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RESUMO

O actimulo focal de leucoécitos, proprio da inflamagao, ¢ desencadeado por uma ampla
gama de mediadores, de origens variadas. A migracdo das células ocorre em multiplas etapas
coordenadas e pode ser inibido por glicocorticdide, que exerce efeitos reguladores negativos
—sobre a sintese/ou liberagdo de moléculas pré-inflamatodrias e de adesdo— e positivos —sobre
a expressao de anexina-1, proteina de agdo anti-inflamatoria. Temos estudado o efeito indutor
de migragdo de neutrofilos exercido por MNCF (macrophage derived neutrophil chemotactic
factor), que ¢ uma lectina ligante de galactosideos, dotada da propriedade de recrutar
neutr6filos mesmo em condi¢ao anti-inflamatdria, gerada pelo tratamento com dexametasona.
Essa atividade peculiar pode ter repercussdes relevantes no desenho de estratégias
terapéuticas para frear a inflamagdo quando ela causa lesdo tissular. Isso justifica o especial
interesse na compreensdao dos mecanismos de acdo de MNCF sobre neutr6filos humanos.
Nesse contexto, demonstramos anteriormente que a interagdo de MNCF com componentes da
matriz extracelular pode contribuir para que a agdo desse agente supere o efeito
antinflamatorio da dexametasona (Toledo et al 2007). Neste trabalho, nosso objetivo ¢
identificar as respostas de ativacdo dos neutréfilos determinadas por MNCF, de maneira a
identificar diferencas entre essas respostas e as desencadeadas por atraentes cujas acdes
sejam sensiveis ao efeito anti-inflamatorio da dexametasona. Ensaios in vitro demonstraram
que MNCF, a partir de ligacdo a superficie celular, induz a migracao de neutr6filos humanos,
tanto normais como pré-incubados com dexametasona. Ao atuar sobre neutr6filos normais,
MNCEF induziu respostas qualitativamente muito similares as induzidas por outro atraente,
quais sejam: (a) fosforilacao de tirosino-quinases e de p38 MAP; (b) shedding de L-selectina;
(c) desgranulagdo de granulos secundérios e vesiculas secretdrias, mas ndo de granulos
azurofilicos; (d) resisténcia a apoptose espontinea; (e) translocacdo nuclear do fator de
transcricdo NF-kB; (f) transcricdo génica e secrecdo de citocinas e quimiocinas pro-

inflamatorias; (g) polarizagcdo celular. Os neutréfilos estimulados com MNCF — em
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comparacao aos estimulados com outro atraente (CXCL-8) — polarizaram mais tardiamente e
apresentaram niveis superiores de transcricao de genes de mediadores inflamatorios. Quando
neutrofilos pré-tratados com dexametasona foram estimulados, os niveis de transcricao
génica de mediadores inflamatorios foram mantidos frente a MNCF e inibidos frente a
CXCLS. Dentre os mediadores que tiveram o gene transcrito em niveis altos inclui-se a
propria CXCLS8, cuja expressao protéica foi também avaliada. Neutréofilos —pré-tratados ou
nao com dexametasona— estimulados com MNCF secretaram altos niveis de CXCL-8 no
sobrenadante. Ja, frente a outros estimulos, neutréfilos pré-tratados com dexametasona
tiveram a secrecdo de CXCL8 fortemente inibida. Nossos resultados indicam que os
mecanismos envolvidos no fato da inflamacgao aguda desencadeada por MNCF ser resistente
ao efeito de glicocorticdide incluam a capacidade dessa lectina de induzir altos niveis de
produ¢dao de mediadores inflamatdrios, manifesta mesmo em neutréfilos pré-tratados com
dexametasona. Nosso estudo esta em consonancia com os avangos feitos nos ultimos dez
anos no campo de investigagdes sobre neutrofilos, que atribuem a essas células fungdes mais
complexas do que a ingestdo e eliminacdo de microorganismos, com destaque para a sua
capacidade de transcrever genes e expressar produtos que estdo intimamente ligados as

respostas inflamatoria e imunitaria.

Palavras chave: MNCF, migragao de neutréfilos, dexametasona, transcrigdo génica, secre¢ao

de citocinas
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TITRE: L'activation des neutrophiles par le MNCF a pour conséquence la
transcription des génes et la secrétion de cytokines, et cela méme dans des conditions

anti-inflammatoires

RESUME

Le recrutement des leucocytes dans les sites inflammatoires est déclenché par des
médiateurs d'origines diverses. Il comprend plusieurs étapes coordonnées, susceptibles d'étre
inhibées par des glucocorticoides. Ces derniers diminuent la synthése et/ou la sécrétion de
molécules pro-inflammatoires ou de molécules d'adhérence et augmentent 1'expression de
l'annexine-1, une protéine anti-inflammatoire. Nous avons étudi¢ le MNCF (Facteur
Chimioattractant pour les Neutrophiles et dérivé des Macrophages), une lectine liant le D-
galactose et capable de recruter les neutrophiles, y compris dans les conditions anti-
inflammatoires représentées par le traitement par la déxamethasone. Cette propriété
particuliére pourrait inspirer le montage de nouvelles thérapeutiques anti-inflammatoires et
justifie que 1’on s’intéresse particuliérement a la compréhension du mécanisme d’action du
MNCEF sur les neutrophiles humains. C’est dans ce contexte que nous avons démontré que
I’interaction du MNCF avec des composants de la matrice extracellulaire permet a ce facteur
de surmonter les effets anti-inflammatoires de la déxamethasone (Toledo et al. 2007). Le but
de cette recherche était de caractériser 1’activation des neutrophiles humains par le MNCF, en
la comparant a celle déclenchée par d’autres agonistes, aprés traitement par la
déxamethasone.

Des tests in vitro ont montré que le MNCF se lie a la surface des neutrophiles et
provoque la migration de ces cellules, qu’elles soient ou non pré-traitées par la

dexamethasone. Les effets du MNCF étaient trés semblables a ceux d’autres agonistes du
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neutrophiles, a savoir : (a) ’inhibition de I’apoptose spontanée ; (b) le relarguage de CD62L ;
(c) la phosphorylation de tyrosine-kinases et de la p38MAPkinase ; (e) la dégranulation des

vésicules de sécrétion et des granules spécifiques mais pas des granules azurophiles ; (f) la

translocation du facteur de transcription NF-KB et (g) la transcription des génes et la
secrétion de cytokines pro-inflammatoires et de chimiokines. Cependant, les effets du

MNCF ¢taient spécifiques et non dus a des agonistes des neutrophiles contaminants, comme

le LPS, le TNF-a ou des chimiokines. En effet, ces effets du MNCF n’étaient pas modifiés
par la déplétion en LPS sur detoxigel, ni par le récepteur soluble du TNF, ethanercept et ils
persistaient apres pré-traitement des neutrophiles par la dexamethasone, ce qui supprimait les
effets de chimiokines comme CXCLS. Enfin, la pré-activation des neutrophiles par le LPS
n’était pas nécessaire pour que soient observés les effets du MNCF, qui se distinguaient en
cela des effets de la galectine 3. Nos résultats indiquent que I’inflammation aigue induite par
le MNCEF in vivo, méme chez les animaux traités avec de la dexamethasone, s’explique par la
capacité de ce facteur a produite des taux élevés de médiateurs pro-inflammatoires par un
mécanisme insensible aux glucocorticoides. Nos données sont en accord avec différentes
¢tudes rapportées ces derniers dix ans, qui montrent que 1’action des neutrophiles ne se limite
pas a I’élimination des microbes mais comprend la transcription de génes et une participation

active aux réponses inflammatoire et immunitaire.

Mots clés: MNCF, migration des neutrophiles, déxamethasone, transcription des genes,

secrétion de cytokines
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TITLE: Neutrophil activation by MNCF lectin results in gene transcription and

secretion of cytokines, even in anti-inflammatory conditions

ABSTRACT

Leukocytes are accumulated, in the inflammatory process, because to action of the
wide array of stimuli. This event envolved several and coodenated steps whose inhibited by
glucocoticoids, such as dexamethasone. Dexamethasone affects human neutrophils in
different ways. It shows negative effects (on synthesis and secretion of pro-inflammatory
mediators) and positive effects (for example, on annexin I). Among the inducers of leukocyte
migration, MNCF, a galactose-binding lectin, has been described as an agonist and
chemoattractant for neutrophils, both in vivo and in vitro. MNCF shows as peculiar activity
the migration of neutrophils resistant to dexamethasone actions which awakes great interest
in undertanding the mechanism of action on polymorphonuclears by this lectin. Our first step
was study human MNCF-stimulated neutrophils pre-incubated with dexamethasone. In these
conditions, MNCF, in the absence of F-actin polymerization: (a) protects neutrophils from
spontaneous apoptosis, (b) induces tyrosine and p38 MAP quinases phosphorylation, (c)
induces CD62L shedding, (d) degranulates secretory vesicles and secundary granules, but not
azurophilic granules, in the dependent manner of tyrosine and MAP quinases and Src family,
(e) translocates the transcription factor NF-kB and, (f) induces transcription and secretion of
pro-inflammatory cytokines and chemokines. In parallel, human neutrophils pre-incubated
with dexamethasone and stimulated with MNCF did not show CD62L shedding and F-actin
polarization, but the in vifro migration was maintained. Besides, we already observe

translocation of NF-kB from cytoplasm to nucleous which it activates the genic transcription
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and secretion of inflammatory mediators, such as CXCL8. The results, showed here,
strengthens previous results, demonstranting that MNCF as a agonist to neutrophils, beyond
increase the halflife them. Although,

dexamethasone modifies some effects of MNCF on neutrophis, this glucocorticoid does not
inhibit the cellular response to the studied lectin. Thus, the maintenance of inflammatory
mediators, dependents to NF-kB, during the inflammatory process, could explain, even
parcialy, the break in the resitance to glucocorticoids actions by MNCF in the neutrophil

migration.

Keywords: MNCF, neutrophil migration, dexamethasone, genic transcription, secretion of

cytokines
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INTRODUCAO

RESPOSTA INFLAMATORIAAGUDA

As respostas inflamatorias sao operacionalmente caracterizadas por dor, rubor, calor e
edema no sitio de infeccao, refletindo trés tipos de mudancgas nos vasos sanguineos locais. A
primeira ¢ o aumento do didmetro vascular, levando a um aumento no fluxo sanguineo,
especialmente nos pequenos vasos sanguineos locais. A segunda mudanga é que as células
endoteliais, que formam os vasos sanguineos, sdo ativadas para expressar moléculas de
adesdo que promovem a interagdo com leucocitos circulantes. A combinacao da taxa do fluxo
sanguineo diminuida e da expressao das moléculas de adesdo permite aos leucdcitos aderirem
ao endotélio e migrarem em dire¢do aos tecidos perivasculares, em um processo denominado
extravasamento. Todas essas mudangas sdo produzidas, em grande parte, pela atividade de
fatores quimiotaticos liberados pelos macrofagos ativados presentes no tecido inflamado
(Deuel et al., 1981; Doherty et al., 1987; Brandes et al., 1991; Worthen et al., 1992). No
inicio de um processo inflamatdrio, as primeiras células atraidas ao local sdo os neutroéfilos,
seguidos pelos mondcitos, que se diferenciam em macréfagos nos tecidos. Nas etapas
posteriores, outros leucécitos, como eosinéfilos e linfécitos, chegam ao foco inflamatorio
(Kay, 1970; Bienenstock et al., 1986). A terceira maior mudanga nos vasos sanguineos locais
¢ o aumento da permeabilidade vascular. Em vez de permanecerem firmemente proximas
entre si, as células endoteliais que limitam a parede dos pequenos vasos sanguineos se
separam, permitindo a saida de fluido e proteinas do sangue, que se acumulam. De tais
eventos decorrem o edema, a dor e o rubor localizados, que correspondem a classica triade de

manifestagdes dainflamagao.
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Os neutroéfilos, como ja mencionado, constituem a primeira populacao celular que
atravessa as paredes dos vasos em dire¢do ao sitio inflamatorio. A migragdo de neutréfilos €
finamente regulada, ocorre através de uma sequéncia de ativagdo de proteinas adesivas e de
seus ligantes, expresso nos neutréfilos e nas células endoteliais (Lawrence & Springer, 1991;
Von Andrian et al., 1991; Konstantopoulos & Mcintire, 1996), como esquematizado de

maneira resumina na figura 1.

