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RESUMO

A chegada dos neutréfilos até o foco da inflamacdo desenvolve papel
essencial na resposta inflamatéria. Além de serem uma populacdo
celular fundamental para conter e eliminar o patégeno, seu acumulo leva
ao dano tecidual uma vez que essas células ndo sdo capazes de
discriminar entre as células do hospedeiro e o agente causador da
inflamagdo Neutrofilos se acumulam no local da inflamagdo através de
uma série de eventos sequenciais, entre eles a quimiotaxia. A
quimiotaxia é responsavel por guiar os neutrofilos até o foco exato da
inflamagdo. Estudos experimentais demonstram que a proteina de fase
aguda Alfa-1-glicoproteina acida (AGP) é capaz de interferir nesse
processo, pois inibe o rolamento, a adesdo e a migragdo dos neutrofilos
in vivo, assim como a quimiotaxia in vitro. Altamente glicosilada,
aproximadamente 12% dos carboidratos da AGP sdo de acido sialico.
Dentre os receptores que reconhecem os acidos sialicos estdo as lectinas
do tipo Siglecs (Sialic acid binding Ig-like lectins). Siglecs apresentam
em sua estrutura um dominio inibitério capaz de interferir na resposta
intracelular ativada por outros receptores. Assim, a hipotese deste estudo
¢ de que os residuos de acido sialico presentes na estrutura da AGP
seriam responsaveis pela ativacdo de Siglec-5 e/ou 9, inibindo a
quimiotaxia dos neutrofilos. Para investigar essa hipotese, foi gerada
uma AGP desialilada sem a presenca desse carboidrato. Neutr6filos
tratados com essa proteina foram submetidos a um ensaio de
quimiotaxia em camara de Boyden. Esse ensaio revelou que a retirada
do 4cido sidlico reverteu o perfil inibitorio induzido pela proteina
sialilada. Ainda mais, os resultados demonstram que o acido sialico em
sua forma livre também foi capaz de inibir a quimiotaxia de maneira
equivalente a AGP. Sabendo que a AGP ¢ capaz de ligar-se a superficie
dos neutréfilos, procurou-se investigar se essa interagdo ocorre através
da ligacdo do acido sialico a Siglec-5 ou 9. Para isso foi feita uma
citometria de fluxo e avaliada a intensidade de fluorescéncia emitida
pela AGP ou por anticorpos fluorescentes anti-hSiglec-5 e 9, quando na
presenca de anticorpos neutralizantes hSiglec-5 ¢ 9 ou da AGP néo
marcada, respectivamente. No entanto nenhuma diferenca na média de
intensidade de fluorescéncia foi observada. Em conjunto nosso
resultados sugerem que o reconhecimento do acido sialico é necessario
na inibi¢do da quimiotaxia induzida pela AGP.

Palavras chave: Quimiotaxia, alfa-1-glicoproteina acida, neutrofilo,
acido sialico, Siglecs.






ABSTRACT

Neutrophil recruitment has a central role in host response and in
resolution of inflammation, but if uncontrolled can lead to severe tissue
damage. Overwhelming activation of neutrophils result in an
inappropriate infiltration of neutrophils known to elicit cell and tissue
damage that can lead to an organ dysfunction. The acute phase protein
Alpha-1-acid glycoprotein (AGP) was shown to inhibit neutrophil
migration, rolling and adhesion in vivo. AGP also inhibits neutrophil
chemotaxis in vitro, and evidence suggests that AGP terminal sialic acid
residues interact with an inhibitory receptor known as Siglec (Sialic-
acid-binding immunoglobulin-like). However, how AGP affects
neutrophil-response is not completely understood. In this study, we
examine mechanisms related to the effect of AGP on neutrophil
chemotaxis responses, and we hypothesized that Alpha-1-acid
glycoprotein inhibits neutrophil chemotaxis in vitro by Siglec-5 e/or 9
activation. AGP 6uM inhibits neutrophil migration in vitro, as does
6uM of sialic acid, when compared with control neutrophils.
Neuraminidase treatment of AGP reversed the suppressive effect of the
protein. To investigate how AGP interacts with neutrophils, flow
cytometry analyses using AGP labeled with Alexa Fluor 488 and
hSiglec-5 and 9 neutralizing antibodies, or AGP and hSiglec-5 and 9
fluorescent antibodies were used. Although no difference in the MFI
was observed. Taken together these results suggest that sialic acid
recognition is required for its inhibitory function, and that the interaction
of AGP with neutrophils depend on this carbohydrate. However, this
study was not able to determine if this interaction was due to the ligation
of AGP sialic acid to the receptor Siglec-5 and/or -9.

Keywords: Chemotaxis, Alpha-1-acid glycoprotein, neutrophil, sialic
acid, Siglecs.
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1  Introducao

1.1  Neutrofilos

Neutrofilos sdo células efetoras essenciais para o sistema imune
inato, formando a primeira linha de defesa do organismo contra
patdgenos invasores como bactérias e fungos (PHILLIPSON; KUBES,
2011).

Os neutrofilos sdo uma das principais células responsaveis pela
resposta inflamatoria, pois temporalmente, sdo a primeira populagdo de
células a migrarem até o foco da inflamagdo. Quando estdo no local, sdo
capazes de conter e eliminar o patégeno, assim como remover debris
celulares do local afetado (KAUFMANN, 2008; KUMAR; SHARMA,
2010; NATHAN, 2006). Defeitos em alguma das atividades
desenvolvidas por essas células no processo de controle do agente
microbiano, ou a diminui¢do da quantidade dessas células disponiveis
sdo fatores deletérios para a integridade do organismo, resultando em
infecgoes graves e recorrentes (ALVES-FILHO; SPILLER; CUNHA,
2010; KOBAYASHI; DELEO, 2009; LEKSTROM-HIMES; GALLIN,
2000; RABSON; ANDERSON; GLOVER, 1978; SCHMIDT; MOSER;
SPERANDIO, 2013).

Consideradas células de vida curta, a estimativa de sobrevivéncia
dos neutrofilos humanos in vivo ¢ de 8h - 12h (SHI, 2001). Séo
continuamente produzidos na medula a qual serve também como um
reservatorio, do qual essas células podem ser rapidamente
recrutadas/mobilizadas em grande nimero quando necessario (SADIK;
KIM; LUSTER, 2011). Em condigdes fisiologicas, os neutrofilos sdo
encontrados no sangue, na medula 6ssea, no figado, no baco e em maior
quantidade nos pulmdes (SIBILLE; MARCHANDISE, 1993).
Normalmente, os neutrofilos permanecem no centro dos vasos. No
entanto, nas condi¢des inflamatdrias os vasos sanguineos sdo dilatados
tornando o fluxo circulatério mais lento e permitindo que os neutrofilos,
antes presentes no centro do vaso, movam-se para a periferia, o que
facilita sua interagdo com o endotélio vascular (HUTTENLOCHER;
SANDBORG; HORWITZ, 1995; PHILLIPSON; KUBES, 2011).

Diante de estimulos inflamatorios, neutrofilos maduros presentes
na circulacdo sanguinea sdo ativados e sofrem modificacdes que
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envolvem principalmente a modulagdo de duas principais classes de
moléculas de adesfo, as quais favorecem a sua interacdo com o
endotélio vascular: as selectinas e as integrinas. Além disso, uma série
de eventos sequenciais guiados por quimiocinas permitem que oS
neutrofilos sejam recrutados e se acumulem no foco da inflamacdo
(BORREGAARD, 2010; LEY et al.,, 2007, MCDONALD; KUBES,
2011).

O processo de migracdo de neutrofilos envolve quatro etapas
distintas, as etapas de captura, rolamento, adesdo e transmigragdo. A
migracdo inicia com o recrutamento dos neutrofilos através da ativagdo
dos leucocitos residentes que passam a liberar mediadores inflamatdrios
como histamina, leucotrienos e citocinas, os quais sdo responsaveis por
ativar a superficie do endotélio. O endotélio também pode ser ativado
diretamente pelo patogeno, através do reconhecimento por receptores do
tipo PRR (Pattern recognition receptor), ou ainda por produtos
intracelulares resultantes do dano tecidual. Ativado, o endotélio aumenta
rapidamente a expressdo de moléculas de adesdo previamente
produzidas e armazenadas. Algumas selectinas como a E-selectina, no
entanto requerem uma sintese de novo para que sejam expressas,
demandando um tempo maior, de aproximadamente noventa minutos
para que ocorra o pico maximo de expressio (KOLACZKOWSKA;
KUBES, 2013; SPRINGER, 1994).

Em seguida, iniciam-se as etapas de captura e rolamento. Durante
a etapa de captura, os neutrdfilos circulantes aderem ao endotélio por
meio das selectinas, moléculas de adesdo presentes em sua superficie e
também nas superficies das células endoteliais. Tanto o rolamento como
a captura sdo mediados, basicamente, por ligantes glicosilados e trés
tipos de selectinas P e E, expressas no endotélio e L-selectina expressa,
na sua maioria, em leucdcitos. Essas lectinas reconhecem e interagem
com a estrutura Sialyl-Lewis X de glicoproteinas como a PSGL1 (P-
selectin glycoprotein ligand 1), presente tanto na membrana dos
neutréfilos como na membrana do endotélio. O acumulo das células
ocorre através da interacdo entre L-selectinas e PSGLI1, permitindo
assim a interacdo leucdcito-leucocito, facilitando a ades@o de leucocitos
secundarios ao endotélio (MCEVER; CUMMINGS, 1997). A interagdo
entre leucdcitos e endotélio tem como caracteristica quimica ser uma
ligacdo de baixa afinidade, o que permite que novas pontes de adesdo
sejam formadas ao mesmo tempo em que as ja estabelecidas sejam
quebradas. Essa caracteristica de aderéncia transitoria permite que a
célula deslize sobre o endotélio, reduzindo a velocidade com que ela
percorre o vaso em um processo denominado de rolamento
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(LAWRENCE et al., 1997, RAMACHANDRAN et al., 2004; SUNDD
et al., 2012).

As selectinas, essenciais nesse estagio inicial da migragdo, ndo
sdo as unicas moléculas de adesdo que participam desse processo. A
etapa de rolamento facilita a interagdo do neutrofilo com quimiocinas
depositadas na superficie do endotélio. Quando leucocitos entram em
contato com essas quimiocinas produzidas localmente, passam a
expressar moléculas de alta afinidade conhecidas como integrinas
(LFA1 e MAC1). Ao mesmo tempo, citocinas secretadas no local da
inflamagdo como TNF-alfa e IL-1beta ativam as células endoteliais que
aumentam a expressdo de ligantes para essas integrinas (ICAMI1 e
VCAMI1) (BERLIN et al., 1995). A cascata de sinalizagdo ativada por
receptores de quimiocinas do tipo acoplados a proteina G, adjacentes a
essas integrinas, induz uma mudanca conformacional, ativando-as de
maneira quase que instantdnea em uma rea¢do chamada de sinalizagdo
inside-out (ABRAM; LOWELL, 2009). Ativadas, as integrinas
apresentam uma maior afinidade por seus ligantes e estabelecem uma
firme adesdo entre a célula e o endotélio, diminuindo a velocidade de
rolamento do neutr6filo, até os leucocitos aderirem firmemente ao
endotélio vascular. Aderidos, os neutréfilos estdo prontos para iniciarem
a etapa final do processo conhecido como transmigragdo. Nessa etapa,
os leucocitos t€ém que atravessar trés diferentes barreiras: as células
endoteliais, a membrana basal das células endoteliais e os pericitos.
Além das integrinas LFA-1 ¢ MAC-1, VLA4 ¢ VCAMI1, uma nova
molécula, chamada de PECAMI (platelet/endothelial cell adhesion
molecule 1), expressa tanto nos leucdcitos quanto nas jungdes
intracelulares das células endoteliais, passa a participar ativamente do
processo de migragdo. Essas interagdes permitem que o neutrofilo mude
de conformagdo e consiga passar por entre as células endoteliais. Em
seguida, ele penetra na membrana basal com a ajuda de enzimas
proteoliticas (JANEWAY, 2001; WILLIAMS et al., 2011). A
transmigracdo dos leucocitos pode acontecer através de duas rotas. A
rota paracelular, onde o neutrofilo passa por entre as juncdes
intracelulares endoteliais; e a rota transcelular, onde o neutrofilo migra
através das células endoteliais (FENG et al., 1998; PHILLIPSON et al.,
2000).

Ultrapassada a barreira endotelial, os leucdcitos deslocam-se pelo
tecido extravascular guiados por um gradiente de moléculas
quimioatrativas num processo chamado de quimiotaxia. A quimiotaxia é
responsavel por recrutar uma grande quantidade de neutréfilos ainda nos
estdgios iniciais da resposta inflamatoéria. Neutrofilos em migragdo
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devem seguir sinais quimiotaticos variados, para que encontrem sua
saida do meio intravascular e, através do intersticio, até o sitio da
inflamagdo (JANEWAY, 2001; WILLIAMS et al, 2011). Na
quimiotaxia, cada neutrofilo individualmente reconhece um gradiente
quimiotatico, polariza e migra em direcdo a esse atrativo. Neutr6filos
seguem esse gradiente quimiotatico até o local da inflamagdo que pode
ter sido causada por um patogeno ou ainda por uma inflamacgao estéril.

Para fazerem o movimento quimiotatico, os leucocitos
migratérios devem aderir ao substrato para adquirir a tragao necessaria e
impulsionarem-se pelo tecido. Em neutréfilos, essa adesdo ocorre
predominantemente pela atuacdo de integrinas da familia beta-2.
Pacientes com deficiéncia genética nessa subunidade beta-2 da integrina
(LAD-I) apresentam neutrofilos incapazes de migrar ou de fazerem
quimiotaxia (CROWLEY et al., 1980). Os neutrofilos expressam duas
integrinas do tipo beta-2, a LFA-1 ¢ a MAC-1,que desenvolvem papéis
divergentes. Estudos vém demonstrando que a agfio dessas integrinas
pode ser opositora, onde integrinas LFA-1 aumentam o extravasamento
dos neutréfilos, e a MAC-1 diminui, sugerindo que a MAC-1 possa estar
atuando como um mecanismo regulatorio durante esse processo (DING
et al., 1999). Contrariamente, Gao e colaboradores descobriram que a
MAC-1 ¢ a principal integrina envolvida na quimiotaxia da barreira
sinovial e dos fibroblastos dérmicos, sugerindo que o papel
desenvolvido por cada uma dessas integrinas depende do ambiente em
que esta ocorrendo esse processo e dos quimioatrativos envolvidos
(GAO; ISSEKUTZ, 1996).

Mudangas na conformagdo, como ja mencionado anteriormente,
assim como o agrupamento de integrinas em determinada posi¢do da
membrana permitem a interacdo da célula com o endotélio e ocorrem
com a ativagdo de uma via de sinalizacdo do tipo inside-out pathway
(ABRAM; LOWELL, 2009). Apenas recentemente detalhes sobre a via
de sinalizacdo das integrinas foram conhecidos. Experimentos
demonstraram que as Rap GTPases sdo as principais reguladoras dessa
via, onde a ativagdo de Rapl induz a redistribui¢cdo espacial intracelular
de integrinas para estimular esse agrupamento que contribui para o
aumento da avidez dessas moléculas (MONTRESOR et al.,, 2013;
SCHMIDT; MOSER; SPERANDIO, 2013; SHIMONAKA et al., 2003).

