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RESUMO

Lima-Junior JR. Implicacdes da variante da cadeia CD11b (rs1143679) do CRS3
para a liberacdo da mieloperoxidase de neutréfilos humanos. 2014. 93f.
Dissertacao (Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto —
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2014.

O neutrdéfilo € a célula predominante no sangue circulante e medeia as primeiras
respostas da imunidade inata contra infeccbes, gracas a sua capacidade de
fagocitar e destruir patégenos. A mieloperoxidase (MPO) é a proteina mais
abundante do neutrofilo e a sua potente atividade microbicida esta relacionada a sua
participacdo na geracdo de moléculas oxidantes capazes de degradar uma ampla
variedade de estruturas biolégicas. Contudo, a MPO também tem sido atribuido um
papel deletério nos processos inflamatérios por mediar danos ao endotélio e
amplificar a inflamacéo. A liberacdo da MPO do neutréfilo diretamente sobre o
endotélio depende da interacdo célula-célula mediada pela integrina CD11b/CD18
(também conhecida como receptor do complemento tipo 3, CR3) expressa nos
neutréfilos e pela molécula de adesédo intercelular-1 (ICAM-1) no endotélio,
sugerindo um papel importante para o CR3 em mediar o dano tecidual em condicdes
inflamatorias cronicas. A cadeia CD11b (aM) do CR3 é codificada pelo gene ITGAM
(Integrin Alpha M) e um polimorfismo devido a troca de um Unico nucleotideo,
G328A, resulta na substituicdo de uma arginina por uma histidina na posi¢cado 77 no
dominio extracelular da molécula CD11b, levando a existéncia de duas variantes
polimorficas (R77 e 77H). Este polimorfismo recebe o numero de referéncia
rs1143679. A variante 77H esta associada a suscetibilidade ao IUpus eritematoso
sistémico (LES), mas o comprometimento funcional desta variante ainda ndo é
compreendido. Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar se o polimorfismo
da cadeia CD11b influencia o burst oxidativo dependente de MPO em neutroéfilos
humanos de individuos saudaveis. Os gendtipos foram determinados por reacdo em
cadeia da polimerase para identificacdo das variantes alélicas; os neutréfilos foram
estimulados com zimosan opsonizado com soro humano normal; a expressédo do
CR3 foi avaliada por citometria de fluxo com anticorpo monoclonal especifico; a
avaliacdo da atividade da enzima MPO foi realizada através da quantificacdo indireta
de seu produto, o acido hipocloroso, pelo método da taurina-cloramina; o burst
oxidativo foi medido por quimioluminescéncia (QL) dependente de luminol e de
lucigenina. N&o houve diferenca estatistica na atividade da MPO entre os grupos,
contudo a presenca da variante 77H nos neutréfilos mostrou uma menor liberacao
de MPO quando comparada aquela de neutréfilos com a variante R77. Esta
diminuicdo da liberacdo da MPO néo foi relacionada a diferenga de expressdo do
CRS3, uma vez que a andlise da expressdo do CR3 nos neutréfilos ndo mostrou
diferencas entre os grupos. Nenhuma diferenca foi observada na medida de QL.
Levando-se em consideragéo as fun¢gfes imunomodulatérias da MPO, dependentes
e independentes da sua atividade catalitica, nas interacbes entre neutrofilo e
endotélio mediadas pelo CR3, nosso resultado mostra a necessidade de investigar
se pequenas diferencas entre a liberacdo de MPO por neutréfilos, expressando a
variante 77H da cadeia CD11b, pode explicar a associagédo deste polimorfismo com
a suscetibilidade ao LES e/ou outras doencas.

Palavras-chave: Neutrofilos, Mieloperoxidase, Receptor do complemento tipo 3,
Polimorfismo.



ABSTRACT

Lima-Junior JR. Implications of the CD11b chain variant (rs1143679) of CR3 for
the release of myeloperoxidase in human neutrophils. 2014. 93f. Dissertation
(Master). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto —Universidade de
Séo Paulo, Ribeirdo Preto, 2014.

The neutrophils are the predominant cells in the circulating blood and mediates the
first responses of innate immunity against infections, thanks to their ability to
phagocyte and destroy pathogens. The myeloperoxidase (MPO) is the most
abundant protein in the neutrophils and its potent microbicidal activity is related to its
participation in the generation of oxidant molecules capable of degrading a wide
variety of biological structures. However, the MPO has also been attributed a
deleterious role in mediating inflammatory processes at endothelial damage and
amplifying inflammation. The release of MPO from neutrophils depends directly on
the endothelial cell-cell interaction mediated by the integrin CD11b / CD18 (also
known as the complement receptor type 3, CR3) expressed in neutrophils and the
intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) in the endothelium, suggesting an
important role for CR3 in mediating tissue damage in chronic inflammatory
conditions. The CD11b chain (aM) of CR3 is encoded by the gene ITGAM (Integrin
Alpha M) and a polymorphism due to the exchange of a single nucleotide, G328A,
results in the substitution of an arginine by a histidine at position 77 in the
extracellular domain of the CD11b molecule, leading to the existence of two
polymorphic variants (R77 and 77H). This polymorphism receives the reference
numeral rs1143679. The 77H variant is associated with susceptibility to systemic
lupus erythematosus (SLE), but the functional impairment of this variant is not yet
understood. In this context, the aim of this study was to evaluate the polymorphism of
the CD11b chain influences the oxidative burst dependent MPO in human neutrophils
from healthy individuals. The genotypes were determined by polymerase chain
reaction to identify the allelic variants; neutrophils were stimulated with opsonized
zymosan with normal human serum; of CR3 expression was assessed by flow
cytometry with specific monoclonal antibody; evaluating the MPO enzyme activity
was performed by indirect measurement of your product, hypochlorous acid, the
method of taurine-chloramine; The oxidative burst was measured by
chemiluminescence (Q) dependent luminol and lucigenin. There was no statistical
difference in MPO activity between the groups, but the presence of the 77H variant in
neutrophils showed a lower release of MPO compared that of neutrophils with the
R77 variant. This reduction of MPO release was not related to the difference CR3
expression, since the analysis of CR3 expression on neutrophils showed no
differences between groups. No difference was observed in the extent of QL. Taking
into account the immunomodulatory functions of MPO-dependent and independent of
its catalytic activity, interactions between neutrophils and the endothelium mediated
CRS, our result shows the need to investigate whether small differences between the
MPO release by neutrophils, expressing the variant 77H of the CD11b chain, may
explain the association of this polymorphism with susceptibility to SLE and / or other
diseases.

Keywords: Neutrophils, Myeloperoxidase, complement receptor 3, Polymorphism.



RESUMEN

Lima-Junior JR. Implicaciones de la variante de la cadena CD11b (rs1143679) del
CR3 para la liberacion de mieloperoxidasa de neutréfilos humanos. 2014. 93f.
Dissertacion (Maestria). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto —
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2014.

Los neutrofilos son las células predominantes en la sangre circulante y las
responsables de mandar las primeras respuestas de la inmunidad innata contra las
infecciones, gracias a su capacidad de fagocitar y destruir patdgenos. La
mieloperoxidasa (MPO) es la proteina mas abundante en los neutréfilos y su
actividad microbicida potente, esta relacionada con su participacién en la generacion
de moléculas oxidantes capaces de degradar una amplia variedad de estructuras
bioldgicas. A la MPO también se le atribuye un papel mortifero en la mediacion de
procesos inflamatorios en el dafio endotelial y la amplificacion de la inflamacion. La
liberacion de MPO de neutrdéfilos depende directamente de la interaccion célula-
célula endotelial mediada por el CD11b/CD18 integrina (también conocido como el
receptor del complemento tipo 3, CR3) expresado en neutrdéfilos y la molécula de
adhesion intercelular-1 (ICAM-1) en el endotelio. Esto sugiere un papel importante
del CR3 en la mediacion de dafio tisular en enfermedades inflamatorias cronicas. La
cadena de CD11b (aM) de CR3 es codificada por el gen ITGAM (integrina alfa M) y
un polimorfismo debido al intercambio de un solo nucleotido; G328A; sustituyendo
una arginina por una histidina en la posicién 77 en el dominio extracelular de la
molécula CD11b, que conduce a la existencia de dos variantes polimérficas (R77 y
77H). El polimorfismo recibe el nimero de referencia rs1143679. La variante 77H
estq asociada a la susceptibilidad de lupus eritematoso sistémico (LES), pero el
deterioro funcional de esta variante todavia no se entiende. En este contexto, el
objetivo de este estudio fue evaluar si el polimorfismo de la cadena de CD11b influye
el burst oxidativo dependiente de MPO en neutréfilos humanos de individuos sanos.
Los genotipos se determinaron por reaccion en cadena de la polimerasa para
identificar las variantes alélicas; los neutrofilos fueron estimulados con zimosano
opsonizado con suero humano normal; la expresion de CR3 se evalud por citometria
de flujo con un anticuerpo monoclonal especifico; la evaluacion de la actividad de la
enzima MPO se realiz6 mediante la medicion indirecta de su producto, &cido
hipocloroso, mediante el método de la taurina-cloramina; el burst oxidativo se midio
por quimioluminiscencia (Q) dependiente de luminol y lucigenina. No hubo diferencia
estadistica en la actividad MPO entre los grupos, pero la presencia de la variante
77H en los neutrdfilos mostr6 una menor liberacion de MPO de neutrofilos
comparado con la variante de R77. Esta reduccion de la liberacion de MPO no fue
relacionada con la diferencia de la expresion de CR3, ya que el analisis de la
expresion de CR3 en los neutréfilos no mostrd diferencias entre los grupos. No se
observé ninguna diferencia en la extension de QL. Teniendo en cuenta las funciones
inmunomoduladoras de MPO, dependiente e independiente de su actividad
catalitica, en las interacciones entre los neutrofilos y el endotelio mediada por CR3,
nuestro resultado muestra la necesidad de investigar si las pequefas diferencias
entre la liberacion de MPO por neutrofilos, expresando la variante 77H de la cadena
CD11b, puede explicar la asociacién de este polimorfismo con la susceptibilidad a
SLE y / o otras enfermedades.

Palabras clave: Neutrofilos, Mieloperoxidasa, Receptor del complemento 3, Polimorfismo.
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1.1 Neutréfilos

Os neutrdfilos foram descobertos por Paul Ehrlich em 1880, através de uma
série de experimentos que utilizavam técnicas de coloracdo recém-desenvolvidas,
que permitiram uma nova apreciacdo a respeito da morfologia e do conteudo
intracelular dos leucdcitos. Ehrlich observou que estas células apresentavam nucleo
lobular e granulos em seu citoplasma (Amulic et al., 2012). Mas coube a seu
contemporaneo, Elie Metchnikoff, elucidar as funcbes efetoras do neutrofilo.
Metchnikoff observou que ao perfurar embrides de estrela do mar com espinhos de
roseira, ocorria o recrutamento de células fagociticas para o local da lesdo a fim
promover a digestdo daquele corpo estranho (Metchnikoff, 1893; Kumar e Sharma,
2010).

Os neutrofilos sdo células que desempenham um papel central na
inflamacédo e protecdo do hospedeiro contra microrganismos invasores. Além dos
neutrofilos, outras células participam deste mecanismo de defesa inato, sao elas: os
monadcitos, macrofagos, mastocitos, células natural killer e células dendriticas.
Moléculas solaveis, incluindo citocinas e sistema complemento, também sé&o

esséncias nesse processo (Jang e Rabb, 2009; Petersen e Smith, 2013).

Particularmente, os neutréfilos originam-se de células precursoras mieloides
na medula 6ssea, e sua producao € induzida pelo fator de estimulacao de coldnia de
granulécitos (G-CSF, do inglés, Granulocyte-colony stimulating factor) (Lieschke et
al., 1994). Os neutrdéfilos, em humanos, correspondem a aproximadamente 50-60%
do total de leucécitos no sangue (25x10°), sdo células de aproximadamente 12 a 15
pum, com ndcleo segmentado (3 a 5 I6bulos), dai o termo leucécito polimorfonuclear,
e possuem quatro tipos diferentes de granulos em seu citoplasma: granulos
azurofilos ou primarios, granulos especificos ou secundarios, granulos terciarios ou
de gelatinase, e vesiculas secretoras (Zago et al., 2001; Sadik, Kim e Luster, 2011).
Os neutrdfilos sdo células de meia-vida curta, permanecendo viaveis no sangue
periférico por aproximadamente 6-8 horas. Em um adulto saudavel, estima-se que a
producdo diaria de neutrofilos é de aproximadamente 5-10x10'°, e pode aumentar
consideravelmente durante processos infecciosos e algumas doencas (Summers et
al., 2010). A homeostase dos neutréfilos é regulada principalmente pela taxa de

proliferacéo e diferenciacdo dos precursores mieloides na medula 0ssea, liberacéao
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dos neutrofilos maduros para a circulacdo e a remoc¢ao destas células realizada pelo
sistema reticuloendotelial (Rankin, 2010).

1.2 Inflamacgéo

A inflamacdo € uma resposta fisiolégica a infeccdo ou danos teciduais
(Soehnlein e Lindbom, 2010). Este processo € caracterizado pela dilatagédo vascular,
aumento da permeabilidade dos capilares, diminuicdo do fluxo sanguineo proximo
ao sitio inflamatorio, e recrutamento de leucdcitos. Os neutréfilos estdo entre os
primeiros leucocitos a chegarem ao sitio inflamatério e sdo cruciais como primeira
linha de defesa da resposta imune inata, devido as suas funcbes fagociticas e
microbicidas. Apds realizarem a sua atividade microbicida, os neutréfilos entram em
processo de apoptose, e sdo removidos do sitio inflamatério a fim de reestabelecer a
homeostase do tecido (Freire e Van Dyke, 2013).