Ativagto Progressiva

Selectinas

Gl micatraantes wbre a

P

= ]
uperfine do célules endotelinis [ o 1 .
aL-s ‘ Integrinas P b4

" Cuimioarrasntes mo Teddo
éradient< Hoptotatice

Figura 1. Recrutamento de neutrofilos ¢ dissecavel em passos distintos envolvendo
interacdes seqiienciais de diferentes familias de moléculas de adesdo em leucdcitos e
células endoteliais. O rolling envolve interagdes entre membros da familia das selectinas (L-,
P- e E-selectina) e seus respectivos ligantes que apresentam o residuo Lewis™. A ativacdo de
integrinas da familia 32 e moléculas de adesdo da familia das imunoglobulinas (ICAMs) por
uma variedade de estimulos proporciona firme adesdo do neutroéfilos ao endotélio inflamado,
evento que ird proporcionar a transmigragao celular, por muitas vezes citada como diapedese.
A molécula PECAM-1 presente tanto na superficie de neutrofilos como células endoteliais
possue papel primordial neste processo.
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A participagdo de interacdes do tipo proteina-carboidrat na resposta inflamatoria
comecou a ser evidenciada no inicio da década de 1980, por Stoolman & Rosen (1983). Tais
interagdes, reversiveis, determinam ligagdes de baixa afinidade, que fazem o leucoécito rolar,
em velocidade menor do que a do fluxo sanguineo, ao longo da superficie do endotélio
vascular, adjacente ao local de inflamacdo. As selectinas, glicoproteinas transmembranicas
expressas no endotélio vascular - P-selectina, E-selectina - e nos leucocitos - L-selectina -
medeiam esse fendmeno, ao reconhecerem acgucares ligantes cognatos, geralmente
imobilizados em estruturas do tipo mucina. O neutrofilo expressa L-selectina
constitutivamente, molécula que interage com oligossacarideos do tipo mucina (Varki, 1997),
induzidos por mediadores inflamatdrios (Spertini et al., 1991). A L-selectina ¢ desprendida
da superficie celular por clivagem proteolitica (shedding), 5 a 10 minutos ap6s a ativagdo do
neutréfilo (Kishimoto et al., 1989; Griffin et al.,, 1990; Smith et al., 1991; Bazil &
Strominger, 1994), mecanismo que, aparentemente, limita o recrutamento dessas células
durante processos inflamatérios (Hafezi-Moghadam et al., 2001). As selecinas-P e -E sao
expressas em resposta a estimulos inflamatdrios apropriados. Segundos apds o estimulo do
endotélio, a P-selectina, constitutivamente sintetizada e estocada nos corpusculos de Weibel-
Palade, ¢ transportada para a superficie do endotélio e rapidamente distribuida na membrana.
A P-selectina interage com uma sialoglicoproteina (P-selectin glycoprotein ligand-1, PSGL-
1) (Moore et al., 1992), uniformemente distribuida em neutréfilos quiescentes. Na presenca
de estimulos inflamatérios, a ligagdo da P-selectina ¢ acompanhada por uma rapida
distribui¢do de PSGL-1 no uropodio dos neutrofilos ativados e pode sinalizar a transicdo do
rolling para a fase de captura dessas células (Bruehl et al., 1997). A expressao da P-selectina
¢ de curta duracdo, e a adesdo tem continuidade pela E-selectina, molécula que também se

liga a sialoglicoproteinas da superficie do neutrofilo (revisto por Wagner & Roth, 2000).
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O sinal que dispara a etapa seguinte do processo de migragao ¢ oriundo das selectinas
ativadas. Os dominios citoplasmaticos, das selectinas-L e PSGL-1 ativadas estdo implicados
em mecanismos de transducdo de sinais, que levam a ativacdo das integrinas nos neutrofilos
(Simon et al., 1995, 1999; Macever & Cummings, 1997; Williams & Solomkin, 1999). Dessa
forma, as selectinas promovem transi¢do ordenada do processo de adesdo, induzindo a
expressao temporal e sequencialmente adequada das integrinas. As integrinas sao
glicoproteinas transmembranicas heterodiméricas, expressas na superfice de leucdcitos como
heterodimeros de CD11/CD18. Estabelecem interagdes do tipo proteina-proteina, com seus
ligantes expressos na superficie das células endoteliais, que correspondam a moléculas da
superfamilia das imunoglobulinas - ICAM-1 e ICAM-2. Essas intera¢cdes determinam a
adesdo firme do leucécito ao endotélio (revisto por Wagner & Roth, 2000).

Nessa etapa da cascata de adesdo, além dos sinais induzidos pelas selectinas ativadas,
moléculas atraentes de leucocitos passam a atuar. O endotélio dos microvasos, em condigdes
de inflamacao, produz atraentes, como o fator ativador de plaquetas (PAF), leucotrieno B4
(LTB4) e varias quimiocinas. Esses atraentes sdo imobilizados por liga¢do a proteoglicanos,
na superficie luminal das células endoteliais (revisto por Witko-Sarsat et al., 2000). Dentre as
quimiocinas, a interleucina-8 (CXCL-8) ¢ considerada o principal atraente de neutrdfilos,
uma vez que sua neutralizagdo por anticorpos monoclonais inibe o recrutamento de
neutrdfilos para o sitio de inflamacao (Folkesson et al., 1995; Matsumoto et al., 1997; Sekido
et al., 1993). A CXCLS8 ¢ derivada do tecido e internalizada pelas células endoteliais das
vénulas pos-capilares. Através de vesiculas de plasmalema, CXCL-8 ¢ transportada
abluminalmente até a superficie dessas células, onde se associa aos microvilos e ¢
apresentada aos leucécitos aderidos (Middleton et al., 1997). De uma maneira geral, as

moléculas atraentes induzem a translocacdo e a ativagdo de CD11/CDI18, do pool de
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estocagem intracelular, para a superficie do leucdcito. A expressao de integrinas na superficie

celular ¢ aumentada trés a dez vezes, minutos apds o estimulo por mediadores inflamatdrios

como TNF-a, C5a, LTB4, fMLP e quimiocinas (Huber et al., 1991; Sengelov, 1996;
Borregaard & Cowland, 1997). As proprias moléculas de integrinas estdo envolvidas em
eventos de sinalizagdo intracelulares, uma vez que suas caudas citoplasmaticas constituem
sitios para fosforilagdo e atuam na ligagdo a proteinas do citoesqueleto (Alpin et al., 1998).
Os neutrofilos integram os sinais induzidos simultaneamente pelo engajamento de integrinas
e pelas citocinas inflamatdrias ou atraentes, de maneira a ativar uma série de eventos
intracelulares que resultam no spreading celular e na sua locomogao (revisto por Witko-
Sarsat et al., 2000). Os neutrofilos adquirem morfologia polarizada, o que permite que se
locomovam vetorialmente para o tecido perivascular (Snyderman & Goetzl, 1981; Clark &
Brudgge, 1995; Lauftenburger & Howitz, 1996), num processo de transmigragao.

A transmigragdo de neutrdfilos ocorre em etapas que sdo coordenadas tanto por
moléculas de adesdo, como por mediadores soluveis derivados do microambiente local
(Bruyninckx et al., 2001). Esse processo envolve interagcdes homotipicas estabelecidas por
CD31 (PECAM-1) que ¢ uma molécula de adesdo de expressdo constitutiva, membro da
superfamilia das imunoglobulinas. Moléculas de CD31 tém distribui¢do juncional em células
endoteliais e sdo também expressas na superficie do leucéceito, o que viabiliza a interagao
homotipica e a passagem do leucocito pela jungdo endotelial (revisto por Bianchi et al.,
1997). Recentemente, demonstrou-se que CD31 desencadeia sinalizagdo intracelular em
neutrofilos, regulando a “rede” de actina, o que afeta, em ultima instancia, a forma das
células que migram através da juncdo entre duas células endoteliais (Dimitrijevic et al.,

2002). CD31 promove a migragao haptotatica dos leucocitos, entendendo-se tal fenomeno
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como a migra¢do ao longo de um gradiente de moléculas atraentes ligadas a um substrato
fixo (Muller et al., 1993; Vaporcyan et al., 1993; Muller, 1995). Além de CD31, atribuiu-se a
molécula de adesdo juncional (JAM - membro da superfamilia das imunoglobulinas),
concentrada seletivamente nas jungdes inter-endoteliais, um papel no processo de
transmigragao de leucécitos em modelos murinos (Martin-Padura et al., 1998).

Vencida a barreira endotelial, o leucocito passa ase mover em dire¢do ao gradiente de
atraente, estabelecido no espaco sub-endotelial. O atraente pode dirigir o movimento do
leucocito, ainda localizado na jun¢do endotelial, desde que se difunda, a partir do sub-

endotélio, e estabeleca um gradiente juncional (Zocchi et al., 1996). A migracao dos
neutrofilos através da matriz extracelular ¢ mediada pelas integrinas 32, conjuntamente com

B1 e B3, a6B1, a5B1 e avP3, receptores para laminina, fibronectina e vitronectina. Essas
moléculas, que se encontram estocadas nos granulos dos neutréfilos, durante a transmigracao,
sob o estimulo de atraentes, sdo rapidamente expressas na membrana plasmatica (Bohnsack
et al., 1995; Hendey et al., 1996; Loike et al., 1999; Roussel & Gingras, 1997). A locomog¢ao
leucocitaria requer a formagdo continua de novos contatos adesivos na regido frontal da
célula, enquanto a regido posterior desliga-se do substrato adesivo (Lauffenburger &

Horwitz, 1996).

DESGRANULACAONEUTROFILICA

Leucdcitos polimorfonucleares (neutrofilos) exercem papel crucial na primeira linha

de defesa contra bactérias, fungos e protozoarios invasores. A resposta inflamatoria mediada,

como ja mencionado, ¢ processo em multiplas etapas, envolvendo a adesdo inicial dos
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neutrofilos circulantes ao endotélio vascular ativado, o subsequente extravasamento e
migra¢do de neutrofilos para o sitio inflamatério e, por ultimo, a eliminacdo do
microorganismo estranho, através de fagocitose, geragdo de metabdlitos reativos do oxigénio
e liberacdo de substancias microbicidas. Muitas dessas etapas s3o dependentes da
mobilizagdo de granulos citoplasmaticos e vesiculas secretorias. Os varios subtipos de
granulos contidos nos neutrofilos constituem um importante reservatorio nao somente de
proteinas antimicrobianas, proteases € componentes do burst oxidativo - mas também de uma
ampla gama de receptores de membrana para moléculas de adesdo - expressas na matriz
extracelular do endotélio - e de mediadores inflamatorios soliveis, como demonstra a Tabela
1. A mobilizagdo controlada dessas organelas citoplasmaticas ¢ que permite a transformacao
dos neutrdfilos de células circulantes passivas em potentes efetoras da imunidade inata. Além
disso, a exocitose regulada dos granulos dos neutrofilos faz com que o arsenal de proteinas
citotoxicas neles contido seja liberado de maneira direcionada, evitando na maioria das vezes,

dano maior para o hospedeiro (revisto por Faurschoue Borregard, 2003).
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Tabela 1. Constituintes dos granulos neutrofilicos

Classe de Exemplo Compartimento
constituintes
Enzimas microbicidas Mieloperoxidase Granulos azurofilicos
Lisozima Granulos azurofilicos eespecificos
Fosfolipase A2 Granulos especificos
Hidrolases acidas Catepsinas Granulos azurofilicos

Proteinases neutras

Peptideos antimicrobianos

Receptores

Receptores de adesdo

Moléculas efetoras

Proteinas citoplasmaticas

B-glucoronidase

N-acetil-B-glucosaminidase

Fosfatases

Serprocidinas (elastase, proteinase-3,
catepsina-G, azurocidina (CAP-37))

Gelatinase

Colagenase

Defensinas

Lactoferrina

Catelicidinas

Transmembrana (CR1 ou CD35, TNF-

R, fMLPR, IL8-R)

Linkados a GPI (Fcy-RIII, uPAR,

CD14)

CR3 (CD11b),CR4 (CD11c)

Componentes da NADPH oxidase

(gp91-phox, p22-phox)

iNOS

Fgr (tirosino quinaseda familia Src)

Hck (tirosino quinase da familia Src)

Granulos azurofilicos

Granulos especificos
Granulos especificos
Granulos azurofilicos
Granulos especificos
Granulos especificos

Granulos especificose/ou vesivulas secretorias

Granulos especificose/ou vesivulas secretorias

Granulos especificose/ou vesivulas secretorias

Granulos especificose/ou vesivulas secretorias

Granulos azurofilicos
Granulos especificos

Granulos azurofilicos
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Granulos azurofilicos

Os granulos azurofilicos sdo empacotados com proteinas hidrolases acidas e
antimicrobianas e, por muitos anos, foram vistos como lisossomos primarios. Como os
lisossomos, os granulos azurofilicos contém granulofisina (CD63) em sua membrana (Cham
et al., 1994). No entanto, diferentemente dos lisossomos, eles ndo expressam LAMP-1 e
LAMP-2 (lysosome-associated membrane protein) (Cieutat et al., 1998) e nem o receptor
manose-6 fosfato, essenciais para as enzimas lisossomais (Dahms et al., 1989; Michaelson et
al., 1992; Nauseef et al., 1992). Consequentemente, os granulos azurofilicos sdo melhor
vistos como granulos secretorios regulados e ndo como lisossomos especializados (Cieutat et
al., 1998). Ao lado de CD63, as seguintes proteinas de membrana foram identificadas nos
granulos azurofilicos: CD68 (Saito et al., 1991), presenilina (Mirinics et al., 2002),
estomatina (Feuk-Lagersted et al., 2002) e ATP-ase H+ do tipo vacular (Nanda eta 1., 1996).

Os granulos azurofilicos sao muito heterogéneos, em tamanho e forma. J4 foram
descritas varias subpopulacdes que diferem quanto a caracteristicas fisicas, citoquimicas e
morfologicas (Bainton et al., 1971; Parmley et al., 1987; Rice et al., 1987; Egesten et al.,
1994). Com base na ordem de formagdo durante a mielopoiese, os granulos azurofilicos
podem ser divididos em dois grupos principais: os pobres em defensina, formados no inicio
do estagio promielocitico e os ricos em defensina, formados na transicdo
promielocitico/mieldcito (Arnljots et al., 1998).

Os granulos azurofilicos sofrem exocitose limitada em resposta a estimulagdo
(Sengelov et al., 1993; Faurshou et al., 2002) e contribuem primariamente para a morte e
degradagdo de microorganismos fagocitados, localizados no interior dos fagolisossomos

(Joiner et al., 1989).
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Granulos peroxidase-negativos

Granulos peroxidase-negativos podem ser especificos (ou secundarios) e de gelatinase
(ou tercidrios) (Kjeldsen et al., 1992). Granulos especificos e de gelatinase diferem
significativamente entre si quanto ao conteudo protéico e propriedades secretorias. Granulos
especificos sdo grandes e ricos em substancias antibidticas, 0 mesmo nao acontecendo com
os pequenos granulos de gelatinase. Por outro lado, os granulos de gelatinase sdo mais
facilmente exocitados do que os especificos (Sengelov et al., 1995). Essas caracteristicas
refletem a importancia dos granulos de gelatinase como um reservatorio de enzimas que
degradam a matriz extracelular e de receptores de membrana, implicados no extravasamento
e diapedese dos neutrofilos. Os granulos especificos participamde atividades antimicrobianas
dos neutrofilos, através da mobilizagdo de um arsenal de substancias antimicrobianas tanto
para os fagossomos quanto para o exterior celular (Joiner et al., 1989; Jesaitis et al., 1990;

Mollinedo et al., 1997).