A maneira como esses neutrofilos sdo guiados, através do tecido
vascular até o local inflamado, ¢ normalmente governada por gradientes
quimiotaticos. Agentes quimiotaticos sdo produzidos no foco da
infeccdo e ligam-se a proteoglicanos na matriz extracelular formando
um gradiente crescente de mediadores quimiotaticos até o local de
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infec¢do (ELEANOR LAWRENCE; JOANA MOLDOVAN, 2011).
Neutrofilos sdo recrutados por uma variedade de moléculas:
quimiocinas, leucotrienos (LTB4), componentes da cascata do
complemento (C5a), por algumas moléculas liberadas diretamente pela
bactéria como o peptideo fMLP e ainda por produtos da inflamagio
estéril como os liberados pela mitocondria.

O fator quimiotatico fMLP (fMet -Leu - Phe) é derivado de
fontes bacterianas Gram positivas ou negativas e também do
rompimento da mitocdndria, indicador de dano celular bastante sensivel.
E o menor peptideo quimiotitico e contém apenas trés aminoacidos
(CARP, 1982; MARASCO et al., 1984). Seu reconhecimento ¢ feito
através do receptor formil peptideo (FPR), do qual ja foram
identificados dois receptores distintos, o receptor formil peptideo - tipol
(FPRL1) e o receptor formil peptideo — tipo 2 (FPRL2) (YANG et al.,
2008).

A familia das quimiocinas tem um papel central na migracdo de
leucdcitos e os neutrofilos respondem a uma diversidade delas. Existem
aproximadamente quarenta quimiocinas diferentes em suas propriedades
quimicas e alvos aos quais se ligam. S3o liberadas de maneira diferente
em cada tecido e podem ser produzidas por uma variedade de células em
resposta a bactérias, virus e agentes causadores de lesdo tecidual. No
local da infec¢do sdo encontradas diversas dessas quimiocinas,
induzindo sinais de certa forma redundantes, mas com o intuito de
assegurar a chegada dessas células até o local correto da infecgdo de
maneira rapida e precisa. No entanto, estudos recentes vém
demonstrando que a resposta do neutréfilo depende de padroes espaciais
e temporais de expressdo de quimiocinas, assim como do receptor nos
neutrofilos correspondente e das diferencas nas propriedades
bioquimicas desses quimioatrativos (FUNAMOTO et al., 2002).

No ambiente inflamatério, uma rede distinta de sinais
quimiotaticos ¢ formada com o objetivo de direcionar a célula imune
correta até o lugar certo, corroborando para a especificidade da resposta
imune celular. Nesse contexto, ¢ essencial que a célula consiga
distinguir a dire¢do de qual quimiocina seguir e, consequentemente, de
qual sinal quimiotatico ela deve se afastar. O estudo de Kolaczowska e
colaboradores em 2013 demonstrou que existe uma prevaléncia de um
gradiente quimiotatico sobre o outro, formando uma hierarquia entre as
diferentes moléculas quimioatrativas que guiam os neutrofilos. Os
atrativos foram divididos em atrativos intermediarios e atrativos que
levam a um alvo final. As moléculas que se originam nos primeiros
estagios da resposta inflamatoria, como o fMLP ou o componente da
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cascata do complemento C5a, denominadas de mediadores finais,
sobrepdem-se a estimulos quimiotaticos liberados em estagios
intermediarios, como as moléculas CXCL8 e LTB4 liberadas pelo
endotélio, as quais sdo denominadas de mediadores intermediarios
(KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013).

A maioria dos quimioatrativos sinaliza através da ligagdo a
receptores heterotriméricos acoplados a proteina G (GPCR), expressos
na superficie do neutrofilo. A ligacdo do quimioatrativo ao seu receptor
especifico induz a dissociagdo das subunidades da proteina G em alfa e
beta/gama. Essa dissociagdo permite que as subunidades beta/gama
ativem uma cascata de sinalizacdo que resulta na polariza¢do celular
assim como na ativagdo do seu citoesqueleto. Como a distribuigdo
desses receptores na membrana celular ndo ¢ polarizada, estudos
sugerem que, apos sua ativacdo, ocorre uma redistribui¢do intracelular
da subunidade beta/gama (JIN et al., 2000; NISHIO et al., 2007).
Dissociada, essa subunidade é capaz de concentrar-se na por¢ao frontal
da célula e ativar a PI3K, enzima responsavel pela fosforilagdo de PIP2
(fosfatidilinositol ~ 4,5-bifosfato),  transformando-o em  PIP3
(fosfatidilinositol 3,4,5 —trifosfato). A formagdo e acumulo de PIP3 leva
a ativag@o da proteina kinase B (PKB, também conhecida como AKT) e
subsequentemente a polimerizagdo da actina, polarizando a célula e
direcionando sua migracdo (FERGUSON et al., 2007; FUNAMOTO et
al., 2002; LI et al., 2000; NISHIO et al., 2007). Diversos estudos vém
demonstrando que a redugdo das concentracdes de PI3K acarreta
diminuicdo na polarizagdo da célula, mas ndo afeta a capacidade da
célula de reconhecer o gradiente quimiotatico e de responder a ele.
Sendo assim, a quimiotaxia pode ocorrer independentemente da ativagao
da polimerizagdo de actina induzida por PI3K, sugerindo que possam
existir outras cascatas de sinalizagdo envolvidas na quimiotaxia dessas
células (ANDREW; INSALL, 2007; CHODNIEWICZ; ZHELEV, 2003;
FUNAMOTO et al., 2002; HIRSCH et al., 2000).

Estudos recentes vém demonstrando que a via de sinalizagdo a ser
ativada depende diretamente do tipo de fator quimiotatico envolvido. A
direcdo na qual os neutrofilos se movem depende de uma cascata de
sinais intracelulares também dispostas de maneira hierarquica (ELKS et
al.,, 2011; HEIT et al., 2002). A ativagdo da via p38 MAPK também
demonstrou estar envolvida na resposta quimiotatica pois neutréfilos
deficientes para a isoforma catalitica (p110y) da enzima PI3K ainda
conseguem, em numero significativo, fazer quimiotaxia (CARA et al.,
2001; HEIT et al., 2002; NICK et al., 1997; ZU et al., 1998). A ligacdo
de quimiocinas do tipo mediadores de alvos finais (fMLP e C5a) ao seus
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receptores seria a responsavel pela ativacdo dessa cascata, e a via
sinalizada através da PI3K/AKT, estaria sendo ativada por receptores
ligados a quimioatrativos intermediarios (BILLADEAU, 2008; HEIT et
al., 2008).

Depois de chegar ao local desejado, os neutrofilos usam seus
mecanismos de defesa para combater o patogeno. Finalmente, para
limitar a extensdo da inflamacéo, esses neutrofilos entram em apoptose e
seus debris celulares sdo fagocitados por macrofagos. Para combater os
patoégenos invasores e¢ manter a integridade do organismo, esses
granulocitos utilizam diferentes estratégias de defesa. A mais conhecida
¢ a fagocitose, onde o neutrofilo engolfa o patégeno e o encapsula no
fagossomo, matando esse microrganismo através do mecanismo de
liberagdo de espécies reativas de oxigé€nio (mecanismo dependente de
NADPH), ou através do mecanismo de liberagdo de proteinas
bactericidas, contidas em granulos citoplasmaticos (SEGAL, 2005).
Quando ativados, os neutréfilos ainda liberam tramas extracelulares
denominadas de NETS (neutrophil extracellular traps). Altamente
eficiente, essa trama ¢ capaz de matar diretamente o patdégeno, assim
como imobiliza-lo, favorecendo a fagocitose e impedindo que ele se
espalhe pelo organismo do hospedeiro. A fagocitose do patdogeno e a
liberagdo de espécies reativas de oxigénio, assim como a liberacdo de
proteases contribuem como fatores essenciais do neutréfilo para o
controle do agente infeccioso (BRINKMANN et al., 2004; NAUSEEF;
BORREGAARD, 2014; PHILLIPSON; KUBES, 2011).

Esses potentes mecanismos de defesa entretanto ndo sdo capazes
de discriminar entre o agente causador da infec¢do e as células do
hospedeiro, o que torna o dano causado no tecido do hospedeiro
inevitavel NATHAN, 2002). Por mais que a inflamagao seja importante
para o reparo tecidual e erradicagdo do patogeno, uma inflamagdo ndo
resolvida, que ocorre quando o organismo ndo consegue remover ou
controlar esse patogeno, pode ser prejudicial para o organismo
hospedeiro. Normalmente esse dano se resume ao local infectado, no
entanto pode evoluir e eventualmente levar a complicagdes mais graves,
como a faléncia de multiplos 6rgdos, causando a morte do individuo
(BENJAMIM et al., 2002; SIBILLE; MARCHANDISE, 1993; SOUTO
etal., 2011).

O processo pelo qual neutréfilos sdo responsaveis pela lesdo
tecidual inicia-se nos leitos capilares, onde sdo sequestrados
acumulando-se no endotélio vascular, causando oclusdo desse lumen e
impedindo o aporte de sangue, resultando em hipoxia tecidual (BROWN
et al., 2006). O encontro de neutréfilos primados com o endotélio



30

ativado leva ao aumento da meia-vida dessas células, contribuindo ainda
mais para o dano extracelular. Além disso, a liberagdo de produtos
inflamatorios exacerba a ativagdo da célula e intensifica o recrutamento
de uma grande quantidade de neutroéfilos para o local afetado, agravando
ainda mais esses danos (BAGGE; AMUNDSON; LAURITZEN, 1980).
Quando no tecido, os neutrofilos sdo capazes de induzir ao dano de
forma direta, através da liberagdo de enzimas proteoliticas, citocinas pro
inflamatorias, espécies reativas de oxigénio e NETS. (ANDRADES et
al., 2011; HEUTINCK et al., 2010; ISHII et al., 2010; KESHARI et al.,
2012).

A infiltragdo e a ativacdo excessiva de neutrofilos contribuem
para o processo de dano tecidual das doengas agudas tais como a lesédo
pulmonar aguda e as lesdes medulares. Além disso, contribuem para o
agravamento de doengas cronicas como artrite reumatoide, doenca
pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) e asma (SADIK; KIM; LUSTER,
2011). Outro exemplo no qual os neutrofilos contribuem ativamente
para o dano tecidual é na sepse. A sepse ¢ uma sindrome de resposta
inflamatoria sistémica induzida por infeccdo. Sua forma grave esta
associada com disfun¢do tecidual e faléncia de multiplos o6rgdos que
resulta em altos indices de mortalidade. Os neutrofilos contribuem para
o inicio e a progressdo da sepse grave. Assim, na sepse grave ou no
choque séptico, a migragdo ineficiente de neutrdfilos até o foco da
infecgdo leva a uma falha na remocdo do agente patogénico invasor,
iniciando uma resposta inflamatoéria desregulada com a hiperativagdo de
células do sistema imune. O dano ocorre através da ativagdo sistémica
excessiva e inapropriada dos neutrofilos, em resposta as condigdes
inflamatorias geradas por um estimulo infeccioso. Essa ativagdo
sist€émica permite a infiltracdo de neutréfilos em orgdos distantes de
onde esteja ocorrendo a inflamagdo, levando a lesdo tecidual, o que
contribui para a faléncia de multiplos 6rgdos, caracteristica da sepse
grave e do choque séptico (BROWN et al., 2006; WEISS, 1989). A
principal infiltracdo ocorre primeiramente no tecido pulmonar, e
conforme a doenga progride, passa a atingir outros 6rgdos fundamentais
para o funcionamento do organismo. O recrutamento de neutr6filos para
orgdos secundarios aumenta ainda mais a incidéncia do dano tecidual
(ROBERTSON et al., 2008; ROGER; CALANDRA, 2009; SATO et al.,
1993). A alteragdo do padrio de expressdo de receptores de quimiocinas
do tipo CC parece estar envolvida nesse processo. Observou-se um
aumento da expressdo de receptores CCR2 em pacientes que nao
sobreviveram a sepse, € animais knockout, para o receptor de quimiocina
CCR2, demonstraram uma redu¢do do actimulo de neutrofilos em
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orgdos como pulmdo, rins, e coragdo (NESS et al., 2004; RIOS-
SANTOS et al., 2007; SOUTO et al., 2011).

1.2  Lectinas do tipo I — Siglecs (Sialic acid-binding Ig super-
family lectins)

Lectinas sdo proteinas que reconhecem e ligam carboidratos,
através de sitios terminais especificos de uma cadeia de carboidratos. Os
ligantes naturais para a maioria das lectinas sdo, geralmente, complexos
de glicoconjugados ligados a uma matriz, que pode ser lipidica ou
proteica (VARKI et al., 2009).

Podem estar tanto soliveis quanto ligadas a membrana de
diferentes tipos celulares. Sdo classificadas de acordo com sua sequéncia
de aminoacidos e com suas caracteristicas bioquimicas (BERG JM,
TYMOCZKO JL, 2002; VARKI et al., 2009). A classificagdo dessas
lectinas ainda ndo foi unanimemente estabelecida, no entanto existem
alguns subtipos ja bem categorizados como € o caso das Lectinas do tipo
I (Ig-like lectins) (VARKI et al., 2009). As lectinas do tipo I sdo
membros da familia das imunoglobulinas IgSF (imunoglobulin
superfamily) a qual abrange proteinas que n3o sejam anticorpos nem
receptores de células T, mas que sejam capazes de reconhecer
carboidratos através de um dominio do tipo imunoglobulina (/g-like)
(VARKI; ANGATA, 2006). Dentre essas lectinas do tipo I, as Siglecs
sdo as mais bem caracterizadas. S3o uma familia de receptores
transmembranares que interagem diretamente com acido sialico em
posi¢des diversas e especificas, tornando-se assim a maior familia de
moléculas presentes em vertebrados e capaz de reconhecer carboidratos
contendo acido sialico (CROCKER, 2002; MAGESH et al., 2011; ORR
et al., 2007; SCHAUER, 2009; VARKI, 1997)

Com base na semelhanca entre suas sequéncias intracelulares e
extracelulares e na conservacdo delas ao longo dos anos, essas lectinas
foram divididas em dois grandes grupos. O primeiro, representado pelas
Siglecs -1, -2, -4, e -15 (com moléculas correspondentes em
camundongos) que tiveram suas estruturas conservadas durante a
evolucdo. O segundo grupo ¢ representado por Siglecs em constante
evolucdo, identificadas como homodlogas ao CD33, chamadas de CD33r
Siglecs (ANGATA et al., 2004). Essa categoria abrange as Siglecs-3, 5—
14, e -16 em primatas ¢ a suas correspondentes em roedores, as Siglecs -
E, F, G e H respectivamente. Essa evolugdo constante ocorre em funcao
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da necessidade de adaptacdo frente a microrganismos capazes de
incorporar o acido sidlico, mimetizando o reconhecimento por células do
hospedeiro (CAO; CROCKER, 2011; CROCKER; ZHANG, 2002).

Siglecs sdo expressas em diferentes tipos celulares, mas a maioria
das CD33r apresentam um padrdo de expressdo especifico e dependente
do tipo celular. Com excecdo das Siglecs-4/MAG, que também sdo
expressas por algumas células do sistema nervoso, todos os tipos de
Siglecs sdo expressos em leucocitos (GUPTA, 2012). Algumas dessas
lectinas tém seu padrdo de expressdo restrito a algumas células, como ¢é
o caso da Siglec-8 expressa apenas em eosindfilos circulantes e em
basofilos, nesses ultimos, com baixa intensidade (FLOYD et al., 2000).
Outras no entanto, sdo amplamente expressas entre os leucocitos, como
€ o caso da Siglec-9 que é encontrada em neutrofilos, em mondcitos e
em algumas subpopulacdes de células NK e de células B. Outra
caracteristica da expressdo desses receptores ¢ que uma unica célula é
capaz de expressar mais de uma Siglec, como é o caso de mondcitos que
expressam CD33, Siglecs-5, -7, -9 e -10 (ANGATA; VARKI, 2000;
LOCK et al., 2004; MUNDAY et al., 2001; VARKI et al., 2009). Os
neutréfilos expressam trés tipos dessas lectinas. Apenas as Siglecs — 5, 9
e 14 sdo encontradas em sua superficie (ANGATA; VARKI, 2000;
ANGATA et al, 2006, CONNOLLY; JONES; WATT, 2002;
CORNISH et al., 1998; ERICKSON-MILLER et al., 2003; ZHANG et
al., 2000).

