo, sendo encontrada nos leucócitos, 

células do estroma e fluidos biológicos (PERRETTI; D’ACQUISTO, 2009). Várias células 

expressam a AnxA1 e há diferenças na localização intracelular da proteína em mastócitos 

(OLIANI et al., 2000; SILISTINO-SOUZA et al., 2007), neutrófilos (OLIANI et al., 2001) e 

eosinófilos (OLIANI; DAMAZO; PERRETTI, 2002). A diferenciação celular e, em alguns 

casos a ativação, é um grande estímulo para a síntese de AnxA1, embora os processos 

moleculares não estejam totalmente esclarecidos. Exemplos dessa regulação têm sido relatados 

nos fibroblastos estimulados pelo TNF-α (TAGOE et al., 2008) e nas células epiteliais 

(CROXTALL; FLOWER, 1992). 

Os glicocorticoides regulam a síntese e função da ANXA1 (PARENTE; SOLITO, 2004; 

RHEN; CIDLOWSKI, 2005), possivelmente por meio de uma combinação de processos não-

genômicos e genômicos, dependendo do tipo celular (PERRETTI; D’ACQUISTO, 2009). 

Dexametasona e outros esteroides aumentam a localização da ANXA1 na superfície das células 

(SOLITO et al., 2006). Este processo não exige síntese proteica de novo e está associado com 

mudanças rápidas na localização celular da proteína (processo não genômico). O aumento 

tardio de expressão da ANXA1 na superfície celular é consequente da ativação do gene 

(processo genômico) (PERRETTI; DALLI, 2009). 

A ANXA1, localizada na região cromossômica 9q12-9q21.2 (HUEBNER et al., 1988), 

está envolvida em algumas das ações benéficas dos glicocorticoides, incluindo a inibição da 

proliferação celular e diapedese leucocitária (PERRETTI; D’ACQUISTO, 2009), a regulação 

da diferenciação celular (FLOWER; ROTHWELL, 1994) e o tráfico de membranas 

(DIAKONOVA et al., 1997). Além disso, essa proteína tem sido associada com a progressão 

em alguns tumores invasivos, sugerindo um papel na regulação da proliferação, migração e 

invasão das células epiteliais (BAI et al., 2004; CICEK et al., 2004; LIN et al., 2008). No 
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entanto, os mecanismos moleculares pelos quais a ANXA1 modula essas respostas celulares 

não são completamente entendidos (KHAU et al., 2011). Uma interessante função da ANXA1, 

na proliferação celular, é o seu papel como um substrato do domínio tirosina quinase, 

pertencente ao receptor do fator de crescimento epitelial (EGFR) (DE et al., 1986; RADKE et 

al., 2004), que inibe a proliferação epitelial (CROXTALL et al., 1996). Algumas das ações 

biológicas da AnxA1 são apresentadas na figura 3. 

Várias investigações indicam que a ação reguladora da AnxA1 sobre a migração 

transendotelial leucocitária, pode ser mediada pelo FPR (PERRETTI et al., 2001; GAVINS et 

al., 2003; ERNST et al., 2004; DUFTON et al., 2010). A família FPR apresenta divergência 

evolutiva significante em espécies de mamíferos, com notável expansão diferencial de genes 

em murinos (GAO et al., 1998). 

Em camundongos, a família de genes Fpr é complexa e está localizada no cromossomo 

17, compreendendo sete membros. Enquanto, em humanos, apenas três tipos de receptores 

foram encontrados e incluem, FPR1, FPR2/ALX (também conhecido como FPRL-1) e FPR3 

(antigamente designado com FPRL-2) (YE et al., 2009). Ambos FPR2/ALX e FPR3 estão 

colocalizados com o FPR1 na região cromossômica 19q13.3 (BAO et al., 1992). Os receptores 

fpr1 e fpr2 de roedores (anteriormente designados Fpr-rs1 e Fprs-rs2) correspondem, 

respectivamente, ao FPR1 e FPR2/ALX em humanos, com os quais compartilham homologias 

de 77 e 76% (DUFTON; PERRETTI, 2010; GAO et al., 1998; YE et al., 2009). 

Embora os FPRs sejam classicamente conhecidos por agirem como receptores 

quimiotáticos, regulando a migração leucocitária, eles são expressos em populações celulares 

diversas e ativados por uma variedade de ligantes endógenos e exógenos que provocam 

respostas biológicas diferentes, tais como lipoxina A4 (LXA4), amiloide sérica A (SAA) e 

AnxA1  (LE et al., 2001); (DUFTON; PERRETTI, 2010). A AnxA1 ativa somente o receptor 

FPR2/ALX (HAYHOE et al., 2006), já o peptídeo Ac2-26, in vitro, ativa todos os três 

receptores da família FPR (RESCHER et al., 2002; ERNST et al., 2004). No entanto, tais 

respostas são bloqueadas por antagonistas não seletivos dos receptores FPRs, os antagonistas 

Boc1 e Boc2 (STENFELDT et al., 2007), por meio da inibição do fluxo de cálcio induzido pela 

AnxA1 em PMNs (LA et al., 2001a).  

A função do receptor FPR nas ações antimigratórias da AnxA1 e dos seus peptídeos 

derivados também foi demonstrada com o uso de camundongos deficientes para o FPR na 

peritonite (PERRETTI et al., 2001), na microcirculação mesentérica após isquemia-reperfusão 

e no edema de pata induzido por carragenina (DUFTON; PERRETTI, 2010). Investigações 

realizadas em nosso laboratório mostraram, pela primeira vez na literatura, a colocalização 

ultraestrutural da AnxA1 com o receptor Fpr-rs2 (fpr2) em neutrófilos de camundongos 
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induzidos à peritonite aguda, indicando que a ação anti-inflamatória da AnxA1 pode ser 

mediada pelo receptor fpr2 (GASTARDELO et al., 2009). 

A expressão do receptor FPR2 pode estar intimamente relacionada com a expressão da 

AnxA1. O estudo realizado por Sawmynaden e Perretti (2006) mostrou que o tratamento com 

dexametasona aumenta a expressão proteica da AnxA1 e do FPR2/ALX em monócitos. A 

hipótese proposta por Perretti e D'Acquisto (2009) é que os GCs, inicialmente, promovem 

rápida mobilização da AnxA1 na superfície celular onde o receptor está localizado, por 

mecanismos não-genômicos. Em seguida, levam ao aumento da expressão dos genes AnxA1 e 

FPR2 por mecanismos genômicos.  

Os mecanismos moleculares responsáveis pela mobilização da AnxA1 para a membrana 

plasmática são dependentes do tipo celular. A proteína pode ser externalizada pela exocitose 

dos grânulos de gelatinase dos neutrófilos ou após ativação do sistema transportador cassete 

ligante do ATP (ABC-transporter) nos macrófagos (PERRETTI; DALLI, 2009).  

O acesso da AnxA1 endógena aos receptores de membrana pode, ainda, depender de 

processos de fosforilação que possibilitam a translocação da proteína do citoplasma para a 

superficie celular (SOLITO et al., 2003; SOLITO et al., 2006; SOLITO et al., 2008). 

Mecanismos não genômicos, mas que requerem as vias proteina quinase C (PKC), 

fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) e proteina quinase ativadora de mitógeno (MAPK) foram 

observados em células pituitárias folículoestelares humanas, nas quais, os GCs e o LPS 

induziram a fosforilação da AnxA1 em serina e translocação da proteína recém-fosforilada para 

a superfície celular (SOLITO et al., 2003, 2006). Curiosamente, a dexametasona não teve 

nenhum efeito sobre a fosforilação da AnxA1 em tirosina (SOLITO et al., 2003)(SOLITO et 

al., 2003). 