O processo de migracdo do neutrofilo da corrente sanguinea para o tecido
inflamado, conhecido como diapedese, requer regulacédo temporal e espacial de vias
de sinalizacdo intracelular, que permitem aos neutréfilos detectar substancias
guimioatraentes e migrarem em direcdo a estes estimulos (quimiotaxia). Tais
substancias podem ser produzidas pelo hospedeiro ou pelo patégeno invasor. Além
disso, este processo envolve uma complexa interacdo entre o neutréfilo e o
endotélio vascular adjacente (Amulic et al., 2012; Dimasi, Sun e Bonder, 2013).

Nos primeiros momentos da resposta inflamatéria, células residentes
localizadas no sitio inflamatério, incluindo as células dendriticas, macréfagos e
mastocitos, reconhecem os patdégenos e secretam uma série de citocinas, tais como,
interleucina-1B, (IL-1B), IL-6, fator de necrose tumoral a (TNF-a, do inglés tumor
necrosis factor alpha) e uma variedade de diferentes quimiocinas (Mcdonald et al.,
2010; Takeuchi e Akira, 2010). Em resposta a liberacdo destes mediadores
inflamatorios, o endotélio vascular adjacente é ativado e inicia a secrecdo de
citocinas, tais como, quimiocinas e fatores de crescimento para hematopoiese, e,
além disso, aumenta a expressao de moléculas de adesdo em sua superficie. Estas
mudancas promovem a mobilizacdo e o recrutamento de neutrofilos para o sitio
inflamatorio, um mecanismo conhecido como cascata de recrutamento de
neutrofilos, que inclui a captura, rolamento, adesao firme, arraste, e, por fim, a

migracéo transendotelial do neutroéfilo (Krishnaswamy et al., 1999).
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O fluxo de neutréfilos proximo as paredes das vénulas revestidas por
endotélio aumenta nos locais de inflamacg&do, em consequéncia da vasodilatacédo e
lentificacdo do fluxo sanguineo, facilitando os primeiros passos da cascata de
recrutamento, que correspondem a captura e o rolamento dos neutréfilos sobre o
endotélio. Uma série de moléculas de adesdo esta envolvida neste processo, entre
elas, as P-selectinas e E-selectinas que sdo expressas no endotélio, bem como os
seus respectivos ligantes, a glicoproteina ligante da selectina P (PSGL-1, do inglés,
P-selectin glyocoprotein ligand-1) e o ligante de E-selectina-1 (ESL-1, do inglés, E-
selectin ligand) presentes nos neutrdfilos. A interacdo entre as selectinas e seus
ligantes medeia a captura e o rolamento dos neutrdéfilos sobre o endotélio inflamado.
Como estas interacdes sdo de baixa afinidade, elas sdo rompidas facilmente pela
forca de cisalhamento do fluxo sanguineo, assim, os neutréfilos se ligam e se
desprendem repetidamente e, consequentemente, rolam ao longo da superficie
endotelial (Zarbock et al., 2011).

Apos o rolamento mediado pelas selectinas, os neutréfilos se aderem
firmemente ao endotélio, num processo mediado por outro grupo de moléculas de
adesdo, denominadas integrinas. Em resposta aos estimulos inflamatérios, as
integrinas aumentam sua afinidade pelos seus ligantes e se agrupam na membrana
da célula. Essas alteracfes resultam em uma adesdo mais firme do neutrdéfilo ao
endotélio e na reorganizacado do citoesqueleto, possibilitando o arraste do neutroéfilo
sobre o endotélio. O arraste é um passo fundamental para que ocorra a
transmigracdo, pois, € dessa maneira que os neutréfilos alcancam as juncdes
intercelulares do endotélio. As principais integrinas envolvidas neste processo sao
as B, integrinas CR3 (do inglés, complement receptor 3; CD11b/CD18, Mac-1) e
LFA-1 (do inglés, leukocyte function-associated antigen-1; CD11a/CD18) presentes
na membrana dos neutrofilos, que, por sua vez, interagem com seus ligantes
membros da superfamilia das imunoglobulinas, ICAM-1 (do inglés, intracellular
adhesion molecule-1) e ICAM-2, respectivamente, presentes nas células endoteliais
(Bunting et al., 2002).

Para deixar a vasculatura os neutréfilos devem primeiro atravessar o
endotélio, o que leva de 2 a 5 minutos, e, em seguida, atravessar a membrana
basal, o que demanda um pouco mais de tempo, entre 5 e 15 minutos. A passagem
dos neutrdéfilos através da camada de células endoteliais pode acontecer de maneira

paracelular (entre as células endoteliais) ou transcelular (através de uma célula
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endotelial). A transmigracao paracelular talvez seja o melhor caminho utilizado pelo
neutrofilo para alcangar o tecido. Por outro lado, a transmigracéo transcelular ocorre
seletivamente em sitios vasculares especificos como, por exemplo, cérebro, medula
0ssea e pancreas, onde o arraste do neutrofilo € impedido ou dificultado (Phillipson
et al., 2006).

A decisdo tomada pelos neutréfilos e células endoteliais quanto ao tipo de
transmigracdo, entre ou através das células endoteliais, ainda ndo € bem
compreendia. Acredita-se que um fator importante para esta decisdo € o padrao de
exibicdo de moléculas especificas na superficie das células endoteliais, que servirdo
como indicadores do percurso mais eficiente para a transmigracao sob as condi¢des
prevalecentes (Nourshargh, Krombach e Dejana, 2006; Woodfin et al., 2007).

Na passagem paracelular, as integrinas ICAM-1, ICAM-2, e VCAM-1 (do
inglés, vascular cell adhesion protein-1), e outras proteinas de juncéo, entre elas
CD31, CD99 e CD144, se acumulam nas juncles célula-célula, afrouxando-as e
mediando a passagem dos neutréfilos entre as jungdes via CR3 e LFA-1 (Ley et al.,
2007). No gque diz respeito a passagem transcelular, acredita-se que apenas 20%
dos neutrdéfilos utilizam essa rota. Durante este processo as células endoteliais
formam microvilosidades (projecdes citoplasmaticas originadas na superficie
celular), que recebem o nome de corpos transmigratérios, e englobam os neutrofilos,
servindo como porta de entrada para o tecido, através do corpo da célula endotelial.
As [, integrinas e seus ligantes possuem um papel importante na estabilidade deste
processo (Dvorak e Feng, 2001).

ApOs atravessar o revestimento endotelial, os neutréfilos devem fazer seu
caminho através da membrana basal rica em colageno. Para isso, os neutrofilos séo
altamente equipados com proteases capazes de clivar colageno. Por conseguinte,
ao alcancar o local da inflamacdo, os neutréfilos conseguem combater um largo
espectro de microrganismos, pois, sdo equipados com diversos sistemas
antimicrobianos. Eles podem fagocitar o microrganismo e rapidamente mata-lo
utilizando enzimas proteoliticas armazenadas em seus granulos, enzimas presentes
no citosol, e espécies reativas de oxigénio (ERO). No entanto, se os neutréfilos nao
conseguirem eliminar o0 microrganismo por fagocitose, eles podem ser submetidos a
uma sequéncia de eventos programados que resultam na formagédo das armadilhas
extracelulares de neutrofilos, conhecidas como NETs (do inglés, neutrophil

extracelular traps), um processo distinto de morte celular em que ocorre liberagéo de
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toda sua cromatina nuclear associada a histonas, proteinas granulares e citosélicas
no espaco extracelular, limitando a propagacao do microrganismo (Brinkmann et al.,

2004). A Figura 1 ilustra 0 mecanismo de migracdo dos neutrofilos.
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Figura 1. Sequéncia esquematica da migracdo dos neutréfilos. Fonte: Kolaczkowska e
Kubes, 2013 (modificado).

1.3 Fagocitose

A fagocitose € um mecanismo de transporte ativo mediado por
receptores, que consiste no reconhecimento e ingestao de particulas maiores do que
5um, em vacuUolos ligados & membrana, conhecidos como fagossomas. E um
processo critico para a imunidade e homeostase dos tecidos, pois, permite a
remocdo de patdgenos e debris celulares nos mais diversos sitios anatémicos. A
fagocitose € realizada principalmente por fagoécitos profissionais, incluindo
macréfagos, neutrofilos e células dendriticas (Freeman e Grinstein, 2014).

Assim como acontece em outros fagocitos, 0 mecanismo de internalizacéo
realizado pelos neutrofilos depende do tipo de interacdo entre a célula e o
microrganismo. A interacdo pode ser direta, através de receptores de
reconhecimento padrédo (PRR, do inglés, Pattern recognition receptor), que

reconhecem padrbes moleculares associados a patdogenos (PAMP, do inglés,
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Pathogen-associated molecular patterns), ou por receptores que reconhecem
opsoninas. Este Ultimo inclui dois exemplos bem caracterizados: a fagocitose
mediada por receptores para a porcdo Fc (fragmento cristalizavel) das
imunoglobulinas G (FcyR, Fc gamma receptors), que se baseiam na formagéo de
pseudopodes para 0 englobamento das particulas opsonizadas por IgG, e a
fagocitose mediada por receptores do complemento (CR, do inglés, complement
receptors), onde ndo ocorre a formagdo de pseuddpodes, e a particula opsonizada
parece “afundar” para dentro do fagécito (Underhill e Ozinsky, 2002; Nordenfelt e
Tapper, 2011).

Apos a internalizacdo das particulas opsonizadas ocorre a formacgédo do
fagossomo. O fagossomo nascente € um vacuolo membranoso derivado da
invaginacdo da membrana plasmaética, e ndo tem capacidade microbicida. Para que
ocorra a eliminagcdo dos patégenos, o fagossomo precisa passar por um processo de
maturacdo que culmina na fusdo dos granulos citoplasmaticos, com a membrana do
fagossomo, para formar o fagolisossomo. Em seguida, ocorre a desgranulacédo,
mecanismo que consiste na liberagcdo do conteddo dos granulos no interior do
fagolisossomo. Concomitantemente, ocorre a montagem e ativacdo da enzima
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase na membrana do
fagolisossomo, aumento do consumo de oxigénio, producdo de ERO, caracterizando
0 burst (metabolismo) oxidativo do neutréfilo (Borregaard, Sgrensen e Theilgaard-

Monch, 2007). A Figura 2 ilustra o mecanismo fagocitico e microbicida do neutrofilo.
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Figura 2. Fagocitose e atividade microbicida do neutréfilo. Apds a fagocitose, ocorre a
producdo de ERO e liberacdo do conteddo dos granulos dentro do fagolisossomo,
culminando na destruicdo do patégeno. ROS, do inglés, reactive oxygen species. Fonte:
Kennedy e DelLeo, 2009 (modificado).

1.4 Desgranulacgéo

Os granulos dos neutrdfilos transportam com seguranca uma série de
substancias nocivas através da corrente sanguinea e as liberam corretamente no
momento e local apropriado. Muito mais do que apenas organelas de
armazenamento, eles sdo participantes ativos e indispensaveis em quase todas as
atividades dos neutréfilos durante a inflamacdo (Amulic et al., 2012). Eles sédo
formados sequencialmente durante a granulopoiese na medula éssea, como visto na
Figura 3. Existem trés tipos fundamentais: 1) os azurdéfilos (também denominados
primarios ou peroxidase positivos); 2) os granulos especificos (secundarios), e 3) os
granulos terciarios (de gelatinase). Estes dois Ultimos sdo peroxidase negativos.
Além destes, um quarto conjunto de estruturas também é considerado como parte
da familia dos granulos, sdo as vesiculas secretoras, que sdo formadas por
endocitose nos estagios finais da maturacao do neutréfilo (Bjerregaard et al., 2003;
Amulic et al., 2012). A mobilizacdo destes granulos ocorre de maneira sequencial,
sendo as vesiculas secretoras as primeiras a serem mobilizadas, seguidas pelos
granulos terciarios, especificos e azuréfilos (Wright et al., 2010).
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Tipos de granulos Pfimé‘iOS Secundarios Terciarios Vesiculas
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Elastase Gelatinase

Defensina

Figura 3. Contetdo dos granulos dos neutrofilos, estadgio de formagédo e propensao a
desgranulacéo. Fonte: Amulic, 2012 (modificado).

A heterogeneidade dos granulos dos neutréfilos reside nos componentes da
membrana e da matriz de cada tipo de granulo. Os granulos especificos, os granulos
de gelatinase e as vesiculas secretoras, possuem em suas membranas uma
variedade de receptores e moléculas funcionalmente importantes para as primeiras
etapas de adesdo e migracao dos neutrofilos em direcdo ao foco inflamatério, e
interagdo com o patdgeno. Dentre estas moléculas, encontram-se componentes do
complexo NADPH oxidase, B2 integrinas, como exemplo, a cadeia a CD11b do CR3,
e receptores para peptideos bacterianos N-formilados (f-Met-Leu-Phen receptor;
fMLP-R) (Nordenfelt e Tapper, 2011). No sitio inflamatério, ocorre a completa
ativacao do neutrdfilo, o que leva ao inicio do metabolismo oxidativo com a producéo
de ERO, e a mobilizacdo dos granulos azuréfilos e dos granulos especificos. Nos
granulos azuroéfilos encontram-se as proteinas com acdo antimicrobiana direta, as
defensinas, catepsinas, elastase e mieloperoxidase. Assim, a fusdo das membranas
dos granulos com o fagossomo contribui para a criagcdo de um meio microbicida e
hostil para patégenos invasores, que fica limitado ao interior do neutrofilo. Contudo,
em algumas circunstancias, tais granulos podem também extravasar e causar dano
tecidual (Borregaard, Sgrensen e Theilgaard-Monch, 2007; Amulic et al., 2012).