Muitas dessas Siglecs, como a 5, 7 e a 9, apresentam aumento ou
diminuicdo de expressio de acordo com a exposi¢do a drogas ou
mediadores inflamatorios, sugerindo que pode estar ocorrendo uma
regulagdo transcricional desse receptor durante a resposta inflamatdria
(LOCK et al., 2004). Ap6s uma hora de tratamento com TNF-alfa ou
fMLP, o aumento da expressdo de Siglec-5, na superficie de neutréfilos,
pode ser observada (ERICKSON-MILLER et al., 2003).

Pouco se sabe sobre as fungdes bioldgicas referentes as Siglecs
do tipo CD33r, porém a especificidade de expressdo dessas moléculas
em leucdcitos sanguineos sugere que a ativagdo desses receptores inicie
a ativagdo de células envolvidas na resposta imune. Com o aumento dos
estudos referentes a atividade dessas moléculas, fica cada vez mais
evidente que os receptores do tipo Siglecs utilizam vias de sinalizagdo
inibitorias para diminuir as fungdes celulares. Nesse contexto, estudos
indicam que as Siglecs atuam principalmente como reguladores da
homeostase do sistema imune (CROCKER; PAULSON; VARKI, 2007;
CROCKER; VARKI, 2001b; PILLAI et al., 2012).
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Caracteristicas estruturais transmembranar e citoplasmatica
refletem o principal mecanismo pelo qual esses receptores desenvolvem
sua atividade bioldgica. A estrutura dessas Siglecs consiste em um
dominio extracelular N-terminal do tipo Ig que reconhece o acido
sidlico, seguido de um C2-set Ig-like domain, ¢ de um dominio
citosolico responsavel por modular a resposta celular (ANGATA;
BRINKMAN-VAN DER LINDEN, 2002; ANGATA; VARKI, 2000;
CROCKER, 2002; VARKI; ANGATA, 2006).

A maioria das Siglecs apresenta um dominio citos6lico inibitorio
devido a presenca da molécula ITIM na porgdo terminal do receptor
(immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motifs). A ativagdo desse
receptor altera a conformag¢do do mesmo e permite que quinases da
familia Src tenham acesso a esse dominio. Essas quinases, fosforilam
tirosinas presentes no dominio ITIM que passam a recrutar fosfatases
(tirosine fosfatase) como SHP-1 e SHP-2. No entanto, estudos recentes
demonstram que algumas Siglecs, das quais fazem parte as Siglec-14 15
e 16, ndo apresentam um dominio citoplasmatico proeminente mas sim
residuos carregados positivamente em sua regido transmembranar,
capazes de interagir com a proteina adaptadora DAP12, a qual possui
em sua estrutura um dominio ITAM (tyrosine-based activation motifs).
Essa interagdo induz uma mudanga conformacional que favorece a
atuacdo de tirosinas fosfatases capazes de fosforilar o dominio ITAM,
resultando no recrutamento de tirosina kinases da familia das SYK.
Essas, por sua vez, estdo envolvidas tanto com a inibi¢do quanto com a
ativacdo celular (AVRIL et al.,, 2004; SHIN et al.,, 2010; VARKI;
ANGATA, 2006; WILLIAMS; BARCLAY, 1988).

Dominios ITIM sio normalmente encontrados em co-receptores
que modulam a sinalizacdo intracelular. Receptores que apresentem em
sua estrutura esse dominio inibem as vias de sinalizagdo da célula.
Estudos demonstraram que a maioria das Siglecs funciona como co-
receptor endocitico, capaz de controlar a resposta imune inata e
adaptativa, modular as interacdes celulares, sinalizar informagdes
intracelularmente, além de modular o crescimento e sobrevivéncia da
célula, inibindo a proliferacdo ou induzindo apoptose (CROCKER;
REDELINGHUYS, 2008; WANG et al., 2010).

Diversos estudos t€m sugerido que as Siglecs sdo responsaveis
pela contengdo da resposta imune excessiva, ativada por receptores do
tipo Toll (TLR). Experimentos in vitro utilizando o cross-linking de
anticorpos ou a super expressdo dessas lectinas, ainda que ndo
mimetizam o comportamento in vivo, vém demonstrando que existe uma
interagdo entre esses receptores. O mecanismo pelo qual isso estaria
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ocorrendo ainda ¢ desconhecido (BOYD et al.,, 2009; PAULSON;
KAWASAKI, 2011).

Em resposta a ativagdo de TLR4 por LPS ou TLR2 por PGN, a
expressdo de Siglec-5 e Siglec-9 em linhagem celular de macrofagos
(RAW264) mostrou ser capaz de inibir a producdo de TNF-alfa e
aumentar a producdo da citocina anti-inflamatéria IL-10 (ANDO et al.,
2008). De forma contraria, uma linhagem celular de monocitos (THP-1)
com super expressao de Siglec-14, que compartilha 99% de semelhanga
com a Siglec-5, diferindo dessa pela presenga da molécula ITAM,
apresentou um aumento na producdo de TNF-alfa induzida por LPS. O
estudo sugere que esse alelo da Siglec-5 atue em sinergia com os
receptores do tipo Toll através da ativagdo de seu dominio ITAM (ALI
et al., 2014; ANGATA et al., 2006)

Em neutrofilos, a Siglec-9 ¢ capaz de induzir apoptose em
condigdes fisiologicas normais ou inflamatérias e, dependendo das
citocinas que estdo presentes no meio, pode também induzir morte por
uma via caspase ndo dependente (CARLIN et al., 2009b; GUNTEN et
al., 2005). O aumento da taxa de mortalidade dessas células reduz o
nimero de neutrofilos no local e sugere que as Siglecs possam ser
importantes no controle do acumulo celular que é um dos fatores
responsaveis pelo dano causado ao tecido do hospedeiro. Estudos
realizados em camundongos, utilizando um modelo de inflamagdo
pulmonar induzida por LPS, demonstraram que animais deficientes para
a Siglec-E (correspondente da Siglec-5 em humanos) apresentavam um
aumento da atividade migratéria dos neutrofilos em dire¢do ao pulmao,
efeito revertido com adicdo de anticorpos especificos contra integrinas
beta-2 (CD11b) envolvidas na migragdo celular. Além disso, a via de
sinalizagdo ativada por integrinas beta 2 apresentava um perfil de
fosforilagdo das proteinas kinases SYK e p38 mais elevado do que nos
animais selvagens (MCMILLAN et al., 2013).

Em humanos, a ativagdo de neutrofilos por LPS (via TLR4) in
vitro resultou na indug@o transcricional de Siglec-9. De forma
semelhante com o que ocorre com a Siglec-F em ratos, o estudo
apresentou um aumento do recrutamento de SHP-2 ao ITIM fosforilado.
A ativagdo desse receptor resultou na inibicdo da via de sinalizagdo de
TLR mediada por TRIF, diminuindo a produgdo de interferon do tipo I
(ITFNs) (ANDO et al., 2008; BOYD et al., 2009).

Estudos vém demonstrando que uma variedade de patogenos
sialilados tem feito uso desse mecanismo inibitorio. Eles se ligam a
Siglecs com o objetivo de modular as fungdes celulares, contribuindo
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assim para um aumento na sua patogenicidade e sobrevida no organismo
do hospedeiro (CARLIN et al., 2007, 2009a; CHANG et al., 2014).

Cada Siglec apresenta uma especificidade unica de ligagdo ao
acido sialico, comumente encontrados na superficie da célula, assim
como no meio extracelular (BRINKMAN-VAN DER LINDEN;
VARKI, 2000). A interagdo dessas proteinas com ligantes sialilados se
da por duas formas: i. a ligagdo ocorre entre Siglec e ligante presentes na
mesma células, denominada de ligagdo cis. ii. a ligacdo ocorre entre
Siglec e ligantes presentes em células adjacentes, glicoproteinas, virus,
bactérias etc.., essa, chamada de ligacdo trans. A capacidade de cada
Siglec interagir com uma ligacdo do tipo trans € influenciada pelas
interagdes cis que estdo sendo formadas. A interag@o entre carboidrato e
Siglec, presentes na mesma célula, pode mascarar o sitio de ligagdo
dessa lectina, impedindo que outras ligacdes do tipo trans acontecam
(CROCKER; VARKI, 2001b). Estudos indicam que a maior parte das
Siglecs existentes em células que estdo em seu estado ndo ativado,
apresenta-se mascarada pelas ligagdes cis (PAULSON; MACAULEY;
KAWASAKI, 2012). A presenca de sialidases, que sdo enzimas capazes
de clivar o acido sidlico, a mudanga no padrdo de glicosilacdo dos
carboidratos da proteina, ou ainda o reconhecimento de dominios
sialilados sdo os responsaveis pela conversdo da interagdes do tipo cis
para intera¢des do tipo trans (CROCKER; VARKI, 2001a; CROSS;
WRIGHT, 1991; GUTHRIDGE; KAPLAN; COHEN, 1994; RAZI;
VARKI, 1999).

Para Siglecs pertencentes ao grupo de estrutura altamente
conservado existem evidéncias bem concretas de ligantes sialilados
especificos, porém os ligantes para as CD33r Siglecs, dos quais as
Siglec-5 e 9 fazem parte ainda ndo foram estabelecidos. Com excecao
da siglec-6, os unicos ligantes para as CD33r Siglecs sdo glicanos
sialilados presentes em glicoproteinas e glicolipideos. No entanto, ainda
ndo estd bem claro quais seriam exatamente esses ligantes
oligossacarideos, nem as proteinas ou lipideos aos quais eles estariam
ancorados (LANOUE et al., 2002). Em 2007, Gunnarsson e
colaboradores sugeriram um possivel ligante endégeno para Siglec-5.
Nesse estudo foi demonstrado sua possivel interacdo com a proteina
glicosilada de fase aguda Alfa-1-glicoproteina 4cida, demonstrando
assim o primeiro ligante enddgeno para essa Siglec. No entanto, o
estudo ndo é conclusivo e outras abordagens experimentais devem ser
realizadas para comprovar as ligagdes da AGP com Siglec-5
(GUNNARSSON et al., 2007).
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1.3  Alfa-1-glicoproteina acida (AGP)

Durante a resposta inflamatoria, a liberagdo de citocinas como
TNF-alfa, IL-1beta e, em especial a liberacdo de IL-6, incide em células
hepaticas, alterando a concentragdo de algumas proteinas secretadas pelo
figado (GAULDIE et al., 1987). Algumas t€ém suas concentra¢des
diminuidas, enquanto outras se apresentam em concentragdes bastante
elevadas. Proteinas envolvidas nesse processo sdo denominadas de
proteinas de fase aguda e caracterizam uma resposta conhecida como
resposta de fase aguda, um dos eventos envolvidos no desenvolvimento
do processo inflamatério (GABAY; KUSHNER, 1999; JANEWAY,
2001).

Diversas sdo as proteinas produzidas durante essa resposta aguda,
e algumas delas sdo particularmente interessantes por restaurarem a
homeostase do organismo através de atividades imunossupressoras. A
Alfa-1-glicoproteina acida € uma dessas proteinas, e sua interagdo com
algumas células do sistema imune ¢é capaz de regular atividades
celulares envolvidas no processo inflamatdrio protegendo o organismo
de uma reacdo inflamatdria exacerbada e consequentemente reduzindo o
dano tecidual (GABAY; KUSHNER, 1999; HOCHEPIED et al., 2003).

A Alfa-1-glicoproteina ¢ uma das proteinas mais abundantes no
plasma, representando 1% de todas as proteinas plasmaticas. Durante o
processo inflamatdrio aumenta sua concentragdo no plasma, atingindo
valores que vao de 0.8 g/L (2,4 mM) em individuos saudaveis até 3 g/L
(7,3 mM) em condigdes inflamatérias (HIGAI et al., 2005; LARSSON;
HANSSON, 2006).

Sintetizada principalmente por hepatocitos, embora também por
neutrofilos, macrofagos, células endoteliais, fibroblastos e adipocitos, a
AGP tem como uma das principais fungdes descritas ligar-se a
compostos exdgenos, como as drogas basicas e neutras € a compostos
enddgenos, como horménios e fatores de ativacdo plaquetaria. Ja foi
demonstrado que a expressdo génica da AGP em macrofagos alveolares
aumenta durante o processo de inflamagdo cronica desse Orgdo, e os
dados obtidos sugerem que a producdo local dessa proteina
imunomodulatoria, no espago alveolar, esteja envolvida no controle
antinflamatorio (FOURNIER et al., 1999).

Também conhecida como orosomucoéide, a Alfa-1-glicoproteina
acida foi isolada em 1950 por Karl Schmid e Richard J. Winzler.
Altamente glicosilada, apresenta um peso molecular entre 41-43 KDa,
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sendo 45% desse peso devido a presenga de carboidratos, dos quais 12%
sdo de acido sialico (SMITH et al., 1950; TAMURA et al., 1981).

Sua estrutura consiste em uma cadeia tnica de 183 aminoacidos,
e a glicosilagdo ocorre através da ligagdo com o nitrogénio do
aminodcido asparagina (N-glycans), localizado nas posi¢des 15, 28, 54,
75 e 85. Diferentes formas da AGP podem ser encontradas. Duas
variagdes da proteina, que se diferenciam em 22 aminodcidos, sdo
detectadas no soro: AGP-1 (AGP-A) e AGP-2 (AGP-B/B'). No entanto,
¢ a porgdo de carboidratos que contribui para sua grande diversidade
estrutural. No processo de glicosilagdo, estruturas bi-, tri- ¢ quaternarias
de cadeias de oligossacarideos podem ser incorporadas a proteina, o que
contribui para a formacdo de diferentes padrdes de glicosilagdo capazes
de gerar 10° glicoformas diferentes dessa proteina. Porém, algumas
combina¢des ndo foram observadas na natureza, apenas 12-20
glicoformas diferentes foram identificadas no soro, e o padrio de
glicosilagdo apresentado estd diretamente relacionado com a condigéo
patofisiolégica do individuo. Aparentemente, individuos saudéaveis
apresentam diferentes perfis de glicosilagdo os quais variam na
quantidade de fucosilagdes. Durante o processo inflamatorio ocorre um
aumento na quantidade de gliciosilagdo dessa proteina, e as
modificagdes mais comumente encontradas sdo o aumento das estruturas
binarias e o aumento dos residuos de fucose estruturadas nas posicoes
alfa 1,3 resultando na conformacdo de epitopos de Sialyl Lewis X (DE
GRAAF et al., 1993; HIGAI et al., 2003; LEVANDER et al., 2009;
MACKIEWICZ; MACKIEWICZ, 1995). Os significados
patofisioldgicos dessas alteragdes permanecem desconhecidos.