Poucos pesquisadores têm estudado a possível expressão do receptor FPR e sua 

interação com ANXA1 nos tumores. Em uma recente investigação, foi mostrado que a ANXA1 

e seu peptídeo N-terminal ANXA12-26 podem promover a invasão das células SKCO-15 

(linhagem celular derivada de adenocarcinoma coloretal) por meio da ativação do receptor 

FPR2 em uma maneira autócrina/parácrina (BABBIN et al., 2006). A associação entre a 

expressão da AnxA1 em biópsias de tumores de laringe, bem como experimentos in vitro com a 

linhagem tumoral Hep-2 sugere o envolvimento desses mediadores no crescimento tumoral e 

mestástase (GASTARDELO et al., 2014). 

A expressão alterada da ANXA1 tem sido associada com a transformação celular, 

progressão tumoral e metástase (LIU et al., 2011b). Estudos têm demonstrado que o padrão da 

expressão da ANXA1 no câncer humano não é bem definido. O aumento da expressão dessa 

proteína foi previamente observado no glioblastoma (LOGING et al., 2000), adenocarcinoma 
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mamário (AHN et al., 1997), carcinoma hepatocelular (MASAKI et al., 1996), câncer de 

pâncreas (BAI et al., 2004) e adenocarcinoma de pulmão (LIU et al., 2011b). Enquanto, outras 

investigações relataram redução ou perda da expressão da ANXA1 no câncer de cabeça e 

pescoço (GARCIA PEDRERO et al., 2004; PAWELETZ et al., 2000), esôfago (PAWELETZ 

et al., 2000), próstata (PAWELETZ et al., 2000; XIN et al., 2003), linfoma não-Hodgkin 

(VISHWANATHA; SALAZAR; GOPALAKRISHNAN, 2004) e adenocarcinoma sinonasal 

(RODRIGO et al., 2011) e no carcinoma invasivo de mama (SHEN et al., 2006), embora a 

expressão aumentada seja verificada no tecido hiperplásico. A maioria dos dados correlaciona 

as alterações na expressão de AnxA1 com pior prognóstico (BOUDHRAA et al., 2016). Em 

tumores gastrointestinais, a expressão de AnxA1 regula a invasividade das célualas tumorais, 

resultando na metástase para a cavidade peritonial e baixa sobrevida (KANDA; KODERA, 

2016). 

Várias investigações têm caracterizado a região N-terminal como promotora da ação 

anti-inflamatória da AnxA1, de modo que os resultados experimentais com o peptídeo sintético 

AnxA12-26, contendo o mesmo sequenciamento de aminoácidos, confirmam a presença desse 

sítio ativo anti-inflamatório (GAVINS et al., 2003; PERRETTI, 1998). Em nosso grupo de 

pesquisa, demonstramos que o tratamento com o peptídeo AnxA12-26, na linhagem celular de 

câncer de laringe (Hep-2), resultou no aumento da expressão da AnxA1 e na inibição do 

crescimento tumoral, sugerindo um papel regulatório dessa proteína no desenvolvimento 

tumoral (GASTARDELO et al., 2014). A AnxA1 também interfere na ocorrência de metástases 

em alguns tumores, regulando o processo de migração/invasão celular (ALLDRIDGE; 

BRYANT, 2003; WANG et al., 2004). Similarmente, a falta de AnxA1 no tumor, torna as 

células tumorais resistentes a apoptose após indução por agentes quimioterápicos (LIM; 

PERVAIZ, 2007), sugerindo essa proteína como um biomarcador negativo no desenvolvimento 

e na progressão do câncer. 

No trato gastrointestinal, a AnxA1 foi revelada como um fator diferencial entre 

portadores de DC e RU. Enquanto pacientes com DC apresentam regulação negativa da AnxA1 

nas células epiteliais e imunes transmigradas para o tecido (SENA et al., 2013), portadores de 

RU têm alta expressão dessa proteína nos mesmos tipos celulares (VONG et al., 2012). Essa 

diferença demonstra que, independentemente dos mecanismos específicos de cada DII, a 

AnxA1 é um importante mediador no contexto da inflamação intestinal. Ainda, outros estudos 

têm demonstrado o papel da AnxA1 na prevenção de lesão da mucosa intestinal em modelo 

murino (MARTIN et al., 2008) e, também, na cicatrização de úlceras induzidas por 

indometacina no estômago ou em lesões consequentes de DII (BABBIN et al., 2006, BABBIN 

et al., 2008; LEONI et al., 2013).  
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Figura 3. Algumas das ações biológicas da ANXA1. A) Inibição da fosfolipase A2 e ciclo-oxigenase-2. B) 

Inibição da diapedese leucocitária mediada pelo receptor FPR. C) Expressão aumentada da ANXA1 após 

tratamento com glicocorticoide. D) Estimulação de fagocitose de células apoptóticas. E) Inibição da proliferação 

por meio da fosforilação pela tirosina quinase EGFR. F) Indução da apoptose pela superexpressão e translocação 

para o núcleo. Retirado de Lim e Pervaiz, 2007. 

 

No sistema imune, a AnxA1 tem um papel contraditório, exibindo ações inibitórias sobre 

a ativação e transmigração de neutrófilos e monócitos e conduzindo à resolução da inflamação 

aguda (PERRETTI et al., 1996; OLIANI et al., 2001; CHATTERJEE et al., 2005; GIL et al., 

2006) e, por outro lado, podendo levar à proliferação e diferenciação de células T à resposta 

Th1 (Figura 3) (D’ACQUISTO et al., 2007). 

Um estudo realizado pelo nosso grupo demonstrou que a indução de peritonite com 

carragenina, promove a reorganização dos grânulos citoplasmáticos e a síntese de novo da 

AnxA1, que desempenha um papel importante na regulação do infiltrado inflamatório e 

citocinas produzidas no intestino (OLIANI et al., 2000, 2008). Deste modo, a AnxA1 é descrita 

como capaz de inibir a desgranulação de mastócitos (BANDEIRA-MELO et al., 2005), atuando 

na atividade de estabilizadores farmacológicos via FPR (YAZID et al., 2013; SINNIAH et al., 

2016). Além disso, foi demonstrado recentemente que a ativação da via FPR2/ALX nos 

mastócitos, reduz a migração de neutrófilos na resposta imune intata (HUGHES et al., 2017). 

No entanto, pouco é conhecido sobre a atividade da AnxA1 sobre a regulação da síntese de 

mediadores pelos mastócitos, sobretudo no microambiente tumoral. 
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Com essas considerações, um melhor entendimento dos mecanismos moleculares 

responsáveis pelos efeitos do tumor na expressão de mediadores pelos mastócitos e, 

consequentemente, o efeito sobre o processo oncogênico é de grande importância para o 

delineamento de novas estratégias terapêuticas anti-câncer. Além disso, essa investigação 

contribui para o melhor entendimento do papel dos subtipos de mastócitos e da proteína AnxA1 

no adenocarcinoma colorretal, pois poucos estudos têm investigado essas ações e, 

possivelmente, poderão resultar em dados efetivos para prevenção, diagnóstico e/ou tratamento 

desse tipo de câncer. 



 

 

 

 

 

 

2. OBJETIVOS 
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2.1. Objetivo geral  

No presente projeto avaliamos a influência da AnxA1 sobre a atividade e o fenótipo dos 

mastócitos nos estágios iniciais da carcinogênese e no microambiente tumoral colônico 

estabelecido, assim como a produção dos mediadores farmacológicos e seu envolvimento na 

neoplasia colorretal induzida quimicamente. 

 

2.2. Objetivos específicos 

Camundongos BALB/c selvagens e deficientes de AnxA1 foram utilizados para avaliar o 

efeito agudo de instilações intrarretais com MNNG sobre: 

 

i. a expressão endógena da AnxA1 nos animais selvagens; 

ii. as alterações estruturais induzidas pelo carcinógeno no epitélio colônico; 

iii. o número e o estado de ativação dos mastócitos; 

iv. a presença de subpopulações de mastócitos no microambiente tumoral, pela detecção de 

triptase e quimase; 

v. a produção de IL-1β, IL-4, IL-6, IL-12, TNFα, IFN-γ no tecido colônico. 