As proteinas dos grénulos ndo somente sinergizam com oxidantes para a
acao microbicida, elas também interagem com as ERO de diferentes formas. Por
exemplo, as ERO inativam inibidores de protease para assegurar a atividade das

proteases dos granulos, enquanto os conteudos dos granulos podem regular a
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atividade da NADPH oxidase (Uriarte et al., 2011). A Tabela 1 lista os principais

componentes dos granulos dos neutrofilos.

Tabela 1. Principais componentes dos granulos dos neutrofilos

Granulos Priméarios  Gréanulos Granulos Terciarios  Vesiculas Secretoras
Secundario

Mieloperoxidase Lisozima Receptor para fMLP Receptor para fMLP

Defensinas Lactoferrina CD11b CDl11a

Catepsina G Receptor para fMLP CD18 CD11b

Elastase CD11b Citocromo B CD18

Proteinase 3 CD18 B2-microglobulina CR1

Azurocidina Citocromo B Gelatinase Citocromo B

Lisozima Gelatinase Diamina oxidase Leucolisina

Fosfatase alcalina Colagenase ATPase Fosfatase alcalina

Hidrolases Histaminase Lisozima

Fosfolipase A2 Heparinase Acetiltransferase

Fostolipase 3 Sialidase

Fosfolipase D

Fonte: Wright et al. 2010; Borregaard, 2010 (modificado).

1.5 Producéo de ERO (burst oxidativo)

O complexo enzimatico NADPH oxidase é essencial para o burst oxidativo
gue resulta na producdo de ERO, as quais incluem anion superéxido (0O2"), perdxido
de hidrogénio (H,0,), radicais hidroxilas (HO"), e oxigénio singlete (*O,) (El-Benna,
Dang e Périanin, 2010). A producdo de ERO representa um dos mecanismos de
defesa mais poderosos do hospedeiro contra os patdgenos, devido seu efeito
oxidante sobre constituintes celulares importantes, como por exemplo, DNA,
proteinas e lipideos (Aguirre et al., 2005; Valko et al., 2007). A NADPH oxidase &
composta por cinco subunidades e uma GTPase, separadas em compartimentos
distintos no neutréfilo. Nas células em repouso, as subunidades p22P"* e gp91Ph™*
(PHOX do inglés Phagocyte Oxidase) formam o componente citocromo bssg, que
corresponde ao nucleo catalitico do complexo e fica localizado predominantemente
na membrana dos granulos secundarios (cerca de 85%) e nas vesiculas secretoras.
As demais subunidades, p47P"% p67°"% p40°"™ e Rac2 encontram-se no citosol
(Nauseef, 2007).
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A ativacdo da célula em resposta a estimulos apropriados como, particulas
opsonizadas e acetato de miristoilforbol (PMA, do inglés, phorbol 12-myristate 13-
acetate), faz com que as subunidades citosOlicas migrem para a membrana
plasmatica e associem-se ao citocromo bssg, formando o complexo enzimatico ativo.
Apds a montagem, a NADPH oxidase catalisa a producao de anion superoxido, pela
transferéncia de elétrons do NADPH, para o oxigénio molecular, de acordo com a
seguinte reacdo, 20, + NADPH — 20," + NADP" + H™ (Babior, 2004; Bylund et al.,
2010). Alem da transferéncia de elétrons, a NADPH oxidase é responsavel pelo
transporte de H* e outros céations, especialmente K*, para o interior do fagolisossomo
(Reeves et al., 2002).

Uma vez produzido, o anion superéxido € imediatamente transformado em
peréxido de hidrogénio (H,0O,) por dismutacdo espontanea no fagolisossomo, ou
através da enzima superoxido dismutase no citosol. O peréxido de hidrogénio, por
sua vez, pode reagir com ions metélicos e com o préprio anion superéxido e dar
origem a radicais hidroxila, ou servir de substrato para a enzima mieloperoxidase
(MPO) para formar acido hipocloroso, uma substancia potencialmente bactericida
(El-Benna, Dang e Périanin, 2010).

A producdo excessiva de ERO, associada a um desequilibrio do sistema
antioxidante, pode resultar em um estresse oxidativo e, consequentemente, mediar

danos a estruturas celulares do hospedeiro (Valko et al., 2007).

1.6 Mieloperoxidase

A MPO é membro da familia das hemeperoxidases (enzimas que utilizam
ion ferro em suas reacdes de peroxidacao), produto de um Unico gene, localizado no
braco longo do cromossomo 17, e funciona como um componente fundamental na
maquinaria efetora dos neutréfilos durante a inflamacéo. Esta enzima representa
cerca de 5% do peso seco de neutrdfilos, sendo a maior constituinte dos granulos
primarios, podendo também ser encontrada em menores quantidades em mondcitos
e macrofagos (Klebanoff, 1967). Inicialmente a MPO corresponde a um produto
enzimaticamente inativo, denominado apoproMPO. Apoés a inser¢cdo do grupamento
heme (Ferro Protoporfirina 1X), a apoproMPO é convertida a uma enzima ativa, a
proMPO que, por sua vez, passa por modificacdes proteoliticas dando origem a
MPO madura (Klebanoff, 2005).
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Os neutrdfilos, na presenca de haletos como, cloreto (CI'), brometo (Br) e
iodeto (I), utilizam o H,O, como substrato da MPO para produzir potentes agentes
oxidantes, o acido hipocloroso (HOCI), o acido hipobromoso (HOBr) e o acido
hipoiodoso (HOI), respectivamente (Weiss et al., 1982). O cloreto normalmente esta
presente em concentragdes muito maiores do que os outros haletos, o que justifica a
maior producéo de HOCI pelos neutréfilos (Prokopowicz et al., 2012).

A acao catalitica da MPO gera pelo menos trés intermediarios redox como
mostra a Figura 4. A principio o grupamento heme da MPO encontra-se em seu
estado nativo, ou seja, com o ferro em sua forma férrica (Fe**), este, ao reagir com o
peréxido de hidrogénio, forma o composto | (Fe*"). O composto | tem a capacidade
de reagir com os haletos em um processo que envolve a transferéncia de dois
elétrons, formando o respectivo acido hipoalogenoso, e reduzindo a MPO ao seu
estado nativo (Fe®*") novamente. Esta etapa é denominada ciclo de halogenacdo
(Nussbaum et al., 2013). Além dos haletos, o composto | também pode reagir com
diversos substratos organicos e formar o composto Il, um intermediario que nao
possui a capacidade de formar acido hipoalogenoso. Em seguida, o composto Il é
reduzido a sua forma ativa e adquire a capacidade de oxidar ions haleto (Van Der
Veen, De Winther e Heeringa, 2009). A MPO, em sua forma nativa, também pode
reagir com o superéxido e formar o composto lll, que, por sua vez, sofre reducéo
pelo préprio superdxido, gerando oxigénio e peréxido de hidrogénio, funcionando
como uma superéxido dismutase (Kettle et al., 2007). A concentracdo relativa de
oxigénio, superéxido e peroxido de hidrogénio, modifica a capacidade catalitica da
MPO e determina a quantidade de intermediarios reativos produzidos (Nussbaum et
al., 2013).

A MPO também tem sido atribuido um efeito deletério durante a inflamacéo,
principalmente em fungdes cardiovasculares, dentre elas, a oxidacdo de
lipoproteinas (Bergt et al., 2004) e aterosclerose acelerada (Mcmillen, Heinecke e
Leboeuf, 2005). Adicionalmente, a MPO também atrai (Klinke et al., 2011) e ativa
(Lau et al., 2005) neutrofilos, acelerando e amplificando o processo inflamatorio. A
deposicdo da MPO no endotélio requer o contato intimo neutrofilo-endotélio e é
dependente de CR3 (Jerke et al., 2013), sugerindo um papel importante para o CR3
em mediar o dano tecidual em condi¢cbes inflamatérias crbnicas, como a vasculite

gue acomete pacientes com lapus eritematoso sistémico (LES).
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Curiosamente, a MPO liberada no sitio inflamatoério também pode exercer um
papel autdcrino no neutrofilo por associar-se ao CR3, alterando vias de sinalizagédo
intercelular. Estas alteracdes podem levar ao aumento da producdo de ERO e uma
maior expressdo de CD11b na superficie do neutrofilo. Estas evidéncias revelam
funcdes alternativas desta enzima que sao independentes de sua atividade
bactericida (Lau e Baldus, 2006).

Compound II1

0, -
2 >\02

H,0, _MPO

- +
Compound 11 ﬁ CompoundI CI'+H
R RH
Figura 4. Reacao Catalisada pela MPO dentro do fagossomo. A atividade catalitica da MPO
inclui a producéo de HOCI e dismutagéo do anion superéxido. O &nion superdxido também é

capaz de reciclar o composto I, formando composto | reduzido, de maneira a manter a
atividade da enzima. Fonte: Klebanoff, 2012 (modificado).

1.7 CR3, aintegrina CD11b/CD18

O CR3 é uma glicoproteina de adesao celular, que medeia interacdes célula-
célula, célula-matriz e célula-patégeno, tendo um papel essencial em varios
processos do sistema imune. Este receptor pertence a familia das B.-integrinas,
sendo constituido por uma cadeia a (CD11b) ligada ndo covalentemente a uma
cadeia B (B2 ou CD18) (Faridi et al., 2010). Cada uma das subunidades, a e 3,
possui um dominio extracelular amplo, um dominio transmembrana e um dominio
intracelular curto, como mostra a Figura 5 (Hu et al., 2010; Chua et al.,, 2011,
Rougerie, Miskolci e Cox, 2013).
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Figura 5. Estrutura do receptor do complemento tipo 3 (CR3). EC, dominio extracelular; TM,
dominio transmembrana; CT, dominio citoplasmatico. Fonte: Suet-Mien, 2012 (modificado).

No dominio extracelular da subunidade a esta localizada uma regiao
altamente conservada, de aproximadamente 200 aminoacidos (aa), conhecida como
dominio I. O dominio | medeia a ligacdo da integrina a seus ligantes, e existe em
duas diferentes conformacdes: aberto (com afinidade alta ou intermediaria) ou
fechado (baixa afinidade). Normalmente, quando os leucdcitos estdo na circulacéo,
as Po-integrinas exibem uma baixa afinidade pelos seus ligantes devido a
conformacdo dobrada e compactada do dominio extracelular, o que impede a
exposicao do dominio I. No entanto, a ativacao da célula por intermédio de outros
receptores, ou por moléculas citoplasmaticas, desencadeia uma transmissdo de
sinais de dentro para fora da célula (inside-out) através das integrinas, como
consequéncia do recrutamento de uma série de proteinas quinase e moléculas
adaptadoras presentes no citoplasma, para o dominio intracelular. O resultado final
desta sinalizacdo é uma mudancga conformacional dos dominios citoplasmaticos e
transmembranares da integrina, que € retransmitido para o dominio extracelular,
com subsequente exposi¢cdo do dominio I, alterando sua capacidade de se ligar aos
ligantes. Consequentemente, esta ligagcéo da integrina ao seu respectivo ligante leva
a uma transducdao de sinais de fora para dentro da célula (outside-in), podendo levar

a mudancas no citoesqueleto de actina, migracdo, fagocitose e alteracdes na



INTRODUGCAO 34

expresséo génica. Estes eventos de sinalizagdo, apesar desta divisdao em duas vias
distintas, ocorrem simultaneamente e reforcam-se mutuamente (Evans et al., 2009;
Gahmberg et al., 2009).

Entretanto, embora o dominio | seja o principal sitio de ligacdo das integrinas,
outras estruturas também influenciam no reconhecimento dos ligantes. A
subunidade a do CR3 possui um dominio lectina-like localizado proximo a
membrana plasmatica, que esta envolvido no reconhecimento de ligantes nao-
proteicos, incluindo, B-glucanos (ex.: zimosan, Zi) e residuos de manose. Este
reconhecimento pode, inclusive, modular a funcdo do dominio | (Forsyth, Plow e
Zhang, 1998; Plow et al., 2000). Adicionalmente, a importancia de céations como,
magnésio (Mg®>*) e manganés (Mn?"), neste processo de ligacdo da integrina ao
ligante, também é reconhecida. Estes cations podem se ligar a diferentes locais na
porcao extracelular da integrina, incluindo o sitio de ligacdo MIDAS (do inglés, metal
ion dependent adhesion site), localizado no dominio | da cadeia a, e no dominio I-
like adjacente (ADMIDAS), presente na cadeia . O dominio MIDAS auxilia na
mudanca conformacional do receptor e aumenta sua afinidade pelos ligantes
(Lomakina et al., 2009).

As cadeias a e  do CR3 sé&o codificadas por genes distintos. O gene ITGAM
(do inglés, integrin alpha M), localizado no braco curto do cromossomo 16, na regiao
11.2 (16p11.2), codifica a subunidade a (CD11b) (Lee e Bae, 2014). J4 a
subunidade CD18 é produto do gene ITGB2 (do inglés, integrin beta 2), que fica
localizado no brago longo do cromossomo 21, na regido 22.3 (21922.3) (Etzioni,
2009).