Por mais que o papel fisiologico dessa proteina ainda ndo esteja
completamente elucidado, a maioria dos estudos apontam para um papel
imunomodulatorio e anti-inflamatorio natural. Como membro da familia
das lipocalinas e da subfamilia das imunocalinas, as quais apresentam
caracteristicas imunomodulatorias conhecidas, a AGP ja teve descritas
algumas atividades capazes de influenciar a resposta do sistema
imunoldgico. Estudos sugerem que essa proteina seja capaz de interagir
com a superficie de linfocitos, modulando negativamente sua resposta
proliferativa induzida por fitohemaglutinina (CHIU et al., 1977). Em
plaquetas, pode inibir a agregacdo plaquetdria induzida por ADP
(adenosina difosfato) ou epinefrina e em células mononucleadas, induzir
ou aumentar a secrecdo de citocinas pro e anti-inflamatorias, como 1L-6,
IL-1beta e TNF-alfa (BOUTTEN et al., 1992; COSTELLO; FIEDEL;
GEWURZ, 1979; TILG et al., 1993). Nos neutrofilos, ela parece exercer
influéncias em diversas atividades celulares. Estudos demonstraram que
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in vitro ela é capaz de inibir a fagocitose de Escherichia coli e
Staphylococcus aureus (VAN OSS et al., 1974). Inibe a geracdo de
superoxido induzida por zymosan e, em altas concentragdes, ela inibe a
agregacdo de neutrofilos (COSTELLO; GEWURZ; SIEGEL, 1984;
DIRIENZO et al., 1987). Estudos ainda demonstram que ela é capaz de
inibir in vivo a migragdo de neutrofilos para a cavidade peritoneal
induzida por carragenina e in vitro inibir a quimiotaxia induzida por
formil-methionil-leucil-fenilalanine (fMLP) sem afetar a migragdo
randomica (LAINE et al., 1990, MESTRINER et al., 2007; SPILLER et
al., 2012; VASSON et al., 1994).

Mesmo com suas fung¢des ainda ndo bem estabelecidas, ja foi
determinado que sua atividade imunomodulatéria estd diretamente
relacionada com a por¢do de carboidratos da proteina e que essa
desenvolve papel fundamental na interagdo célula proteina
(PUKHALSKY et al., 1998; SHIYAN; BOVIN, 1997). Proteinas que
passaram pelo processo de retirada de carboidratos, em especial a
desialilagdo (retirada de acido sidlico), apresentaram uma menor
capacidade de modular as células do sistema imune (BENNETT;
SCHMID, 1980; GUNNARSSON et al., 2010; LIU et al., 2014).

Sabendo que dentre os carboidratos presentes na AGP o que
aparece em maior abundancia ¢ o acido sialico, estudos sugerem que a
interagdo entre essa proteina e os neutrofilos esteja ocorrendo através de
uma lectina de membrana capaz de reconhecer esse carboidrato.
Gunnarsson e colaboradores em 2007, através de estudos de
mobilizagdo de calcio intracelular, observaram que a ligagdo entre o
acido sialico presente na AGP e o receptor do tipo lectina Siglec-5
presentes na membrana de neutréfilos pode ser responsavel por modular
respostas funcionais dessa célula (GUNNARSSON et al., 2007).

Juntando estas evidéncias a hipdtese do nosso trabalho € que a
Alfa-1-glicoproteina acida inibe a quimiotaxia dos neutrofilos pela
ligacdo de seus residuos de acido sialico a receptores do tipo Siglec-5
e/ou 9.



39

2 Objetivos

2.1  Objetivo Geral

Este projeto tem como objetivo estudar o envolvimento da
ativacdo de lectinas do tipo Siglec-5 e ou Siglec-9 na inibi¢do da
quimiotaxia de neutréfilos pela Alfa-1-glicoproteina acida.

2.2 Objetivos Especificos

I. Avaliar a influéncia do carboidrato acido sialico da AGP na
quimiotaxia dos neutrofilos.

I. Avaliar a possivel existéncia de interagdo entre a proteina
AGP e Siglecs, presentes em neutrofilos.
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3 Materiais e métodos

3.1 Avaliacio da presenca de contaminantes na AGP

3.1.1 Analise da contaminacio por outras proteinas.

Com o intuito de determinar a pureza da AGP comercial
(Sigma-Aldrich) em relagdo a contaminagdo com outras proteinas foi
feito um gel de SDS-PAGE. Para isso, amostras contendo 0,1; 1;2; 10 e
20 pg de proteina foram incorporadas ao tampao de corrida 1X e
incubadas em banho seco por 5 minutos a 95°C para desnaturagdo da
mesma. Desnaturadas, as amostras foram submetidas a eletroforese em
gel de SDS-PAGE (4% de concentragdo e 10% de separagdo) utilizando
tampdo de corrida tris-glicina nas condigdes 100V/80 mA. Apds a
eletroforese, o gel foi revelado utilizando-se a coloragdo por nitrato de
prata. Para tanto, o gel foi fixado durante 15 minutos em temperatura
ambiente, com uma solu¢do de acido acético 5% e etanol 50%. Em
seguida, a solugdo fixadora foi descartada e o gel lavado sob agitagdo
durante 10 minutos com 200 ml da solugdo de lavagem (etanol 50%). A
seguir, foram adicionados 100 ml de agua Milli—Q® e o gel mantido por
10 minutos sob agitacdo. Apos esse periodo foram adicionados 200ml da
solucdo de sensibilizagdo, composta por 0,02% de tiossulfato de sodio
sob agita¢do durante 2 minutos. Posteriormente, o gel foi lavado duas
vezes com 4agua Milli—Q® por 2 minutos. Para a coloracdo foram
adicionados 200 ml de solugdo de prata (0,1% de nitrato de prata) e o gel
foi incubado durante 10 minutos em temperatura ambiente. Finalizado
esse perfodo, foi feita uma breve lavagem com agua Milli-Q® seguida da
adicdo da solucdo reveladora (2% de carbonato de s6dio). Apods a
solucdo ja estar em contato com o gel, foram adicionados 80 ul de
formaldeido. O gel permaneceu em contato com a solugdo reveladora até
o aparecimento da cor. Para interromper a reagdo, foram adicionados
200 ml de solug¢do de parada (5% de acido acético) e o gel mantido
nessa solucdo até a documentacgdo.
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3.2 Western blot

Para a realiza¢do do Western Blot, 0,1 ug, 1 uge 10 pg de AGP
foram ressuspensas em tampdo de corrida 1X, desnaturadas por 5
minutos a 95C, aplicadas em gel SDS-PAGE e submetidas a
eletroforese conforme descrito anteriormente. Apds a eletroforese, as
proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose (GE
Healthcare, New York, 2014) por 2 horas, utilizando-se o mddulo de
transferéncia molhado XCell II™ Blot Module 25V/100 mA (Life
Technologies Corporation, USA), seguindo as especificagdes do
fabricante. Completada a transferéncia, a membrana foi lavada por 5
minutos sob agitagdo em tampao de lavagem Tris Buffer Saline (TBS +
0,1% de Tween-20 ) e em seguida bloqueada por 6 horas a 4°C sob
agitacdo, em solugdo de bloqueio, composta por 5 % de leite em pd
desnatado em tampao de lavagem. Posteriormente, o anticorpo primario
anti-hAGP foi adicionado (1:1000 em solugdo de bloqueio) a essa
membrana e incubado overnight a 4°C sob agitacdo. Apds o periodo de
incubagdo, a membrana foi lavada por 3 vezes e incubada com o
anticorpo secundario anti-IgG murino, ligado a HRP (1:2000 em tampao
de bloqueio) por mais 1h em temperatura ambiente. A membrana foi
novamente lavada e a revelacdo realizada utilizando-se o kit ECL
(Pierce), de acordo com as instru¢des do fabricante. Por fim, a imagem
foi obtida através do aparelho foto documentador ChemiDoc™ MP
System (Bio-Rad, USA).

3.3 Quantificacdo de endotoxina

Para excluir a interferéncia do contaminante LPS no ensaio, foi
necessario determinar a quantidade de endotoxina presente na AGP
comercial. Assim, a quantidade de endotoxina presente na amostra foi
dosada pelo método de LAL (Limulus Amebocyte Lysate) com o
Chromogenic Endotoxin Quantitation Kit (Pierce™ LAL Chromogenic
Endotoxin Quantitation Kit, USA), seguindo as recomendagdes do
fabricante. Resumidamente, aos tubos contendo 50 pl de padrio,
amostra (AGP — 500 pg/ml), branco (dgua livre de endotoxina) ou
controle positivo (AGP + LPS — 1 EU/ml) foram adicionados 50 pl de
LAL e os tubos incubados a 37°C por 10 minutos. Apds esse periodo,
foram adicionados 100 pl do substrato e os tubos foram incubados por
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mais 6 minutos a 37°C. Para o término da reagdo, foram adicionados 50
ul de acido acético 25% e a absorbancia medida em leitora de placa de
ELISA (ELX-800 Biotek, USA), no comprimento de onda de 405 nm.
Das absorbancias obtidas o branco foi subtraido ¢ o coeficiente de
determinagao (R?) obtido foi maior que 0.98.

3.4 Obtencao de neutrofilos humanos

3.4.1 Amostras de sangue humano e consideracdes éticas

Para o estudo, foram utilizadas amostras de sangue periférico
humano, obtidas de doadores voluntarios saudaveis, na faixa etaria de 20
a 40 anos. O protocolo para utilizagdo desse tipo de amostra foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos, sob o
numero: 283/08.

3.4.2 Obtencido de neutrofilos a partir de sangue periférico
humano

O isolamento de neutréfilos foi realizado por meio do gradiente
de densidade de Percoll® com densidade 1,130 g/mL (Percoll®, GE
Healthcare, UK), conforme protocolos de estudos anteriores e adaptados
para o laboratorio. Para isso, quatro gradientes contendo diferentes
concentragdes de Percoll” juntamente com a solugdo de Hanks, sem
calcio e sem magnésio (Solu¢do Balanceada Hanks — HBSS, Gibco,
USA) foram preparados conforme a listagem abaixo:

A. Percoll® 72% - 7,2 ml de Percoll ® 2,0 ml de solugdo de Hanks
1x + 0,8 ml de solu¢do de Hanks 10x

B. Percoll® 63% - 6,3 ml de Percoll ® 4 3,0 ml de solugdo de
Hanks 1x + 0,7 ml de solucdo de Hanks 10x

C. Percoll® 54% - 5,4 ml de Percoll ® 4 4,0 ml de solugdo de
Hanks 1x + 0,6 ml de solucdo de Hanks 10x

D. Percoll ® 45% - 4,5 ml de Percoll ® o+ 5,0 ml de solugdo de
Hanks 1x + 0,7 ml de solucdo de Hanks 10x

Em seguida, aproximadamente 10 ml de sangue venoso humano
foi coletado em tubo de Heparina de Litio (BD Vacutainer®, Becton
Dickinson Industrias Cirtrgicas Ltda, Brasil). Em uma capela de fluxo
laminar ¢ com o auxilio de uma pipeta sorologica, 2 ml de cada
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gradiente foram adicionados a um tubo de centrifugagdo de 15 ml de
fundo conico tipo Falcon, mantido em inclina¢do de aproximadamente
45°, conforme a ordem: Percoll 72%, Percoll 63%, Percoll 54% e
Percoll 45%.

Depois de posicionadas as camadas, 2 a 2,5 ml do sangue
coletado foram adicionados sobre esse gradiente e em seguida
submetidos ao processo de separagdo por centrifugacdo. Para isso, os
tubos foram centrifugados (Centrifuga Eppendorf 300™) por 30
minutos a uma rotacdo de 650g com 2 m/s* de aceleracdo e
desaceleracdo, a temperatura de 22°C.

Apbs a centrifugagdo, ocorreu a formagdo de dois halos. O
primeiro, localizado na parte superior do tubo concentram-se as células
mononucleadas; e o segundo, na parte inferior do tubo, concentram-se
os granuldcitos.

Com auxilio de uma pipeta, o halo superior, assim como as
camadas de Percoll ® ¢ o soro foram descartados. Em seguida, com uma
pipeta Pasteur, o halo inferior foi coletado e transferido para um novo
tubo de centrifugagdo de 15 ml.

Para remogdo de possiveis hemdacias contidas entre os
polimorfonucleares, foi adicionado tampao de lise NH4Cl, completando
o volume para 12 ml. A solu¢do foi entdo homogeneizada por inversao,
por 5 minutos e colocada em repouso por mais 5 minutos. Finalizado
esse periodo, as células foram centrifugadas por 8§ minutos a uma
velocidade de rotagdo de 450g, aceleragdo e desaceleragdo de Tm/s* a
22°C. O sobrenadante dessa centrifugacdo foi descartado e as células
lavadas com solucdo de Hanks 1x. O pellet de células formado foi
ressuspenso em 2 mL de meio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial
Institute — Gibco, USA) contendo 0,01% de albumina bovina.

Para obtengdo do numero de células e determinacdo da
viabilidade celular, essas células foram contadas na Camara de
Neubauer ¢ a sua viabilidade determinada com auxilio do corante de
exclusdo azul de Tripan 1%. Apenas as células vidveis foram
consideradas e sua concentragdo ajustada para 1x10° células/ml. Para os
ensaios, apenas as amostras com pureza acima de 90% foram utilizadas.

3.4.3 Analise fenotipica da populacio celular obtida na separacio
por gradiente de Percoll®

Para determinar o fenodtipo das células isoladas através do
gradiente de Percoll®, as células obtidas na separagdo foram analisadas
por citometria de fluxo, conforme descrito na se¢do 3.8. Nesse ensaio,
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1x10° células foram marcadas com os seguintes anticorpos humanos:
anti-CD11b (1:50, clone D12 BD Biosciences) e anti-CD66b (1:200,
clone G10F5 BD Biosciences). Um total de 50.000 eventos/amostra
foram adquiridos no equipamento FACSverse (BD FACSVerse™, BD
Biosciences, USA).

3.4.4 Avaliacdo por citometria de fluxo de morte celular em
células incubadas com Alfa-1-glicoproteina acida

Para avaliar a viabilidade dos neutréfilos incubados com a
proteina foram utilizados dois marcadores de morte celular: anexina e
iodeto de propidio (PI). A marcagdo com anexina permite avaliar as
células apoptoticas, através da ligagdo a fosfatidilserina, que ¢ um
componente fosfolipidico presente na parte interna da bicamada lipidica
da membrana celular. Essa passa a ser exposta ao meio extracelular no
inicio do processo de morte celular por apoptose, quando a membrana
ainda esta integra. J4 o PI ¢ um marcador para células necréticas, pois
sua molécula é capaz de intercalar-se ao DNA celular, desde que a
membrana da célula esteja permeavel, visto o alto peso molecular do PI.
Sendo assim, esse marcador permite avaliar os casos de morte celular
por necrose, assim como células em estagio final de apoptose, no qual a
célula também apresenta alteragdo na permeabilidade da membrana.
Sendo assim, para uma a marcacdo positiva para lodeto de propidio, a
célula ja deve estar em estagio final de apoptose, ou ter sofrido morte
por necrose.