Vesiculas secretorias

Sao vesiculas endociticas (Borregard et al., 1987) que estocam receptores associados
a membrana, necessarios para que ocorram as primeiras fases da resposta inflamatdria
mediada por neutrofilos. A mobilizacdo das vesiculas secretdrias ocorre em resposta a uma

ampla variedade de estimulos inflamatdrios (Sengelov et al., 1993a e 1993b). Essas vesiculas

sdo ricas em [32-integrina CD11b/CD18 (Mac-1, CR3) (Sengelov et al., 1993b), receptor de
complemento 1 (CR1) (Sengelov et al., 1994), receptores para peptideos bacterianos

formilados (formylmethionyl-leucyl-phenylalanine (fMLP)-receptors) (Sengelov et al.,

1994b), receptor acido de LPS CD14 (Detmers et al., 1995), receptor Fcylll CD16 (Detmers

25



et al., 1995) e metaloprotease leucolisina (Kang et al., 2001). Em seguida a exocitose, as
substancias que estavam contidas nos granulos sdo incorporadas 8 membrana plasmatica. A
decorrente mudanca de superficie celular permite ao neutrofilo estabelecer firme contato com

o endotélio vascular ativad.

Importancia da desgranulagdo na resposta inflamatoria aguda mediada por

neutrofilos

Os compartimentos intracelulares mobilizdveis dos neutrofilos diferem quanto a
hierarquia exocitica. Vesiculas secretorias t€ém maior capacidade de liberagdo extracelular,
seguida pelos granulos de gelatinase, granulos especificos e azurofilicos (Sengelov et al.,
1993 e 1995). Assim, in vitro, o estimulo com concentragdes nanomolares de mediadores
inflamatérios, como fMLP, leva a uma répida e quase completa descarga das vesiculas
secretorias, sem afetar significativamente a liberagdo dos diversos granulos (Sengelov et al.,
1993c). A estimulag@o mais intensa com um agonista como PMA, induz ampla liberagdo dos
granulos de gelatinase, moderada liberacdo dos granulos especificos e baixa exocitose dos
granulos azurofilicos (Kjeldsen et al., 1992; Faurschou et al., 2002). Hierarquia semelhante
de exocitose tem sido demonstrada na migracao de neutrofilos in vivo (Sengelov et al., 1995),
podendo ser reproduzidas pela elevagdo gradual nos niveis de Ca™ intracelular (Sengelov et
al., 1993). Varios estimulos sdo capazes de induzir aumento na concentragdo citosélica do
Ca", incluindo ativacgdo de L-selectina, CD11b/CD18 ¢ o receptor de fMLP (Laudanna et al.,
1994; Ng-Sikorski et al., 1991). As vias de sinalizagdo envolvidas no processo de
desgranulacdo neutrofilica sdo complexas e foram, at¢ o momento, apenas parcialmente

mapeadas e resumidamente esquematizadana Figura 2.
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Figura 2. Mecanismos de transducio de sinal por receptores que ativam a
degranulacfo. A figura ilustra as principais vias de sinaliza¢ao transmembranicas ativadas
por receptores expressos em fagocitos e implicadas no processo dedegranulagdo celular.

Resumidamente, o recrutamento de neutréfilos para o foco inflamatorio ocorre num
intervalo de minutos a horas e constitui um evento essencial na resposta aguda do hospedeiro
contra patdégenos invasores. Esse recrutamento envolve uma série de eventos de exocitose
regulados, que mudam gradualmente o estado funcional do neutréfilo. A interacao neutréfilo-

endotélio ativa a mobilizagdo das vesiculas secretorias (Borregaard et al., 1994), mobilizagao
esta que enriquece a superficie dos neutrofilos com [2-integrina CD11b/CDI8 ¢ ¢

acompanhada pelo shedding de L-selectina (Sengelov et al., 1993; Borregaard et al., 1994). 3
2-integrinas translocadas interagem com moléculas de adesdo endoteliais da familia ICAM,

mediando adesdo firmee iniciando a transmigracao neutrofilica (Carlos e Harlan, 1994).
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A exocitose dos granulos de gelatinase libera metaloproteases colagenoliticas, as
quais desempenham papel significante na degradagdo da membrana basal vascular durante o
extravasamento de neutrofilos (Delclaux et al., 1996). Na seqiiéncia do processo de migragao
através do tecido intersticial, granulos especificos e azurofilicos sdo parcialmente exocitados
(Sengelov et al., 1995), mobilizando receptores para componentes da matriz extracelular
(Singer et al., 1989), bem como enzimas que degradam a matriz, incluindo colagenase e
serina proteases, que facilitam a migragao.

Frente a agressdo bacteriana, o neutréfilo ativa seus sistemas antimicrobianos,
dependentes ou ndo de oxigénio, pela liberagdo dos granulos azurofilicos e especificos para o
fagossomo ou para o exterior celular (Joiner et al., 1989). A diversidade funcional das
substancias contidas nos granulos permite ao neutroéfilos atacar a bactéria por diferentes vias.
Alguns constituintes dos granulos - como defensinas (Wimley et al., 1994), BPI (Ooi et al.,
1987), hCAP-18 (Turner et al., 1998), lactoferrina (Chapple et al., 1998), lisosima (Tanida et
al., 1992) - exercem atividade antimicrobiana através da ruptura da membrana bacteriana.
Outras - como NGAL (Goetz et al., 2002), lactoferrina (Oram e Reiter, 1968) Nramp-1
(Jabado et al., 2000) - interferem nas vias metabdlicas dependentes de ferro. Outras ainda -
como citocromo b558 e MPO (Klebanoff, 1999) - participam da geracao de espécies toxicas
do oxigénio. Uma caracteristica interessante dos constituintes granulares, como defensinas,
azurocidina e hCAP-18, ¢ a capacidade de induzir quimiotaxia de células T CD4+ ¢ CD8+
(Yang et al., 2000a e 2000b; Chertov et al., 1996), que amplifica a resposta inflamatoria e

estabelece um elo entre os mecanismosda imunidade inata e adaptativa.

28



MORTE CELULAR

A morte celular, definida como perda irreversivel da estrutura e funcdes vitais da
célula, ocorre por dois processos morfologicamentedistintos: necrose e apoptose.

A necrose se caracteriza pela perda da integridade da membrana plasmatica. Diferentes
agressoes, como isquemia, hipoxia, hipertermia, irradiagao e metabolitos toxicos, podem levar
a perda abrupta da integridade da membrana plasmatica (citolise) e a alteracdo de seus
gradientes eletroquimicos. A liberag@o dos constituintes intracelulares parao meio extracelular
estimula a resposta inflamatoria e amplia a lesdo tecidual.

A apoptose € processo ativo cuja marca registrada ¢ a autodigestdo controlada dos
constituintes celulares, decorrente da ativacao de proteases enddgenas; tem sido comparada,
metaforicamente, a um "suicidio celular". A ativagdo dessas proteases compromete a
integridade do citoesqueleto, provocando um verdadeiro colapso da estrutura celular. Em
resposta a contragdo do volume citoplasmatico, a membrana celular forma bolhas e altera o
posicionamento de seus lipidios constituintes. Em células quiescentes, a distribui¢do de
fosfatidilserina se faz primariamente no folheto interno da membrana plasmatica. No processo
de apoptose a fosfatidilserina ¢ exposta no folheto externo da membrana. O novo
posicionamento da fosfatidilserina serve como sinalizador para que células fagociticas das
proximidades englobem os fragmentos celulares e completem o processo de degradacgdo.
Durante a apoptose ocorrem alteragdes caracteristicas no nucleo celular, atribuidas a ativagdo
de endonucleases que degradam o DNA. Como resultado, o ntcleo torna-se picnédtico e a
cromatina se condensa nas por¢des adjacentes amembrana nuclear. Finalmente, o nticleo entra

em colapso e se fragmenta. Simultaneamente, as bolhas que se formam no citoplasma separam

a célula em fragmentos circundados por membrana, contendo partes do nucleo e organelas
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intactas (corpos apoptoticos). Como ja salientado, o processo de degradagdo dos restos
celulares sdo fagocitados pelos macréfagos teciduais ou células adjacentes (revisto por
Thompson, 1999 e Kerr et al., 1972) ¢ completado.

A apoptose pode ser deflagrada por estimulos externos através de receptores
especificos na superficie celular, chamados receptores da morte, ou por estimulos internos de
estresse intracelular, tais como lesdo do DNA e perturbagdes no ciclo celular ou nas vias
metabolicas (Figura 3). As proteases que sdo ativadas por esses eventos sdo as caspases,
fundamentais no processo de morte celular (revisto por Thompson, 1999 e Kerr et al., 972).
As caspases estdo presentes no citosol sob a forma de pro-enzimas inativas, tornando-se ativas
apos clivagem proteolitica nos residuos do acido aspartico (Thompson, 1999). Pelo menos 14
membros dessa familia ja foram identificados nos mamiferos e estdo envolvidos no processo
de inflamagdo e apoptose. Uma vez ativada, a maioria das caspases ¢ capaz de catalizar a
ativacdo de outros membros da familia, resultando em amplificacdo da cascata proteolitica.
Alguns membros, tais como a caspase-8, ocupam posi¢ao proximal na cascata proteolitica e
agem como reguladores e iniciadores. Outros, como a caspase-3, sdo mais distais e agem
como efetores da fragmentagdo celular (Patel e Gores, 1998) (Figura 3). Contrariamente as
proteases armazenadas nos lisossomos ou ativadas no citosol pelo célcio, que atuam sobre um
espectro amplo de substratos inespecificos, as caspases tém substratos bem restritos, o que
lhes assegura seletividade e especificidade no processo de protedlise. Tais substratos incluem
proteinas envolvidas no reparo de danos e na replicagdo do DNA, no ciclo celular, na
sinalizacdo de transducdo e na manuten¢do da integridade da estrutura celular. O ataque a
todos esses alvos impede o reparo; toda a estrutura do citoesqueleto e do ntcleo se rompe e ha

desestruturagdo da célula (Kerr et al., 1972; Thompson, 1999).
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A apoptose pode ser ativada através de receptores de morte, presente na superficie
celular e ativada em resposta ao acoplamento de ligantes especificos. A maioria desses

receptores da morte ¢ membro da superfamilia de receptores para o fator de necrose tumoral

(TNF-0) caracterizada por apresentar um dominio extracelular rico em cisteina € um dominio
citoplasmatico, chamado dominio da morte (ou death domain), essencial para transducao
intracelular do sinal de morte. Dentre tais receptores, o mais estudado e melhor caracterizado ¢
o receptor Fas (CD95 ou APO-1) (Figura 3) (Faubion e Gores, 1999; Kerr etal., 1972).
Quando o ligante Fas se acopla ao receptor Fas, as moléculas individuais do receptor
se trimerizam formando agregados de cadeias da morte. Um vez agregadas, as cadeias da
morte se ligam a uma proteina adaptadora, presente no citosol, chamada cadeia da morte
associada ao Fas ("Fas-associated death domain", FADD). A ligacdao desse complexo a pro-
caspase-8 resulta na ativagao dessa enzima, por clivagem proteolitica. A caspase-8 pode entdo,

diretamente ou pela via mitocondrial, ativara caspase-3 (caspase efetora) (Figura 3).
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Figura 3. Vias implicadas noprocesso de apoptose celular.



Além dos receptores de morte, a apoptose pode também ser ativada por sinais de
estresse intracelular que resultem em disfungdo mitocondrial, tais como lesdo do DNA (via
gene pJ3), alteracdes nas vias metabodlicas (aumento do célcio intracelular, reducdao do pH,
estresse oxidativo), drogas, toxinas ou privagdo dos fatores de crescimento. Na presenca de
sinais de estresse intracelular ocorre a translocacdo de proteinas pré-apoptdticas (Bax, Bid,
etc) do citosol para a mitocondria. Essas proteinas fazem parte da familia de proteinas Bcl-2
cujos membros exercem importante funcao reguladora da apoptose (Figura 3). A translocacao
das proteinas pré-apoptdticas para a mitocondria resulta na liberagdo de citocromo-c, presente
entre as membranas mitocondriais externa e interna, para o citosol. Ali o citocromo-c forma
um complexo com o fator ativador da apoptose 1 ("apoptosis-activacting factor 1, apaf-1"),
levando a ativacao da caspase-9 que, por sua vez, ativa caspases efetoras. Portanto, a ativagdo
das caspases pode ser desencadeada via receptores de morte ou via disfun¢do mitocondrial,

com liberagao do citocromo-c (revisto por Thompson, 1999 e Kerr et al., 1972).

Apoptose na resolucado da inflamagdo

A apoptose de neutréfilos e sua subseqiiente ingestdo por macrdofagos € o principal
mecanismo para a eliminagdo de neutrofilos que tenham sido recrutados para o sitio
inflamatério, promovendo assim a resolu¢ao da inflamacgao (Cox et al, 1995; Savill, 1997). A
apoptose constitutiva de neutrofilos senescentes envolve a cascata proteolitica das caspases —
caspases, calpainas e o proteassoma — que ativam quinases; por exemplo, capase-3 ativa
PKCd (Pongracz et al, 1999). Mediadores inflamatorios, como LPS ou GM-CSF, retardam a
apoptose de neutréfilos por causar: (i) estabilidade mitocondrial; (i) redugdo da atividade de
caspase-3 (Watson et al, 1999); (iii) diminui¢do da expressdo do gene Bax, um membro pro-

apoptotico da familia Bel-2 (Dibbert et al, 1999). Por outro lado, citocinas anti-inflamatdrias,
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como IL-10, aceleram a apoptose de neutrofilos ativados por LPS (Cox, 1996). O
extravasamento e a apoptose de neutrofilos inflamatérios ocorrem normalmente em
camundongos que sdo deficientes em Fas e Fas-ligante, demonstrando que a apoptose
mediada pela interacdo Fas-FasL ndo ¢ essencial para regular a meia vida de neutréfilos na
resposta inflamatoria aguda (Fecho and Cohen, 1998).