 

Camundongos C57/BL6 selvagens e deficientes de mastócitos, foram avaliados após o 

desenvolvimento crônico de tumores colorretais: 

 

i. a interferência dos mastócitos no número de lesões tumorais formadas, na condição clínica 

dos animais e na arquitetura das criptas colônicas; 

ii. o número e estado de ativação dos mastócitos; 

iii. a presença de subpopulações de mastócitos no microambiente tumoral, pela detecção de 

triptase e quimase; 

iv. a expressão de AnxA1 e a produção das citocinas (IL-1β, IL-4, IL-6, IL-12, TNFα, IFN-γ) 

no tecido colônico; 

v. o número de células proliferativas e apoptóticas no cólon pela expressão dos marcadores 

PCNA e Caspase-3. 



 

 

 

 

 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 
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3.1. Animais 

Camundongos BALC/c (AnxA1
+/+

) selvagens e deficientes para a proteína (AnxA1
-/-

) 

foram gentilmente cedidos pela Profa. Dra. Sandra Helena Poliselli Farsky (FCF-USP, São 

Paulo – SP). Camundongos selvagens C57/BL6 (Kit
+/+

) e geneticamente deficientes de 

mastócitos WBB6F1-Kit
W/W-v 

(Kit
-/-

) foram adquiridos junto ao Biotério de Animais Especiais 

da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto (FMRP USP), por intermédio da Profa. Dra. 

Gabriela Silva Bisson (EERP-USP, Ribeirão Preto – SP). Os experimentos foram realizados no 

Laboratório de Imunomorfologia do Instituto de Biociências, Letras e Ciências Exatas da 

UNESP de São José do Rio Preto (IBILCE – UNESP) após indução tumoral realizada no 

Laboratório de Genômica e Imunobiologia da Escola de Enfermagem de Ribeirão Preto (EERP 

– USP Ribeirão Preto). Animais machos, com idade entre 5 e 7 semanas, pesando 

aproximadamente 25g foram utilizados. Estes foram mantidos em gaiolas com grupos de 5 

animais, ciclo de claro-escuro de 12h e água e comida ad libitum. Os procedimentos adotados 

foram aprovados pelos Comitês de Ética em Pesquisa Animal do IBILCE/UNESP (73/2014), 

EERP/USP (13.1.124.20.2) e FCF/USP (01200.003570/2015-17) (ANEXOS 1, 2 e 3 

respectivamente). 

 

3.2. Administração do carcinógeno MNNG 

 Os camundongos receberam instilações intrarretais a 3 cm da margem anal de 0,1 mL 

do composto carcinogênico Metil-N´-Nitro-N-Nitroso-Guanidina (MNNG) (Sigma-Aldrich, 

Milwaukee, WO, USA) (20 mg/kg peso corporal). Os animais do grupo controle receberam 0,1 

mL de PBS 1 mM (pH 7,0) pela mesma via (CHE et al., 2010). Em virtude do alto potencial 

carcinogênico do composto, sua manipulação em forma sólida foi realizada por um técnico 

especializado no Departamento de Patologia, Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto 

(FMRP/USP). Após, no IBILCE, os animais receberam instilações intrarretais de 0,1 ml da 

solução de MNNG (5 mg/ml), a 3 cm da margem anal, utilizando uma sonda metálica de 5 cm. 

Para evitar exposição desnecessária, os pesquisadores envolvidos foram paramentados com 

jaleco, máscara e luvas de nitrila. 

 

3.3. Transplante de células da medula óssea para os camundongos Kit
-/-

 

Para a reconstituição de mastócitos, camundongos Kit
-/-

 (n=5/grupos) receberam 

injeções i.v. de 2x10
7
 células isoladas a partir da medula de camundongos normais C57/BL6 

(Kit
+/+

) (GRIMBALDESTON et al., 2005). Resumidamente, células da medula óssea foram 

retiradas do fêmur de camundongos Kit
+/+

 com meio Dulbecco (DMEM) (Sigma Chemical Co., 
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St. Louis, MO, USA) e cultivadas com o mesmo meio suplementado com 10 ng/ml de IL-3 

(PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA) até que mais de 95% das células fossem identificadas como 

mastócitos derivados de cultivo celular (BMCMCs). Esse fenótipo celular foi identificado pela 

coloração com May Grunwald-Giemsa (Bio-OpticaSpA, Milan, Italy) e expressão positiva de 

FcεRI (anti-mouse conjugado com PE, 1:200, clone MAR-1, Biolegend San Diego, California, 

USA) e c-Kit (Anti-mouse CD117 conjugado com FITC, 1:200, 2B8, Biolegend, San Diego, 

California, USA) por citometria de fluxo no FACSCanto I® (Becton Dickinson, San Jose, CA). 

Células viáveis foram contadas com azul de tripan 0,4% (Thermo Fisher Scientific Inc, 

Waltham, MA,USA) e 2x10
7
 células diluídas em 200 mL de DMEM foram injetadas pela veia 

caudal em camundongos Kit
-/-

 com 4 semanas de idade. Animais controle receberam somente 

200 mL de DMEM. 

 

3.4. Grupos experimentais 

A resposta inicial dos mastócitos, ao estímulo do MNNG, foi avaliada em camundongos 

Balb/C AnxA1
+/+

 e AnxA1
-/-

 (n=5/grupos). Esses animais receberam o carcinógeno e foram 

submetidos à eutanásia para análises específicas após 8, 24 e 48 horas. O esquema a seguir 

ilustra a descrição dos grupos de estudo: 

 

 
 

O envolvimento dos mastócitos no desenvolvimento de tumores colorretais foi 

observado nos camundongos C57BL/6 Kit
+/+

, Kit
-/-

 e Kit
-/-

+MC (n=5/grupos). Estes receberam 

instilações intrarretais de 0,1 mL de solução de MNNG (5mg/mL), 2 vezes por semana, durante 

2 semanas, totalizando 4 instilações, a 3 cm da margem anal, utilizando uma sonda metálica de 
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5 cm. Os animais controle receberam instilações intrarretais de PBS. Após 24 semanas do 

término das instilações, os animais foram submetidos à eutanásia para realização das análises. 

 

 

 

3.5. Análises histopatológicas  

Fragmentos colônicos foram abertos longitudinalmente, o mais próximo possível da 

borda mesentérica, em toda sua extensão. Após macrodissecção, o cólon distal foi fixado em 

formol tamponado a 10%, por 24horas, lavado em água corrente, desidratado em etanol e 

incluído em parafina. Cortes de 4 µm foram obtidos e os fragmentos corados com 

Hematoxilina-Eosina para avaliação histopatológica e Azul de Toluidina a 0,5 % para análise 

dos mastócitos. Cortes longitudinais seriados dos segmentos colônicos foram utilizados para 

identificação e quantificação dos mastócitos, com base em suas características morfológicas 

(íntactos e desgranulados). A análise foi realizada no microscópio ZEISS, AXIOSKOP 2, do 

Laboratório de Imunomorfologia, IBILCE-UNESP, São José do Rio Preto, SP. As áreas de 

cada tecido foram obtidas com o auxílio do software analisador de imagem Axiovision 

(ZEISS). Os dados foram expressos como média ± desvio padrão (D.P.) do número de 

mastócitos por mm
2
. 