O CR3 é abundantemente expresso em neutréfilos, macréfagos e mondcitos,
e liga-se a um amplo nimero de ligantes, incluindo proteinas da matriz extracelular,
fibrinogénio, zimosan, ICAM-1, e ao fragmento C3bi do complemento (Zarbock e
Ley, 2009; Huang et al., 2011; Fagerholm et al., 2013). O CR3 atua em sinergismo
com os receptores para imunoglobulinas FcyRIllb e FcyRlla nos neutrdfilos, para
mediar o clearance de imunocomplexo, a fagocitose, a producdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO), a desgranulacdo e apoptose dos neutrofilos. Zhou e
Brown (1994) sugeriram que a cooperagdo do CR3 com FcyRIllb ocorre por uma
interacéo fisica direta entre eles. Acredita-se que residuos de carboidratos presentes

no FcyRIllb interagem com o dominio lectina-like do CR3. Esta interacdo, por sua
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vez, induz a fosforilacdo do dominio citoplasmatico do FcyRlla e, subsequente,

transducédo de sinais. Em adicéo, a ligacdo do CR3 do neutrofilo com o ICAM-1 nas
células endoteliais, medeia as interacfes neutrofilos-endotélio responsaveis pela
migracdo celular (Ley et al., 2007). Diante disso, pode-se afirmar que o CR3
apresenta um papel fundamental no controle da inflamacéo.

Em neutréfilos ndo estimulados, as subunidades CD11lb e CD18 estdo
localizadas na membrana dos granulos especificos e terciarios, nas vesiculas
secretoras, e uma pequena parte na membrana plasmatica. Numa série de
experimentos, Sengelgv e colaboradores (1993) demonstraram que quando o0s
neutréfilos sédo estimulados por fMLP (do inglés, N-formyl-methionyl-leucyl-phenyl-
alanine), PMA ou zimosan opsonizado com soro humano normal Zi/SHN, ocorre a
translocacdo do CD11b e do CD18 para a membrana plasmética, com um aumento
na quantidade deste receptor na superficie da célula (6 a 25 vezes mais) em

resposta a tais estimulos.

1.8 Variante ITGAM (rs1143679)

Em 1996, Simsek e colaboradores descreveram um polimorfismo de um dnico
nucleotideo (SNP, do inglés single nucleotide polymorphism) no gene ITGAM. Esta
mutacdo pontual (ITGAM - G328A, rs1143679) em que ocorre a troca de uma
guanina (G) por uma adenina (A), resulta na mudanca de uma arginina (Arg) por
uma histidina (His) na posicdo 77 do dominio extracelular do receptor na cadeia
CD11b, acarretando em modificacbes nas estruturas terciaria e quaternaria da
proteina. A presenca da arginina na posicdo 77 (R77) da cadeia CD11lb foi
denominada de antigeno de MART. Esta variante é responsavel pela aloimunizacéo
de individuos Mart-negativos, que sdo aqueles cuja cadeia CD11b apresenta uma
histidina na posicdo 77 (77H). Atualmente este aloantigeno € designado como
aloantigeno do neutréfilo humano (HNA, do inglés, human neutrophil alloantigen) —
4a. Este aloantigeno esta associado a incidéncia de neutropenia neonatal (Sachs et
al., 2004) e a variante polimorfica HNA-4a-positivo é encontrada em mais de 90% da
populacdo brasileira (Cardone et al., 2006). O residuo de Arg-77 encontra-se
préximo ao dominio I, como mostrado na Figura 6. Portanto, esta variante pode
influenciar a interacdo da integrina com os ligantes e outras fungdes celulares (Nath
et al., 2008; Anaya et al., 2012; Zhou et al., 2013).
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Figura 6. Representacdo da posicdo 77 da cadeia CD11c da integrina aXp2, que apresenta
66% de identidade e 77% de homologia com o CR3. Fonte: Macpherson, 2011 (modificado).

Fagerholm e colaboradores (2013) demonstraram que o alelo 77H néo
influencia a expressao da integrina na superficie de células transfectadas, nem a
heterodimerizacdo com o CD18. Foi visto também que ndo mudou a habilidade da
integrina em promover mudangas conformacionais associadas a ativacdo da
integrina, e pouco afetou a ligacdo a ligantes sollveis. Estes resultados sugerem
que a sinalizacdo inside-out é relativamente normal. Entretanto, individuos com a
variante 77H sofrem influéncias drasticas na habilidade da integrina de mediar a
ligacdo da célula a ligantes, como ICAM-1 e ICAM-2, em condi¢des estéticas ou de
fluxo de cisalhamento, sugerindo que a sinalizacéo outside-in, que normalmente leva
ao fortalecimento da ligacdo, é afetada em células de individuos com o alelo mutado.

Também foi demonstrado por nosso grupo de pesquisa que a variante 77H
esta associada a suscetibilidade ao LES e com a ocorréncia de nefrite (Toller-
Kawahisa et al., 2014), corroborando com outros grupos (Yang et al., 2009; Sanchez
et al., 2011), bem como uma associacdo da presenca da variante 77H com o
aumento da producdo de ERO por neutréfilos de pacientes com LES (Toller-
Kawahisa et al., 2013). As associa¢cfes da variante 77H com o risco ao LES e a
nefrite lapica tém implicacdes para o dano tecidual nos processos inflamatorios por
deposicdo de imunocomplexos (IC) em 6rgdos e endotélio. Entretanto, ha poucos
estudos funcionais com esta variante, sendo a maioria em células transfectadas
(Macpherson et al., 2011; Fosatti-Jimack et al., 2013).
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O estudo da influéncia de polimorfismos de receptores nas fungdes efetoras
dos neutréfilos € importante para a compreensdo dos mecanismos que envolve as
defesas do hospedeiro e a interacdo neutrofilo-endotélio, na patogénese dos

processos inflamatorios.



2. JUSTIFICATIVA
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As implicacdes da variante da cadeia do CD11b (rs1143679) do CR3 para o
burst oxidativo dependente de MPO em neutrdfilos humanos ainda ndo sao
conhecidas.

O nosso grupo de pesquisa tem estudado a biologia dos receptores para IgG
e de complemento no LES (Marzocchi-Machado et al., 2002; 2005; Alves et al.,
2003; 2008), tendo descrito alteracdes de expressdo e de funcbes mediadas por
estes receptores, bem como a influéncia dos polimorfismos genéticos destes
receptores nas funcdes efetoras dos neutroéfilos e na suscetibilidade ao LES (Toller-
Kawahisa et al., 2013; 2014; Vigato-Ferreira et al.,, 2014). Nesta linha de
investigagdo, o grupo vem trabalhando para buscar o entendimento de como estas
alteracdes observadas podem de fato ter implicacfes para as interacdes neutrofilo-
endotélio e resultar em dano tecidual.

Espera-se contribuir para elucidar se o polimorfismo da cadeia CD11b tem
implicacdes fisiologicas para os neutrofilos estimulados via CR3 e, posteriormente,
somar e aplicar o conhecimento para a compreensdo da associacdo deste

polimorfismo com a fisiopatologia e suscetibilidade ao LES.



3. OBJETIVOS
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3.1 Geral
Avaliar as implicacdes da variante da cadeia CD11b (rs1143679) do CR3 no
burst oxidativo dependente de MPO em neutrofilos humanos.

3.2 Especificos
a) Avaliar a liberacdo de MPO dos neutrdfilos de individuos saudaveis,
utilizando-se como estimulo para o CR3 o0 zimosan opsonizado pelo complemento;
b) Determinar os gendtipos para o polimorfismo da cadeia CD11b do CR3;

c) Analisar a expressao do CR3 nos neutrofilos.



4. CASUISTICA € METODOS
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4.1 Casuistica e Metodologia

O presente protocolo de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (FCFRP-USP)
para o seu desenvolvimento. O delineamento deste projeto foi feito de acordo com a
resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude (CNS, Brasil, 2012). Anexo |.

Os participantes voluntarios da pesquisa, individuos saudaveis, homens e
mulheres, com idade entre 18 e 50 anos, foram recrutados na comunidade do
Campus da USP de Ribeirdo Preto. O critério de exclusédo utilizado foi o tabagismo,
uso de medicamento controlado, antibiético, imunossupressor, gravidez e uso de
anti-inflamatérios hd menos de sete dias. Todos os participantes receberam
informacdes a respeito da natureza e objetivos da pesquisa, e assinaram um termo
de consentimento livre e esclarecido.

Estes participantes foram agrupados em dois grupos, A e B:

Grupo A: os participantes (n=44), sendo 18 homens e 26 mulheres, doaram
amostras de sangue periférico para ao estudo da funcdo dos neutréfilos e para a
genotipagem do polimorfismo da cadeia CD11b do CR3.

Em seguida, foram redistribuidos em dois subgrupos, de acordo com a
presenca dos alelos R77 e H77 em homozigose e heterozigose, a saber:

1) Homozigotos para o alelo R77 (n=24). Compreendendo 9 homens e 15
mulheres.

2) Homozigotos para o alelo H77 (n=4) + heterozigotos R77H (n=16)
Compreendendo 9 homens e 11 mulheres.

A frequéncia da homozigose 77H na nossa populacdo é 3% (Toller-
Kawahisa et al., 2014) e frente esta baixa frequéncia, a influéncia da presenca do
alelo H (para a proteina variante) foi representada pelo segundo grupo descrito
acima, o qual reuniu os individuos que apresentam homozigose 77H e heterozigose
R77H.

Grupo B: os participantes (n=20), sendo 10 homens e 10 mulheres, com
idade entre 18 e 35 anos, doaram amostras de sangue periférico para a obtencao de
soro humano normal (SHN), as quais foram reunidas para formar um pool de SHN,
utilizado como fonte de proteinas do sistema complemento, conforme descrito
abaixo no item 4.13. Para este grupo, além dos critérios de exclusdo descritos
acima, considerou-se também o uso de contraceptivos hormonais (pilula, injetavel,

adesivo na pele e intra-uterino).
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O Fluxograma 1 apresenta a organizacao das atividades desenvolvidas no

projeto, a partir das amostras de sangue obtidas dos voluntarios.

Voluntarios
Saudaveis
Sangue Sangue
com Alséver com EDTA el
Neutréfilos Pool Pool
Soro Humano Soro Humano
Normal Inativado
Expressdo CR3 ok
(Citometria de Fluxo) Allacade MEO
ShE Extracdo DNA
Burst Oxidativo (salting out)
QL QL Genotipagem alelo especifica por PCR
Luminol Lucigenina CR3

Fluxograma 1. Representacdo das atividades desenvolvidas. EDTA, acido etileno diamino
tetracético; Q.L, quimioluminescéncia; PCR, reacao em cadeia da polimerase; CR3, receptor
do complemento tipo 3; MPO, mieloperoxidase.

4.2 Principais reagentes utilizados
Os protocolos seguidos para o preparo das principais solucdes utilizadas

estao descritos no Anexo Il.

4.3 Extracdo de DNA
*SDS - Dodecil Sulfato de Sdédio 10% — Mallinckrodt Baker, Ink.
Phillipsburguer, USA.
*MgCl, 1M.
*Tris HCI 1M pH 8,0.
*Perclorato de Sodio 5M.
*NaCl 6M saturado.
*EDTA.

*Tampao de lise de eritrdcitos.
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*Tampéo de lise Il
*Isopropanol absoluto - Mallinckrodt Baker, S.A. de C.V., México.
*Etanol 70% - Mallinckrodt Baker, S.A. de C.V., México.

4.4 Reacao em cadeia de polimerase (PCR)
*Deoxinucleotideos (dNTP) Set, Molecular Biology Grade — Fermentas,
Foster City, California, USA.
*Taq DNA Polymerase (recombinant) — Fermentas.
*MgCl, 25mM — Fermentas.
*Taq tampao com KCI| — Fermentas.
*Oligonucleotideos — Invitrogen, Brasil.
HGH Sense: 5 GCC TTC CCAACCATT CCCTTA 3
HGH Anti-sense: 5 CTC ACG GAT TTC TGT GTT TC 3’
HNA-4a Sense: 5 CTC CCC ACAGGG TGG TG &
HNA-4a Negativo Anti-sense: 5 AGT GAC TCACCC TGCATGTZ
HNA-4a Positivo Anti-sense: 5’ AGT GAC TCA CCC TGC ATG C 3’

4.5 Corrida do gel
*Tampao Tris-Borato-EDTA (TBE) pH 8,3.
*Solucao de agarose, Uniscience, 2% em TBE, Sao Paulo, Brasil.
*Tampao de amostra: azul de bromofonel 0,25% e sacarose 40%.
*GelRed — Uniscience.
*Marcador de pares de base (pb): 50pb DNA Ladder — Fermentas.

4.6 Purificacao de neutrofilos
*Solugéo de Hanks pH 7,2 (PAUL, 1970).
*Solucao de Alséver (tampéo citrato com azida sédica pH 6,1).
*Liquido de Turk (violeta de genciana 1% em solucado de 4cido acético 1%).
*CFD/gel 0,1% — Tampao de Fixacdo de Complemento com 0,1% de
gelatina (pH 7,2).
*Solugéo fisiolégica (NaCl 0,15 mol/L).
*Solucao de NH4CI 0,83% pH 7,2.
*Solucao de gelatina (Difco) 2,5% em NaCl 0,15 mol/L.
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4.7 Atividade da MPO
*Solucado de Hanks pH 7,2 (PAUL, 1970).
*Solucao de gelatina (Difco) 2,5% em NaCl 0,15 mol/L.
*Solucdo fisiologica (NaCl 0,15 mol/L)
*Solucgéao Ki
*PBS (salina tamponada com fosfato) pH 7,4
*TMB (3,3',5,5’- tetrametilbenzidina) (Sigma T-2885)
*Catalase (Sigma C-10)
*DMF (dimetilformamida) (Sigma)
*Taurina (Sigma)
*Zimosan (Sigma Z4250)

4.8 Burst Oxidativo
*Luminol (5-amino-2,3-diidro-1,4-ftalazinodiona) — Sigma Aldrich Co., St.
Louis, MO, USA, A8511.
*Lucigenina (N,N’ — Dimetil — 9,9’- Biacridinium dinitrate) — Sigma Aldrich
Co., M8010.
*Dimetilsulfoxido (DMSO) — Merck, USA.
*PBS — salina tamponada com fosfato pH 7,4.