Macrofagos podem ativar a apoptose de neutrédfilos através do reconhecimento de
FasL na superficie dessas células, ou através da liberagdo extracelular de FasL na forma
soluvel (Brown and Savill, 1999). A fagocitose de neutréfilos apoptoticos por macrofagos
envolve o complexo avb3 CD36-integrina que interage com um ligante, ainda ndo
identificado, na superficie de neutrofilos apoptoéticos (Savill et al, 1992). Macrofagos
estimulados com particulas de glucanas digeriveis deixam de reconhecer o sistema avb3, mas
passam a reconhecer fosfatidilserina exposta na superficie de células apoptoticas. CD36
parece agir como um cofator, necessario tanto para o sistema avb3 como para o
reconhecimendo de fosfatidilserina (Fadok et al, 1998a). CD14 participa da fagocitose de

linfocitos apoptdticos, mas ndo de neutrofilos apoptdticos. Finalmente, a fagocitose de
neutrofilos apoptdticos inibe ativamente a produgdo de IL-1f3, CXCLS, IL-10, GM-CSF,

TNF-a, leucotrieno C4 e tromboxano B2 por macrofagos humanos (Fadok et al, 1998b). A
supressao da producdo de mediadores inflamatdrios ¢ importante para a etapa de resolucdo

da inflamagao aguda
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GLICOCORTICOIDES E INFLAMACAO

Glicocotticoides sdo comumente utilizados no tratamento de uma ampla gama de
doengas inflamatorias agudas, incluindo artrite reumatéide, asma e vasculite. No entanto, os
mecanismos pelos quais os glicocorticdides exercem suas agdes imunosupressoras € anti-
inflamatoérias ndo estdo completamente esclarecidos. Ha evidéncias de que agem através de
varias vias em multiplas células-alvo, tecidos e 6rgaos para iniciar seus efeitos pleiotropicos.

E importante ressaltar que os glicocorticéides desempenham papéis fisiologicos e
farmacolodgicos através da ativagdo do eixo adrenal hipotaldmico pituitario (HPA;
hypothalamic-pituitary-adrenal) (Munck et al., 1984). Muitas das a¢des dos glicocorticoides
sobre células sdo mediadas pela interagdo com receptores especificos de glicocorticoides
intracelulares do tipo II. Esses receptores estao distribuidos em diferentes tecidos, mantendo
habitualmente uma expressdo da ordem de 0.03-3 x 10° moléculas por célula. O receptor de
glicocorticdide do tipo IT humano ¢ membro da superfamilia de receptor esterdide, com motif

zinc-finger caracteristico para interagdo com DNA. Duas variantes alternativas resultam do
splicing de um tnico gene (Hollenberg et al., 1985), dando origem a forma a do receptor,
constituida de 777 aminoacidos, ¢ a forma [3 do receptor, uma proteina de 742 aminoacidos.
A forma 3 do receptor ¢ incapaz de se ligar ao corticoéide, embora tenha capacidade de se

ligar a0 DNA. A expressdo da forma 3 do receptor em muitas células e tecidos motiva a
especulagdo de que ele possa funcionar como um inibidor enddgeno de agdo dos
glicocorticdides (Bamberger, et al., 1995). Receptores de glicocorticoides sdo expressos em
mondacitos, macrofagos, granuldcitos, e todas subpopulacdes de linfocitos (Schlaghecke et al.,

1994).

34



Os glicorcorticoides exercem poderosos efeitos sobre fungdes dos neutréfilos,
particularmente as relacionadas com sensibilizagdo e ativagdo. Muitos estudos do efeito dos
glicocorticdides tém sido realizados in vitro, usando altas doses de esterdide sintético, como
dexametasona. Efeitos similares aos exercidos in vitro pelos glicocorticoides sao
reproduzidos in vivo pelo cortisol liberado. A literatura descreve muitos efeitos dos
glicocorticdides sobre neutrdfilos, tais como: inibicdo da interacdo com outras células
(Petroni et al., 1988); diminui¢do na expressdo de moléculas de adesdo, principalmente,
CDI11/CD18 e L-selectina (Burton et al., 1995; Filep et al., 1997; Yossef et al., 1995);
inibicdo da liberagdo de mediadores, como quimiocinas (Wertheim et al., 1993), citocinas
(Mianki et al. 1996; Pang et al. 1997), radicais livres (Direnzo et al. 1994; Tsuji & Shioya,
1994; Fukushima et al. 1990) e enzimas proteoliticas (Direnzo et al. 1994; Llewellyn-Jones et
al. 1994). Os glicocorticdides inibem ainda atividades dos neutro6filos, como bactericida (Abe
et al. 1996; Roilides et al. 1993), migratdria (Llewellyn-Jones et al. 1994; Salak et al. 1993;
Hirasawa et al. 1992) e de desgranulacdo (Joseph et al. 1995; Schleimeret al. 1989).

Hé4 exemplos de proteinas neutrofilicas sendo positivamente reguladas pelos
glicocorticdides. A expressdo do receptor para interleucina-1 ¢ elevada por acdo de
esterdides, um efeito contra-balanceado pela diminui¢do na produgado do ligante IL-1. Sugere-
se que esta contra-regulagdo dos niveis de receptor e ligante promova um controle endogeno
da resposta imune pelos glicocorticoides (Munck et al., 1992). Vérias outras proteinas sdo
também positivamente reguladas pelos glicocorticoides. A expressdo da proteina enddgena
anti-inflamatoria anexina-1, também conhecida como lipocortina-1, tem sido descrita como

induzida por glicocotticoides em neutrdfilos murinos (Perretti & Flower 1996).
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MNCF
Cunha & Ferreira (1986), demonstraram que monocamadas de macrofagos

peritoneais de ratos, ao serem estimuladas com LPS, liberam no sobrenadante um fator que
induz migracao seletiva de neutrofilos, in vitro e in vivo. A peculiaridade dessa atividade -
manifestar-se mesmo em animais-teste pré-tratados com glicocorticoide - sugeria que a
molécula responsavel fosse diferente dos atraentes conhecidos. Os autores denominaram-na
MNCEF - "macrophage derived chemotactic factor".

Os trabalhos de purificagdo do MNCEF, realizado pelo grupo de pesquisa liderado pela
Profa. Dra. Maria Cristina Roque-Barreira, iniciaram-se quando algumas moléculas
mediadoras da imunidade natural vinham sendo identificadas como lectinas endogenas,
motivando o ensaio de adsorcdo do sobrenadante de macréfagos em resinas com agucar
acoplado. Constatou-se adsor¢ao seletiva da atividade MNCF em D-galactose imobilizada,
sugerindo que a molécula correspondesse a lectina ligante desse aglicar. A cromatografia de
afinidade em coluna de agucar propiciou método de isolamento do MNCF, eluido com
solu¢do do agucar especifico. A preparagdo obtida passou a ser utilizada nos estudos
subseqiientes (Dias-Baruffi et al.,1993; Dias-Baruffi et al.,1995a). O CRD da molécula de
MNCEF ¢ responsavel por sua capacidade de recrutar neutroéfilos, ja que a presenca de D-
galactose inibe seletivamente a atividade exercida in vivo e in vitro (Dias-Baruffi, et al.,
1993; Dias-Baruffi, et al., 1995b). MNCF induz a movimenta¢do dos neutréfilos por
mecanismo haptotatico, por ligar-se a laminina da matriz extracelular e a glicanas da
superficie de neutréfilos (Dias-Baruffi, et al., 1995b; Dias-Baruffi, et al., 1999).

MNCEF induz migracao de neutréfilos em ratos e camundongos, em ambos a atividade

;.

¢ resistente a glicocorticoides. A migracdo neutrofilica ¢ inibida por Toxina pertussis,
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sugerindo que a sua ligacdo a glicanas de superficie induza sinalizagdo via receptores
acoplados a proteina G.

MNCEF tem abrangente atividade como mediador do processo inflamatoério, ja que,
além de atuar diretamente sobre neutrofilos, liga-se a glicanas de moléculas IgE da superficie
de mastocitos, promovendo desgranulacao celular e ampliando, dessa forma, o recrumento de
neutréfilos para o foco inflamatério (Moreno et al., 2003). Mais ainda, a producdo e a
secrecdo de MNCF por macréfagos sdo seguidas de sua ligacdo a glicanas da superficie
dessas mesmas células (Bernardes 2000, dissertacao de mestrado). MNCF ¢ armazenado em
macrofagos residentes de ratos e a ativagao celular mobiliza-o para a superficie, seguindo-se
liberagdo para o meio externo. Macrdofagos estimulados sintetizam MNCF de novo (Moreno,
2002 tese de Doutorado). Recentemente, MNCF foi também detectado por anticorpos IgY,
produzidos em nosso laboratorio, em mastocitos da linhagem RBL-2H3 (comunicagdo
pessoal).

No que se refere a especificidade fina de reconhecimento de carboidratos, MNCF
liga-se ndo somente a [3-galactose (GalPB4Glic), mas também - e com maior afinidade - a

glicanas contendo alfa-galactose terminal (Gala3GalB4GlicNAc) (Dissertagdo de mestrado

de Bernardes,E.S, 2000), reproduzindo a especificidade descrita por alguns autores para

galectina-3 (Sato & Hughes, 1994).
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OBJETIVOS

Nossos objetivos nesse estudo foram:

1. ampliar a caracterizagdo da lectina MNCF quanto aos eventos de ativagdo celular
induzidos em neutr6filos humanos;

2. identificar mecanismos de agdo peculiares de MNCF e que justifiquem sua
resisténcia ao efeito anti-inflamatorio de glicocorticoides; e,

3. avaliar possiveis vias de sinalizagdo pelas quais MNCF exerca seu papel de indutor

de migragdo neutrofilica.
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MATERIAIS E METODOS

Projeto analisado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do HCRP e da FMRP-

USP (no. Processo 9618/2004)

Obtencao da lectina MNCF

MNCEF foi produzido em condigdes assépticas, de acordo com metodologia descrita
por Toledo et. al., 2007. Macréfagos da linhagem P388-D1 adaptados ao meio livre de soro,

Macrophage-SFM (Gibco BRL, Life Technologies, Inc, Grand Island, USA) foram

estimulados na presenca de LPS (10 pg/ml; Sigma, St Louis, MO, USA) diluido em meio
RPMI (RPMI-1640; Gibco), a 37°C, em ar atmosférico umidecido acrescido de CO, 5%, por
um periodo de 40 minutos. Ao final deste periodo, a solugao contendo LPS foi descartada e
as cé¢lulas cuidadosamente lavadas por trés vezes com RPMI e novamente incubadas por 24
horas em RPMI na auséncia de LPS. Em seguida, os sobrenadantes foram reunidos e
submetidos a centrifugagao (2000 xg, 5 minutos, 4°C) e a posterior concentragao em sistema
de Amicon (membranas YM-10; Amicon division, WR, Grace ¢ Co., Beverey, MA, USA).
Essas preparagdes foram submetidas a cromatografia de afinidade em coluna de agarose-
melibiose (Pierce Chemical Co., Rockford, IL, USA). Apés a remogdao do material nao
adsorvido, através de lavagem com PBS (pH 7.4), a fracdo adsorvida foi eluida com D-
galactose 0.4M (Sigma), seguindo-se ultradiafiltragdo em Sistema Amicon. Algumas

lTM

preparagdes foram adicionalmente cromatografadas em coluna de Detoxi-Gel™ Endotoxin

Removing Gel (Pierce) para eliminagdo de contaminacao por LPS. Foram realizadas a leitura
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de absorbancia em 280 nm e dosagem protéica pelo método de BCA (Sigma), para estimar a
concentragdo protéica de cada preparacdo. O controle de qualidade das preparagdes de
MNCEF foi realizado através de ensaio de atividade bioldgica in vivo e andlise eletroforética

em SDS-PAGE (Dias-Baruffi 1995, Toledo et.al. 2007).

PARTE I

Separaciao de neutroéfilos

Para realizacdo de ensaios in vitro, neutrofilos humanos do sangue periférico foram isolados
utilizando Mono-Poly Resolving Medium (Flow Laboratories, Rockville, MD, USA),
conforme instrugdes do fabricante. Foram coletados 20 ml de sangue, de voluntarios sadios,
em seringa heparinizada (20 UL/ml; Liquemine, Produtos Roche Quimicos e Farmacéuticos
S.A., Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Amostras de 5 ml foram cuidadosamente colocadas sobre 4
ml de meio de separacdo. As amostras foram centrifugadas a 400 x g, durante 50 minutos, a
25° C. O plasma e o anel de mononucleares foram desprezados e o anel de neutréfilos foi
lavado com 50 ml de RPMI a 500 xg por 10 minutos, por duas vezes. O sedimento de células
foi ressuspendido em 1 ml de meio RPMI. Contagem global de células foi realizada em
camara de Neubauer (Neubauer Improved Bright-Line, Loptik Labor, Germany), partindo da
suspensdo diluida 20 vezes em solucdo de Turk (20ml &cido acético glacial, 0.5g azul de
metileno e agua para 1L). A preparacdo de neutrofilos foi analisada quanto a viabilidade,
através do método de exclusdo por azul de Tripan, e pureza por analise de tamanho e
granulosidade através de citometria de fluxo em FacSort (Becton Dickinson
Immunocytometry Systems, San Jose, CA, USA), cujos foram tratados pelos programas Cell

Quest e WinMDI (Newton et al, 1998).
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Biotinilacdo da lectina MNCF

Amostras de 1 mg de MNCF foram submetidas a marcagao com sulfo- NHS- LC- biotina

(sulfosuccinimidil-6-(biotinamida) hexanoato) (Pierce). Para tanto, a cada amostra, diluida
em 500 pl de bicarbonato de sodio 50 mM (pH 8.5) e adicionou-se um volume de 37 pl de
biotina 1 mg/ml, diluida em dgua oxigenada. Ap6s 2 horas de incubacao em gelo, as amostras

foram diafiltradas contra PBS, utilizando-se sistema Centricom (Amicon” Division) e

estocada a -20°C.