 

3.6. Análises imuno-histoquímicas 

Outros segmentos colônicos, também incluídos em parafina, cortados serialmente, 

mantendo a orientação transversal original para fornecer secções circulares, foram usados para 

as reações de imuno-histoquimica. As secções foram processadas conforme descrito por Femia 

e colaboradores (2008). Para a análise da expressão de AnxA1, PCNA (proliferação celular), 
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caspase-3 (apoptose), triptase e quimase o método biotina estreptoavidina foi realizado, 

utilizando anticorpos primários como descrito previamente. Para os controles negativos, o 

anticorpo primário foi excluído. A coloração imuno-histoquímica foi realizada utilizando o 

método de detecção avidina-biotina do Kit de Detecção Universal Novostain (Novocastra 

Laboratories, Newcastle, UK) com algumas modificações, seguido de reação com 3-3 

tetrahidrocloreto diaminobenzidina (DAB) (Sigma-Aldrich Inc.). Os fragmentos foram 

contracorados com hematoxilina. A reação positiva foi mostrada como um precipitado marrom 

claro-marrom-escuro no núcleo, membrana, citoplasma e/ou perinúcleo para células. As 

análises densitométricas da AnxA1 foram realizadas com auxílio do software Axiovision. Para 

isso, foram mensurados 15 pontos de 3 lâminas diferentes do cólon de cada animal para 

obtenção de uma média relacionada com a intensidade da imunomarcação. Os valores foram 

obtidos como unidades arbitrárias O índice de marcação de PCNA (iPCNA) e caspase-3 

(iCaspase-3) foi expresso como razão de células corados por núcleos totais contados em 100 

criptas. Para triptase e quimase, as células positivas foram quantificadas e os resultados 

expressos como número de células positivas por área observada no cólon. 

 

3.7. Ensaios Multiplex para análise de citocinas e outros mediadores farmacológicos 

A fim de quantificar as citocinas produzidas no cólon dos animais utilizamos o kit 

Millipore MILLIPLEX MAP MCYTOMAG 70K no instrumento LUMINEX xMAP MAGPIX 

(Millipore Corporation, Billerica, MA, USA) para a detecção multiplex quantitativa de 

múltiplos analitos, por meio de esferas magnéticas. As amostras foram homogeneizadas em 

solução salina tamponada (10% peso/volume) na presença de inibidores de proteases (Pierce) e 

centrifugadas a 4°C, por 15 min, a 12000g. O sobrenadante foi retirado, centrifugado, 

aliquotado e mantido a -20ºC até o momento do uso. As esferas magnéticas, soluções controles, 

tampão de lavagem, soro matriz e padrões foram preparados e homogeneizados conforme as 

instruções descritas nos kits. Inicialmente, foram adicionados 25 μL dos padrões, soluções 

controles e amostras na placa magnética de 96 poços, lavada previamente com o tampão de 

lavagem. Em seguida, 25 μL de tampão de ensaio foram adicionados às amostras, 25 μL do 

soro matriz aos padrões e 25 μL de beads magnéticas revestidas com anticorpos específicos em 

todos os poços (controles, padrões e amostras). A placa foi revestida com um selante próprio e 

incubada overnight a 4˚C, sob agitação. No dia seguinte, sempre sob agitação, a placa foi 

lavada duas vezes com 200 μL de tampão de lavagem e, incubada com 25 μL de anticorpo de 

detecção ligado a biotina à temperatura ambiente, por uma hora. Para completar a reação, 25 

μL de ficoeritrina conjugada à estreptavidina foi adicionada e incubada por 30 minutos, 

protegida da luz à temperatura ambiente. A placa foi lavada duas vezes e incubada com 150 μL 
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do fluido do dispositivo por cinco minutos à temperatura ambiente. Em seguida, a leitura da 

placa foi realizada pelo equipamento LUMINEX xMAP MAGPIX. 

A concentração dos analitos foi determinada pelo software MAGPIX xPONENT 

(Millipore Corporation, Billerica, MA, USA). Os ensaios foram realizados em triplicata para os 

seguintes analitos: interleucinas 1β (IL-1β), 4 (IL-4), 6 (IL-6), 10 (IL-10), fator de necrose 

tumoral (TNFα) e interferon gama (IFN-γ). 

 

3.8. Análises estatísticas 

Os dados foram demonstrados como média ± desvio padrão das médias. Quando 

atestada a distribuição normal dos dados pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilk as 

diferenças estatísticas foram comparadas pelo teste de Análise de Variância (ANOVA), e, se 

significativas, seguidas pelo teste de Bonferroni. Quando a distribuição normal esteve ausente 

em algum dos grupos, o teste não paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo pós-teste de 

Dunns foi empregado. Os valores de P menores que 0,05 (5%) foram considerados 

estatisticamente significantes. As análises estatísticas e os gráficos foram feitas usando o 

programa GraphPad Prism, versão 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). 

 



 

 

 

 

 

4. RESULTADOS 
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4.1. MNNG induz a expressão da AnxA1 endógena nas células epiteliais colônicas 

 Inicialmente, em condições normais, a AnxA1 foi fracamente detectada na membrana 

apical das células epiteliais colônicas, que compõe a porção secretora das glândulas tubulares 

(Figura 4A). Entretanto, logo após 8 horas da instilação com MNNG, o aumento significante da 

expressão de AnxA1 foi observado (Figura 4B). Após 24 horas, a imunorreatividade para 

AnxA1 foi mais evidente (Figura 4C) e sua intensidade foi reduzida 48 horas depois (Figura 

4D). Não foi observada imunorreatividade nas secções incubadas com 10% TBS-BSA (Figura 

4E). Diferenças entre os grupos foram quantificadas pela medida de densidade óptica média 

(DOM) (Figura 4F). 

 

4.2. A AnxA1 endógena reduz os danos do cólon induzidos por MNNG e evita a produção de 

citocinas pró-inflamatórias 

 No cólon dos camundongos AnxA1
-/-

 foi observada leve inflamação transmural, mesmo 

em secções de cólon do grupo veículo (Figura 5B), quando comparado ao grupo AnxA1
+/+

 

(Figura 5A). A deficiência de AnxA1 também foi associada com a produção aumentada das 

citocinas pró-inflamatórias IL-1, IL-6 e IL-12 e com níveis reduzidos de IL-4 (Figura 5I-N). 

Apesar do forte desequilíbrio promovido pelo MNNG no microambiente do cólon, não foram 

observadas diferenças nos níveis de citocinas entre as linhagens em 8 horas após a instilação do 

carcinógeno. O aumento da morte de células epiteliais e influxo de células inflamatórias foram 

também observados neste tempo experimental (Figura 5C e D). 

 Após 24 horas da exposição ao carcinógeno, o edema e a hiperemia do cólon foram 

evidentes (Figura 5E), com maior gravidade nos animais AnxA1
-/-

 (Figura 5F) e maior 

concentração de IL-1, IL-6, IL-12, TNF-α e IFN-γ, em comparação com os AnxA1
+/+

 (Figura 

5I-M). Finalmente, 48 horas após a instilação do MNNG (Figura 5G-H), foi verificada intensa 

degeneração hidrópica vacuolar, perda de criptas inteiras e do epitélio superficial, além da 

diminuição significativa das células caliciformes, edema submucoso e infiltrado maciço de 

leucócitos na mucosa, com expressão aumentada de IL-1, TNF-α e IFN-γ (Figura 5I, L e M). 

 

4.3. Modulação do recrutamento de mastócitos, ativação e diferenciação pela AnxA1 em 

resposta ao MNNG 

 Os mastócitos totais e desgranulados foram identificados pela coloração com azul de 

toluidina (Figura 6A-D). Em todas as condições avaliadas, o número de mastócitos foi 

aumentado nos camundongos AnxA1
-/-

 em comparação aos AnxA1
+/+

 (Figura 6E). Aumento 
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significativo no número de mastócitos desgranulados foi observado nos animais AnxA1
-/-

 após 

8 horas da instilação de MNNG (Figura 6F). No grupo veículo de ambas as linhagens 

(AnxA1
+/+

 e AnxA1
-/-

), a imunomarcação para triptase foi observada, diferentemente da baixa 

marcação para quimase (Figura 6F). Em 24 e 48 horas após a indução por MNNG, intensidade 

elevada destas proteases foi verificada, permitindo a quantificação de mastócitos triptase e 

quimase positivos em ambas as linhagens de camundongos (Figura 6P e Q, respectivamente). 

Por outro lado, foi encontrado menor número de mastócitos quimase positivos em animais 

AnxA1
-/-

. 