Para este ensaio, as células isoladas por gradiente de Percoll, na
concentracdo de 1x10 6 células/ml foram incubadas em placa de 96
pogos por 1h, na presenca de 0,1 mg/ml, 0,250 mg/ml ou Img/ml de
AGP ou ainda com N-acetylneuraminic acid, (NeuS5Ac), nas
molaridades correspondentes a concentragao utilizada para AGP (3 uM,
6 uM ou 10 uM), a 37'C, com atmosfera de 5% de CO, em diferentes
time points. Posteriormente, as células foram lavadas com PBS 1X e
marcadas com anexina 1:100 (FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit
I, BD Pharmigen , USA) e PI 1:100 (Iodeto de propidio, R&D Systems,
USA) em tampao de anexina. Em seguida, as células foram incubadas
por 15 minutos para anexina e 1 minuto para PI, em temperatura
ambiente para analise por citometria de fluxo.
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3.5 Ensaio de quimiotaxia de neutroéfilos

Para a avaliacdo da quimiotaxia dos neutrofilos foi realizado o
ensaio em Camara de Boyden de 48 pogos da Neuro Probe AP48 (Neuro
Probe AP48 Chamber™, USA), conforme protocolo descrito nas
especifica¢des do fabricante.

Esse ensaio de quimiotaxia consiste em uma camara de dois
compartimentos, separados por uma membrana microporosa de
policarbonato com poros de Sum de diametro. A cdmara apresenta duas
partes de acrilico, superior e inferior, onde sdo adicionadas as células e o
fator quimiotatico, respectivamente.

Na parte inferior, foram adicionados 26,8 pl do quimioatrativo
fMLP (Formyl Methionyl Leucyl Phenylalanine) na concentragdo de 10

M; e para a migragdo ao acaso (controle negativo, sem fator
quimiotatico) foi usado meio RPMI com 0,01% de albumina bovina.
Ap6s a adicao do fator quimiotatico, a membrana de policarbonato foi
colocada sobre esse compartimento, de forma a cobrir todos os pogos da
camara. Em cima da membrana foi entdo colocada uma peca de
polietileno e a parte superior da camara foi encaixada. Para fixar e
finalizar a montagem, os parafusos foram atarraxados e apertados
firmemente. Na parte superior foram adicionados, de maneira a evitar a
formacdo de bolhas, 50 pl da suspensdo de células previamente
ajustadas para uma concentracdo de 1x10° células/ml em RPMI
contendo 0,01% de albumina bovina. Pronta, essa camara foi entdo
levada para uma estufa e incubada por 2 h a 37°C com 5% de CO,,

Apos o periodo de incubagdo, a camara foi desmontada e a
membrana retirada. Para remog¢do dos neutréfilos que ndo migraram e
permaneceram aderidos ao lado oposto dos que migraram na membrana,
essa passou pelo processo de limpeza, no qual a face que n3o continha
as células que migraram foi raspada em uma lamina de borracha e
posteriormente lavada em solucdo salina. Esse processo foi repetido por
3 vezes. Feito isso, as células aderidas a membrana foram fixadas e
coradas. Para isso, a coloragao utilizada foi o Kit de Coloragdo Panético
(Laborclin Ltda, BR), onde a membrana permaneceu com a face que
contém os neutrofilos voltada para baixo, em contato com a solugdo
fixadora 1, durante 1 minuto e¢ 30 segundos, 3 minutos na solugdo
corante 2 e por fim mais 3 minuto na solu¢do corante nimero 3. Para
retirada do excesso de corante, a membrana foi entdo colocada em
solucdo salina por alguns segundos e em seguida disposta sobre uma
lamina de vidro para secagem e posterior contagem dessas células.
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Para quantificacdo do ntimero de células que migraram foi usado
um microscépio Optico no aumento de 20x e os 5 campos que continham
mais células foram contados. O experimento foi realizado em triplicata e
os resultados foram expressos em ntimero de neutréfilos por campo. Os
resultados apresentados sdo os que melhor representaram uma bateria de
trés experimentos distintos.

3.6 Retirada do acido sidlico presente na Alfa-1-glicoproteina
acida

3.6.1 Desialilacio da AGP por neuraminidase

Para retirada do 4cido sidlico presente na AGP, e consequente
avaliacdo do seu envolvimento na inibi¢do da quimiotaxia dos
neutrofilos, foi utilizado o protocolo de neuraminidase segundo
Gunnarsson et al. 2007. A neuraminidase utilizada foi originaria de
Clostridium perfingens e ¢ uma enzima capaz de clivar acido sialico nas
posigdes a-2,3- a-2,6- ou a-2,8 ligados a uma galactose.

Para este ensaio, 5 mg da AGP comercial foi solubilizada em
tampao de acido acético 0,1 M e pH 5,0. Apds, a proteina foi incubada
com a enzima neuraminidase Clostridium perfingens na propor¢do de
100 mU da enzima para cada 1 mg da proteina por 16 h a 37°C.

A purificagdo dessa proteina, separando-a da enzima e do acido
sidlico soluvel, foi realizada através de gel filtragdo, utilizando-se o
equipamento Akta Avant 25 (Akta Avant 25, GE Healthcare Life
Sciences, USA). A gel filtragdo separa as moléculas de acordo com seu
tamanho, conforme elas passam pela matriz da coluna Superdex 200
10/300 GL (Superdex GL™, GE Healthcare Life Sciences, USA). Para
isso, foram injetados no sistema 500 pl da amostra e para a eluicdo da
proteina usou-se o tampao PBS. O método de purificagdo utilizado
seguiu as seguintes especificagdes:

Equilibrio Porcentagem de B — 0% 0,2 CV
Injec¢do da amostra Loop capilar de 500 pL.
Eluicao Isocratica Porcentagem de B — 0% 3 CV

Lavagem da
coluna

Porcentagem de B — 0% 2,5 CV
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Ao final da corrida, foi feita a identificacdo do pico
correspondente a AGP ¢ as fragdes correspondentes coletadas. Como
controle, 5 mg da proteina comercial que ndo passou pelo processo de
desialilacdo foram submetidos as mesmas condigdes da proteina
desialilada.

3.6.2 Avaliacdo da presenca de carboidratos na AGP desialilada

As fragdes confirmadas como positivas para AGP foram ainda
avaliadas quanto a presenca de carboidratos. A identificacdo dos
carboidratos presentes na AGP das fragoes 1A5, 1A6 e 1A7 foi realizada
por ensaios de Western Blot, utilizando as lectinas biotiniladas de
Sambucus nigra (1:1000), que reconhecem preferencialmente acido
sialico na posicdo 0-2,6, ¢ a lectina Aleuria aurantia (1:1000), que
reconhece a sequéncia Fuc(al,6)GlcNAc. Para isso foram feitos 2 géis
de SDS-PAGE e a transferéncia para a membrana de nitrocelulose como
descritos na secdo 3.2. A membrana foi entdo bloqueada em solugdo
contendo 150 mM NaCl, 10 mM Tris, 10% de Tween 20 com pH 7,5,
por 2h em temperatura ambiente. Apos, cada membrana foi incubada
com a sua respectiva lectina e diluida em soluc¢do de bloqueio por lhora.
Ap6s esse periodo de incubagdo, a membrana foi lavada por 3 vezes e
incubada com o anticorpo secundario anti-biotina — HRP (1:2000 em
tampao de bloqueio), por 1h em temperatura ambiente. A revelagdo foi
realizada conforme item 3.2.

3.6.3 Dosagem de proteinas pelo método do acido bicinconinico
(BCA)

A dosagem de proteina total foi feita através do método
colorimétrico do 4cido bicinconinico utilizando-se o Pierce™ BCA
Protein Assay Kit (Pierce Biotechnology™, USA), segundo as
instrugdes do fabricante. De acordo com o mesmo, esse ensaio apresenta
sensibilidade de deteccdo de 5 a 250 pg/ml de proteina total. Para isso,
em uma placa de 96 pocos foram pipetados 20 uL da amostra em teste
ou do padrio (solugdo de albumina sérica bovina - BSA) nos respectivos
pogos. Em seguida foram adicionados 180 uL de uma mistura composta
por 50 partes do reagente A e 1 parte do reagente B, homogeneizado e
incubado por 30 minutos a 37°C. Apos esse periodo, a temperatura foi
estabilizada mantendo-se a placa em temperatura ambiente por 10
minutos. A leitura foi feita em leitora de placa no filtro de 550 nm. O
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resultado referente as concentragdes das amostras foi calculado com
base na densidade Optica obtida com a curva padrdo de BSA.

3.7 Marcacao da AGP com Alexa Fluor 488

A marcacdo da AGP com a molécula florescente Alexa Fluor 488
foi feita através do uso do kit Molecular Probes Alexa Fluor® 488
Protein Labeling Kit (Invitorgen, USA). O protocolo experimental foi
realizado seguindo as especificagdes do fabricante. Resumidamente, foi
feita uma solugo contendo 1 pg da proteina diluida em 500 pl de PBS,
a qual foi adicionado 50 pl de bicarbonato de sédio 1M, previamente
preparado. Ap6s homogeneizada, essa solug¢do foi transferida para um
vial contendo uma barra magnética e o corante reativo. Esse vial foi
homogeneizado por inversdo e colocado sobre um agitador magnético
protegido da luz, onde permaneceu por lh a temperatura ambiente.
Completada essa 1h, o vial foi incubado overnight a uma temperatura de
4°C sob agitacdo. No dia seguinte, a solug¢do foi purificada através da
eluigdo em uma coluna de resina disponivel no kiz. A eluicdo foi
realizada com a ajuda do tampdo de elui¢do, para a visualizacdo das
bandas formadas, foi utilizado uma lampada UV portatil. Durante o
processo, ocorreu a formagdo de duas bandas, uma referente a proteina
marcada e a outra referente ao residuo do corante. A primeira banda a
eluir corresponde a proteina foi devidamente coletada em tubo contendo
2 mM de azida de so6dio. A determinacdo da concentragdo da proteina
marcada foi feita através do método de Bradford.

3.8 Dosagem de proteinas pelo método de Bradford

As dosagens de proteinas feitas no método descrito em 3.6 foram
realizadas utilizando o reagente QuickStartTM Bradford Protein Assay
(Bio-Rad, Brasil). O ensaio escolhido foi o microensaio realizado em
placa de 96 pogos, de acordo com as especificacdes do fabricante. Para
isso, foi feito uma curva padrdo utilizando albumina na concentracio de
2 mg/ml. Em seguida, 150 pl de cada ponto da curva, e de cada amostra
foram adicionados a pogos independentes da placa, seguido de 150 pl do
reagente diluido (1x). A solucdo foi homogeneizada e incubada por 5
minutos a temperatura ambiente. A leitura da coloragdo obtida foi feita
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em uma multileitora de placa (Multileitora Infinite M200 TECAN) no
comprimento de onda de 595 nm.

3.9 Citometria de Fluxo

Para os resultados obtidos através de citometria de fluxo de
maneira geral, as células quando ndo isoladas foram lisadas com tampéao
apropriado na propor¢do de 1mL de sangue para Sml de tampao de lise.
Para a troca de meio, as células foram submetidas a centrifugacdo com
rotagdo de 450 g, 4°C por 5 minutos. O pellet formado foi entdo lavado
através da adicdo de ImL de PBS 1X e centrifugado como citado
anteriormente. ApoOs esse processo, as células foram bloqueadas com 50
ul de tampdo de bloqueio, composto por tampao de FACS e soro do tipo
AB humano ou, quando necessario, composto pelo Human BD Fc
Block™ (CD 16/CD 32, clone 2.4G2 BD Biosciences, USA) por 20
minutos a 4°C. Ao término desse periodo, as células foram entdo
incubadas com o anticorpo especifico para o ensaio por 40 minutos a
4°C e ao abrigo da luz. Para retirada do excesso de anticorpo, as células
foram lavadas com 1 ml de tampao de FACS. Em seguida, essas células
foram ressuspensas em 200 pl desse mesmo tampdo e analisadas em
equipamento BD FACSVerse™ com trés lasers (BD FACSVerse™,
BD Biosciences, USA). Quando a analise ndo pdde ser feita em
sequéncia, as células foram fixadas em 200 pl de paraformaldeido
tamponado 3% e analisadas no dia seguinte. A analise dos resultados foi
feita por meio do software Flowjo 7.5.5" (Flow Cytometry Analisis
Software, Tree Star Inc., San Carlos, CA, USA).

3.10 Solucdes

3.10.1 Tampao fosfato em salina (PBS) 10 X

Cloreto de Sodio (NaCl, Merck, Darmstadt, GER) ............ccccveeu.... 80 g
Cloreto de Potassio (KCl, Merck, Darmstadt, GER).............c.cc..c...... 2g
Fosfato de Sodio dibasico (NayHPOy, Merck, Darmstadt GER)....11,5 g

Fosfato de Potdssio monobasico (KHoPOy4, Merck, Darmstadt,

AGUA MilI=Q quS.Prveeveeeeeeeeeeeeeee e 1000 mL
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O pH foi ajustado para 7,2 com NaOH ou HCIl e a solugéo
autoclavada e estocada em frascos estéreis a 4°C antes de ser utilizada.

3.10.2 Tampao fosfato em salina (PBS) 1 X

PBS 10 X e e 100 mL

Agua deionizada q.S.P....o.oveeeeeeeeeeeeeeeeee e 1000 mL
O pH foi ajustado para 7,2 com NaOH ou HCI e a solugdo

autoclavada e estocada em frascos estéreis a 4°C antes de ser utilizada.

3.10.3 Tampao de acido acético

ACIAO ACEHCO 1Moo eeeeeen 31,16 ml
Acetato de SOdI0 IM.......ovviiiiiiiiiiiiee e 68,84 ml
AgUA Mili-Q uS.Purrviieiieeiieeiieerte et et e e et e e reeeaeetaeesraeseraesenaeenbae e 1L

O pH foi ajustado para 5.0 com NaOH ou HCI

3.10.4 Soluc¢ao de Hank’s (HBSS)

ClOTEto dE POLASSIO. . .eieuiieeeriererierireeiieeriesreesreeireeseeesaessseessneesaessseens 2,0¢g
Fosfato de potdssio MONODASICO........c.cevuveeviercrieriieie e 03¢g
ClOTeto de SOAI0...ccuuiieiiieiieeiie ettt ere et ee e e b e sebe et e e e esaeenes 40,0 g
Fosfato de s0dio MONODASICO........eevvieriieiieeiie e 045¢g
D-GlICOSE. ..eieiiieiiieiieeieeeite ettt et e et e be et e et e e taeassaeessaeseseessseensseas 50¢g

3.10.5 Tampaio de lise

Cloreto de amonio (NH4Cl, Merck, Rio de Janeiro, BR)................... 8,04 g
EDTA (Merck, Rio de Janeiro, BR)......c.ccocovevciiiviiiniieieeee e, 0,36 g
Bicarbonato de sodio (NaHCO3,Vetec, Rio de Janeiro, BR).............. 0,64 ¢
AGUA MITIZQ QuS.Peveeeeeeeeeeeeee e 1L

3.10.6 Meio RPMI

Meio RPMI-1640 (Gibco, USA).....cciiieieieieieiesie et 10,4 g
Hepes (Merck, Darmstadt, GER).........ccccccveeeiiiiiiiiniieie e, 2,38¢
NaHCO3 (Vetec, Rio de Janeiro, BR).........ccooecvveeiiiciiiniieieeie e, 220 g

AGUA MITI2Q Q8P 1L
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3.10.7 Meio RPMI + 0,01% de BSA

Meio RPMI-1640 (GIbCO,USA)......cirieieieieiereeieeeeeeieee e 100 mL
BSA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,EUA).........cccceveieriieriieiieeene 0,0l g

3.10.8 Corante Panotico Rapido (LaborClin)
Panético n° 1: compde-se por uma solugdo de triarilmetano a 0,1%.
Panético n° 2: compde-se por uma solugdo de xantenos a 0,1%.

Panético n° 3: compde-se por uma solugdo de tiazinas a 0,1%.