Interacio de MNCF-biotinilado e neutrofilos pré-tratados ou nao com dexametasona

Citometria de fluxo

Neutrofilos humanos (10°) foram pré-tratados ou ndo por 60 min a 37°C com dexametasona
(25uM ou 10 pg/ml) (Merck, Darmstadt, Germany). Apos lavagens por centrifugagao (500
xg, 10 min, 4°C) os neutrofilos foram fixados com paraformaldeido 4% por 20 min, a
temperatura ambiente. As células foram novamente lavadas e tratadas por 5 minutos com
solugdo de glicina 0.1M, para entdo serem incubadas com MNCF biotinilado (10 [
g/amostra), por 30 minutos, a temperatura ambiente. Ap6s duas lavagens com PBS, as células
foram incubadas com estreptoavidina conjugada a fluoresceina (1:1000) (Sigma), por 30
minutos a temperatura ambiente. Apds duas lavagens com PBS o sobrenadante foi descartado
e o pellet foi ressuspenso para 300 pl de PBS para andlise por citometria de fluxo em

FACsort.
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Microscopia de Fluorescéncia

Neutrofilos humanos (10°) aderidos a laminulas tratadas com solugdo 2% de Biobond (EM
Sciences, Fort Washington, PA) foram processados como descrito no item anterior. Apos
incubagdo com estreptoavidina-FITC, as células passaram por 10 lavagens, de 5 min cada,
com PBS e, por ultimo lavagem rapida em é4gua ultrapura (Barnsted Thermol, Dubuque,
OWA, USA). As lamilulas foram montadas em Fluormount G (EM Sciences). O material foi
analisado em microscopio de fluorescéncia Eclipse 800 (Nikon Eclipse 800, Nikon USA,
Melville, NY). As imagens foram adquiridas com o auxilio da camara digital Nikon DXM

1200 (Nikon).

Migracao de neutrofilos in vitro

Utilizou-se sistema Transwell (Corning Costar Corporation, Cambridge, MA) de 24 pogos
com membrana de policarbonato com poros de 5 pm. A cada um dos pog¢os adicionaram-se
as amostras ensaiadas contidas em 600 pl de meio de cultura RPMI. As amostram foram:
MNCF (10 pg/ml), fMLP (107M; Sigma) e CXCL8 (50 ng/ml; R&D Systems , Minneapolis,
MN). Pogos contendo apenas meio correspondiam ao controle negativo. Suspensdes de

neutréfilos humanos (10°) pré-tratados com dexametasona (25UM) por 60 minutos, ou apenas
RPMLI, foram adicionados as pecas de insercdo do sistema. Apds 1 hora de incubagdo a 37°C,
as células emigrantes foram coletadas e centrifugadas por 10 minutos a 500 xg. O niimero de

neutrdfilos contidos em cada pogo foi estimado pela quantificacdo de mieloperoxidase.
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Atividade mieloperoxidase (MPO)

Triton X-100 1% (Sigma) e tetrametilbenzidina (TMB) (Pierce) foram adicionados as
amostras contendo neutréfilos emigrantes. Reagao colorimétrica foi paralisada pela adicao de
acido sulfurico 2N apos 10 minutos e a leitura colorimétrica realizada a 450 nm em leitor de
microplacas (Power Wavex — BIO-TEK INSTRUMENTS, INC). O nimero de neutro6filos
contido nas amostras foi inferido utilizando-se a regressao linear de curva padrido gerada pela
leitura de absorbincia proporcionada por nimero conhecido de neutrofilos (0.05-1.0 x 10°

neutr6filos/ml)

Expressao de CD62L

Neutréfilos humanos (10°) tratados ou ndo com dexametasona (25UM), foram incubados com
PMA (10 ng/ml; Sigma), CXCLS8 (25 ng/ml) ou MNCF (10 pg/ml), diluidos em RPMI, por
periodos de 5-120 minutos, a 37°C. As células foram lavadas, por centrifugacdo,com RPMI e

ressuspendidas em 200 pl desse meio para reagdo com anticorpo monoclonal murino anti-
CD62L humano conjugado a FITC (Caltag Laboratories South San Francisco, CA). Como

controle de isotipo foi utilizada IgG1 murina de especificidade irrelevante. Decorridos 30

minutos de incubagdo, a 4°C, com os anticorpos (10 pg/ml) as células foram lavadas e

ressuspensas em parafolmaldeido 2% para anélise por FACsort.
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Avaliacao dos filamentos de F-actina

Citometria de fluxo
Neutrofilos humanos (10°) pré-tratados ou ndo com dexametasona (25UM), foram incubados

por diferentes periodos de tempo (1-60 min), com fMLP (10"M), CXCL8 (50ng/ml) ou

MNCEF (10 pg/ml) a 37°C. As células foram entdo fixadas com paraformaldeido 4% por 20
min a temperatura ambiente. Apds lavagem por centrifugacdo (10 min, 500 xg, 4°C) as
células foram permeabilizadas com Triton X-100, 0.3% (v/v), por 10 min ¢ novamente
lavadas por centrifugacdo. Tratamento com glicina 0.1M foi realizado por 5 min a
temperatura ambiente. Apos nova centrifugacdo para lavagem das células, estas foram
incubadas por 45 min a temperatura ambiente com Faloidina-Alexa 488 (1:500) (Molecular
Probes, Eugene, OR). Ao término do periodo de incubacdo, as células foram lavadas por

centrifugacdo e analisadas por citometriade fluxo.

Microscopia de fluorescéncia

Neutrofilos humanos (10°) aderidos por 20 min, a 37°C, a laminulas tratadas com Biobond 2,
foram processados como descrito em item anterior. Os filamentos de F-actina foram
revelados pela incubagdo das células com Faloidina-Alexa 488 (1:300) (Molecular Probes)
por 45 min. Seguiram-se 10 lavagens com PBS por 5 min cada e uma tltima lavagem, rapida,
com agua ultrapura. As laminas foram montadas em Fluoromount G (EM Sciences) e
analisadas em microscopio de fluorescéncia Eclipse E800 (Nikon). As imagens foram

adquiridas com o auxilio da camara digital Nikon DXM 1200 (Nikon).
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Western blot para NF-kBp50

A subunidade p50 do complexo NFKB foi detectado por Western blot, usando-se anticorpo
especifico. Neutrofilos humanos (10°) pré-tratados, ou ndo, com dexametasona (25UM;

60min) e estimulados com CXCLS8 (50ng/ml) ou MNCF (10pg/ml), por 2 horas a 37°C. A
partir do sedimento de células estimuladas foram obtidos extratos protéicos da membrana, do
citoplasma e do nucleo preparados por fracionamento subcelular por Triton X-114 (JW
Goding - 1996 - Academic Press). Os extratos foram diluidos em tampao de amostra redutor
(10 mM Tris/HCl (pH 6.8)/1% (w/v) SDS/25% (v/v) glycerol/0.1 mM 2-
mercaptoethanol/0.03% (w/v) Bromophenol Blue), fervidos e submetidos a SDS-PAGE em
gel contendo 10% de acrilamida. ApoOs separagdo eletroforética, o material foi
eletrotransferido para membrana de nitrocelulose (Millipore, Bedford, MA, U.S.A.). A
membrana foi incubada com solu¢do PBS-BSA1%-Tween20 0,05% (tampao de bloqueio),

por 60minutos, a temperatura ambiente € incubada com anticorpo primario de cabra anti-NF-

kBp50 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), diluido em tampao de bloqueio
(1/200), por 16 horas, a 4°C. Seguiram-se lavagens das membranas e nova incubagdo com
anticorpo secundario de macaco anti-IgG de cabra conjugado a peroxidase (Santa Cruz
Biotechnology), diluido em tampdo de bloqueio (1/200), por 60 min a temperatura ambiente.
Finalmente, a reacdo foi revelada usando-se solu¢do de DAB (3,3’-diaminobenzidine liquid

substrate system tetrahydrochloride; Sigma).
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Real-Time PCR paracitocinas e quimiocinas

Neutréfilos humanos (10° células), pré-tratados ou ndo com dexametasona (25uUM; 1h, 37°C)
p

foram estimulados por 6 horas a 37°C com MNCEF (10 pg/ml), CXCLS8 (50 ng/ml) ou fMLP
(10"M) na presenga de soro fetal bovino (5%), em ar atmosférico umidecido e 5% de CO..
Ao final da incubagdo, as células foram coletadas e lavadas por centrifugacdo (500 xg, 10min,
4°C) em PBS. O sedimento foi ressuspenso em 500 pl de Trizol (Invitrogen life

Technologies) para extragao de acidos nucléicos.

Extracdo de acidos nucléicos

A extragao de RNA total dos neutrdfilos foi feita em Trizol, segundo recomendacdes do
fabricante. Brevemente, as amostras foram mantidas por 5 min em 500 pl de Trizol,
adicionando-se em seguida 100 pPL de cloroférmio (Merk, Darmstadt, Germany). Apos

incubagdo de 3 minutos a temperatura ambiente, as amostras foram centrifugadasa 12.000 xg

por 15 minutos. O sobrenadante foi transferido para outro tubo ¢ o RNA nele contido foi
precipitado com 250 PL de alcool isopropilico (Sigma). Decorridos 10 minutos de incubacao
a temperatura ambiente, as amostras foram novamente centrifugadas. O sedimento foi lavado
com 500 pl de etanol 75% e centrifugado a 7.500 xg por 5 minutos. Apos descarte do

sobrenadante o sedimento, contendo o RNA foi ressuspenso em agua livre de DNAse ¢

RNAse (Gibco).
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Transcricdo reversa

O RNA total foi convertido em cDNA por transcrigdo reversa, sendo cada reacao preparada

em um volume final de 20 pL. Inicialmente, 1 pg de RNA e 20 pmol de Oligo dT (Invitrogen
life Technologies, Carlsbad, CA, USA), foram incubados a 70°C por 5 minutos e, em
seguida, mantidos em gelo por mais 5 minutos. Adicionou-se as amostras uma mistura
contendo 0.5 mM de dATP, dCTP, dGTP e dTTP (100mM dNTP Set, PCR Grade,

Invitrogen), 20 unidades de inibidor de RNAse (RNaseOut Ribonuclease Inhibitor,
Invitrogen life Technologies), 1 ML de transcriptase reversa (ImProm-II Reverse

Transcriptase, Promega Corporation, Madison, WI, USA), 3 mM de MgCl, e 4 pL de tampao

da reagdo. A mistura foi incubada por 5 minutos a 25°C, seguida de 60 minutos a 42°C e 15

minutos a 70°C. As amostras foram entdo tratadas com 10 plg de RNAse (Gibco), por 30

minutos a 37°C e submetidas areagdo de PCR em Tempo Real.

PCR em Tempo Real

As reagdes de PCR em Tempo Real foram preparadas em volume final de 25 L, contendo 2
ML de cDNA, 5 pmol de cada primer e 12,5 pL de SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA), contendo 3 mM de MgCl2, 200 uM de dATP, dCTP e

dGTP, 400 pM de dUTP, 1,25 unidades de AmpliTaq GoldR DNA polimerase e 0,5 unidades
de AmpEraseR uracil-N-glicosilase (UNG). Foi utilizado o Sistemade PCR em tempo real da
Applied Biosystems 7300 para detectar e quantificar a amplificagdo do DNA na presenca de
SYBR Green. Os parametros de ciclagem termal foram feitos de acordo com as instrugdes

do fabricante. A mistura foi incubada a 50°C por 2 minutos, seguida de 10 minutos a 95°C,
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para ativar a enzima AmpliTaq Gold. Seguiram-se 40 ciclos de incubagdo a 95°C por 15
segundos e a 60°C por 1 minuto. Todas as quantificagdes foram normalizadas em relagdo a

um controle endogeno (3-actina).

Primers utilizados na reacio de PCR em Tempo Real

As seqiiéncias de RNA mensageiro para as citocinas e quimiocinas foram retiradas do banco
de dados Website NCBI. Todos os primers foram desenhados com o programa Primer
Express (v 2.0, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Os 6 pares de primers
(Erviergas, Sao Paulo, SP, Brasil) eram constituidos de 20 pares de bases, possuiam
temperatura de melting de 58°C e amplificavam fragmentos de cerca de 100 pares de bases.

A Tabela 2 resume as seqii€ncias dos primers especificos.

Quantificacdo de CXCLS8

Neutrofilos humanos (5 x 10°) foram incubados ou ndo com dexametasona (25UM), diluida
em RPMI, por 60 minutos, a temperatura ambiente. Apos incubagao, as células foram lavadas
com RPMI por centrifugagao (500 xg, 4°C) por 10 minutos e adicionadas a pogos individuais

de uma placa de cultura com 24 pogos. Os estimulos, LPS (5 pg/ml), fMLP (107 M) ou

MNCF (10 pg/ml), foram diluidos em RPMI acrescido de 5% de soro fetal bovino e
adicionados aos neutrofilos. As células foram incubadas em estufa umidecida € 5% de CO,,
por 12 horas. No final do periodo de incubagdo, o sobrenadante da cultura foi removido e
centrifugado por 10 min, 500x g a 4°C. Os sobrenadantes foram coletados e estocados a —

20°C até o momento de uso. A deteccdo de CXCLS8 nos sobrenandantes coletados foi feita

48



por método de ELISA, utilizando-se OPTEIA™ Human CXCL8 ELISA Kit II (BD

Biosciences, San Diego, CA, USA) de acordo com as recomendagdesdo fabricante.

Tabela 2 — Seqiiéncia dos primers especificos

Primer Sequence (5'—=3")
Forward: GCAGAGGACCAGCTAAGAGGG
TNF-a
Reverse: GGAAGAGAACCTGCCTGGC
Forward: CAAGGCACAACAGGCTGCT
IL1-
P Reverse: CATTTCACTGGCGAGCTCAG
Forward: AAACCACCGGAAGGAACCA
CXCLS8
Reverse: GCACCTTCACACAGAGCT
Forward: AACCGTACGCTGTACCTGCAT
CXCL10
Reverse: CACGTGGACAAAATTGGCTTG
Forward: GCGTGACTGTCCTGTCTCTCC
CCL4
Reverse: AAGAAAAGCAGCAGGCGGT
Forward: AAGGATTCCTATGTGGGCGA
[-actin
Reverse: TCCATGTCGTCCCAGTTGGT
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PARTE 11

Purificacdo de neutroéfilos humanos do sangue periférico

Neutrofilos humanos do sangue periférico foram isolados a temperatura ambiente, utilizando
Polymorphprep (AXIS-SHIELD PoC AS, Oslo, Norway) conforme instrugdes do fabricante.
Para tanto, amostras de 21 ml de sangue, obtidas de voluntarios sadios do "Etablissement
Frangais du Sang", em tubos BD Vacutainer, adicionados com EDTA, foram centrifugadas
por 20 minutos a 900 rpm. O sobrenadante, contendo plasma e plaquetas, foi novamente
centrifugado por 10 minutos, a 2400 rpm. O plasma, depletado de plaquetas, foi recolocado
sobre as hemdceas e, apés homogeneizacao, as amostras foram cuidadosamente colocadas
sobre 3.5 ml de Polymorphprep (Axis-Shield Poc. AS, Norton MA, USA), e centrifugadas a
2000rpm, durante 45 minutos. O plasma e o anel de mononucleares foram descartados e o
anel de neutréfilos coletado. Apds lavagem com 50 ml de PBS (Gibco) a 1500 rpm por 10
minutos, as hemaceas que contaminavam a preparagdo foram lisadas com solugdo NaCl
0.2%, por 1 minuto, e igual volume de NaCl 1.6%. Apds nova lavagem, o sedimento de
neutrdfilos foi ressuspenso em 3 ml de PBS. Contagem global de células foi realizada em
camara de Neubauer, partindo da suspensdo diluida 20 vezes em solugcdo de Turk. A

viabilidade dos neutréfilos foi verificada através do métodode exclusdo por azul deTripan.