*EDTA —acido etileno diamino tetracético

4.9 Expressao de receptores
*BD FACS Solugéao de lise — BD Biosciences, USA, 349202.
*PBS/SBF (Soro Bovino Fetal) 2% azida <0,1% pH 7,2.
*Formaldeido PA — Quimis, Indaiatuba, Sao Paulo.
*Anticorpos anti-receptor especifico:
*Controle isotipico IgG1 kappa de camundongo, marcado com ficoeritrina
(PE), clone MOPC-21, codigo 555749 — PHARMINGEN, San Diego, CA —
USA.
*Anti-CD11b/Mac-1 humano, marcado com PE, clone ICRF44, IgGl de
camundongo, cédigo 555388 — PHARMINGEN.
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4.10 Equipamentos utilizados
*Centrifuga Refrigerada Eppendorf modelo 5810R (Eppendorf Instruments
Inc., Hamburg, Germany).
*Centrifuga Refrigerada Eppendorf modelo 5415R (Eppendorf Instruments
Inc., Hamburg, Germany).
*Citometro de fluxo modelo FACSCalibur™ (Fluorescent Activated Cell
Sorter), “software Cell Quest ProTM” (Becton Dickinson).
*Freezer -80°C (Forma Scientific).
*Microscopio Optico Olympus BX51 (Almada, Settbal, Portugal).
*Fonte de eletroforese Termo EC 3000 XL Power Supply (Dubuque, lowa,
USA).
*Lumindmetro EG&G Berthold, modelo AutoLumat Plus LB 953 (Bad
Wildbad, Germany).
*Termociclador Eppendorf — Mastercycler Gradient (Hamburgue, Germany).
*VVortex-Genie 2, Model G560 (Bohemia, NY, USA).
*Banho-maria - 5 Liter Water Bath — Polysciences (Niles, IL, USA).
*Balanga Analitica — Adventurer AR2140, marca Ohaus (Pine Brook, NJ,
USA).
*Autoclave Tuttnauer Semiautomatic Laboratory Table-Top Steam Sterilizers
Modelo 2540 ML (Beit Shemesh, Israel).
*Cubas para gel de agarose — Termo Scientific — Owl Easycast™ horizontal
minigel 12cm X 14cm B2 e Owl Easycasttm horizontal minigel 9cm X 11cm
B1 (Portsmouth, NH, USA).
*Fotodocumentador Bio-Rad - Modelo Universal Hoodll - Bio-Rad
Laboratories (Hercules, CA, USA).
*Leitor de ELISA EIA Multi-well Reader Il, Sigma Dieagnotics (St.Louis, MO,
USA).
*Agitador com temperatura — Environmental Shaker Incubator ES-20 —
Biosan (Riga, LV, EU).
*Capela de Fluxo laminar vertical — OptiMair™ Vertical — Esco Technologies,
Inc. (Hatboro, PA, USA).
*pHmMetro microprocessador de bancada — PG 1800 — Gehaka (Sao Paulo,
SP, BRA)
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4.11 Extracao e caracterizagdo do DNA gendmico

4.11.1 Extracao por método de salting out

O DNA gendmico foi extraido de leucécitos do sangue periférico por técnica
de salting out descrita anteriormente por Miller e colaboradores (1988), esta técnica
baseia-se na precipitacdo de proteinas com NaCl 6M, e foi realizada com algumas
modificacdes.

Para extracdo, foram colhidos 10mL de sangue total em presenca do
anticoagulante EDTA-K, (sal dipotassico do acido etilenodiaminotetracético). O
sangue total foi entdo transferido para um tubo de polipropileno (tipo falcon) de
50mL, onde foi acrescido aproximadamente 35mL de tampdo de lise de eritrécitos. A
mistura foi homogeneizada cuidadosamente e submetida a centrifugacédo a 1157xg
por 6 minutos, sob temperatura de 20°C. Apés a centrifugacdo, o sobrenadante foi
desprezado e as células foram ressuspendidas em uma mistura contendo 1,1mL de
perclorato de sodio 5M, 125uL de dodecil sulfato de sodio (SDS) 10% e 4,5mL de
tampao de lise Il, para lise dos leucocitos.

A mistura foi homogeneizada em vortex por 10s e acrescida de 2mL de NaCl
saturado 6M, sendo novamente homogeneizada em vortex por 15s e centrifugada a
1301xg por 8 minutos, a uma temperatura de 23°C. ApOs a centrifugacéo, o
sobrenadante foi transferido para outro tubo tipo falcon estéril, onde foi adicionado
5mL de isopropanol. A solucdo foi homogeneizada vagarosamente por inversdo do
tubo por aproximadamente 1 minuto, para que houvesse a precipitacdo do DNA.

Posteriormente, o sobrenadante foi desprezado e o DNA precipitado foi
colocado em um microtubo, onde foi acrescido 1mL de etanol a 70%, e submetido a
centrifugacéo a 2300xg por 5 minutos sob 4°C.

Ao término da centrifugacédo, o sobrenadante foi retirado e o tubo foi mantido
invertido sobre um papel de filtro absorvente durante 24 horas até a secagem
completa. Apds a secagem, foi acrescido ao DNA de 200uL de agua destilada pura
estéril e, entdo, a amostra foi armazenada sob temperatura de -20°C até 0 momento

do uso.
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4.11.2 Analise dos genatipos

Os genotipos foram analisados por PCR com oligonucleotideo especifico
para o alelo (SSP-PCR; do inglés, Single Specific Primer-Polymerase Chain
Reaction). As amostras de DNA com gendtipos previamente conhecidos e
confirmados por sequenciamento em nosso laboratorio foram utilizadas como
padrées. O controle positivo interno das reacdes consistiu de oligonucleotideos
especificos para o gene do horménio do crescimento humano (HGH), conforme
descrito anteriormente por Bux e colaboradores (1995). Todas as reacdes foram
acompanhadas de um controle negativo contendo todos os reagentes utilizados na
reacao, exceto o DNA.

4.11.3 CR3 (CD11b/CD18)

A analise por PCR do polimorfismo da cadeia CD11b do CRS3 foi realizada
utilizando-se oligonucleotideos sense comum para os 2 alelos e anti-sense
especificos para cada um dos alelos R77 e 77H, como descrito previamente por
Clague e colaboradores (2003), com algumas modificagoes (Toller et al., 2014).

Foram preparados dois tubos de mix, um correspondente ao R77 e outro ao
77H. A mistura da reacdo foi composta por: 20uM de oligonucleotideos sense e
20uM de anti-sense alelo-especifico; 10uM de oligonucleotideos do HGH; 2
unidades (U) da enzima Taq polimerase; 10mM de dNTP; 5uL de tampao para PCR
(10 vezes concentrado); 1,5 mM de cloreto de magnésio; e 4gua deionizada estéril
para completar o volume de reacdo, que foi de 50uL. A cada tubo, exceto no
controle sem DNA, foi adicionada cerca de 400ng de DNA gendmico.

As reacdes foram realizadas em um termociclador automatico de
temperatura (Mastercycler, Eppendorf) no seguinte protocolo: 15 minutos a 95°C
para desnaturacdo inicial; 30 ciclos de amplificacdo de 30 segundos a 95°C para
desnaturacdo, 1 minuto a 58°C para anelamento e 30 segundos a 72°C para
extensao; e 10 minutos a 72°C de extensao final, segundo protocolo descrito por
Clague e colaboradores (2003). O tamanho dos fragmentos obtidos apds a

amplificagéo foi de 124 pares de base (pb).

4.11.4 Eletroforese dos produtos da PCR
Os fragmentos de DNA amplificados por PCR, para as variantes polimoérficas

da cadeia CD11b do CR3 foram separados por eletroforese em gel de agarose 2%
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em tampao Tris-Borato-EDTA (TBE) pH 8,3. Uma amostra de 25uL do produto de
cada PCR foi misturada a 5uL de tampé&o de amostra contendo sacarose, azul de
bromofenol e GelRed®. Em seguida as amostras foram aplicadas nos pocos do gel
com auxilio de pipeta. Amostras padrbées de marcadores de numero de pares de
base, DNA ladder 50pb, também foram aplicadas nos géis (0,5ug/po¢o).

Para o preparo dos géis foi feita uma mistura de 100mL de TBE e 2g de
agarose (Uniscience), e colocada na cuba de eletroforese. A corrida eletroforética foi
feita em 250V, 40mA, 100W por 1 hora e 20 minutos. Apos a migracdo, o gel foi
fotografado em fotodocumentador (Bio-Rad, Universal Hoodll). As bandas
apareceram fluorescentes. Apés a leitura, o gel foi descartado e as imagens

digitalizadas foram arquivadas.

4.12 Colheita de sangue e purificacdo de neutréfilos humanos

As amostras de sangue periférico foram colhidas por pung¢do venosa,
utilizando sistema a vacuo e estéril, e transferidas para tubos tipo falcon com
anticoagulante Alséver pH 6,1 (v/v) na proporcdo 1:2. E para a purificacdo dos
neutréfilos utilizou-se o método de Henson (1971), modificado por Lucisano e
Mantovani (1984), conforme descrito a seguir.

O sangue foi centrifugado a 1250xg por 10 minutos a 20°C e a camada
superior de células foi removida com o plasma. As células sedimentadas foram
suspensas em solucdo de gelatina 2,5% em NaCl 0,15 mol/L, e depois incubadas
por 15 minutos a 37°C. Em seguida, o sobrenadante foi coletado e diluido em NaCl
0,15 mol/L e centrifugado a 974xg por 10 minutos a 25°C. Ao término da
centrifugacéo, o sedimento foi suspenso em cloreto de aménio (NH4CI) 0,83%, pH
7,2, e incubado por 5 minutos a 37°C. Apés a incubacéo, foi realizada uma nova
centrifugacéo (974xg, 10 minutos, 25°C). Em seguida, as células foram suspensas
em NaCl 0,15 mol/L e novamente submetidas a centrifugacdo (974xg, 10 minutos,
25°C). Os neutrofilos purificados foram suspensos em solucdo balanceada de Hanks
pH 7,2 com 0,1% de gelatina suplementado com taurina 5 mM, e mantidos em
banho de gelo até o momento da contagem. Essa metodologia assegura uma
preparacdo contendo 80-90% de neutrofilos e viabilidade maior que 95%.
Posteriormente, uma aliquota de 10uL foi diluida em liquido de Turk na proporgao

1:100 (v/v), para contagem em Camara de Neubauer. Apdés contagem, a
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concentracédo da suspensao celular foi ajustada pela adicdo de solucdo de Hanks,
pH 7,2 com 0,1% de gelatina e taurina e reservada para uso.

4.13 Colheita de sangue para obtencédo de soro com fonte de complemento
Quarenta mL de sangue venoso periférico foram colhidos dos voluntéarios,
utilizando sistema de coleta a vacuo e estéril, sem anticoagulante. Inicialmente o
sangue colhido foi deixado em repouso sob temperatura de 4°C por 1 hora, para que
ocorresse a formacédo do coagulo e, posteriormente, foi submetido a centrifugacéo a
1250xg, por 10 minutos a 4°C. ApoOs a centrifugacdo, as amostras de soro foram
coletadas e reunidas para formacdo de um pool de SHN. Parte deste pool foi
submetido ao tratamento pelo calor a 56°C por 30 minutos, para inativacdo das
proteinas do sistema complemento (soro humano inativado, SHI). Tanto o SHN
quanto o SHI foram aliquotados e armazenados numa temperatura de 80°C
negativo. O pool de soro funciona como fonte de complemento para a opsonizagao

do zimosan.

4.14 Preparo do estimulo: zimosan e zimosan opsonizado

Zimosan é um polissacarideo do fungo Saccharomyces cerevisiae, insoluvel
em meio aquoso, e capaz de ativar o sistema complemento presente no soro
humano. Uma vez ativado o complemento, as particulas do polissacarideo tornam-
se revestidas pelos fragmentos C3b e C3bi (Coates, N. J. 2001). Estas particulas
opsonizadas (zimosan opsonizado) sdo reconhecidas por receptores de
complemento na membrana dos neutréfilos e promovem o processo de fagocitose e
desgranulacéo.

Primeiramente, o zimosan foi ressuspendido em solucdo de NaCl 0,15M,
fervido durante 30 minutos e, logo apds, centrifugado a 270xg por 5 minutos a 20°C.
Em seguida, o zimosan foi ressuspendido em uma solugdo contendo SHN ou SHiI,
diluente de fixacdo de complemento (CFD)/gelatina 0,1% e taurina 5 mM, na
proporcao de 0,1mL de soro diluido 1:2 em diluente CFD/gelatina 0,1%, pH 7,2 para
cada 1mg de zimosan.

As misturas Zi/SHN e Zi/SHI foram mantidas a 37°C por 30 min para
opsonizacao. Apos o periodo de incubacao, a suspenséao foi centrifugada (270xg por

5 minutos a 20°C) e, em seguida, lavada duas vezes em PBS 1x nas mesmas
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condi¢gbes. Ao final da lavagem, a concentracdo da solugdo estoque foi ajustada
para 10mg de zimosan/mL de Hanks/gelatina 0,1% e taurina.

4.15 Avaliacao da atividade da enzima mieloperoxidase

A avaliagdo da atividade da enzima mieloperoxidase foi realizada atraveés da
quantificacdo indireta de seu produto, o &cido hipocloroso, descrita por Dypbukt e
colaboradores (2005). ApGs a interagcdo do acido hipocloroso com a taurina em
excesso presente no meio, ocorre a formacao de taurina-cloramina (Tau-Cl), que, na
presenca de iodeto, oxida a 3,3'5,5-tetrametilbenzidina (TMB), originando um
cromoforo azul que é estavel por 30 minutos, permitindo sua andlise
espectrofotométrica.