3.10.9 Tampao de FACS

3.10.10 Tampéao para anexina

HEPES (PHT7.4) . oi oottt ettt et esrae s 0.1 M
NACL et 1.4M
CACI2.cc ettt 25 mM
AgUAa Mili-Q .8.P. cvvieiiieiieriieeriieeite et e te et e et eb e et ennee s 50 ml
3.10.11 Soluciao de lavagem para Western Blot (Tris Buffer Saline —
TBS)
TIS=DASE.. ettt ettt st 20 mM
NACL e et 500 mM
AGUA MIlI-Q Qe8P 1L

Apos, o pH da solugdo foi ajustado para 7,6 com NaOH ou HCL.

3.11 Analise estatistica

A analise estatistica dos dados, assim como a representacdo
grafica dos mesmos, foi realizada com o uso do programa GraphPad
Prism™ software 6.0 (La Jolla, CA). Como os dados apresentavam
distribui¢do normal e homogeneidade de varidncia, a analise utilizada
foi ANOVA de uma via seguida do pos-teste Bonferroni's Multiple
Comparison Test. Os resultados foram expressos como média + erro
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padrdo e valores de p menores que 0,05 foram considerados
estatisticamente significativos.
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4 Resultados

4.1 Caracterizacio da populacio isolada por gradiente de Percoll

Os ensaios realizados neste estudo utilizaram neutréfilos isolados
do sangue periférico humano através de um gradiente de Percoll®. Para
assegurar que as amostras utilizadas ndo estejam contaminadas com
outro tipo de células, que ndo neutrofilos, € necessario que seja feito um
controle do fenotipo dessa populagdo. Assim, com o objetivo de avaliar
o perfil fenotipico da populagdo de células utilizada nos ensaios, foi feita
a caracterizagdo dessas células por citometria de fluxo. Para isso, apos
passarem pelo processo de separagdo, as células foram marcadas com
anticorpos anti-CD11b (MACI1) e anti-CD66b (CEACAMS), ambos
marcadores de superficie presentes em neutrofilos. As células foram
analisadas e verificou-se que aproximadamente 96% do total
apresentaram fluorescéncia positiva para ambos os marcadores, como
mostra a figura 1. Cruzando as varidaveis: tamanho (FSC-A) e
granulosidade (SSC), no grafico representado nessa figura, pode-se
observar essas caracteristicas da populagdo duplo positiva,
complementando as evidéncias de que a maior parte da populagdo
celular utilizada nos ensaios ¢ constituida por células com fendtipo de
neutrofilos.
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A. Amostra A B.
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Figura 1. Fendtipo das células isoladas com gradiente de Percoll. (A)
Células isoladas do sangue periférico humano por gradiente de
densidade (Percoll®) foram marcadas com os anticorpos anti-CD11b-
FITC e anti-CD66-PE e analisadas em citometro de fluxo. Os graficos
de pontos representam a porcentagem do niimero de eventos, em um
total de 50.000 eventos adquiridos de duas amostras independentes
(amostra A e amostra B). (B) Caracteristicas de tamanho (FSC-A) e
granulosidade (SSC-A) da populagdo duplo positiva representada na
figura A.

4.2 O tratamento de neutréfilos com Alfa-1-glicoproteina acida
(AGP) nao altera a viabilidade celular

A fim de avaliar se a AGP estaria induzindo morte celular e
consequentemente influenciando no nimero de células vidveis capazes
de migrar, os neutrofilos foram incubados com AGP ou com o acido
sidlico em sua forma livre N-acetylneuraminic acid, (NeuSAC), ¢ a
viabilidade celular analisada por citometria de fluxo através da marcagéo
com lodeto de Propideo (PI) e Anexina V. A marcagdo com anexina
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permite avaliar as células apoptodticas, e marcagdo com PI os casos de
morte celular por necrose e células em estagio final de apoptose.

Neutrofilos isolados do sangue periférico humano foram
incubados com 3uM, 6uM ou 10uM de AGP ou NeuSAc em meio
RPMI (0,01% de albumina) a 37°C por um periodo de 3 a 12h. Como
demonstra a figura 2, a incubag¢do com AGP ou Neu5Ac nao modificou
a porcentagem de células positivas para PI e/ou anexina, quando
comparado ao controle sem tratamento. Sendo assim, verificou-se que a
AGP nio modifica a viabilidade celular dos neutréfilos. Dessa forma, as
diferencas observadas nos ensaios de quimiotaxia ndo podem ser
atribuidas a uma diminui¢do no numero de células viaveis.
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Anexina V

Figura 2. Avaliacdo da viabilidade celular em decorréncia do
tratamento com AGP ou NeuSAc. Avaliagdo cinética de morte celular
de neutrofilos (1x10%) incubados a 37°C com diferentes concentragdes
da proteina AGP ou de acido sidlico (NeuS5Ac). (A) Dot-plots
representam a porcentagem do nimero de eventos positivos para os
marcadores iodeto de propidio (PI) e Anexina V de células tratadas com
6 uM (250 pg/ml) de AGP, ou 6 uM de acido sialico (Neu5Ac). (B)
Porcentagem de células positivas para o marcador Anexina V, tratadas
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com AGP ou acido sialico (NeuSAc), nas concentragdes de 3 uM, 6 uM
ou 10 uM, nos diferentes tempos de 3h, 6h ou 12h. Para a analise foram
adquiridos um total de 50.000 eventos.

4.3 Avaliacdo da presenca de contaminantes nas amostras de
AGP comercial.

Para averiguar se haviam contaminantes na AGP comercial
(Sigma-Aldrich) capazes de influenciar os resultados obtidos, foi
realizada a dosagem de endotoxina para determinar a presenga de LPS e
utilizado um gel de SDS —PAGE para avaliar a presenga de para avaliar
a presenca de outros contaminantes protéicos.

4.3.1 As concentracdes de endotoxina presentes na amostra nio
interferiram na resposta inibitéria da AGP sobre a
quimiotaxia de neutréfilos in vitro.

Segundo a literatura, altas concentra¢des de LPS (10 pg/ml), um
tipo de endotoxina, sdo capazes de inibir a resposta quimiotatica de
neutrofilos (ARRAES et al.,, 2006). Para determinar a concentracio
desse contaminante nas amostras de AGP utilizadas nos ensaios, foi
dosada a quantidade de endotoxina. O método utilizado foi a dosagem
por LAL (Limulus Amebocyte Lysate), utilizando o Kit Chromogenic
Endotoxin Quantitation (Pierce). Como resultado, obteve-se a leitura de
0,691 EU/ml, que equivale a 0,069 ng/ml de endotoxina, concentracio
considerada baixa pela literatura e incapaz de inibir a quimiotaxia da
célula.

Sendo assim, para confirmar a influéncia desse contaminante nos
ensaios de quimiotaxia, foi necessario determinar através de uma curva
dose-resposta quais concentragcdes seriam capazes de interferir nos
resultados obtidos. Diferentemente do que reporta a literatura, o ensaio
de quimiotaxia em Camara de Boyden apresentou um aumento na
resposta quimiotatica dos neutréfilos, quando esses foram previamente
tratados com LPS nas concentragdes de 0,1, 1 ¢ 10 pg/ml (figura 3) .
Como os ensaios demonstraram uma influéncia positiva de LPS e os
niveis de endotoxina encontrados foram baixos, a inibicdo da
quimiotaxia pela AGP provavelmente ndo ¢ induzida pela presenga de
LPS na amostra (ARRAES et al., 2006).



59

[] Migracao randémica
B RPMI
B LPS 0,1ug/m|
= M LPS 1ug/mi
M LPS 10ug/ml

1001 III
| (.

fMLP 10’M

w S
o o
S S

Neutrofilos/campo

o

Figura 3. O tratamento com LPS induz uma resposta quimiotatica
em neutrofilos in vitro. Resposta da célula ao ensaio de quimiotaxia em
Camara de Boyden utilizando o fator quimiotatico fMLP 107M.
Neutrofilos submetidos ao ensaio foram previamente incubadas por lh
a 37°C com diferentes concentracdes de LPS (0,1 , 1 e 10 pg/ml). Os
resultados foram expressos como média + EPM de medidas em
triplicata. *para p<0,05 e **para p<0,01; ANOVA de uma via, pos-teste
de Bonferroni.

4.3.2 Avaliacio da presenca de proteinas com peso molecular
distinto da AGP.

Ainda avaliando as amostras de AGP utilizadas, procurou-se
identificar a presenca de possiveis contaminantes. Assim, a verificagdo
da presenca da AGP foi feita através de um Western blot (figura 4A),
contendo diferentes concentragdes da proteina e utilizando o anticorpo
anti-AGP humana. A presenga de contaminantes foi verificada através
da colorag@o com prata de um gel espelho (SDS-PAGE) (figura 4B). O
gel revelou bandas correspondentes ao peso molecular da proteina. Por
ser glicosilada, verificou-se também outras bandas difusas, caracteristica
comum a esse tipo de proteina. Em razdo de sua glicosilagdo nio ser
Homogénea e de sua por¢do de carboidrato interagir de maneira nao
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uniforme com o SDS, o perfil de migragdo apresenta-se desigual,
levando ao aparecimento dessas bandas difusas. Dessa forma, levando

em conta esses resultados, a presenga de contaminantes protéicos foi
entdo descartada.
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Figura 4. Caracterizacio da AGP comercial e confirmacio da
auséncia de contaminantes.

(A) western blot, utilizando anticorpo anti-hAGP para
confirmagdo da presenca de AGP nas amostras utilizadas. (B) Gel de
SDS-PAGE, das diferentes concentra¢des de AGP, corado com nitrato
de prata.
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4.4 A AGP inibe a quimiotaxia de neutréfilos induzida pelo fator
quimiotatico fMLP.

Com o objetivo de investigar se as concentracbes da AGP
reportadas na literatura seriam capazes de inibir a quimiotaxia de
neutréfilos, foi realizado o ensaio quimiotatico in vifro em Camara de
Boyden (LAINE et al., 1990; MESTRINER et al., 2007). Para otimizar
os experimentos, utilizou-se a concentragdo de 250 pg/ml de AGP
(figura 5). Antes de serem submetidos ao ensaio, os neutréfilos isolados
foram incubados com a proteina por 1h a 37°C. Como controles, foram
utilizados neutrofilos incubados sem a proteina ou com 100 ng/ml de
LPS. Como fator quimiotatico, foi utilizado fMLP (10'7M) e para a
migracdo ao acaso (randdmica), o meio RPMI contendo 0,01% de
albumina bovina (BSA).

[ ] Migragéo randémica

o, | RPMI

g— 400, L B AGP 250ug/ml
B LPS 100ng/ml

S 300 J

SN *

0

O 200;
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0

= 1004

5 |

Zz ¢ o

fMLP 107M

Figura 5. AGP inibe a quimiotaxia de neutréfilos in vitro. Neutrofilos
isolados do sangue periférico foram incubados por 1h a 37°C em meio
de cultura (RPMI), ou em meio contendo AGP (250 pg/ml) ou LPS (100
ng/ml). Apds, os neutrdfilos foram submetidos ao ensaio de quimiotaxia
em Camara de Boyden, estimulados pelo fator quimiotatico fMLP (10
"M). Os resultados foram expressos como média + EPM de medidas em
triplicata. *para p<0,05 e **para p<0,01; ANOVA de uma via, pos-teste
de Bonferroni.
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4.5 Acido sialico inibe a resposta quimiotitica de neutréfilos ao
fMLP

Uma das caracteristicas da AGP ¢ a presenca de acido sidlico.
Levando em conta que 12% do numero total de monossacarideos da
proteina sdo de acido sialico (N-acetylneuraminic acid, -NeuSAc), e que
esse carboidrato estd envolvido na ativagdo de alguns receptores
inibitorios, considerou-se pertinente avaliar seu envolvimento na
inibicdo da quimiotaxia induzida pela AGP (IMRE et al., 2005;
TREUHEIT; COSTELLOT; HALSALL, 1992).

Para investigar essa possibilidade, foi realizado o teste, de
quimiotaxia em Camara de Boyden, utilizando o acido sidlico soluvel
Neu5AC na concentragdo de 6uM, molaridade equivalente a 250 pg/ml
de AGP. Assim, neutr6filos humanos foram incubados por 1h a 37°C,
com 6 uM de Neu5AC ou de AGP, e posteriormente foi realizado o
ensaio de quimiotaxia.

Como mostra a figura 6, o tratamento das células com 6 pM de
acido sialico resultou na inibi¢do da migracdo dos neutrofilos em
dire¢do ao fator quimiotatico. Essa inibi¢do foi similar a induzida pela
mesma concentragdo da proteina AGP. Sendo assim, o acido sialico em
sua forma solivel também foi capaz de interferir na resposta
quimiotatica dos neutr6filos em direcdo ao fMLP.



64

@) [] Migragao randémica
g' 200 » B RPMI
—— N Acido siélico 6uM

S 150
< B AGP 6uM
(7))
O 100
=
©
45- 50;
9 ]
Z 0 .=

fMLP 10/M

Figura 6. O acido sialico inibe a quimiotaxia de neutrofilos in vitro.
Neutrofilos isolados do sangue periférico foram incubados por 1h a 37°C
em meio de cultura (RPMI), ou em meio contendo 6 uM de AGP ou de
acido sialico (Neu5Ac). Neutrofilos, apds tratamento, foram submetidos
a um ensaio de quimiotaxia em Camara de Boyden, estimulados pelo
fator quimiotatico fMLP (10”7 M). Os resultados foram expressos como
média = EPM de medidas em triplicata. *para p<0,05; ANOVA de uma
via, pos-teste de Bonferroni.

4.6 AGP inibe a quimiotaxia de neutrdéfilos de maneira
dependente de acido sialico.

Observando que o Neu5Ac inibiu a quimiotaxia dos neutréfilos
com a mesma eficacia da inibi¢do induzida pela AGP, investigou-se o
efeito da AGP sem seus residuos de acido sialico (desialilada) sobre a
quimiotaxia dessas células.

4.6.1 Producio da proteina desialilada

Para obten¢do da proteina sem o acido sidlico, incubou-se a
AGP com 100 mU de neuraminidase (12h, 37°C). A neuraminidase cliva
os residuos de acido sialico preferencialmente nas posigoes: a-2-3 > a-2-
6 ; a-2-8. Apos a incubagnao com sialidase, a amostra foi submetida a
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uma cromatografia de exclusdo por tamanhaque gerou o cromatograma
da figura 7A. Para confirmar a presenca da AGP, as fragdes 1AS, 1A6 ¢
1A7 foram testadas por Western blot, utilizando um anticorpo anti-
hAGP, como mostra a figura 7B. As proteinas presentes nessas fragdes
foram denominadas de dAGP. Nessa mesma figura pode-se ainda
observar que o peso molecular das proteinas presentes nessas fracdes ¢é
menor do que o peso da AGP nfo submetida ao processo de retirada do
carboidrato, passando de 43kDa para 40KDa. Como controle, outra
amostra da AGP da qual ndo foi retirado os residuos de 4cido sialico, foi
submetida as mesmas etapas do processo, porém sem a presenca da
neuraminidase. Essa foi denominada de AGP nativa.
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PM 1A5 1A6 1A7 1A8 1B2 1B3 1B61B8 1B10 x nativa X x (10pg)
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340
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. -
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l
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Fragdes

Figura 7. Purificacio por exclusio de tamanho em FPLC da AGP
desialilada, apés tratamento com neuraminidase. (A) Cromatograma
representando os picos obtidos e as fragdes 1AS5, 1A6 e 1A7 coletadas,
correspondentes & AGP desialilada (dAGP). (B) Confirmagdo por
western blot da presenga de AGP nas fragdes coletadas. Como controle
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positivo foi utilizada a proteina com seus residuos de acido sialico
integros: AGP nativa e 10 ug de AGP comercial.