Apoptose em neutrofilos incubados com MNCF
Neutrofilos (10°), diluidos em RPMI, acrescido de soro fetal bovino 10%, foram incubados

com MNCEF (0,0005-50 pg/ml) ou somente com meio, por 16 horas, a 37°C ou a 4°C. Para
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deteccdo de neutrofilos em processo apoptose ou de necrose utilizaram-se as marcagdes com
7AAD conjugado a PE e Annexin-V conjugada a FITC, por 15 minutos, a temperatura
ambiente, de acordo com recomendagdes do fabricante (Euromedex, Souffel Weyersheim,
France). As células foram, imediatamente, submetidas a leitura por citometria de fluxo e

posterior analise usando o programa Cell Quest. Em alguns ensaios, neutrofilos foram pré-

tratados com etanercept 1plg/ml (um receptor soluvel de TNF-).

Avaliacio da desgranulacio neutrofilica através da expressao de CD11b, CD35, CD63 e

CD66

Um total de 10° neutréfilos, diluidos em 500 pl de HBSS™, foram pré-incubados ou

nao com diferentes inibidores de tirosino-quinases e, posteriormente, estimulados por rhTNF-

o (20ng/ml), thCXCLS8 (50ng/ml) ou MNCF 10ug/ml) por diferentes intervalos de tempo, a
37°C, em tubos ependorfs revestidos com BSA 1%. A reacdo foi paralisada com 1 ml de
HBSS™ gelado ¢ as células foram centrifugadas por 10 minutos a 1400 rpm, a 4°C. O
sedimento de células foi ressuspenso e incubados por 45 min, a 4°C, com anticorpos
especificos ou isotipo controle, conjugados a FITC ou PE (BD Biosciences), diluidos em
PBS-BSA1%, azida sodica 0.1%. As células foram lavadas com PBS-Azida 0.1% ¢ fixadas
em solu¢do Fix-FACs (PBS-Azida 0.1%-formaldeido 1%), até o momento de leitura por

citometria de fluxo.
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Analise de fosforilacao de proteinas tirosino-quinase e p38 MAP quinase
Neutrofilos (2x10°), diluidos em 500 pl de HBSS™ foram estimulados em tubos ependorfs
revestidos com BSA 1% por 20 minutos a 37°C, com MNCF 10pg/ml, thCXCL8 50ng/ml ou

rthTNF-a 20ng/ml. A reagdo foi paralisada com 1 ml de HBSS™ gelado e as células foram

centrifugadas rapidamente (10-20 segundos) em alta rota¢do (5000 rpm). As amostras foram

ressuspendidas em 30 pl de tampao de amostra aquecido contendo SDS (0.1 M Tris, pH 6,8,
4% SDS, 1.8 mM glicerol, 1.5 mM 2-ME, 4 mM ortovanadato, 40 kallikrein inhibitory units
(KIU)/ml aprotinina, 8 mM leupeptina, 80 ug/ml quimostatina, 4 mM phenylmethanesulfonyl
fluoride) e imediatamente fervidas por 10 minutos. Para analise de fosforilagao de proteinas
tirosino-quinases totais, as amostras foram aplicadas em gel de poliacrilamida gradiente 7-
15% e submetidas & migragao eletroforética durante uma noite, a 4°C. Para analise de p38
MAPK fosforilada, as amostras foram aplicadas em gel de poliacrilamida 10% e submetidas
a migracdo eletroforética por 2 horas a temperatura ambiente. Ao final da eletroforese,
procedeu-se a eletro transferéncia das proteinas para membrana de nitrocelulose (Hybond-
ECL), feita em tampao de Western Blot contendo 24mM Tris, 190 mM Glicina e 20% etanol,
durante 3 horas, a 4°C. A membrana foi saturada com tampao TBS (25mM Tris, 120mM
NaCl, 500mM KCl) acrescido de-Tween 0.1%-BSA 5% (tirosino-quinase) ou TBS acrescido
de Tween 0.1%-leite desnatado 5% (p38MAPK), denominados tampao de saturacdo, durante
1 hora a temperatura ambiente para posterior incuba¢do com anticorpo monoclonal de
camundongo anti-phosphotyrosine-PY20-HRP(1/1000) ou policlonal de coelho anti-
phosphop38MAPK (1/1000), diluidos em tampao de saturagdo, durante 16 horas, a 4°C. As
membranas foram lavadas em TBS-Tween 0.1% e incubadas com anticorpo secundério anti-

IgG de coelho conjugado a peroxidase para analise de p38MAPK durante 1 hora a
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temperatura ambiente. A reacdo de ambas quinases foi revelada por Western Blot Luminol
Reagent em filme Kodak. A revelagdo de p38MAPK total foi feita pela reagdo com anticorpo
policlonal de coelho anti-p38MAPK apds remocdo dos anticorpos primdrio e secundario
utilizados para detec¢do de phosphop38MAPK. A incubagdo durou 3 horas, a 55°C, e foi
feita na presenca de tampao de stripping contendo 62.5M Tris 0.5M pH 6.8, 2% SDS,
100mM beta-mercaptoetanol. Para a anélise quantitativa foi utilizado o software NIH Image

1.63.

Analise estatistica

A andlise estatistica foi feita pelo teste de Student-Newman<Keuls, através da utilizagdo do

programa INSTAT (INSTAT software, GrathPad, San Diego, CA).
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RESULTADOS

PARTE I

MNCEF interage na superficie de neutrofilos pré-tratados ou nio com dexametasona

O reconhecimento por MNCF de ligantes na superficie de neutréfilos humanos, foi
avaliado por citometria de fluxo e microscopia de fluorescéncia utilizando-se MNCF
biotinilado, cuja ligagdo foi revelada pelo conjugado estreptoavidina-FITC. Como controles
negativos foram utilizados neutrofilos pré-tratados, ou ndo, com dexametasona incubados
apenas com estreptavidina-FITC. A exposi¢do de neutrofilos a lectina MNCF biotinilada
aumentou a intensidade média de fluorescéncia (MIF), indicando ligacdo da lectina a
superficie celular (figura 4A). Andlise por microscopia de fluorescéncia confirma a
ocorréncia dessa interacdo e mostra a distribuicdo homogénea do MNCEF ligado a superficie
dos neutrdfilos (figura 4B).

Andlises similares foram realizadas utilizando neutrdfilos pré-tratados com
dexametasona. Os ensaios demonstram que o pré-tratamento das células ndo interferiu na
ligacdo de MNCF (figura 4A). Por citometria de fluxo, a intensidade média de fluorescéncia
teve seu valor aumentado, indicando a ligacdo de MNCF a superficie celular. Da mesma
maneira, a distribui¢do de MNCF ligado a superficie celular continuou homogénea em

neutrdfilos pré-tratados com dexametasona (figura 4B).
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Figura 4. Dexametasona nao interfere na ligacio de MNCF a superficie de neutrofilos
humanos. Neutrofilos pré-tratados ou ndo com dexametasona (25 UM DX) foram incubados
com MNCF-biotina (10 pg; histograma vazio) ou somente meio (controle; histograma cheio).
A ligacdo revelada com estreptoavidina conjugada a FITC foi analisada por citometria de
fluxo (A) e microscopia de fluorescéncia(B).

Migracao neutrofilica in vitro, induzida por MNCF, nao inibida por dexametasona

Neutrofilos humanos, pré-tratados ou ndo com dexametasona, foram submetidos a

estimulo com diferentes atraentes: FMLP (107 M), CXCL8 (50 ng/ml) e MNCF (10 pg/ml),
em sistema Transwell. A quantidade de neutréfilos que migraram foi estimada determinando-

se a concentracdo de mieloperoxidase no poco inferior, apds a lise das células nele contidas.
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Todos os estimulos utilizados induziram migragcdo dos neutréfilos que ndo haviam sido pré-
tratados com dexametasona (figura 5). MNCF e CXCLS tiveram atividades quimiotaticas
similares proporcionando a migragio de 38 € 55 x 10* neutrofilos, respectivamente, enquanto
fMLP determinou a migragio de 80 x 10" neutrofilos.

O pré-tratamento com dexametasona, por si s6, ndo afetou o comportamento de
neutréfilos ndo estimulados (meio). Entretanto, ele inibiu drasticamente a migracao induzida
por FMLP (figura 5). Migracdes determinadas por MNCF e por CXCLS8 nao foram alteradas

pelo pré-tratamento com dexametasona (figura 5).
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Figura 5. Migracao in vitro de neutrofilos, induzida por MNCEF, é resistente ao pré-
tratamento com dexametasona. O ensaio foi realizado em sistema Transwell. Os pogos
continham os estimulos ensaiados e nos insertos foram aplicados 10° neutrofilos pré-tratados
com dexametasona (25 pM). Os estimulos utilizados foram MNCF (10 pg/ml), CXCLS8 (50
ng/ml) ou fMLP (10"M), tendo apenas meio como controle negativo. O numero de
neutrofilos que migraram para os pocos foi estimado pela determinagdo da concentragdo de
mieloperoxidase apds 1h de estimulo. O resultado ¢ expresso como niumero de neutrofilos
emigrantes.
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MNCEF regula a expressiao de CD62L em neutrofilos humanos

A expressao de L-selectina (CD62L) foi monitorada na superficie de neutr6filos

submetidos a estimulo com PMA (10 ng/ml), MNCF (10 pg/ml) ou CXCLS8 (25 ng/ml).
Como demonstra a figura 6A, todos os estimulos analisados provocaram decréscimo na
intensidade de fluorescéncia referente a molécula CD62L, indicando a ocorréncia de
shedding de L-selectina. Frente ao estimulo com MNCF ou PMA, o shedding foi mais
eficiente; ocorreu a partir de 5 minutos de estimub. Ja CXCLS8 s6 determinoushedding de
CD62L, partir de 15 minutos de estimulo (figura 6A). Aos 60 minutos, os decréscimos de
expressao de CD62L eram similares entre neutrofilos submetidos aos diferentes estimulos.
Neutrofilos pré-tratados com dexametasona (25UM) também foram monitorados
quanto a expressdao de CD62L. Foi constatado, inicialmente, que o pré-tratamento das células
com dexametasona, isoladamente, ndo altera a expressao de CD62L (dados ndo mostrados).
O estimulo dos neutrofilos pré-tratados com dexametasona com PMA ou CXCLS8 provocou
queda da expressao de superficie de CD62L, refletindo a ocorréncia de shedding eficiente
desta molécula. (figura 6B). No entanto, o estimulo com MNCF nao provocou queda da
expressao de CD62L, no decorrer de 60 minutos de monitoramento, fato indicativo de ndo ter
ocorrido shedding (figura 6B). A extensdo do periodo de observacdo para 120 minutos
mostrou diminui¢do da intensidade de fluorescéncia para CD62L, sugerindo que apenas
tardiamente MNCF induziria shedding de L-selectina de neutréfilos pré-tratados com

dexametasona.
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Figura 6. O pré-tratamento de neutrofilos com dexametasona inibe o shedding de
CD62L induzido por MNCF. Neutréfilos humanos, pré-tratados (B) ou ndo (A) com
dexametasona (25 UM) e estimulados por diferentes periodos de tempo (0-120 min) com
MNCF (10 pg/ml), CXCLS8 (50 ng/ml) e PMA (10 ng/ml) tiveram a expressao de CD62L na
superficie celular analisada por citometria de fluxo. O resultado ¢ representativo de trés
ensaios independentes.
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Efeito de MNCF sobre o aumento de expressio de F-actina e a polarizacdo de

neutrofilos pré-tratados, ou ndo, com dexametasona

Efeito de MNCF sobre neutrofilos ndo preé-tratados com dexametasona: indug¢do de

polarizagdo celular, ndo associada ao aumento de expressao de F-actina

Neutréfilos estimulados por CXCLS, fMLP ou MNCF foram analisados por

citometria de fluxo, quanto ao graude expressao de F-actina.

Reproduzindo dados da literatura, os estimulos controles de CXCL8 e fMLP
induziram rapido (1 min) aumento da expressao de F-actina, evidenciada pela marcagdo com
faloidina. Esse rapido aumento do contetido de F-actina foi seguido de queda gradual,
completada em 10-20 min. (figura 7A). Os dados gerados por microscopia de fluorescéncia
demonstram que esses mesmos estimulos provocam polarizagao dos filamentos de F-actina e

formagao de ruffles na superficie dos neurofilos. (figura 8).

O estimulo de neutréfilos com MNCF evidenciou algumas peculiaridades.
Intrigantemente, as analises por citometria de fluxo demonstram que MNCF ndo aumenta a
expressao de F-actina, que se mantém em niveis similares ou inferiores aos detectados nas
células controles (ndo estimuladas), durante todo o periodo de 60 minutos de monitoramento,
sugerindo que MNCF ndo tivesse determinado polimerizacdo de F-actina (figura 7A). A
despeito desse fato, a microscopia de fluorescéncia evidenciou que MNCF induziu suaves
ondulacdes na superficie dos neutrdfilos (ruffles), visiveis apds 1min de estimulo (dados nao
mostrados). Ja4 a polarizacdo das células e a reorganizagdo dos filamentos de F-actina s6

aconteceram tardiamente, aos 60 minutos de estimulo, como mostra a figura 8.
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Nossos dados sugerem que, na auséncia de dexametasona, MNCF induza a
polarizacdo tardia e dos filamentos de F-actina de neutréfilos sem, contudo, determinar o

esperado aumento de expressdo de F-actina, como fazem os estimulos controles.