 

4.4. Susceptibilidade reduzida à formação de pólipos adenomatosos induzidos por MNNG 

nos camundongos deficientes de mastócitos (Kit
-/-

) 

 A administração intrarretal de MNNG resultou, após 24 semanas, em número 

aumentado de pólipos tumorais no cólon dos camundongos selvagens (Kit
+/+

) e menor tumores 

nos camundongos deficientes de mastócitos (Kit
-/-

) (Figura 7A e B). Os camundongos 

reconstituídos com mastócitos (Kit
-/-

+MC) exibiram um número semelhante de tumores em 

relação ao fenótipo selvagem (Figura 7A-B). O peso corporal foi reduzido em Kit
+/+

 MNNG, 

em comparação com o respectivo grupo veículo (p <0,0001, Figura 7C). 

As secções de cólon do grupo controle, Kit
+/+

 Veículo, apresentaram arquitetura normal das 

criptas (Figura 7D) e não foram observadas diferenças histológicas significativas em 

comparação com veículo do grupo Kit
-/-

 Veículo (Figura 7E) ou Kit
-/-

+MC Veículo (Figura 7F). 

Adenomas pedunculados benignos foram verificados na análise histopatológica dos tumores. A 

maioria deles era composta de estruturas tubulares revestidas por epitélio displásico com uma 

drástica redução no número de células caliciformes. No entanto, alguns pólipos adenomatosos 

exibiram alto grau de displasia e adenocarcinomas intra-epiteliais, conforme observado na 

figura 7G e I.  

 O número de mastócitos foi observado aumentado nos animais que desenvolveram 

tumores, Kit
+/+

 e Kit
-/-

+MC quando comparados com os respectivos grupos veículos (Figura 

8E). Como esperado, os mastócitos estavam ausentes nos camundongos Kit
-/-

. Secções 

histológicas sequenciais obtidas para imuno-histoquímica foram coradas com azul de toluidina 

para confirmar que as células imunomarcadas eram mastócitos. Nos grupos Veículo (Figura 

8F-H e L-N), verificou-se mastócitos triptase positivos, contudo com baixa expressão de 

quimase. Por outro lado, a maioria dos mastócitos encontrados nos adenomas expressavam 

fortemente a triptase e a quimase (Figura 8I-K e O-P). 

 



Resultados – 45 

    

 

4.5. Aumento da proliferação de células epiteliais do cólon após exposição MNNG e 

imunorregulação do microambiente tumoral associada aos mastócitos 

 A expressão epitelial reduzida de AnxA1 foi encontrada em Kit
-/-

 quando comparada 

com Kit
+/+

 e Kit
-/-

+MC (Figura 9A-F). Nestes camundongos, que apresentam mastócitos e que 

desenvolvem tumores, também foi verificada uma produção reduzida de citocinas pró-

inflamatórias (IL-1, IL-6, IL-12, IFN-y e TNF-α) (Figura 9I-M) e a expressão aumentada de IL-

4 (Figura 5F).   

 A proliferação e apoptose das células epiteliais do cólon foram analisadas por imuno-

histoquímica para PCNA e Caspase-3, respectivamente (Figura 10A-C e F-H). Aumento 

significativo do número de células epiteliais positivas para PCNA em camundongos Kit
+/+

 e 

Kit
-/-

+MC expostos ao MNNG foi observado em comparação aos respectivos grupos Veículos 

(p <0,001) (Figura 10E). No entanto, essa diferença não foi observada entre os grupos Kit
-/-

 

MNNG e Veículo (Figura 10E). Não houve, também, diferenças significativas para as células 

Caspase-3 positivas entre os camundongos Kit
+/+

, Kit
-/-

 e Kit
-/-

+MC após a administração de 

MNNG, em relação aos respectivos grupos Veículo (p <0,001) (Figura 10J). A especificidade 

de imunomarcação foi confirmada pelo controle da reação (Figura 10D e I). 
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Figura 4. MNNG induz a expressão de AnxA1 no cólon murino. Imunomarcação para AnxA1 no epitélio do 

cólon do grupo Balb/C Veículo (A) e 8 (B), 24 (C) e 48 (D) horas após a exposição ao MNNG. Controle negativo 

da reação (E). Intensa imunorreatividade para AnxA1 foi observada em 24 horas após a exposição ao MNNG. 

Secções: 2 μm. Barras: 10 μm. Contracoloração: Hematoxilina. F) Densitometria óptica média (DOM): AnxA1. 

Média ± DP. ### p <0,001 vs grupo Veículo, §§§ p < 0.001 vs 8 h; ǂǂǂ p < 0.001 vs 24 h. 
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Figura 5. Histopatologia do cólon distal e análise de citocinas em camundongos deficientes de AnxA1 

(AnxA1
-/-

) após indução aguda ao MNNG. (A e B) Morfologia intestinal controle (C-H) Histoarquitetura 

alterada do cólon após a instilação do MNNG. Presença de infiltrado inflamatório na mucosa intestinal, células  

necróticas, criptas displásicas e degeneração hidrópica vacuolar. As lesões teciduais foram observadas após 24h 

em camundongos AnxA1
-/-

 (F) e 48h em AnxA1
+/+

 (G). Secções: 2 μm. Coloração: Hematoxilina-Eosina. Barras: 

50 µm. 
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Figura 5 (continuação) 

 

Figura 5 (continuação). Expressão das citocinas IL-1, (J) IL-6, (K) IL-12p40, (L) TNF-a, (M) IFN-y e (N) IL- 4 

no cólon proximal de camundongos AnxA1
+/+

 e AnxA1
-/-

 após 8, 24 e 48 horas da exposição ao MNNG. Média ± 

DP. n = 5 animais/grupo. *** p <0,001 vs grupo AnxA1
+/+

 respectivo, ### p <0,001 vs grupo Veículo, §§§ p < 

0.001 vs 8 h; ǂǂǂ p < 0.001 vs 24 h. 
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Figura 6. AnxA1 modula os efeitos agudos do MNNG sobre o recrutamento, diferenciação e a ativação de 

mastócitos. Mastócitos metacromáticos (setas) no cólon distal do grupos Veículo (A-B) e grupos induzidos por 

MNNG (C-D). (E e F) Quantificação de mastócitos (MC)  totais e desgranulados em AnxA1
+/+

 e AnxA1
-/-

. Média 

± DP. *** p <0,001 vs respectivo grupo Veículo. Avaliação imuno-histoquímica das proteases dos mastócitos nos 

camundongos AnxA1
+/+

 (G-L) e AnxA1
-/-

 (M-O). Mastócitos triptase positivos (setas) com baixa expressão de 

quimase (cabeças de seta) no grupo Veículo (H-I). Mastócitos positivos para triptase/quimase (setas) 8 horas após 

a indução com MNNG (K-L e N-O). Secções: 2 μm. Coloração: Azul de Toluidina (A-D, G, J e M); Contra-

coloração: Hematoxilina (H, I, K, L, N e O). Barras: 50 μm (A-D); 20 μm (G-O). Quantificação de mastócitos 

(MC) triptase (P) e quimase (Q) positivos no cólon distal nos animais veículo e em 8, 24 e 48 horas após a indução 

com MNNG. Média ± SD. *** p <0,001 vs respectivo grupo veículo, ### p <0,001 vs grupo Veículo, §§§ p < 

0.001 vs 8 h; ǂǂǂ p < 0.001 vs 24 h. 
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Figura 7. Alterações morfofisiológicas induzidas por MNNG em camundongos deficientes em mastócitos 

(Kit
-/-

). (A) Cólon distal representativo de Kit
+/+

, Kit
-/-

 e Kit
-/-

+MC após 24 semanas de indução com PBS 

(Veículo) e carcinógeno (MNNG); (B) volume tumoral e (C) diferença de peso corporal de camundongos após o 

mesmo período. Média ± DP de n = 5 animais/grupo. ### p <0,001 vs Kit
+/+

 grupo MNNG; P <0,001 vs Kit
-/-

 

grupo MNNG; *** p <0,001 vs respectivo grupo veículo. Fotomicrografias representativas do cólon de 

camundongos veículos (D-F), formação de adenomas em Kit
+/+

 e Kit
-/-

+MC (G e I) e infiltrado inflamatório na 

mucosa colônica de Kit
-/- 

camundongos (H). Células caliciformes praticamente ausentes das criptas que formam os 

adenomas (G e I). Secções: 2 μm. Coloração: Hematoxilina-Eosina. Barra: 50 μm (D-I). 
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Figura 8. Avaliação quantitativa e fenotípica de mastócitos após indução tumoral por MNNG. Mastócitos 

metacromáticos (setas) no cólon distal dos animais induzidos por Veículo (A-B) e MNNG (C-D). Quantificação de 

mastócitos totais (E) e ativados (F) (Média ± DP. *** p <0,001 em relação ao respectivo grupo Veículo). 