H,0,-*° , HOCI + taurina— Tau-Cl + TMB— TMB oxidado (leitura 630 nm)

Um ensaio preliminar foi realizado para determinar a concentracdo de
zimosan a ser utilizada que ndo saturasse o CR3. Para isso os neutréfilos foram
incubados com as seguintes concentragbes de zimosan, (0,5/ 1,0/ 1,5/ 2,0/ 3,0/
3,5mg/mL). Uma vez padronizada a condicdo, 200pL de neutréfilos (2 x 10°
células/mL) foram adicionados em tubos tipo eppendorf contendo 100uL de zimosan
(2mg/mL), opsonizado com SHN ou tratado com SHI, e 200 pL da solugéo
Hanks/gelatina 0,1% suplementado com taurina, totalizando um volume final de reacao
de 500uL. Para a observacdo da atividade espontanea do neutrofilo, foram adicionados
em um tubo tipo eppendorf 200uL de neutréfilos e 300uL da solucdo Hanks/gelatina
0,1% suplementada com taurina.

Posteriormente, estes tubos foram incubados por 30 minutos a 37°C, ao abrigo
da luz. Ao término da incubacéo, os tubos foram transferidos para o banho de gelo e a
reacdo foi interrompida pela adicdo de catalase 10pL (2mg/mL). Em seguida, os tubos
foram centrifugados (10620xg, 5 min, 4°C) e os sobrenadantes foram mantidos em
banho de gelo. O acumulo de taurina-Cl foi mensurado ao abrigo da luz, em microplaca
de 96 pocos, onde foram adicionados 200uL do sobrenadante e 50pL de uma solugao
reveladora contendo TMB dissolvido em dimetilformamida (DMF) e solugéo Kl (iodeto de
potassio). Apés 5 minutos foi realizada a leitura da absorvancia em 630 nm. As amostras
do controle negativo ndo foram incubadas a 37°C, ficando acondicionadas no banho gelo

durante toda a reacao, até a leitura.
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A oxidacdo do TMB é diretamente proporcional a concentracdo de taurina-
Cl. Ou seja, quanto maior a concentracdo de &cido hipocloroso, maior a quantidade
de taurina-Cl formada e, consequentemente, maior o valor da absorbancia (Dypbukt
et al., 2005).

4.16 Medida do burst oxidativo de neutrofilos por quimioluminescéncia

Os ensaios de quimioluminescéncia (QL) foram realizados segundo Alves e
colaboradores (2003). Os neutroéfilos foram estimulados com Zi/SHN ou Zi/SHI. Para
execucdo deste método foi utilizada uma suspensdo de neutréfilos (2 x 10°
células/mL) em uma solucdo contendo Hanks/gelatina 0,1% pH 7,2, com e sem
taurina, na presenca ou auséncia de lucigenina 10* M ou de luminol 10* M, em um
volume total de reacdo de 500uL. As amostras foram incubadas com 2mg/mL de
Zi/ISHN ou Zi/SHI, durante 20 min a 37°C. Para a medida de QL espontanea, os
neutréfilos foram incubados nas mesmas condi¢des citadas anteriormente, porém,
na auséncia de estimulos. A producdo de QL foi acompanhada em luminédmetro e
registrada em contagem de fétons por minuto (cpm). Posteriormente, os resultados

foram expressos como a area integrada sob o perfil de QL registrado.

4.17 Analise da expressao dos receptores por citometria de fluxo

A expressao do receptor CR3 nos neutrofilos foi realizada de acordo com
Marzocchi-Machado e colaboradores (2002).

Inicialmente, 200uL de uma suspensdo de neutréfilos (2 x 10° células/mL)
foram adicionados a 300uL da solucdo contendo Hanks/gelatina 0,1% suplementado
com taurina, e incubados por 30 minutos a 37°C. Ap0s a incubacao, foram adicionados
500uL de PBS e as amostras foram submetidas a centrifugacdo (755xg/ 4°C por 10
min). Em seguida, desprezou-se o sobrenadante e as células foram ressuspendidas
em 200puL da solugcdo Hanks/gelatina 0,1% suplementada com taurina. A essa mistura
foram adicionados 5pL do anticorpo anti-CR3 ou do anticorpo isotipo controle.
Posteriormente, as amostras foram incubadas por 20 minutos ao abrigo da luz a 8°C. O
isotipo controle foi utilizado para descontar a fluorescéncia causada pela ligacéo
inespecifica do anticorpo ao neutrofilo. Um tubo contendo somente células, sem
marcacao com anticorpos, foi analisado para descontar a autofluorescéncia celular.

Ao término da incubagdo, as amostras foram centrifugadas (755xg/ 4°C por

10 min) e, em seguida, ressuspendidas com 2000puL de PBS/soro fetal bovino
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2%/azida < 0,1%, pH 7,2, gelado para lavagem, e entdo centrifugadas na mesma
condicao anterior. Apds a lavagem, desprezou-se o sobrenadante e as células foram
ressuspendidas com 500uL de PBS/paraformaldeido 1%.

As andlises foram realizadas por citometria de fluxo. Os resultados obtidos
nos histogramas foram expressos em mediana da fluorescéncia/célula em escala

logaritmica.

4.18 Analises Estatisticas

Considerando que as observacdes da variavel com o estimulo Zi/SHN foram
obtidas em duplicadas, as suas médias entre os grupos de gendtipos R77 e
R77H+77H foram comparadas por um modelo linear de efeitos mistos, que inclui um
efeito aleatdrio que correlaciona as medidas de um mesmo individuo. O pressuposto
de normalidade dos residuos deste modelo foi verificado. As médias dos dados de
fluorescéncia foram comparadas entre os grupos de genoétipos R77 e R77H+77H por
testes t de Student para amostras independentes. As comparacfes para analises
dos ensaios de quimioluminescéncia, com e sem taurina, foram realizadas por teste t
pareado. Para estas analises estatisticas, utilizou-se o programa SAS versdo 9.2,
fixando-se um nivel de significancia de 0,05.



5. RESULTADOS
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5.1 Genotipagem do polimorfismo da cadeia CD11b do CR3

O polimorfismo da cadeia CD11lb do CR3 foi avaliada pela andalise dos
produtos da PCR em gel de agarose e pode ser visualizada na Figura 7. Os
produtos de amplificacdo da regido para o polimorfismo G328A (rs1143679) da
cadeia CD11b do gene ITGAM apresentam tamanho de 124pb. O gene para o HGH
foi utilizado como controle interno positivo da reacdo de amplificacdo e apresenta o
tamanho de 428pb.

L S 77/H R77 R77H

1 2 3 4 5 6 7 8 9

_ 428pb
(HGH)

—> 124pb

Figura 7. Identificagdo dos produtos de PCR, gel de agarose 2% em tampdo TBE pH 8,3,
coloracdo com GelRed, para a genotipagem R77H. L, Ladder (marcador de pares de base);
S, reacdo sem DNA; 77H, DNA de individuo homozigoto 77H; R77, DNA de individuo
homozigoto R77; R77H, DNA de individuo heterozigoto R77H. Canaletas: 1, marcador de 50
pares de base (pb); 2, 4, 6 e 8, reacdo com oligonucleotideos para o alelo R77; 3,5, 7 e 9,
reacdo com oligonucleotideos para o alelo 77H. HGH, horménio do crescimento humano,
controle interno da reacdo (428pb). Os produtos dos genes R77 e 77H apresentam 124pb.
Foto de Lima Juanior, J. R., arquivo do laboratério do autor.

5.2 Ativacao do burst oxidativo de neutréfilo dependente de MPO

5.2.1 Padronizacao da concentracdo de zimosan

A padronizagdo da concentracdo de zimosan como estimulo para o0s
neutroéfilos foi realizada com o ensaio da cloracéo da taurina pelo HOCI que resulta
na oxidagdo do TMB. A Figura 8 mostra os resultados da padronizacdo, onde
neutrofilos foram incubados com diferentes concentragbes de Zi/SHN e Zi/SHI, para
escolher uma concentracdo em que ndo houvesse saturacdo do CR3. De acordo com
os resultados, a condicdo de reacdo ficou assim determinada: Zi/SHN ou Zi/SHI
(2mg/mL) para 2x10° neutréfilos em um volume final de reacdo de 500 pL. Neutréfilos
sem estimulos foram utilizados como controle de estimulagdo espontanea e o Zi/SHI

como controle negativo da ativagdo do sistema complemento. As condi¢des
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estabelecidas a partir desta padronizacdo foram aplicadas aos demais ensaios de

estimulacdo dos neutrofilos.

Oxidacédo do TMB (630 nm)

Zi/SHN Zi/SHI
(mg/mL) (mg/mL)

Figura 8. Padronizacéo da concentracéo de estimulo. Medida da atividade clorinante da MPO
em neutréfilos (2x10° estimulados com diferentes concentracbes de Zi/SHN e Zi/SHI. A
formacgdo da taurina-cloramina foi quantificada pela reagcdo com TMB. Os resultados foram
realizados em triplicatas e os valores representam a média e o desvio padrdo de 5

experimentos.

5.2.2 Atividade da MPO medida pela cloracao da taurina pelo HOCI

A Figura 9 apresenta os resultados dos ensaios de estimulacdo do burst
oxidativo de neutrdéfilos avaliados pela medida indireta da atividade da MPO pela
cloracdo da taurina pelo HOCI. Neutréfilos de individuos com diferentes gendtipos
para o polimorfismo R77H (rs1143679) foram estimulados com Zi/SHN. Os

resultados mostram que n&do houve diferenga na atividade da MPO entre 0s grupos.
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Figura 9. Atividade da MPO medida pela cloracdo da taurina pelo HOCI. Neutréfilos (2x10°)
foram estimulados com Zi/SHN e a atividade da MPO foi monitorada pela formacéo de taurina-
cloramina. As barras representam a média para cada grupo descontados os valores de
controle negativo para o complemento (neutréfilos e Zi/SHI). As andlises foram realizadas
em ftriplicata. TMB, 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina. Ndo houve diferenca entre os grupos (p =
0,24).

5.2.3 Quimiolumunescéncia dependente de lucigenina e luminol

Figura 10 apresenta a producdo de ERO por neutréfilos de individuos
classificados de acordo com o polimorfismo R77H. Ndo houve diferenca na
producdo de ERO dependente de NADPH oxidase (Lucigenina) e na producao
dependente da MPO (Luminol).
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Figura 10. Medida da producdo de ERO por neutréfilos de individuos com diferentes
gendtipos para a variante da cadeia CD11b do CR3. Neutréfilos (2x10°) foram estimulados
com Zi/SHN e a produgdo de ERO foi avaliada por quimioluminescéncia com a sonda
lucigenina e com a sonda luminol. As barras representam a média para cada grupo
descontados os valores de controle negativo para o complemento (neutréfilos e Zi/SHI). As
andlises foram realizadas em triplicata. QL, quimioluminescéncia. N&o houve diferenca entre
os grupos (p = 0,23).

Para determinar o efeito da Taurina sobre a producdo de ERO dependente
de NADPH oxidase (Lucigenina) e dependente da MPO (Luminol), foi realizado um
experimento com neutrdéfilos estimulados com Zi/SHN (Figura 11).
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Figura 11. Avaliacdo do efeito da Taurina sobre a producéo de ERO dependente de NADPH
oxidase (Lucigenina) e dependente da MPO (Luminol). Neutréfilos foram estimulados com
Zi/SHN e a producéo de ERO foi avaliada por quimioluminescéncia com a sonda lucigenina
e com a sonda luminol, na auséncia ou presenca de Taurina. As barras representam a
média e o desvio padrdo para cada grupo descontados os valores de quimioluminescéncia
espontanea (somente neutréfilos e sondas luminescentes). As analises foram realizadas em
triplicata. Diferenca estatistica sem Taurina x com Taurina p=0,0174 (teste t pareado). QL,
quimioluminescéncia.

Na presenca de Taurina, ndo houve diferenca na producdo de ERO
dependente de NADPH oxidase (Lucigenina), mas houve uma diminuicao
significativa na producdo de ERO dependente de MPO (Figura 11).
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5.2.4 Andlise da expressédo do CR3 nos neutrofilos
A Figura 12 apresenta os histogramas de fluorescéncia para o CR3 marcado
em neutréfilos. Além dos tubos contendo o anticorpo anti-receptor especifico, foi
feito um tubo contendo anticorpo ndo especifico isotipo controle (Figura 12A) para
descontar a fluorescéncia devido a ligacao nao especifica do anticorpo a célula e um

tubo sem anticorpos para descontar a autofluorescéncia celular.
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Figura 12. Representagdo dos histogramas de fluorescéncia do CR3 marcado na superficie
de neutréfilos. Os resultados obtidos foram divididos de acordo com o polimorfismo de
R77H: 77H, R77 e R77H. A, anticorpo isotipo controle, nao-especifico, marcado com
ficoeritrina (PE); B, anticorpo anti-CR3 marcado com PE.
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A mediana de intensidade de fluorescéncia para a ligagdo do anticorpo
especifico ao seu receptor esta apresentada na Figura 13. Nao foram encontradas

diferencas entre os grupos analisados.
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Figura 13. Expressdo do CR3 na superficie de neutréfilos de individuos classificados de
acordo com o polimorfismo R77H. Os valores da mediana de intensidade de fluorescéncia
por célula de cada populacédo de neutréfilos (cada voluntario) estd apresentada. As barras
representam os valores da média e o desvio padrao para cada grupo.
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O CR3 é um receptor predominantemente expresso em neutréfilos e
desempenha um importante papel na ativacdo destas células e na eliminacdo de
antigenos, por desencadear a ativacao celular, a quimiotaxia, a citotoxicidade e a
fagocitose celular (Mikrou et al., 2009). A ativacdo do complemento resulta na
clivagem do componente C3 em C3b. O processamento proteolitico do C3b pelo
fator | leva a formacédo dos fragmentos C3bi e C3dg, sendo o C3bi o ligante primario
para o CR3 (Ross e Lambris, 1982; Bajic et al., 2013).