Interferéncia de dexametasona na expressio de F-actina e polarizagdo de neutrofilos

estimulados por quimioatraentes

Neutrofilos pré-tratados com dexametasona e estimulados com MNCF (10 pg/ml),
CXCLS8 (50 ng/ml) e fMLP (10"M) foram avaliados quanto ao contetido e organizagdo dos
filamentos de F-actina. Analise por citometria de fluxo mostrou que o pré-tratamento de
neutrofilos humanos com dexametasona proporcionou diminuigdo nos niveis de expressao de
F-actina, conforme evidencia a diferenga da intensidade média de fluorescéncia
proporcionada pelas células pré-tratadas (DX) e nao pré-tratadas (controle) com
dexametasona, na auséncia de estimulo (figura 7B).

Sob estimulo de CXCL8, MNCF ou fMLP ocorreu rapido (I1min) aumento no
contetdo de F-actina (figura 7B), quando comparado ao conteudo de F-actina mensurado em
neutrofilos pré-tratados com dexametasona e nao estimulados. Entretanto, a expressao de F-
actina induzida pelos diferentes estimulos em neutréfilos pré-tratados com dexametasona
sempre esteve aquém dos niveis basais verificados em neutrofilos ndo tratados com
dexametasona e nao estimulados (controle). No decorrer do tempo, verificou-se, nas células
estimuladas, diminui¢ao gradual do conteudo de F-actina (figura 7B). Os estimulos com
MNCF, CXCLS8 ou fMLP proporcionaram resultados similares entre si, desenhando um perfil

de aumento e queda dos niveis de F-actina semelhante aos proporcionados por CXCLS8 ou
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fMLP em neutréfilos ndo tratados com dexametasona (figura 7A). Diferiram, entretanto, da
curva determinadapor MNCF nas células nao tratadas figura 7A).

A microscopia de fluorescéncia revelou que neutrofilos pré-tratados com
dexametasona e estimulados com CXCLS8 ou MNCF ndo reorganizaram os filamentos de F-
actina mesmo no intervalo de Imin (figura 9), correspondente ao ponto maximo de
expressao de F-actina observado por citometria de fluxo (figura 7B). Assim, o aumento
relativo do conteudo de F-actina, proporcionado em condi¢des anti-inflamatorias em resposta
aos estimulos com MNCF ou CXCLS8 ndo foi acompanhado da polarizagdo desses filamentos

(figura 9).
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Figura 7. MNCF nio induz aumento de expressio de F-actina em neutrofilos. A
expressao de F-actina foi monitorada em neutrofilos humanos pré-tratados (B), ou nao (A)
com dexametasona e estimulados por CXCLS8 (50 ng/ml), fMLP (10"M) ou MNCF (10 u
g/ml) por diferentes periodos de tempo A expressao de F-actina foi avaliada por citometria de
fluxo, através da reacdo com Faloidina conjugada a Alexa-Fluor 488. Os resultados sdo
expressos como Média da Intensidade de Fluorescéncia (MIF). O resultado € representativo
de trés ensaios independentes.
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Figura 8. Polarizacio dos filamentos de F-actina induzida pela lectina MNCF em
neutrofilos. Neutrofilos humanos, aderidos a laminulas tratadas com Biobond 2%, foram
estimulados por CXCLS8 (50 ng/ml), fMLP (10"M) ou MNCF (10 pg/ml) por diferentes
periodos a 37°C. Neutréfilos ndo estimulados foram utilizados como controles. A polarizagdo
dos filamentos de F-actina foi observada por microscopia de fluorescéncia através de reagao
com Faloidina conjugada a Alexa-Fluor 488. As imagens sdo representativas de trés ensaios
independentes.
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Figura 9. Pré-tratamento com dexametasona inibe a polarizacio de filamentos de F-
actina em neutrofilos. Neutrofilos humanos, pré-tratados com dexametasona (25 pM),
foram aderidos a laminulas e estimulados com CXCL8 (50 ng/ml) ou MNCF (10 pg/ml).
Preparagdes de neutrdfilos também foram incubadas com dexametasona (DX) ou apenas
meio (controle). A polarizacao dos filamentos de F-actina foi observada por microscopia de
fluorescéncia através de reacdo com Faloidina conjugada a Alexa-Fluor 488. As imagens sao
representativas de trés ensaios independentes.
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Pré-tratamento com dexametasona nao inibe a translocacao do fator de transcri¢ao NF-

kB induzido por MNCF

Neutrofilos humanos (2x10°), pré-tratados ou ndo com dexametasona (60 min; 25 UM), e
estimulados com MNCEF (10 pg/ml) tiveram a localizagdo nuclear de NF-kB p50 monitorada

(figura 10). Nos extratos nucleares obtidos de células ndo estimuladas (controles), NF-kB
nao foi detectado por anticorpos especificos, resultado que permaneceu negativo em extratos
que foram obtidos de neutrofilos pré-tratados com dexametasona. Nos extratos nucleares de

neutréfilos pré-tratados ou ndo com dexametasona e estimulados com MNCF, a subunidade
pS0 de NF-kKB foi imunomarcada (figura 10). Esse resultado indica que MNCF induz a

translocacao de NF-KB para o nucleo do neutréfilo, independentemente do pré-tratamento da

célula com dexametasona.

Controle CXCLS MNCF

e — ey <4——

Figura 10. MNCF induz a translocacio de NF-kB para o nucleo de neutroéfilos pré-
tratados, ou nao, com dexametasona. Neutrofilos humanos pré-tratados, ou nao, com
dexametasona (25 UM; 60 minutos), foram estimulados com MNCF (10 pg/ml) por 2 horas, a
37°C. A translocacdo de NF-kB p50 foi avaliada por Western blot de extrato nuclear,
utilizando-se anticorpo policlonal anti-NFkB p50. A revelagdo foi feita com anticorpo
conjugado a peroxidase. O resultado mostrado é representativo de trés ensaios independentes.
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MNCEF ativa a expressio génica de TNFa, IL-1B, CCL4 e CXCLS8 por neutrofilos

humanos, mesmo quando prétratados com dexameasona.

A transcri¢@o dos genes das citocinas TNF-0 e IL-1f3 e das quimiocinas CCL4 e
CXCLS foi avaliada por PCR quantitativo em tempo real em neutrofilos humanos pré-
tratados, ou nao, com dexametasona e posteriormente estimulados com MNCF, CXCLS8 ou
fMLP (figura 11). O estimulo dos atraentes foi eficaz na indugdo da transcrigdo génica de
todas as citocinas e quimiocinas testadas. Além disso, o potente efeito estimulatorio da
lectina MNCF sobre neutrofilos foi, mais uma vez, demonstrado. MNCF, comparado aos

controles positivos (CXCL8 e fMLP), foi capaz de induzir transcri¢ao génica 10 vezes maior

para o gene de TNF-a ¢ CXCLS8 e 20 vezes maior para os genes de IL-13 e CCL4 (figura
11).

O pré-tratamento com dexametasona, por si sO, ndo ativou a transcri¢do de nenhum
dos genes testados. No entanto a expressdao de mRNA foi totalmente inibida em neutrofilos
pré-tratados com dexametasona e subseqiientemente estimulados com CXCLS8 ou fMLP para
todos genes testados (figura 11). Por outro lado, o estimulo com a lectina MNCF sobrep0s os
efeitos inibitorios de dexametasona. A transcri¢do génica induzida por MNCEF para os genes
de TNF-a, IL-1 e CXCLS foi apenas parcialmente inibida pelo glicocorticoide, mas ainda
assim foi 3, 60 e 30 vezes maior, respectivamente, do que a verificada no controle negativo
(neutrdfilos nao estimulados e pré-tratados com dexametasona). A transcricao génica para
CCL4 induzida por MNCF nio sofreu nenhuma inibicao pelo tratamento com dexametasona
(figura 11), enquanto a transcri¢do para TNF-a induzida por MNCEF foi a mais afetada pela

dexametasona.
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Figura 11. Transcricdo génica de mediadores inflamatorios induzida por MNCF em
neutrofilos humanos pré-tratados, ou nao, com dexametasona. Neutr6filos humanos pré-
tratados, ou ndo, com dexametasona (25 pUM; 60 minutos), foram estimulados com CXCLS8
(50 ng/ml), fMLP (10"M) ou MNCF (10 pg/ml). As células foram submetidas a extragdo de
RNA total, que foi convertido em cDNA. Os niveis de expressdo foram quantificados por
PCR em tempo real. Os painéis mostram a expressao dos mediadores TNF-a, IL13, CXCL8 e

CCLA4.

Neutrofilos prétratados com dexametasona sob estimulo de MNCF secretam CXCLS.

O sobrenadante de cultura de neutréfilos estimulados por MNCF durante 12 horas foi

avaliado quanto ao contetdo de CXCLS. O sobrenadante de células que ndo haviam sido
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tratadas com dexametasona continha niveis de CXCLS8 equivalentes aos induzidos pelos
estimulos controles, LPS e fMLP (figura 12).

O pré-tratamento de neutrofilos com dexametasona reduziu a secre¢do da quimiocina
CXCLS induzida pelos estimulos de LPS e fMLP aos niveis detectados em células ndo
estimuladas (meio). J4 o estimulo com MNCF determinou niveis altos de producgdo de
CXCLS, proximos aos proporcionados por neutréfilos ndo tratados com dexametasona
(figura 12). Esse resultado sugere que, mesmo em condi¢des anti-inflamatorias, MNCF
induza secrecdo CXCLS8, quimiocina sabidamente atraente de neutréfilos. A produgdo de
CXCLS induzida por MNCF pode constituir-se em al¢ca de amplificagdo da atividade de

recrutamento de neutréfilos para o foco inflamatorio.
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Figura 12. Secrecio de CXCLS8 por neutrofilos pré-tratados ou ndo com dexametasona
e estimulados por MNCEF. Neutréfilos, pré-tratados ou nado com dexametasona (60 min; 25
UM), foram estimulados com MNCF (10 pg/ml), LPS (5 pg/ml), fMLP (10'M). A incubagio
apenas com meio proporcionou o controle negativo do ensaio. A quantificagdo de CXCLS8
contido no sobrenadante de cultura foi determinada por ELISA Os resultados estdo expressos
como pg/ml +/- SD de amostras ensaiadas em triplicata.
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PARTE 11

Efeito anti-apoptotico de MNCEF sobre neutrofilos humanos

Neutréfilos humanos foram incubados durante 20 horas,a 4°C (controle negativo) ou a

37°C, na auséncia ou na presenca da lectina MNCF, em diferentes concentracdes (0-50 H
g/ml). Ao final do periodo de incubacgdo, as células foram coletadas e incubadas com
Anexina-V, marcador de apoptose ¢ 7AAD, marcador de necrose. Os resultados, ilustrados
na figura 13, mostram que MNCF inibiu significativamente a apoptose espontdnea de
neutrofilos humanos. A concentracdo de MNCF que causou maior inibicao da apoptose foi a
de 0,5 pg/ml. As demais concentragdes foram menos efetivas e determinaram aumento da
ocorréncia de necrose. E importante ressaltar que resultados similares entre si foram obtidos
utilizando-se preparagdes de MNCF submetidas, ou nao, a adsor¢do em resina de Detoxi-gel
(figura 14A), ligante de LPS.

Os efeitos anti-apoptoticos de MNCF foram comparados ao efeitos dacitocina TNF-0
(figura 14B). Neutrofilos, incubados por 20 horas com TNF-a, tiveram a apoptose
espontanea diminuida em nivel similar ao determinado por MNCF. O efeito anti-apoptdtico
de TNF-a sobre neutréfilos humanos foi revertido pela co-incubag¢dao das células com
etanercept, um receptor solivel de TNF-a. A co-incubagdo de neutréfilos com etanercept nao
interferiu na inibi¢do da apoptose espontanea determinada por MNCF (figura 14B).

O experimento ilustrado no painel A demonstra que o efeito inibitério exercido por

MNCF ndo ¢ atribuivel a contaminagdo das preparagdes com LPS. Ja o ensaio ilustrado no

painel B demonstra que graus similares de inibigao da apoptose sao determinados por MNCF
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e TNF-0, mas que apenas o efeito de TNF-a ¢ revertido pela co-incubagdo dos neutrofilos

com o receptor soluvel, especifico paraessa citocina.
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Figura 13. A apoptose espontinea de neutroéfilos é inibida por MNCF. Neutrofilos
humanos (10°) foram incubados a 37°C com MNCF em diferentes concentragdes (0-50
Hg/ml) durante 20 horas. As células foram analisadas, por citometria de fluxo, quanto a
ligacdo de Anexina-V (marcador de apoptose) e 7AAD (marcador de necrose). Neutrofilos
mantidos a 4°C, durante o mesmo periodo de 20h, constituiram o controle negativo de
apoptose e necrose. O resultado ¢ expresso como porcentagem de células positivas para
anexinaV e 7AAD e ¢ representativo de trés ensaios independentes.
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Figura 14. Caracterizacdo do efeito anti-apoptotico de MNCF sobre neutrofilos
humanos, comparado ao efeito de TNF-a. Neutrofilos (10°) foram incubados a 37°C,
durante 20 horas, com preparacdes de MNCF (0.5 pg/ml) previamente adsorvidas
(dtxMNCF) ou nao a resina de Detoxi-gel (A). Realizaram-se ensaios comparativos entre
MNCEF e TNF-a (B); tais preparagdes foram acrescidas de etanercept, um receptor solivel de
TNF-a. Os neutrofilos foram analisados, por citometria de fluxo, quanto a ligacdo de
Anexina-V (marcador de apoptose) e 7AAD (marcador de necrose). Neutrofilos mantidos a
4°C, durante o mesmo periodo de 20h, constituiram o controle negativo de apoptose e
necrose. O resultado ¢ expresso em porcentagem de células positivas para anexinaV, e
representa amédia dos valores obtidos em 3 ensaios independentes.
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MNCF induz desgranulacio neutrofilica
O monitoramento do processo de desgranulacdo neutrofilica foi feito por citometria
de fluxo, utilizando-se anticorpos especificos para CDI11b, CD66, CD35 ¢ CD63. Os

neutrofilos foram estimulados com MNCF (0.1-10 pg/ml), a 37°C, por periodo de 30

minutos. As citocinas TNF-0 e CXCLS8 foram utilizadas como controles positivos; ambas
induziram aumento na expressao de CD11b, determinando cinéticas de ativacdo distintas: a
expressao maxima de CD11b foi detectada aos 5 minutos de estimulo com CXCLS, e aos 20

minutos de estimulo com TNF-a (figura 15).