4.6.2 Confirmacao da auséncia de acido sialico

Procurando determinar o grau de desialilacdo (auséncia desse
carboidrato) da proteina obtida com o processo de neuraminidase, as
fragdes 1AS5 e 1A7 foram testadas. Uma andlise por Western Blot foi
realizada utilizando a lectina biotinilada Sambucus nigra, que reconhece
preferencialmente acido sidlico na posicdo o-2,6. Como controles
positivos foram utilizadas as proteinas haptoglobina e cininogénio de
alto peso molecular, além da AGP em sua forma nativa. Como controle
negativo utilizou-se uma proteina recombinante expressa em E.coli
(arginina quinase) que ndo apresenta carboidrato em sua estrutura. A
figura 8A mostra que ndo foi possivel detectar nenhuma banda
correspondente a AGP desialilada, nas fracdes 1A7 e 1AS. Isso permite
dizer que a retirada do acido sidlico nas posi¢des a-2,6 foi eficaz. Para
caracterizar que foi feita apenas a retirada do 4acido sidlico e que os
outros carboidratos da proteina ndo foram afetados, foi feito um Western
Blot, utilizando a lectina biotinilada Aleuria aurantia, que reconhece o
carboidrato fucose (figura 8B). Esses resultados sugerem que a
neuraminidase retirou os acidos sialicos da AGP e o processo de
isolamento da proteina desialilada foi eficiente. Dessa forma, a proteina
obtida resultou em uma amostra adequada para o uso experimental.
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Figura 8. Confirmacio da remoc¢io do acido sidlico da AGP e
avaliacdo da presenca de outros carboidratos. Analise das fragoes
coletadas (1AS e 1A7) por western blot em (A), utilizando a lectina
Sambucus nigra, que reconhece acido sialico na posicdo a-2,6, e, em
(B), utilizando a lectina Aleuria aurantia, que reconhece fucose na
posicdo «-1,2. Como controle positivo foi utilizado 10 pg de AGP
comercial de haptoglobina e de cininogénio de alto peso molecular, e
como controle negativo foram utilizados 10 pg da proteina
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recombinante arginina quinase, a qual ndo apresenta carboidratos em sua
estrutura.

4.6.3 Avaliacido da quimiotaxia

Estudos ja publicados demonstraram a importancia do acido
sialico na inibi¢@o de atividades celulares como, por exemplo, a inibi¢do
da fagocitose e producdo de espécies reativas de oxigénio (BENNETT;
SCHMID, 1980; BORIES et al., 1990; GUNNARSSON et al., 2010;
PUKHALSKY et al., 1998; VASSON et al., 1994). Sendo assim, apos a
obtengdo da proteina desialilada, a atividade quimiotatica da célula foi
avaliada através do ensaio de quimiotaxia. Para esse ensaio, o0s
neutréfilos (IXIO6 células/ml) foram tratados com 100 pg/ml de AGP
nativa ou AGP desialilada (dAGP). A AGP nativa com os residuos de
acido sialico foi utilizada como controle positivo. Como mostra a figura
9, a desialilagio da AGP (dAGP) foi capaz de reverter
significativamente a resposta quimiotatica inibitoria induzida pela AGP.
A reversdo obtida com a retirada do carboidrato foi de aproximadamente
30% quando compara-se com a AGP nativa.
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Figura 9. AGP inibe a quimiotaxia dos neutréfilos humanos de
maneira parcialmente dependente de acido sidlico. Neutrofilos
purificados do sangue periférico foram incubados por 1 h a 37°C com
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RPMI, AGP (100 pg/ml) ou AGP desialilada (dAGP 100 pg/ml) e
estimulados por fMLP (10-7 M) em Camara de Boyden. A AGP
desialilada foi obtida apos incubagdo da proteina com a neuraminidase
do Clostridium perfingens (100mU/mg de proteina) overnight a 37°C.
Os resultados foram expressos como média + EPM de medidas em
triplicata. *para p<0,05, **para p<0,01 e ***para p<0,001; ANOVA de
uma via, pos-teste de Bonferroni.

4.7 A AGP interage com neutréfilos de maneira dependente da
sua concentracio.

Os resultados observados anteriormente, nos quais a proteina
mostrou ser capaz de inibir a quimiotaxia da célula, sugerem que esteja
ocorrendo uma interagdo entre a AGP e a superficie dos neutrofilos.
Diversos sdo os trabalhos que mostraram a influéncia da AGP sobre a
atividade dessa célula. O trabalho de Gunnarsson e colaboradores
demonstra que a ligacdo dessa proteina aos neutrofilos é capaz de
induzir uma resposta intracelular (GUNNARSSON et al., 2010).
Investigando a possibilidade dessa interagcdo, marcamos a proteina AGP
com um fluorocromo Alexa Fluor 488 para que fosse possivel realizar
essa andlise através de citometria de fluxo (conforme descrito em
materiais e métodos). A proteina marcada, foi incubada por uma hora a
4°C para que essa interacdo fosse estabelecida. Para determinar a melhor
concentragdo a ser utilizada nos experimentos futuros, diferentes
concentracdes da proteina foram utilizadas nesse ensaio. Como mostra a
figura 10, a ligacdo entre a AGP marcada e o neutréfilo ocorreu de
maneira dependente da concentragdo de proteina.
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Figura 10. AGP liga-se a superficie de neutréfilos. (A) Histograma
representando as diferentes concentragdes da AGP marcada com a
molécula fluorescente Alexa Fluor 488 (25 pg/ml; 50 pg/ml; 100 pg/ml
e 250 pg/ml). (B) Dot plots da populagdo de células marcadas com
diferentes concentragdes da AGP-Alexa Fluor 488. (C) Dot plots da
populacdo de células marcadas com anti-CD66b ¢ AGP-Alexa Fluor
488. Neutrofilos isolados por gradiente de Percoll foram incubados com
a proteina marcada por 30 minutos a 4°C, lavadas, e em seguida foi feita
a analise por citometria de fluxo. Para a analise foram adquiridos 50.000
eventos.

4.8 O tratamento de neutroéfilos com AGP nao interfere na
ligaciio dos anticorpos fluorescentes anti-Siglec-5 ou 9.

Estabelecida a interagdo entre AGP e neutrdfilos, procurou-se
investigar se essa interagdo estaria ocorrendo através da ligagdo a
receptores celulares do tipo Siglec 5 e/ou 9. Assim, fez-se um ensaio de
citometria para o qual foram utilizados anticorpos fluorescentes anti-
hSiglec-5-FITC ou anti-hSiglec-9-PE. Para realizar esse ensaio, 0s
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neutrofilos isolados foram incubados com diferentes concentragdes (0,1;
0,3 e 1,0 mg/ml) da AGP por 1h a 4°C e, em seguida, as células foram
lavadas e expostas ao anticorpo anti-hSiglec-5 ou 9 (0,5 pg/ml, 1h a
4°C). A seguir, procedeu-se a analise por citometria de fluxo. O
resultado obtido ndo revelou nenhuma diferenca na média da intensidade
de fluorescéncia entre as células tratadas com a AGP e as ndo tratadas
(figura 11). A diminui¢do da intensidade de fluorescéncia por conta da
menor ligagcdo dos anticorpos anti-hSiglec-5 ou 9 poderia indicar que a

AGP ocupa o mesmo sitio de ligacdo desses anticorpos.
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Figura 11. O tratamento com AGP nio foi capaz de reduzir a
intensidade de fluorescéncia de neutroéfilos marcados com anti-
Siglec-5 ou -9. Neutrofilos foram tratados com AGP (0,1; 0,3 e 1,0
mg/ml) por 1h e marcados com os anticorpos anti-hSiglec-5 ou 9 (0,5
pg/ml) a 4°C. (A) Estratégia de gating utilizada para analise das
fluorescéncias. Dot plots representando a porcentagem de células
positivas para anti-hSiclec-9 e hSiglec-5 nos diferentes tratamentos com
AGP. (B) Média de intensidade de fluorescéncia (MFI) e histogramas
sobrepostos das fluorescéncias em x, pelo nimero de eventos em y, dos
neutrofilos marcados com anti-Siglec-9 e 5 sem tratamento (controle),
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ou tratados com as diferentes concentracdes da proteina. Para a analise
foram adquiridos 50.000 eventos.

4.9 O tratamento com anticorpos neutralizantes anti-hSiglec-5 ou
9 nio foi capaz de deslocar a ligacio da AGP Alexa Fluor 488
dos neutrofilos.

Ainda procurando avaliar a interacdo entre AGP e Siglecs e
confirmar os resultados obtidos anteriormente, utilizou-se a AGP
marcada com Alexa Fluor 488. Neutrofilos foram tratados com
anticorpos neutralizantes hSiglec-5 ou hSiglec-9 nas concentragdes de
10 pg/ml e 100 pg/ml por 30 minutos a 4°C. Em seguida essas células
foram lavadas e incubadas com 100 pg/ml da proteina marcada (AGP
Alexa Fluor 488) por 1h a 4°C. Para retirada do excesso da proteina,
essas células foram novamente lavadas e entdo submetidas a analise por
citometria de fluxo. Como nesse caso os anticorpos nido produzem
fluorescéncia, uma diminui¢do na intensidade de fluorescéncia da
proteina poderia indicar que o anticorpo estaria ocupando o mesmo sitio
de ligagdo que a AGP Alexa Fluor 488, impedindo essa de interagir com
as Siglec-5 ou 9. No entanto, como mostra a figura 12, a reducdo na
intensidade de fluorescéncia ndo pdde ser observada.
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Figura 12. O tratamento com anti-Siglec-5 ou -9 neutralizantes nao
interfere na ligacdo entre a AGP marcada e os neutrofilos.
Neutrofilos incubados por 30 minutos com diferentes concentragdes dos
anticorpos anti h-Siglec-5 ou 9 (10 e 100 ug/ml). Apos esse periodo, as
células foram lavadas e entdo tratadas com 100 pg/ml de AGP-Alexa
Fluor 488 e incubados por 1h a 4°C. (A) Estratégia de gating utilizada
para analise dos dot plots representados abaixo. Dot plots da
porcentagem de células positivas para AGP-Alexa Fluor 488 nos
diferentes tratamentos com os anticorpos hSiglec-5 e/ou 9. (B)
Histogramas sobrepostos da intensidade de fluorescéncia, em x, pelo
numero de eventos, em y, da AGP-Alexa Fluor 488 nos diferentes
tratamentos com os anticorpos hSiglec-5 e/ou 9. Para esse ensaio foram
adquiridos 50.000 eventos, dos quais foi feita a média da intensidade de
fluorescéncia (MFI).



74

5 Discussao

A chegada dos neutrofilos até o foco inicial da inflamacdo ocorre
através de uma série de eventos sequenciais. Dentre esses eventos, a
quimiotaxia desenvolve papel fundamental pois é responsavel por guiar
essas células até o local exato da inflamag¢do. Embora sejam uma
populagdo celular fundamental para conter e eliminar o patégeno, seu
acimulo leva ao dano tecidual uma vez que essas células ndo sdo
capazes de discriminar entre as células do hospedeiro e o agente
causador da inflamacdo. Muitos dos processos inflamatdrios geram
danos teciduais localizados porém, quando a resposta se torna
persistente e intensa o dano pode se estender culminando na faléncia do
orgdo. Uma ativagdo desregulada desses mecanismos celulares pode
resultar na infiltragdo excessiva dos neutrofilos, e ainda estimula-los a
migrar em dire¢do a 6rgdos distantes do foco inflamatorio, por exemplo,
o pulmao, no caso da sepse.

Dentro desse contexto, é fundamental a existéncia de
mecanismos capazes de modular a resposta quimiotatica do neutréfilo
para reduzir ou restringir esse dano. Muitos dos receptores que
desenvolvem esse papel inibitorio apresentam em sua estrutura um
dominio intracelular ITIM. Esse dominio, ao recrutar outras proteinas, é
capaz de interferir na cascata de sinalizacdo ativada por outros
receptores, inibindo-a. Dentro dos diversos receptores que apresentam
essas propriedades, uma das familias que esta bem caracterizada é a das
lectinas do tipo Siglecs. As Siglecs, quando ativadas pelo acido sidlico
presente em glicoproteinas e glicolipideos, sdo um dos receptores que
inibem a resposta imune celular através da ativagdo do dominio ITIM.

Em paralelo ao recrutamento dos neutréfilos até o foco da
inflamag@o, a resposta inflamatoria desencadeia uma série de outros
eventos, tais como o aumento da produgdo de algumas proteinas
secretadas pelo figado, as chamadas proteinas de fase aguda. O
interessante ¢ que algumas dessas proteinas sdo capazes de interferir na
resposta inflamatoria atuando diretamente sobre células imunes, como
os neutrofilos. Algumas dessas proteinas, como é o caso AGP, tiveram
suas caracteristicas imunomodulatérias descritas. A AGP demonstrou
ser capaz de inibir a chegada dos neutrofilos até o foco da infecgdo, pois
inibe ndo s as etapas de rolamento e adesdo in vivo como também a
quimiotaxia in vitro (LAINE et al., 1990; MESTRINER et al., 2007).

Uma vez que a AGP pode inibir a quimiotaxia da célula,
aumentam as evidéncias de que essa proteina possa estar envolvida no
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controle do recrutamento dos neutréfilos, através da ativagdo de
receptores inibitdrios. Receptores inibitérios seriam, entdo, capazes de
interferir na cascata de sinalizacdo ativada por receptores quimiotaticos
que sdo essenciais para o direcionamento da célula. Sabendo que os
mecanismos envolvidos nessa resposta inibitéria ainda ndo foram
esclarecidos, o objetivo deste trabalho foi verificar se 0 mecanismo pelo
qual a AGP inibe a quimiotaxia dos neutrofilos estad relacionado com a
ligacdo de seus residuos de acido sialico a receptores inibitorios do tipo
Siglec-5 ou 9. Esses receptores seriam responsaveis pela ativacdo de
vias intracelulares inibitérias, modulando a resposta quimiotatica da
célula.

Diversos estudos demonstraram que a administragao sistémica de
LPS ¢é capaz de inibir a migragdo dos neutrofilos até o foco da
inflamagdo (TAVARES-MURTA et al.,, 2001). Além do mais, o
tratamento de neutrofilos in vitro com LPS ¢ capaz de exercer uma
influéncia negativa sobre a quimiotaxia da célula em dire¢cdo ao fator
quimiotatico IL-8 (HEIT et al., 2002). Durante os ensaios realizados
neste trabalho para determinar o nivel de contaminagdo da AGP por
LPS, foram encontradas baixas doses desse contaminante (0,069 ng/ml).
Segundo a literatura, essa concentracdo ndo seria suficiente para inibir a
quimiotaxia dos neutréfilos. Apos injegdo intraperitoneal de tioglicolato
em camundongos, ¢ necessario uma concentragdo de LPS acima de 1
pg/kg administradas i.v. para inibir a migragdo dessas célula in vivo
(TAVARES-MURTA et al.,, 2001). Para inibir a quimiotaxia em
resposta a IL-8 aproximadamente 10 pg/ml sdo necessarios (ARRAES
et al.,, 2006; SOUTO et al, 2011). Além disso, os resultados
apresentados aqui demonstram que o LPS aumentou a resposta
quimiotatica dos neutrofilos ao fMPL de uma maneira concentragao-
dependente. Dessa forma, as quantidades de LPS encontradas nas
amostras de AGP sugerem que o efeito inibitério induzido pela proteina
ndo ocorre devido a presenca de LPS nas amostras.