Imunohistoquímica para proteases no cólon dos camundongos Kit
+/+

 (G, H, K e L) e Kit
-/-

 MC (I, J, M e N). A 

baixa expressão de quimase (cabeças de seta) foi observada em mastócitos na condição Veículo (H e L). 

Mastócitos quimase positivos (setas) observados após instilações com MNNG (J e N). Para confirmar as mesmas 

células observadas no tecido imunomarcado, secções seriadas foram coradas com Azul de Toluidina (G, I, K e M). 

Secções: 2 μm. Barras: 50 μm (A-D) e 20 μm (G-N). Quantificação de mastócitos triptase (O) e quimase (P) 

positivos no cólon distal nas condições Veículo e após indução com MNNG. Média ± DP. *** p <0,001 vs 

respectivo grupo Veículo. 
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Figura 9. Expressão de AnxA1 e citocinas no cólon de camundongos deficientes em mastócitos após indução 

por MNNG. Imunomarcação de AnxA1 no epitélio no grupo Veículo (A-C) e após 24 semanas da exposição ao 

MNNG (D-E). Camundongos com mastócitos (Kit
+/+

), deficientes (Kit
-/-

) e reconstituídos (Kit
-/-

+MC) foram 

avaliados em ambas as condições. Controle negativo da reação (E). Expressão intensa de AnxA1 observada no 

tecido afetado por MNNG nos animais Kit
+/+

 e Kit
-/-

+MC. Secções: 2 μm. Barras: 30 μm. Contracoloração: 

Hematoxilina. H) Densitometria óptica média (DOM): AnxA1. Média ± DP. *** p <0,001 vs grupo Veículo. ### p 

<0,001 vs respectivo grupo Kit
+/+
. ‡‡‡ p <0,001 vs respectivo grupo Kit

-/-
. Expressão de IL-1 (I), IL-6 (J), IL-12 

(K), IFN-γ (L) TNF-α (M) e IL-4 (N) no cólon proximal de Kit
+/+

, Kit
-/-

 e Kit
-/-

+MC após a exposição ao MNNG. 

Média ± DP de n = 5 animais/grupo. *** p <0,001 vs respectivo grupo Veículo. 
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Figura 10. Proliferação e apoptose de células epiteliais colônicas induzida por MNNG na presença de 

mastócitos. Imunorreatividade do antígeno nuclear de proliferação celular (PCNA) e Caspase-3 no cólon distal 

dos Kit
+/+

 (A e F), Kit
-/-

 (B e G) e Kit
-/-

+MC (C e H), respectivamente. Controle negativo do ensaio (D e I). 

Secções: 2 μm. Contra-coloração: Hematoxilina. Barras: 50 μm. (E e J) Índice relativo de células PCNA e 

Caspase-3 positivas em criptas colônicas, respectivamente. Média ± DP. *** p <0,001 vs respectivo grupo 

Veículo. 
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Nas últimas décadas emergiu novamente a ênfase sobre a associação entre inflamação e 

câncer (COLOTTA et al., 2009). Os papéis opostos da inflamação, nas fases inicias em 

contraposição às fases tardias do desenvolvimento tumoral, são suportados por evidências 

clínicas e experimentais (MANTOVANI et al., 2008). De fato, a tumorigênese é modulada 

pelas células estromais, sobretudo células imunes como os mastócitos, que participam das 

alterações no microambiente em formação e que podem propiciar ou comprometer o 

desenvolvimento tumoral (QUAIL; JOYCE, 2013). No presente trabalho, utilizamos o modelo 

murino de carcinogênese de cólon, induzida pelo carcinógeno MNNG, para investigar as 

relações entre a proteína AnxA1 e a atividade dos mastócitos nos estágios iniciais e avançados 

do processo oncogênico. Nossos resultados indicam que a AnxA1 participa da manutenção da 

organização do epitélio em resposta ao dano decorrente da exposição ao MNNG. Além disso, 

essa proteína regula o recrutamento, a ativação e a diferenciação dos mastócitos, evidenciando 

um papel importante na regulação da progressão tumoral. 

A participação da AnxA1 nos processos tumorigênicos é controversa. Embora alguns 

estudos mostrem que ela modula a proliferação celular (BABBIN et al., 2008), sua associação 

no desenvolvimento da metástase, em alguns tumores, sugere que essa proteína regula o 

processo de migração/invasão celular (ALLDRIDGE; BRYANT, 2003; WANG et al., 2004). 

Similarmente, a baixa expressão de AnxA1 em linhagens de células tumorais as torna 

resistentes a apoptose após indução por agentes quimioterápicos (WANG et al., 2004; YU et 

al., 2014), sugerindo essa proteína como um biomarcador no prognóstico do câncer. 

No CCR, a AnxA1 é aumentada, com expressão mais intensa nos estágios pouco 

diferenciados em comparação com tumores em avançado estágio de diferenciação (XUE et al., 

2007). Além disso, a AnxA1 é altamente expressa nas doenças gastrointestinais, como úlceras 

gástricas e colites, e favorece a resolução da inflamação local e da regeneração tecidual (DE 

PAULA-SILVA et al., 2016; MARTIN et al., 2008). 

Nesse sentido, nossos dados mostram que ocorre a expressão aumentada da AnxA1 no 

microambiente intestinal após a exposição aguda ao carcinógeno e, também, nos camundongos 

Kit
+/+

 e Kit
-/-

+MC que desenvolveram tumores. Uma vez que o gene ANXA1 é induzido por 

estímulos inflamatórios (VO; FLOWER; D’ACQUISTO, 2006) e, também, por p53 em 

resposta à hipóxia no microambiente tumoral (LIU et al., 2007), o aumento da expressão da 

AnxA1 no cólon pode estar relacionado aos mecanismos de reparo e eliminação de células 

aberrantes. 
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Precocemente na carcinogênese, a ativação do fator de transcrição nuclear NF-κB dos 

leucócitos inflamatórios residentes em sítios pré-neoplásicos, assim como os mastócitos, 

exacerba a inflamação local com o aumento da expressão de TNF-α, IL-1, IL-12 e expressão 

reduzida de IL-4. Assim, foi observado que a instilação do carcinógeno MNNG promove o 

dano do epitélio intestinal e recrutamento de células inflamatórias, ação exacerbada na ausência 

de AnxA1. Também foi verificado que, mesmo em condições controle, que a deficiência dessa 

proteína anti-inflamatória resulta num cenário imunológico desbalanceado, com expressão 

aumentada de citocinas pró-inflamatórias e redução de IL-4. A expressão reduzida dessa 

citocina pode estar associada ao desenvolvimento de doenças intestinais crônicas (BAMIAS; 

ARSENEAU; COMINELLI, 2014). 