Assim como o C3b, C3bi também atua como uma opsonina, covalentemente
ligada a superficie ativadora do complemento. A interacdo entre o CR3 e o0 C3bi leva
a uma transducgdo de sinais outside-in através da membrana da célula, promovendo
a fagocitose, liberacdo da MPO e de outras proteinas presentes nos granulos
citoplasmaticos, e alteracdo na producao de citocinas pelos neutréfilos (Bajic et al.,
2013; Holers, 2014) O CR3 também é capaz de reconhecer o microrganismo
diretamente através da interacdo do seu dominio lectina-like presente na cadeia
CD11b com polissacarideos presentes na superficie, por exemplo, zimosan (Forsyth,
Plow e Zhang, 1998). Além disso, o CR3 participa ativamente do processo de
adesao do neutrdfilo ao endotélio vascular (Bunting et al., 2002).

O nosso grupo de pesquisa tem estudado a biologia dos receptores para IgG
e de complemento no LES (Marzocchi-Machado et al., 2002; Alves et al., 2003;
Marzocchi-Machado et al., 2005; Alves et al., 2008), tendo descrito alteracbes de
expressao e de fungdes mediadas por estes receptores, bem como a influéncia dos
polimorfismos genéticos destes receptores nas funcdes efetoras dos neutréfilos e na
suscetibilidade ao LES (Toller-Kawahisa et al., 2014; Vigato-Ferreira et al., 2014).
Nesta linha de investigacdo, o grupo vem trabalhando para buscar o entendimento
de como estas alteracbes observadas podem de fato ter implicacbes para as
interacdes neutrofilos-endotélio e resultar em dano tecidual, em particular, nas

doencas por depodsitos de imunocomplexos.

O polimorfismo da cadeia CD11b do CR3 tem sido fortemente associado a
suscetibilidade ao LES (Harley et al., 2008; Nath et al., 2008). Para explicar a
relacdo entre este polimorfismo e a fisiopatologia do LES, varios trabalhos tém
estudado as possiveis implicacdes deste polimorfismo com a atividade funcional do

CR3 (revisado por Crispin, Hedrich e Tsokos, 2013). Contudo, devido a variabilidade
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de modelos experimentais (espécies, estimulos, células) a relacdo da variante 77H
com o LES ainda n&o é compreendida.

Considerando-se a importancia das fungfes bioldgicas mediadas pelo CR3,
o polimorfismo rs1143679 pode gerar alteragbes que comprometam o0 bom
funcionamento dos mecanismos microbicidas, nos quais o CR3 tem papel
fundamental. Uma vez que entre pacientes com LES ha maior prevaléncia deste
polimorfismo e sabendo-se que nesses pacientes as fun¢gdes dos neutrofilos estéo
alteradas, fica clara a importancia de determinar se a ocorréncia do polimorfismo
esta relacionada com as alteracBes dos processos mediados por neutréfilos, como

por exemplo, o burst oxidativo e producédo de mediadores inflamatérios.

Neste trabalho, nés investigamos as implicacfes da variante da cadeia do
CD11b (rs1143679) do CR3 para o burst oxidativo de neutréfilos humanos
dependente de MPO. Por ora, nés analisamos apenas neutrofilos de individuos
aparentemente saudaveis. Quando a atividade da MPO foi avaliada pelo método da
oxidacdo do TMB pela taurina-cloramina, os resultados mostraram que houve uma
pequena diferenca, porém, estatisticamente ndo significante, entre 0os grupos
analisados, que compreenderam individuos saudaveis. A resposta dos neutrdéfilos de
individuos com genotipos carregando a variante 77H (R77H e 77H) foi menor do que
aguela observada para neutréfilos de individuos homozigotos para R77. No entanto,
se esta pequena diferenca pode ter significado biolégico ainda ndo esté claro, uma
vez que variagcdes funcionais podem ter influéncia na patogénese de algumas

doencas, em particular o LES.

A presengca da variante 77H, em heterozigose ou homozigose nos
neutroéfilos, sugere uma menor liberagdo de MPO, configurando uma diferenca na
atividade do receptor. Porém, o mecanismo molecular envolvido e as vias de

sinalizacao afetadas pela mutagcédo nao foram ainda elucidadas.

Entretanto, varios trabalhos tém buscado investigar a influéncia do
polimorfismo da cadeia CD11b nas funcdes efetoras dos neutréfilos mediadas por
CR3, a fim de explicar a suscetibilidade ao LES. Fossati-Jimack e colaboradores
(2013) observaram que a fagocitose mediada por CR3 em células mieloides

humanas é afetada pelo polimorfismo da cadeia CD11b. Contudo, estes autores

estudaram um modelo de células transfectadas com a variante CD11b e nao
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incluiram células de pacientes com LES nos ensaios. Adicionalmente, Zhou e
colaboradores (2013) observaram uma diminuicdo significativa na fagocitose de
ZiISHN em cultura de neutréfilos de individuos aparentemente saudaveis e
homozigotos para a variante 77H primados com fMLP. No entanto, estes pacientes
também apresentavam homozigose para 0s polimorfismos, rs1143678,
caracterizado pela troca de uma lisina por uma serina na posicdo 1143 do dominio
citoplasmatico do receptor, e rs1143683, caracterizado pela troca de uma alanina
por uma valina na posicdo 851 do dominio extracelular. Estes resultados sugerem
que quaisquer efeitos funcionais atribuidos ao SNP rs1143679 podem ter relacao
com o SNP 1143683, que, no estudo em questdo, apresentou um forte desequilibrio
de ligacdo com o SNP 1143679. Contudo, nds ndo avaliamos as variantes
rs1143678 e rs1143683.

O nosso grupo observou que a presenca da variante 77H da cadeia CD11b
prejudica a cooperacdo do CR3 com 0s receptores para a porgédo Fc da IgG (FcyR)
para mediar o burst oxidativo de neutrofilos de pacientes com LES, quando
estimulados por IC (Toller-Kawahisa et al., 2013), bem como que a variante 77H
estd associada a nefrite lupica (Toller-Kawahisa et al., 2014), tipica lesdo por
deposito de IC. A nefrite lapica, rash malar e artrite também tém sido associadas a

variante 77H (Anaya et al., 2012).

Sabe-se que o CR3 atua em sinergismo com o receptor para a porcéo Fc da
IgG (FcyR), fazendo com que, quando estimulados concomitantemente, a
sinalizacao intracelular seja amplificada e haja maior ativacdo da NADPH oxidase
para producdo de ERO, maior mobilidade para o processo de fagocitose e maior
liberacdo de enzimas lisossomais (Zhou e Brown, 1994). Assim, alteracbes
estruturais e/ou funcionais nos FcyR e CR, tanto de carater hereditario quanto
adquirido, podem influenciar as interacbes entre neutrofilos e IC. Tais alteracdes
podem levar a suscetibilidade e contribuir para a patogénese de doencas
inflamatodrias crénicas, nas quais a producdo de ERO pelos neutréfilos medeia o

dano tecidual (Gessner et al., 1998).

Além de participar no reconhecimento de fragmentos iC3b, o CR3 liga-se ao
ICAM-1 expresso pelas células endoteliais, tendo papel importante no recrutamento
celular ao sitio inflamatério (Philips et al., 1988). Entédo, este polimorfismo pode
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alterar a conformacao da cadeia CD11b do CR3, interferindo na sua interagdo com
seus ligantes. Portanto, as interacbes com o endotélio, fagocitose e clearance de IC
podem ficar prejudicadas e, como consequéncia, a variante polimérfica pode

predispor o individuo a doencas (Nath et al., 2008; Anaya et al., 2012).

A MPO é a enzima mais abundante dos neutrofilos e é liberada durante a
desgranulacdo como um importante sistema oxidante microbicida. Apesar desta
acdo benéfica, a MPO dos neutrdéfilos tem sido associada a patogénese de varias
desordens, incluindo a agressédo ao endotélio nos processos inflamatérios (Nauseef,
2001; Villanueva et al., 2011). E em muitas das condi¢des ja descritas, o papel da
MPO na patogénese pode estar direta ou indiretamente relacionado a sua acéo
enzimatica ou, ainda, ser independente das suas propriedades cataliticas (Lau et al.,
2005; Klinke et al., 2011). A deposicdao da MPO no endotélio pode levar a geracao
de oxidantes no local, atrair e ativar mais neutrdfilos, acelerando e amplificando o
processo inflamatério. A deposicdo da MPO no endotélio requer o contato intimo
entre neutréfilo e endotélio e é dependente da integrina CR3 (Jerke et al., 2013),
expressa nos neutroéfilos, e da molécula ICAM-1, expressa no endotélio, sugerindo
um papel importante para o0 CR3 em mediar o dano tecidual em condicdes
inflamatodrias crénicas. Um dos efeitos deletérios da MPO sobre o endotélio esta
relacionado a diminuicdo da disponibilidade do Oxido nitrico, um mediador
importante para o controle do relaxamento dos vasos, o0 que prejudica a plasticidade
e contribui para a fisiopatologia da inflamacéo e lesdo vascular (Nussbaum et al.,
2013).

Johansson e colaboradores (1997) através de um experimento, que consistia
em adicionar neutréfilos a uma microplaca revestida de MPO, observaram que o0s
neutréfilos eram capazes de se ligarem a MPO via CR3 e n&o por outras integrinas,
pois a interacdo neutréfilo-MPO soO era inibida quando as subunidades CD11b e
CD18 eram bloqueadas por anticorpos especificos. Dadas essas premissas, Lau e
colaboradores (2004) levantaram a hipotese da MPO induzir altera¢des de vias de
sinalizacdo intracelular ao se aderir ao CR3. Eles observaram que ao expor
neutrofilos em repouso a MPO ocorria um aumento da fosforilagdo de varias
proteinas intracelulares, incluindo a p38 MAPK (do inglés, Mitogen-activated protein
Kinases). No entanto, a pré-incubacédo dos neutrdfilos com anti-CD11b prevenia este

aumento da fosforilagdo, sugerindo um papel da cadeia CD11lb e da MPO na
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ativacdo de proteinas quinase nos neutréfilos. A ativacdo da p38 MAPK induz
ativacdo da NADPH oxidase e a transcricdo de genes envolvidos nas respostas
inflamatdrias agudas por aumentar a translocacdo do NF-kB (do inglés, Nuclear
Factor ¥@B) para o nucleo que, por sua vez, induz a produc¢do de citocinas como IL-8
e TNF-a (Rezzonico et al., 2000). Curiosamente, no estudo promovido por Lau e
colaboradores (2004), neutrdfilos estimulados apenas com Zi/SHN ndo aumentaram
esta translocacdo, sugerindo novamente o papel da MPO neste processo.
Adicionalmente, o grupo observou que, ao expor neutrofilos nédo ativados a
superficie contendo fibronectina ou fibronectina mais MPO a desgranulacdo dos
neutréfilos era muito maior na superficie contendo MPO. E a desgranulacéo
aumentou ainda mais em neutréfilos estimulados com Zi/SHN, sugerindo que a MPO

ndo so6 ativa como também prima o neutrofilo.

Crescentes evidéncias vém demonstrando o papel regulador do CR3 e da
MPO na apoptose de neutrofilos. El Kebir e colaboradores (2008) investigaram como
a MPO pode influenciar na sobrevivéncia e apoptose de neutrofilos in vitro e,
consequentemente, a resposta inflamatoria in vivo. Eles demonstraram que a MPO
se liga ao CD11b e induz a fosforilacdo da proteina quinase B (PKB, do inglés,
protein kinase B), também conhecida como Akt e/ou ERK1/2 (do inglés,
extracellular-signal-regulated kinases), prevenindo a disfuncdo mitocondrial e
ativacdo da caspase-3, atrasando o processo de apoptose de maneira dependente
da concentracdo e do tempo de exposicdo do neutrofilo a MPO, apresentando um
efeito pro-inflamatorio. Analises eletroforéticas confirmaram a capacidade da MPO

de atenuar a fragmentagéo de DNA.

Outra observacao importante diz respeito a capacidade dos anticorpos anti-
CRS3 impedirem a supressdo da apoptose por bloquear a ligacdo da MPO ao CRS3.
Adicionalmente, o grupo observou que niveis aumentados de MPO no plasma de
murinos suprimiam a apoptose dos neutrofilos e prolongavam a inflamacdo. Este
aumento nos niveis de MPO no plasma também é observado em pacientes com LES
(Telles et al., 2010) e artrite reumatoide ativa (Wang et al., 2014). Dadas estas
consideracdes, pode-se especular que a MPO liberada pelo neutrofilo possa agir de
maneira autocrina e pardcrina, sinalizando para a supressdo da apoptose nos

individuos com genoétipo R77 de maneira mais efetiva em comparacdo aos
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individuos com gendétipos 77H e R77H, aumentando a sobrevivéncia dos neutroéfilos
dos individuos sem a mutacgéo, prolongando a liberagcdo de MPO no meio de reacao.

Outra hip6tese seria a dependéncia do estimulo utilizado. O zimosan quando
nao opsonizado com SHN é capaz de se ligar a receptores toll-2 (TLR-2, do inglés
toll-like receptor 2) e ao dominio lectina-like presente na cadeia CD11b do CR3. Esta
ligacdo é capaz de primar o receptor e modular a atividade dos dominios de ligacéo
ao C3bi e, consequentemente, a atividade citotoxica do neutrofilo (Vetvicka,
Thornton e Ross, 1996). Talvez esta diferenca entre os grupos esteja relacionada

com uma modificacdo na transducado de sinais nos individuos com a mutacéo.