A influéncia do LPS na inibi¢do da quimiotaxia em resposta a
fatores quimiotaticos intermediarios como a IL-8, ocorre devido a
diminuicdo de expressdo do seu receptor CXCR2 (ALVES-FILHO et
al., 2009; CUMMINGS et al., 1999; RIOS-SANTOS et al., 2007). Por
outro lado, o priming de neutrofilos com LPS ¢ capaz de induzir tanto o
aumento na expressdo de moléculas de superficie envolvidas na
migragdo, como o CCR2 e o CDI11b/CD18, quanto o aumento na
expressdo de receptores que reconhecem fMLP, facilitando, assim, a
resposta quimiotatica da célula (MANDAL; NOVOTNY; HAMILTON,
2005; SOUTO et al., 2011; ZHOU et al., 2005). Além disso, a ativacdo
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de receptores do tipo TLR4 que reconhecem LPS, ndo compromete a
maquinaria do citoesqueleto da célula. Muitos dos estudos realizados
para averiguar a influéncia da ativagdo de receptores do tipo TLR na
quimiotaxia, no entanto, ndo avaliaram o tempo de exposi¢do ao
agonista desses receptores, nem a influéncia dessa ativagdo na cinética
de migracdo dos neutrofilos.

Os neutrofilos submetidos a diferentes gradientes de mediadores
quimiotaticos, como os de alvo final (fMLP) e intermediarios (IL-8),
induzem uma redu¢do na ativagdo da proteina intracelular Akt,
deslocando a via de sinalizagdo e levando a célula a migrar
preferencialmente em direcdo a mediadores finais como o fMLP. Além
disso, o LPS ¢é capaz de inibir a ativacdo de Akt através da ativagdo da
via p38 MAPK, prevenindo a migracdo em direcdo a medidores
intermediarios e favorecendo a ativagdo da via induzida por receptores
de fMLP (HEIT et al., 2002). Considerando que a via de sinalizacdo
ativada por receptores de fMLP ¢ diversa daquela ativada por
quimiocinas como IL-8, o aumento da resposta quimiotatica pelo LPS
pode estar ocorrendo devido a inibigdo da cascata intracelular
PIBK/AKT que ¢ induzida pela ativa¢do de quimiocinas intermedidrias,
resultando em um aumento da migracdo em direcdo a fatores
quimiotaticos de ponto final.

Durante a resposta inflamatoria, ocorre um aumento consideravel
na concentragdo de proteinas de fase aguda, sendo que as concentracdes
de AGP podem chegar a valores de até 3 g/L (7,3 mM) (HIGAI et al.,
2005). Proteinas de fase aguda apresentam em sua estrutura uma alta
concentragdo de carboidrato, e seus padrdes de glicosilagio mudam
durante os estagios da inflamagdo. A AGP apresenta em sua porcdo
glicosilada um alto teor de acido sidlico e durante a inflamagéo
apresenta diferentes padrdes de glicosilagdo (DE GRAAF et al., 1993;
HIGALI et al., 2003). Dessa forma, existe uma grande probabilidade de a
proteina estar envolvida na ativagdo de receptores que reconhecam esse
carboidrato. Neste estudo, observou-se que a proteina é capaz de
modular a resposta quimiotatica dos neutrofilos e que o acido sialico
presente na proteina também esta envolvido.

De acordo com a literatura, o acido sialico da AGP desenvolve
um papel central na modulacdo de algumas atividades da célula. No
entanto o envolvimento desse carboidrato na quimiotaxia de neutréfilos
ainda nd3o havia sido verificado. Durante o estudo, observou-se que o
acido sialico em sua forma livre também induziu uma reducdo na
quimiotaxia dos neutréfilos, com a mesma eficacia que a induzida pela
AGP. Observou-se também que essa redugdo ndo ocorreu em fungdo da
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diminuicdo do nimero de células viaveis, sugerindo que as células sdo
capazes de responder a diferentes estimulos. Estudos vém demonstrando
que alguns carboidratos em sua forma livre, em concentragdes na faixa
de picomolar e micromolar, podem iniciar alguns processos biologicos
(VARKI et al., 2009). A estrutura do acido sidlico solivel apresenta-se
na conformacdo necessaria para reconhecimento das Siglecs-5 e 9.
Porém quando comparada a outros ligantes, a taxa de afinidade com que
isso ocorre ¢ avaliada como moderada (“Functional Glycomics
Gateway”, 2010). Essa interagdo, no entanto, pode ser intensificada
quando esse receptor encontra-se em um ambiente de alta concentragdo
do carboidrato ligante, pois passa a possibilitar interacdes multivalentes
favorecendo a ativagdo desse receptor (VARKI et al., 2009).

Avaliando o envolvimento do acido sialico nas atividades
induzidas pela AGP, foi demonstrado que a retirada do acido sidlico
reverte a atividade inibitoria dessa proteina sobre algumas fungdes
celulares (BENNETT; SCHMID, 1980; GUNNARSSON et al., 2010;
LIU et al., 2014). Seguindo nessa linha, os resultados deste estudo
corroboram com esses achados e demonstram a participacdo dos
residuos de acido sialico da proteina na inibigdo da quimiotaxia da
célula. A retirada do acido sialico resultou na reversdo da atividade
inibitoria em aproximadamente 30% em relacdo a induzida pela AGP
nativa. A reversdo dessa atividade demonstra que a AGP sem a porgdo
residual desse carboidrato diminui a influéncia exercida pela proteina
sobre a resposta quimiotatica dos neutrofilos, sugerindo um
envolvimento direto do acido sidlico nessa atividade inibitoria. Levando
em conta que a lectina de detec¢do do acido sidlico Sambucus nigra
utilizada neste trabalho s6 reconhece esse carboidrato na posi¢do a-2,6,
ndo foi possivel determinar se os acidos sidlicos presentes em outras
conformagdes na AGP haviam sido retirados. O perfil de reversdo
observado, no qual a dAGP ainda foi capaz de induzir uma inibi¢do
parcial sobre essa resposta quimiotatica, pode-se sugerir que 0 processo
de retirada do carboidrato pela neuraminidase ndo foi eficaz em remover
todos os acidos sialicos presentes na proteina, uma vez que a preferéncia
dessa enzima em clivar decresce na ordem: o-2-3 > a-2-6 ; a-2-8.
Sabendo que Siglecs -5 e/ou 9 sdo capazes de reconhecer o acido sialico
tanto nas posi¢des a-2,3 quanto nas posigoes 0-2,6 ¢ a-2,8, esse
resultado permite inferir que os residuos do carboidrato que
permaneceram na AGP podem estar induzindo a inibi¢do da quimiotaxia
através da ativacdo dessas Siglecs, ou ainda pela ativagdo de outros
receptores inibitorios, como os PILRa. Os receptores do tipo PILRa, que
também sdo capazes de reconhecer diversos ligantes sialilados através
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da interagdo com o acido sialico, também podem estar sendo ativados
(SUN et al., 2012). Esses receptores apresentam uma afinidade maior
pelo acido sialico do que as Siglecs, e neutrofilos tratados com fMLP
apresentaram uma aumento na expressao desse receptor. Além disso,
eles também apresentam um dominio inibitério em sua estrutura e
estudos recentes demonstraram que ele é capaz de regular a ativacdo de
integrinas induzidas por fatores quimioatrativos (LU et al., 2014;
WANG et al., 2013). Pode-se sugerir ainda que o mecanismo pelo qual a
AGP desenvolve essa atividade inibitoria seja parcialmente dependente
de seus residuos de acido sidlico e que a interagdo entre AGP e
neutréfilo esteja apenas facilitando a ativagdo de outros receptores. A
ligagdo da AGP ao neutréfilo pode estar ocorrendo através de uma
interagdo carboidrato-carboidrato, resultando na mudanga do padrdo de
glicosilagio da membrana celular. Essa mudanca pode facilitar a
ativacdo de receptores através de uma ligacdo do tipo cis. Quando
ativados, esses receptores seriam os responsaveis pela atividade
inibitdria induzida pela AGP.

A demonstragdo do envolvimento do acido sidlico na quimiotaxia
dos neutréfilos levou a investigagdo de como a interagdo da AGP com
essas células estaria ocorrendo. O perfil positivo de interagdo obtido
neste estudo sugere que a atividade inibitoria da AGP esteja ocorrendo
através da sua interacdo com alguma proteina presente na superficie da
célula. Observou-se que a AGP marcada com a molécula fluorescente
Alexa Fluor 488 apresentou uma baixa afinidade de ligacdo aos
neutréfilos, na faixa de milimolar. As intera¢des entre os carboidratos e
as proteinas que os reconhecem sdo normalmente muito especificas.
Essa especificidade é definida por diversos fatores, entre eles a estrutura
do carboidrato terminal e o tipo de ligagdo feita com o carboidrato
abaixo. Sendo assim, pequenas mudancas no ligante sdo capazes de
extinguir tal especificidade e por isso impedir a ligagdo com a lectina.
Altamente especifica, no entanto, essa interacdo ¢ estabilizada através de
ligagdes quimicas fracas, resultando em uma constante de afinidade
baixa, variando na faixa de micromolar a milimolar. Para estabelecer
uma afinidade de relevancia bioldgica, as proteinas que ligam
carboidratos, de maneira geral, apresentam mais de um sitio de ligacdo e
a capacidade de se associarem na membrana plasmatica formando
multimeros (VARKI et al., 2009).

Pouco se sabe sobre os sitios de ligacdo da AGP, pelo menos dois
sitios de ligagdo diferentes e com afinidades diferentes pela proteina ja
foram identificados (SHIYAN; BOVIN, 1997). A interacdo entre as
proteinas circulantes e a célula na maioria das vezes ocorre através da
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ligag@o a um receptor de membrana celular. Gunnarsson e colaboradores
j& haviam descrito anteriormente a ligagdo/interacdo entre a AGP e a
Siglec-5 e sugerido que essa ligacdo seria capaz de induzir um aumento
nas concentragdes de calcio intracelular. Nesse mesmo estudo, os
autores ainda sugerem que essa resposta induzida pela AGP ocorra
através da ativacdo de algum receptor, uma vez que as caracteristicas do
aumento do calcio intracelular observadas sdo peculiares a ativacdo de
receptores (GUNNARSSON et al., 2007, 2010). No entanto, a
mobilizagdo do calcio intracelular s6 pdde ser observada quando os
neutréfilos foram pré-tratados com um anticorpo anti-Lselectina,
sugerindo que exista a necessidade de um pré-estimulo das células para
que a AGP consiga ligar e induzir uma resposta eficaz.

Investigando a possibilidade de interacdo entre a AGP e as
Siglecs, utilizando citometria de fluxo, ndo foi possivel observar se essa
interacdo entre AGP e Siglec-5 ou 9 estaria de fato ocorrendo.
Verificou-se nos resultados que ndo foi detectada nenhuma redugdo na
intensidade de fluorescéncia, tanto no experimento utilizando os
anticorpos neutralizantes para Siglecs e a proteina marcada, quanto nos
experimentos onde foram utilizados os anticorpos para Siglecs
fluorescentes e a proteina ndo marcada. Ocorre que esse tipo de ensaio
ndo permite avaliar o sitio especifico onde esteja ocorrendo a ligagdo
entre a AGP e o neutréfilo. Dessa forma, existe a possibilidade de que o
epitopo ao qual os anticorpos estejam ligando-se a Siglec seja diverso
dos epitopos de ligagdo utilizado pela AGP.

O reconhecimento de ligantes de Siglecs pode ser ainda mais
complicado. Segundo a literatura, esses receptores interagem com
ligantes sialilados adjacentes, presentes na membrana da célula, através
de uma ligacdo do tipo cis. A superficie da maioria das células de
mamiferos ¢ formada por uma alta concentracdo de glicoconjugados que
contém acido sialico. Essa alta concentra¢do de acido sialico resulta no
encobrimento dos sitios de ligagdo das Siglecs, mascarando-os e
impedindo a interacdo do tipo trans com ligantes glicoconjugados
presentes em  células adjacentes ou moléculas  soluveis.
Consequentemente, para que se estabeleca uma maior afinidade de
Siglecs por seus ligantes sialilados em posicdo de ligacdo trans, ¢
necessario que as interagdes do tipo cis sejam eliminadas, liberando os
seus sitios de ligagcdo. Esse fendmeno ¢ ativamente regulado in vivo
através da acdo de neuraminidases durante a resposta imune e
inflamatoria. Essas enzimas seriam responsaveis por clivar o acido
sialico presente na membrana celular, expondo as Siglecs aos seus
ligantes. Além disso, a ativacdo celular também ¢é capaz de eliminar esse
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tipo de interagdo (RAZI; VARKI, 1999), o que poderia explicar a
necessidade de ativagdo de L-selectina para liberagdo do sitio de ligagdo
da AGP e consequente aumento de calcio intracelular observado por
Gunnarsson e colaboradores em 2007. Como os ensaios de citometria
foram realizados a 4°C e os neutréfilos utilizados no ensaio ndo foram
submetidos a nenhum tipo de priming especifico, existe a possibilidade
de que o sitio de ligagdo entre Siglec ¢ AGP esteja encoberto por uma
interagdo do tipo cis, diferentemente do que ocorre nos ensaios de
quimiotaxia onde a exposicdo de neutrofilos ao fator quimiotatico fMLP
pode facilitar a ligacdo da AGP. Dessa forma, por ndo se observar a
diminuicdo da intensidade de fluorescéncia nos ensaios de citometria,
ndo se pode descartar a possibilidade de que a AGP esteja ligando a
essas Siglecs. Como os resultados ndo permitem uma analise precisa
dessa interagdo, estudos adicionais deverdo ser feitos utilizando
neutrofilos primados ou até mesmo tratados com neuraminidase no
intuito de liberar o sitio de ligacdo entre AGP e Siglec. Além de
determinar o0s mecanismos envolvidos nesse processo, pode-se
questionar em quais situagdes ocorre esse fenomeno na célula e quais as
consequéncias biologicas desse processo.

Analisados em conjunto, os resultados apresentados neste
trabalho sugerem a participagdo do acido sidlico na inibigdo da
quimiotaxia dos neutrofilos. A hipdtese da ativagdo de receptores
inibitorios que reconhecem esse carboidrato ndo pode ser descartada,
uma vez que os resultados quanto a isso foram inconclusivos. Os
mecanismos celulares envolvidos nas atividades da AGP permanecem
desconhecidos. Sendo assim, investigacdes futuras sdo necessarias para
se compreender quais as vias envolvidas nessa capacidade
imunomodulatéria dos residuos de acido sidlico da AGP. Diversos
trabalhos t€ém demonstrado a importancia da ativa¢do de receptores nas
células do sistema imune, porém poucos sdo os estudos que focam na
homeostase do sistema como forma de conter a ativacdo excessiva da
célula. Assim, determinar o mecanismo preciso pelo qual esse
carboidrato ¢ capaz de inibir essa resposta quimiotatica, pode contribuir
para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas que visem ndo s ao
controle de doengas inflamatérias, mas também ao controle da
progressao do dano tecidual.
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6 Conclusiao

I. O é&cido sialico livre ¢ capaz de inibir a quimiotaxia dos
neutréfilos de forma similar a AGP.

II. A retirada dos residuos de acido sialico reverteu a inibigdo da
quimiotaxia induzida pela AGP, sugerindo que esse carboidrato esta
diretamente envolvido nesse processo inibitorio.
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