A AnxA1 é conhecida como um indutor da expressão de IL-4 em condições 

inflamatórias (GIMENES et al., 2015). Essa citocina tem um papel importante na regulação da 

tolerância periférica intestinal e sua deficiência é diretamente associada à Doença de Chron e 

Doença Inflamatória Intestinal (CONNELLY et al., 2014; TOPTYGINA et al., 2014). Na 

literatura, há relatos de que a proteína AnxA1 tem sua expressão induzida por citocinas pró-

inflamatórias de fase aguda, especialmente, IL-6 e TNF-α (YANG et al., 2009), amplamente 

associadas a retocolite ulcerativa (WANG et al., 2009). Além disso, a deficiência de AnxA1 

condiciona o número reduzido de células inflamatórias, principalmente neutrófilos e 

macrófagos, capazes de expressar IL-1, IL-2 e IL-12 em condições de inflamação intestinal 

(GAO et al., 2015; LU et al., 2014). Desse modo a AnxA1, é apontada como importante 

regulador da homeostase intestinal. 

A exposição ao carcinógeno promoveu um distúrbio intenso do microambiente 

intestinal, de maneira que horas depois do estímulo lesivo não foram observadas diferenças na 

expressão de citocinas nas linhagens animais AnxA1
+/+

 e AnxA1
-/-

. Em concentrações acima de 

100µM, o MNNG é tóxico, compromete as funções celulares e é capaz de provocar lesão da 

membrana celular e, consequentemente, necrose (W SIERSKA-GA DEK; GUEORGUIEVA; 

WOJCIECHOWSKI, 2003). As células necróticas fornecem forte estimulação ao sistema 

imune, promovendo o recrutamento de novas células, ativação das mesmas e das células 

residentes (BARTHOLOMAE et al., 2004; KOTERA; SHIMIZU; MULÉ, 2001). 

A presença de mastócitos e seu estado de ativação foi verificada nas criptas colônicas 

dos animais expostos ao MNNG, com aumento do número de mastócitos totais e 

desgranulados, sobretudo nos animais com deficiência de AnxA1. Nosso grupo de pesquisa foi 

o responsável por identificar, pela primeira vez na literatura, a expressão de AnxA1 nos 

mastócitos (OLIANI et al., 2000), inclusive demonstrando sua co-localização com o receptor 

FPR2 na membrana dessas células (GASTARDELO et al., 2014). A associação AnxA1-FPR2 é 
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sugerida como capaz de mediar as funções reguladoras da AnxA1 sobre os mastócitos, como o 

controle da ativação celular (KAMAL; FLOWER; PERRETTI, 2005). 

 Os mastócitos são células imunes fundamentais para o desenvolvimento do CCR 

(BLIRANDO et al., 2011; HAMILTON et al., 2011; TANAKA; ISHIKAWA, 2013b; 

WEDEMEYER; GALLI, 2005b) que também expressam grandes quantidades de AnxA1 (DA 

SILVA; GIROL; OLIANI, 2011; KAMAL; FLOWER; PERRETTI, 2005). Os mastócitos são 

derivados de progenitores derivados da medula óssea que transmigram para a circulação para 

alcançarem, respectivamente a circulação sanguínea e os tecidos, onde completam a sua 

maturação ((DAHLIN; HALLGREN, 2015). Progenitores de mastócitos expressam as 

integrinas 4/1 e 4/7, que se ligam aos receptores no endotélio ativado ou células da 

mucosa na transmigração no intestino (RIBATTI, 2015). O fator de crescimento de células-

tronco (SCF) produzido por fibroblastos, células estromais e endoteliais é o principal mediador 

na sobrevivência, ativação e circulação de progenitores de mastócitos, mas IL-4, IL-9, IL-10, 

fator de crescimento transformante (TGF-β) e o fator de crescimento de nervos (NGF) atuam 

em sinergia com o SCF (RIBATTI, 2015). Nós supomos que a AnxA1 pode controlar 

diretamente as vias de transmigração e locomoção dos progenitores de mastócitos, uma vez que 

a AnxA1 endógena modula o tráfego de granulócitos da medula óssea para o sangue e os 

tecidos inflamados (MACHADO et al., 2016; PERRETTI; D’ACQUISTO, 2009) ou, 

indiretamente, reduzindo a liberação de mediadores envolvidos na transmigração e quimiotaxia 

(SUGIMOTO et al., 2016). De fato, observamos níveis reduzidos de interleucinas envolvidas 

na adesão celular nos vasos, como a IL-1β and IL-6, na inflamação provocada pelo MNNG. 

Embora não se conheça o mecanismo pelo qual a AnxA1 possa modular a migração e 

desgranulação dos mastócitos, algumas vias especialmente ativas nessas células são 

relacionadas a essa proteína. Por exemplo, a AnxA1 estimula in vivo a via Tyk2/Stat3 

(MASCHLER et al., 2010), importante para a transcrição para o gene da quimase em 

mastócitos humanos (hCMA1). Nesse sentido, foi observado um número aumentado de 

mastócitos quimase positivos no cólon dos animais deficientes de AnxA1 expostos ao MNNG e 

no microambiente tumoral rico em AnxA1, sugerindo um papel regulador dessa protease. Este 

efeito pode ser mediado por receptores para peptídeos formilados (FPRs), que pertencem à 

família de receptores acoplados à proteína G, resultando na ativação de STAT3 (LI et al., 

2011). Nesse sentido, um número aumentado de mastócitos quimase-positivos foi também 

observado em biópsias de endometriose ectópica, correlacionado com a alta expressão de 

AnxA1 co-localizada com o receptor FPR1 em células glandulares (PAULA-JÚNIOR et al., 

2015). Estas funções são relevantes, sobretudo no cenário inflamatório inicial após exposição 
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ao carcinógeno onde os mastócitos parecem desempenhar um papel-chave na promoção 

tumoral. 

Nossos dados mostram que os mastócitos estão relacionados ao aumento da 

susceptibilidade do desenvolvimento tumoral induzido pelo MNNG quando comparado aos Kit
-

/-
. Como esperado, a reconstituição dos Kit

-/-
 com mastócitos derivados da medula óssea 

resultou na incidência aumentada de tumores. Resultados semelhantes foram observados 

quando foi utilizado 1,2-dimetilhidrazina (DMH) or azoximetano (AOM) para induzir tumores 

colorretais (RIGONI et al., 2015; WEDEMEYER; GALLI, 2005a). Consequentemente, nossos 

resultados suportam a hipótese de que os mastócitos contribuem para o 

desenvolvimento/crescimento tumoral. 

O número de mastócitos totais e ativados também foi verificado aumentado no cólon 

dos animais que desenvolveram tumores. Essas células apresentam importantes funções tanto 

na fase aguda quanto na fase de remodelação de lesões (LEE et al., 2013). No processo de 

desgranulação, a liberação de triptase e/ou quimase para o meio extracelular contribui na 

degradação da matriz, promoção da angiogênese e remodelação tecidual por meio de 

proteólises seletivas na matriz e ativação de metaloproteinases (PANSRIKAEW et al., 2010; 

SIMIONESCU et al., 2013). Estes processos estão intimamente ligados a tumorigênese e a 

quimase, especificamente, tem sido apontada como um dos mais potentes indutores da 

produção de angiotensina 2 no organismo (MIYAZAKI et al., 2006), que somada à produção 

intensa de VEGF, pode contribuir para a angiogênese associada às células pró-tumorais 

originadas pelo dano carcinogênico. 