Adicionalmente, a estimulacdo dos TLR ativa uma molécula adaptadora
denominada MyD88 (do inglés, myeloid differentiation factor 88), que desencadeia
uma cascata de sinalizacdo que culmina na producao de citocinas pré-inflamatérias
como TNF-a e IL8. A IL-8 pode aumentar a expressdo de CD11b na membrana do
neutréfilo e regular o estado de ativacdo da célula (Chin et al., 2009; Lundahl,
Jacobson e Paulsson, 2012). Além disso, Forsberg e colaboradores (2001)
demonstraram que o TNF-a é capaz de potencializar o burst oxidativo dos
neutréfilos. Eles observaram que ao primar neutréfilos com TNF-a ocorria uma
alteracdo na cinética de producdo de ERO apds estimulo do CR3, e o tempo para
alcancar o valor maximo da producdo de ERO foi reduzido pela metade em

neutréfilos primados em comparacao aos nao-primados.

Deste modo, Reed e colaboradores (2013) levantaram a hipétese de que a
ativacdo do CR3, influenciada pelo genétipo da cadeia CD11b, influenciava
negativamente a funcdo de TLR7/8 em macréfagos. Eles observaram que a ativacédo
do CD11b em macréfagos via pré-tratamento com um composto denominado
leucaderina-1, atenuava significativamente a secrecdo TNF-a dependente de TLR7/8
por macrofagos isolados de individuos homozigotos para a mutagéo rs1143679 do
ITGAM (77H), quando comparados com individuos heterozigotos (R77H). Esta
inibicdo era acompanhada por uma profunda degradacdo da proteina adaptadora
MyD88, um efeito ndo observado quando ocorria uma inibicéo direta do TLR. Estes
dados demonstram que o polimorfismo do CR3 pode influenciar a resposta de célula
mediada por outros receptores, algo que nos permite levantar a possibilidade do

CRa3 ter influenciado negativamente a resposta nos individuos 77H e R77H.
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O dominio | presente na cadeia CD11b do CR3 esta bem estabelecido como
sitio de ligacdo primario para o fragmento C3bi (Diamond et al., 1993; Ueda et al.,
1994). No entanto, essa ligacdo também é influenciada por outras estruturas do
receptor, tais como a estrutura beta-pregueada na cadeia CD11b, e o dominio
conhecido como |I-Like presente na regido extracelular da cadeia CD18
(Yalamanchili et al., 2000). Em um estudo realizado por Li e Zhang (2003), utilizando
células humanas transfectadas que expressavam CRS3, observou-se uma inibicao de
aproximadamente 90% da ligacdo do CR3 ao fragmento C3bi, por anticorpos
policlonais que reconhecem sequéncias de aminoacidos na estrutura beta-
pregueada. Levando em consideracgdo estas informacdes, e o fato da posicédo 77 em
gue ocorre a troca de uma arginina por uma histidina na proteina estar localizada na
regido beta-pregueada, o polimorfismo pode de alguma maneira afetar a ligacdo do

Dominio | ao C3bi e, consequentemente, o burst oxidativo dos neutrofilos.

Para avaliar se a capacidade antioxidante da Taurina estaria reduzindo a
disponibilidade de ERO para a via dependente da MPO, a producédo de QL foi
avaliada utilizando-se diferentes sondas luminescentes. O luminol é exclusivamente
oxidado pelo peréxido de hidrogénio e/ou pelas ERO derivadas dele, enquanto a
lucigenina é preferencialmente oxidada pelo anion superéxido, que se forma pela
atividade da NADPH oxidase sobre o oxigénio molecular no inicio da producéo do
burst oxidativo (Ingraham et al., 1982; Gasbarrini et al., 1998). Este anion superoxido
€ reduzido a peréxido de hidrogénio e a MPO catalisa a reacdo do peréxido de
hidrogénio, em presenca de ions haletos, para formar acido hipocloroso. O acido
hipocloroso pode reagir com aminoéacidos para formar cloraminas. Na presenca de
Taurina, o acido hipocloroso reage com a Taurina para formar Taurina-Cloramina.
Se a Taurina estivesse reagindo com o anion superéxido ou com o peréxido de
hidrogénio poderia estar interferindo na disponibilidade destes para a atividade da
MPO. Isto ndo aconteceu, porque a producdo de ERO medida pela QL dependente
de lucigenina néo foi alterada pela presenca da Taurina. Contudo, a medida da QL
dependente de luminol foi significativamente reduzida na presenca da Taurina, o que
demonstra que a Taurina esta reagindo somente com produtos derivados do
peréxido de hidrogénio, os quais dependem da atividade da MPO. Com este
resultado, pdde-se validar o resultado da avaliacdo da atividade da MPO. Uma vez

gue nao houve diferenca significativa na medida da atividade da MPO dependente
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de Taurina-Cloramina entre os neutréfilos de individuos com diferentes gendétipos
para a variante da cadeia CD11b do CR3, esta & uma caracteristica dos neutroéfilos e

nao um falso negativo por interferéncia da acao antioxidante da taurina.

Noés também apresentamos uma analise da expressao da cadeia CD11b na
superficie dos neutrofilos. Nossos resultados demonstraram que a expressao total
de CD11b né&o foi diferente entre os grupos. Estes dados corroboram com resultados
obtidos por outros autores, tanto em modelos utilizando células transfectadas
(Macpherson et al., 2011), quanto em modelos utilizando neutroéfilos humanos (Zhou
et al., 2013). Tais resultados nos permitem sugerir que o polimorfismo nao interfere

na expressao do receptor.

Os estudos dos mecanismos imunolégicos e moleculares do CR3 e o
entendimento de como variantes polimérficas podem afetar a expressdo e/ou a
funcdo deste receptor, sdo essenciais para a compreensao de uma série de doencgas
autoimunes. Tais estudos podem auxiliar no desenvolvimento de novas terapias
para estas doencas. Levando-se em consideracao as fun¢des imunomodulatorias da
MPO, dependentes e independentes da sua atividade catalitica, nas interacdes entre
neutrdfilo e endotélio mediadas pelo CR3, em sintese, nosso resultado mostra que €
necessario investigar se pequenas diferencas entre a liberacdo de MPO por
neutroéfilos, expressando a variante 77H do CD11b, pode explicar a associacao

deste polimorfismo com a suscetibiidade ao LES e/ou outras doengas.
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- O polimorfismo rs1143679 da cadeia CD11b do CR3 nédo afetou a atividade de
MPO em neutréfilos humanos. Contudo, a atividade da MPO de neutrofilos em
resposta a estimulacdo com Zi/SHN, via CR3, foi menor, embora n&o significante,
em neutrdfilos de individuos com a variante 77H (R77H e 77H) para a cadeia CD11b

do CR3, quando comparados aos neutrdéfilos de individuos homozigotos R77.

- Esse resultado mostra a necessidade de investigar se pequenas diferencas entre a
liberacdo de MPO por neutrofilos, expressando a variante 77H da cadeia CD11b,
pode explicar a associacdo do polimorfismo rs1143679 com a suscetibilidade ao

LES e/ou outras doencas.

- O burst oxidativo dos neutrofilos, medido pela QL dependente de lucigenina e
luminol, ndo apresentou diferenca entre os grupos, sugerindo que a variante 77H da
cadeia CD11b do CR3 néo afeta a producdo de ERO dependente da atividade da
NADPH oxidase e da MPO, respectivamente, neste modelo com Zi/SHN.

- Nao houve diferenca na expressédo do CR3 nos diferentes grupos. Isto sugere que

a variante 77H da cadeia CD11b do CR3 néo interfere na expressao deste receptor.
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9. Anexos

9.1 Anexo |: Parecer do Comité de Etica em Pesquisa.

K UNIVERSIDADE DE SAO PAULO oo
% Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto ) A ﬂ‘
AT Comité de Etica em Pesquisa

Of. CEP/FCFRP n°. 034/2014
kms

Ribeirao Preto, 3 de julho de 2014.

Ao pés-graduando

Joao Rodrigues Lima Janior

Orientadora: Profa. Dra. Cleni Mara Marzocchi Machado
FCFRP/USP

Prezado Pos-graduando,

Informamos que o projeto de pesquisa intitulado “IMPLICACOES DA
VARIANTE DA CADEIA DO CD11B (RS1143679) DO CR3 PARA A LIBERACAO DA
MIELOPEROXIDASE DE NEUTROFILOS HUMANOS”, apresentado por Vossa Senhoria a
este Comité, Protocolo CEP/FCFRP n°. 349, foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da FCFRP em sua 132* Reunido Ordindria realizada em 02/07/2014.

Lembramos que, de acordo com a Resolucdo 466/2012, item IV.5, letra
d, o TCLE devera “ser elaborado em duas vias, rubricadas em todas as suas paginas e
assinadas, ao seu término, pelo convidado a participar da pesquisa, ou por seu
representante legal, assim como pelo pesquisador responsavel, ou pela(s) pessoa(s)
por ele delegada(s), devendo as paginas de assinaturas estar na mesma folha. Em
ambas as vias deverdo constar o endereco e contato telefénico ou outro, dos
responsaveis pela pesquisa e do CEP local”.

Informamos que devera ser encaminhado ao CEP/FCFRP o relatério
final da pesquisa em formulario préprio deste Comité, bem como comunicada
qualquer alteracdo, intercorréncia ou interrupcio do mesmo, tais como eventos
adversos e eventuais modificacdes no protocolo ou nos membros da equipe, através
da interposicdo de emenda na Plataforma Brasil.

Atenciosamente,

.
L W\ ) /\,w\/»\‘)/

Prof?. Dr?. EliSa Maria de Sousa Russo
Vice-Coordenadora do CEP/FCFRP

Avenida do Café S/N° - Monte Alegre - CEP 14040-903 - Ribeiréo Preto - SP
Comité de Etica em Pesquisa — cep@fcfrp.usp.br
Fone: (16) 3602-4213 ou 3602-4216 — Fax: (16) 3602-4892
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9.2 Anexo IlI: Protocolos para o preparo das principais solugdes utilizadas.

SOLUCAO BALANCEADA DE HANKS
NacCl 8g
KCl 0,4g
CaCl, Anidro 0,139¢
MgCl,.6H,0 0,1g
MgS0,.7H,0 0,1g
Na,HPO, 0,048g
KH,HPO, 0,06g
Glicose 1,0g
NaHCO, 0,35g
Agua deionizada gsp 1000mL
Ajustar o pH final para 7,2 a 25°C com NaOH. Filtrar.
SOLUCAO DE GELATINA 2,5% EM CLORETO DE SODIO 0,15M
Gelatina 2,5g
Sol. De NaCl 0,15M gsp 100mL
Aquecer.
CLORETO DE AMONIO 0,83%
Cloreto de amonio (NH,CI) [PM =53,49; M = 0,16M] 4,28¢g 8,56g
Agua deionizada estéril gsp 500mL 1000mL
Ajustar pH para 7,2 e Filtrar
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SOLUCAO DE ALSEVER

Citrato trissédico. 2H,0 8g
Cloreto de sddio (NaCl) 4,2g
Glicose 20,5g
Agua deionizada gsp 1000mL
Ajustar pH final para 6,1 com acido citrico 10%. Filtrar.
CLORETO DE SODIO 0,15M (0,9%)

NaCl [PM = 58,44] 8,76g
Agua deionizada gsp 1000mL
Autoclavar.

PBS (SALINA TAMPONADA COM FOSFATO) PH 7,4 (10 X)

NacCl 80,0g
KCl 2,0g
Na,HPO, 11,5¢g
KH,PO, 2,0g

Agua deionizada estéril
1000mL

asp

Ajusta pH final para 7,4 a 252C com HCI.
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TAMPAO DE AMOSTRA PARA DNA (6X)

40% sacarose

4g

0,25% azul de bromofenol

0,025mL do 1%

Agua deionizada estéril gsp 10mL
Aliquotas de 1mL e armazenar em -202C.
LIQUIDO DE TURK
Violeta Genciana 1% ImL
Acido Acético Glacial 1mL
Agua deionizada estéril gsp 100mL
TAMPAO TRIS-BORATO-EDTA (TBE) 10X CONCENTRADO
Tris Base 121,1g (1M)
Acido Bérico Anidro 55,6g (0,9M)
EDTA.Na,.2H,0 3,7g (10mM)
Agua deionizada estéril gsp 1000mL
EDTA (0,1M) — FAGOCITOSE
EDTA 37,2g
NaCl 0,15M gsp. 100mL

Acertar o pH para 4,4.
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TAMPAO FOSFATO - K-HPO. (0,1M)

K,HPO, 1,74g
H,0 estéril gsp. 100mL
Acertar o pH para 7,0 com HCI.

TAMPAO DE LISE DE ERITROCITOS
Tris-HCI 1,57g
Agua estéril gsp. 1000mL
Acertar o pH para 7,5.

Sacarose 102,69¢g
MgCl, 0,048g
Solubilizar no Tris-HCl preparado preciamente.

Triton X-100 10mL
Agua estéril gsp. 1000mL
Estocar sob refrigeracdo (4°C) e protegido da luz.

TAMPAO DE LISE DE GLOBULOS BRANCOS
NaCl 4,35¢g
EDTA 8,92¢g
Agua estéril gsp. 1000mL

Acertar o pH para 8,0. Estocar a temperatura ambiente.
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CLORETO DE SODIO 6,0M

NaCl

34,8g

Agua estéril gsp.

100mL

Estocar a solucdo saturada a temperatura ambiente.