O microambiente estabelecido após a indução crônica com MNNG demonstra que os 

mastócitos contribuem para a formação dos tumores, pela imunorregulação da resposta anti-

tumoral e possivelmente associada à expressão aumentada de AnxA1. O MNNG é alquilante 

direto do DNA (W SIERSKA-GA DEK; GUEORGUIEVA; WOJCIECHOWSKI, 2003) que 

resulta em transições G:C para A:T após a replicação do DNA que não podem ser corrigidas 

pelo sistema de reparo de bases mal pareadas (MMR - do inglês mismatch repair) (YORK; 

MODRICH, 2006). Desse modo, o MNNG induz quebras no DNA, o arraste do ciclo celular, e 

focos nucleares persistentes nos sítios de dano no DNA (STOJIC et al., 2004). A instilação 

intrarretal de MNNG é um método confiável e eficiente de induzir tumores seletivamente na 

área do cólon exposta ao carcinógeno (CHE et al., 2010). Assim, nós demonstramos que esse 

efeito depende dos mastócitos constitutivos, sendo que o desenvolvimento de tumores foi 

acentuadamente reduzido nos camundongos deficientes para ambas as cópias do Kit (Kit
-/-

), em 

que resulta na ausência de mastócitos (KITAMURA; GO; HATANAKA, 1978).  
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Também destacamos que a expressão da AnxA1 no microambiente durante a fase tardia 

do crescimento tumoral é modulada pelos mastócitos, pois a maior expressão dessa proteína foi 

detectada nos camundongos Kit
+/+

 e nos Kit
-/-

 reconstituídos (Kit
-/-

+MC), em comparação com 

os animais Kit
-/-

. Juntos, esses dados mostram a interação entre os mastócitos e as células 

epiteliais durante o desenvolvimento do CCR para promover a expressão da AnxA1, 

principalmente, pelas células epiteliais. Como mencionado, os níveis da AnxA1 são um 

indicados de mal prognóstico nos tumores (ONOZAWA et al., 2017; YI; SCHNITZER, 2009) 

Além disso, foi verificada a maior proporção de células PCNA positivas e, também, a 

expressão aumentada de AnxA1 no cólon dos animais Kit
+/+

 e Kit
-/-

+MC. Assim, a ação dos 

mastócitos nesse modelo parece ser fundamental para a proliferação de células epiteliais que 

resulta na formação de tumores. Nesse mesmo sentido, outros autores demonstram que a 

proteína AnxA1 é capaz de regular a proliferação das células epiteliais intestinais (BABBIN et 

al., 2008). Modelos experimentais e estudos in vitro indicam que a ANXA1 imobiliza o NF-қB 

impedindo sua translocação para o núcleo, a ativação da transcrição subseqüente (ZHANG et 

al., 2010) e pode retardar a malignização dos tumores de cólon (CALON et al., 2012). Esses 

efeitos anti-tumorais diretos, bem como sua influência sobre a atividade e fenótipo dos 

mastócitos, apontam para a AnxA1 como um importante alvo terapêutico no CCR.  

Considerando as possibilidades já existentes de impedir a ativação dos mastócitos 

(SOUCEK et al., 2011) e a inibição seletiva de alguns mediadores importantes, como a 

quimase (SCHLATTER et al., 2012), a caracterização da AnxA1 como um possível mediador 

envolvido na regulação da diferenciação das subpopulações de mastócitos pode aprimorar a 

intervenção terapêutica anti-tumoral para o CCR. 

 



 

 

 

 

 

6. CONCLUSÕES 
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Os resultados obtidos, nas condições de indução pelo carcinógeno MNNG no cólon, 

permitem concluir que: 

 

1. O dano tecidual agudo induz o aumento da produção de AnxA1 endógena no cólon; 

2. A AnxA1 contribui para a manutenção da morfologia e homeostasia intestinal, 

regulando a produção de IL-4 e o infiltrado celular, inibindo a produção das citocinas pró-

inflamatórias IL-1, IL-6, IL-12, TNF-α e IFN-γ e o dano tecidual, sobretudo 24 horas após a 

exposição ao composto; 

3. O carcinógeno promove recrutamento, ativação e diferenciação dos mastócitos triptase e 

quimase positivos na exposição inicial ao carcinógeno e no estabelecimento dos tumores em 24 

semanas; 

4. Os efeitos do MNNG sobre os mastócitos são modulados pela AnxA1, que inibe o 

recrutamento e a desgranulação dessas células nos estágios iniciais da carcinogênese e 

diferenciam os mastócitos para expressão aumentada de quimase; 

5. Os mastócitos contribuem para a expressão de AnxA1 no microambiente tumoral 

estabelecido após 24 semanas da indução do composto; 

6. Os mastócitos afetam a susceptibilidade à carcinogênese, dados confirmados pelo 

menor volume tumoral e morfofisiologia preservada nos animais deficientes de mastócitos  

(Kit
-/-

); 

7. Os mastócitos, conforme observado na condição crônica, estimulam o estabelecimento 

de um ambiente imunossupressor, rico em AnxA1, com aumento de IL-4 e baixa expressão das 

citocinas pró-inflamatórias. Ainda, contribuem para a proliferação aumentada de células 

epiteliais colônicas, resultando na tumorigênese colorretal; 

 

Associadas, nossas conclusões fornecem subsídios para o entendimento de que a 

proteína AnxA1 endógena está envolvida nas alterações do cólon após a exposição ao MNNG, 

modulando o recrutamento, a ativação e a diferenciação dos mastócitos, eventos que estimulam 

a tumorigênese no cólon. No entanto, estudos adicionais são necessários para elucidar o papel 

específico destas células e seus mediadores na progressão do câncer colorretal. 
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Supplementary figure 

 

 

 
 

Proposed schema to ilustrate the interactions of annexin A1 (AnxA1) and mast 

cells (MCs) in the colorectal cancer (CRC) development. During the initial phase, 

AnxA1 is highly expressed by epithelial cells, mediating the protection of colonic 

histoarchitecture, downregulating the expression of pro-inflammatory cytokines and 

favouring the incidence of chymase-positive MCs into the tissue. In the late phase, the 

presence of MCs induces the expression of AnxA1 by epithelial cells, which correlates 

with the tumor formation and an immunosupressive profile. 

  



    Apêndices – 104   Referências Bibliográficas – 104 

 

 

 

Apêndice 2: Artigo científico publicado na revista Cytokine 

  



    Apêndices – 105   Referências Bibliográficas – 105 

 

 

 

  



    Apêndices – 106   Referências Bibliográficas – 106 

 

 

 

  



    Apêndices – 107   Referências Bibliográficas – 107 

 

 

 

  



    Apêndices – 108   Referências Bibliográficas – 108 

 

 

 

  



    Apêndices – 109   Referências Bibliográficas – 109 

 

 

 

  



    Apêndices – 110   Referências Bibliográficas – 110 

 

 

 

 

Apêndice 2: Artigo científico publicado na revista Plos One 

  



    Apêndices – 111   Referências Bibliográficas – 111 

 

 

 

  



    Apêndices – 112   Referências Bibliográficas – 112 

 

 

 

  



    Apêndices – 113   Referências Bibliográficas – 113 

 

 

 

  



    Apêndices – 114   Referências Bibliográficas – 114 

 

 

 

  



    Apêndices – 115   Referências Bibliográficas – 115 

 

 

 

  



    Apêndices – 116   Referências Bibliográficas – 116 

 

 

 

  



    Apêndices – 117   Referências Bibliográficas – 117 

 

 

 

  



    Apêndices – 118   Referências Bibliográficas – 118 

 

 

 

  



    Apêndices – 119   Referências Bibliográficas – 119 

 

 

 

  



    Apêndices – 120   Referências Bibliográficas – 120 

 

 

 

  



    Apêndices – 121   Referências Bibliográficas – 121 

 

 

 

  



    Apêndices – 122   Referências Bibliográficas – 122 

 

 

 

  



    Apêndices – 123   Referências Bibliográficas – 123 

 

 

 

  



    Apêndices – 124   Referências Bibliográficas – 124 

 

 

 

  



    Apêndices – 125   Referências Bibliográficas – 125 

 

 

 

  



    Apêndices – 126   Referências Bibliográficas – 126 

 

 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

8. ANEXOS 

   



Anexos – 128 

 

 

 

Anexo 1. Formulário de apreciação do Comitê de Ética em Pesquisa FCF/USP 

  



Anexos – 129 

 

 

 

Anexo 2. Formulário de apreciação do Comitê de Ética em Pesquisa EERP/USP 

  



Anexos – 130 

 

 

 

Anexo 3. Formulário de apreciação do Comitê de Ética em Pesquisa IBILCE/UNESP 

  



Anexos – 131 

 

 

 

Anexo 4. Comprovante de submissão do manuscrito 

 