A incubagdo de neutrdfilos humanos com MNCF (10 pg/ml) induziu aumento na
expressao de todos marcadores estudados, com exce¢do de CD63 (figura 15A). O estimulo
dos neutrofilos com diferentes concentragdes de MNCF, mostra que a expressdo de CD11b ¢

dose dependente e que 10 pg/ml de MNCF induz alta expressdo do marcador (figura 15B).

Em relacdo a cinética de expressdo de CD11b proporcionada por MNCF (10 pg/ml) foi
observado aumento discreto e gradual da expressao de CD11b nos primeiros 20 minutos de
estimulo. Decorridos 30 minutos, o efeito de MNCF ¢ maximo sobre a expressao de CD11b
(figura 15C). A cinética de expressdao de CDI11b determinada por MNCF ¢ proxima a
determinada por TNF-a, enquanto CXCL8 aumentou mais rapidamente a expressdo do
marcador, que ja era maxima aos 10 minutos de estimulo.

O efeito de MNCF (10 pg/ml) sobre a expressdo de CD11b aos 30 minutos de
estimulo foi comparado ao efeito de TNF-a na condicdo de presenga ou auséncia de

etanercept. Etanercetp reverteu o aumento de expressao de CD11b induzido por TNF-a e

nao teve qualquer efeito sobre aacdo de MNCEF (figura 16A).
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Figura 15. Efeito de MNCF sobre a expressao de marcadores associados ao processo de
desgranulacio de neutrofilos. A expressdo de diferentes marcadores de superficie
relacionados ao processo de desgranulagdo (CD11b, CD66, CD35, CD63) foi avaliada por
citometria de fluxo em neutrofilos (10°) estimulados com MNCF (10pg/ml) (painel A). A
expressao de CDI11b foi analisada a partir do estimulo com diferentes concentragdes de
MNCEF (painel B). A cinética da expressao de CD11b estimulada por MNCF (10 pg/ml) foi
comparada as cinéticas determinadas por CXCL8 e TNF-a. Dos dados obtidos por
citometria, a média de intensidade de fluorescéncia (MIF) foi plotada nos graficos A, B, C.
Os resultados ilustrados representam a média de trés ensaios independentes.

73



Preparagdes de MNCF pré-adsorvidas, ou ndo, em resina de Detoxi-gel exerceram
efeitos semelhantes sobre a expressdo de CD11b em neutréfilos, enquanto preparagdes de
MNCEF desnaturadas por fervura ndo aumentaram a expressao de CD11b na superficie de
neutrofilos (figura 16B). LPS aumentou, apenas discretamente, a expressdo de CDI11b

(figura 16B).
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Figura 16. Desgranulacio de neutrofilos, induzida por MNCF, manifesta por aumento
de expressio de CD11b. Neutrofilos (10°) foram estimulados por MNCF e analisados
quanto a expressao de CD11b. MNCEF (10 pg/ml) e TNF (20 ng/ml) foram respectivamente
acrescidos, ou ndo, de etanercept (1 pg/ml) (A). Neutrofilos também foram incubados com
preparacdes de MNCF adsorvidas em Detoxi-gel ou desnaturadas por fervura. LPS (10 u
g/ml) também foi ensaiado como estimulo de desgranulacdo celular. A expressao de CD11b
foi avaliada por citometria de fluxo e expressa como Média da Intensidade de Fluorescéncia
(MIF). Os graficos apresentados sdo representativs de trés ensaios independentes.
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MNCF induz fosforilaciao de tirosino-quinases e p38 MAPK em neutrofilos

A fosforilagdo de proteinas tirosino-quinases, em neutrofilos estimulados pela lectina
MNCEF foi estudada através de Western Blot, revelado com anticorpo PY20 conjugado a
peroxidase (HRP) (figura 17). A revelagdo de proteinas com residuos de tirosina fosforilados
em neutréfilos ndo estimulados proporcionou o controle basal (CTR) para analises
comparativas. Como controle positivo, foi utilizado TNF-a (20 ng/ml), que induziu
fosforilagao dos residuos de tirosina em proteinas de massa molecular aparente de 125 e 70
kDa. MNCF (10 pg/ml) induziu fosforilacdo dos residuos de tirosina em proteinas com
massa molecular aparente de 70 kDa (figura 17).

Avaliou-se a cinética de fosforilagao de p38 MAP quinase induzida por MNCF, TNF-
o ¢ CXCLS8 (figura 18). Observou-se que MNCF foi capaz de induzir fosforilacdo de
p38MAPK, determinando uma cinética de ativacdo de p38MAPK muito similar a
proporcionada por TNF-a. A fosforilacdo de p38MAPK jé ocorria aos 5 minutos de estimulo
com MNCEF, atingindo um méximo ap6s 10 minutos (figura 18). Decorridos 20 minutos de
estimulagdo houve diminuicdo discreta na quantidade de p38MAPK fosforilada. Ja a
fosforilagao de p38MAPK induzida por CXCLS foi detectada apenas no perido de 5 minutos
pos-estimulacao; ndo houve detec¢do de p38MAPK em sua forma fosforilada decorridos 10 e

20 minutos de estimulo (figura 18).
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Figura 17. Fosforilagao induzida por MNCF de residuos de tirosina em proteinas de
neutrofilos. Neutrofilos (2x10°) foram estimulados por MNCF (10 pg/ml) ou TNF (20
ng/ml) durante 30 minutos, a 37°C. O sedimento de neutrofilos ressuspenso em tampao de
amostra redutor foi aplicado em gel de acrilamida, gradiente 7-15%. A fosforilagao total foi
avaliada através de Western Blot utilizando-se o anticorpo antiPY20 conjugado a peroxidase
e revelacdo por quimioluminescéncia. MM= mistura de marcadores de massa molecular
conhecida, CTR= controle, proporcionado por neutrdfilos ndo estimulados.
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Figura 18. Fosforilagio de p38MAP quinase por MNCF. Neutréfilos (2x10° células)
foram estimulados com TNF (20 ng/ml), MNCF (10 pg/ml) ou CXCLS8 (50 ng/ml), por até
20 minutos, a 37°C. O sedimento celular, solubilizado em tampao de amostra redutor foi
aplicado em gel de acrilamida 10%. As formas fosforilada (phospho p38) e total de p38
MAPK (total p38) foram reveladas por anticorpos monoclonais especificos. O controle
corresponde ao material obtido de neutrofilos ndo estimulados.

Avaliacido das possiveis vias de sinalizacdo envolvidas na desgranulacido induzida por

MNCF

Foram avaliadas as vias de sinalizacdao possivelmente envolvidas na desgranulagdo
neutrofilica induzida pela lectina MNCF. Para tanto, utilizaram-se inibidores especificos de
tirosino-quinases (genisteina), de proteinas da familia Src (PP2), de proteina PKC
(staurosporina) e de inibidores das MAP quinases p38 ¢ ERK (SB203580 ¢ PD98059) na
avaliacdo da expressdao de CD11b na superficie de neutréfilos estimulados com MNCF. Com
excec¢do de staurosporina, todos os inibidores utilizados determinaram inibi¢do, em diferentes

graus, do aumento da expressdo de CD11b estimulada por MNCEF (figura 19). Esse resultado
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sugere que as vias de sinalizacdo ativadas por MNCF incluem tirosino-quinases bem como
MAP quinases. Nesta andlise, a tirosino quinase PKC ndo faria parte do conjunto de

moléculas que sinalizam a ativagado de neutr6filos mediada por MNCF.
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Figura 19. Avaliacio de possiveis vias de sinalizacio envolvidas no processo de
degranulacdo de neutrdéfilos induzida por MNCF. Neutrofilos (10°) foram estimulados
com MNCEF (10 pg/ml) e analisados, por citometria de fluxo, quanto a expressdao de CD11b.
O estimulo foi aplicado em células pré-tratadas com inibidores, indicados na figura, de vias
de sinalizacdo envolvidas na desgranulagao de neutrofilos. A expressao de CD11b foi
avaliada por citometria de fluxo e expressa como Média da Intensidade de Fluorescéncia
(MIF). O grafico apresentado ¢ resultado da média de trés ensaios independentes, sendo *
para P < 0,05, ** para P<0.01 e *** para P<0.001 comparado a neutr6filos estimulados com
MNCF, na auséncia de inibidores. NS, ndo significativo.
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DISCUSSAO

O mediador inflamatorio MNCF (Macrophage-derived  Neutrophil
Chemotactic Factor) ¢ uma lectina atraente de neutréfilos, ligante de galactosideos, liberada
no sobrenadante de monocamadas de macrofagos peritoneais (rato e camundongos) e
macrofagos da linhagem P388-D1 estimulados com LPS (Dias-Baruffi et al, 1995 e Toledo et
al, 2007). A atividade de recrutar neutréfilos desta lectina ¢ peculiar pelo fato de manifestar-
se mesmo em animais pré-tratados com dexametasona (Dias-Baruffi et al, 1995). Neste
trabalho, através de ensaios realizados in vitro com neutréfilos humanos, identificamos que a
indu¢do de produgdo persistente de CXCLS, mantida em células pré-tratadas com
dexametasona ¢ um dos eventos que distingue MNCF de outros atraentes. Caracterizamos
ainda o processo de desgranulacao de neutrofilos induzido por MNCEF e avaliamos as vias de
sinaliza¢do implicadas nesse evento.

Moreno et al. (2003) descreveram a existéncia de um glicoligante para MNCF,
na superficie de neutr6filos humanos. Trata-se de um receptor acoplado a proteina G, uma
vez que o tratamento com Toxina pertussis inibiu a migracdo de neutréfilos induzida pela
lectina. Receptores em neutrofilos podem ter a sua expressdo e funcionalidade modificadas
por glicocorticides. Por exemplo, a expressao dos receptores da citocina IL1 e de Fcy do tipo
I em neutroéfilos € regulada por dexametasona (revisado por Goulding, 1998). Outro estudo
sugere que glicocorticdides possam interferir na interagdo de receptor da superficie do
neutréfilo com seu agonista (Filep et al. 1997). Nossos resultados demonstram que o pré-
tratamento de neutr6filos humanos com dexametasona nao inibe, ¢ nem mesmo interfere, na
ligagdo de MNCF a superficie de neutrdfilos, evento este que desencadeia a ativagdo

neutrofilica e culmina com a transmigracao celular (Moreno et al. 2003).
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Comparamos atividades exercidas por MNCF sobre neutréfilos com as
exercidas por atraentes conhecidos — fMLP e CXCLS8. Na presenca de dexametasona, os
resultados proporcionados variaram de acordo com o atraente testado. O peptideo fMLP teve
sua atividade indutora de migracdo inibida, resultado coincidente com o relatado por Burnett
et al. (1994), mas que diverge de outros estudos (Sasagawa et al. 2000; Lomas et al. 1991). Ja
a quimiocina CXCLS e a lectina MNCF nao tiveram sua atividade atraente inibida pelo pré-
tratamento dos neutréfilos com dexametasona. Comportamento semelhante ja foi descrito
para LTB4 e PAF (Psychoyos et al. 1989; Kurihara et al. 1989; Sasagawa et al. 2000), mas o
mecanismo que o determina ainda ¢ desconhecido. Sasagawa et al. (2000) sugerem que a
acdo inibitoria de glicocorticoides envolva mecanismo relacionado a inibi¢ao da secre¢do da
quimiocina CXCLS. Nossos resultados demonstram que neutroéfilos estimulados com MNCF
produzem CXCLS, produg¢do esta que ¢ mantida em neutrofilos pré-tratados com
dexametasona.

Observamos que o pré-tratamento de neutrdfilos com dexametasona ndo
alterou o shedding de L-selectina provocado pelos estimulos PMA ou CXCL8, manifesto
desde 5 minutos apods o estimulo. Ja o estimulo com MNCF de neutréfilos pré-tratados com
dexametasona resultou em manutengao dos niveis de CD62L, no decorrer de 60 minutos, ou
seja, em auséncia de shedding de L-selectina. Baseando-se em dados de Filep et al (1997)
poder-se-ia supor que a auséncia de shedding frente ao estimulo com MNCF estaria
relacionada a auséncia de interagdo dessa lectina com o seu respectivo receptor. No entanto,
este trabalho demonstra claramente que o pré-tratamento de neutrdfilos com dexametasona
ndo interfere na ligacdo da lectina ao seu receptor. Assim, outras alternativas devem ser
cogitadas. Por exemplo, visto que a ac¢do proteolitica da enzima sheddase depende de uma

estrutura tri-dimensional apropriada de CD62L, proxima a membrana plasmatica (Zouki et al.
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2000), ¢ valido especular que o pré-tratamento com dexametasona interfira na conformagao
estrutural de CD62L, fazendo com que o processo de shedding induzido por MNCF seja
inibido.

O fato do processo de migragdo induzido por MNCF se completar a despeito
da auséncia de shedding de CD62L nao ¢ coerente com a idéia classica de que o shedding
seja um pré-requisito para a diapedese de neutrofilos. Tal exigéncia tem sido contestada por
diversos autores. Estudos in vivo e in vitro usando inibidores de protease que bloqueiam a
clivagem de CD62L tém gerado resultados conflitantes. O inibidor KD-IX-73-4 reduz a
velocidade do rolling de neutréfilos e aumenta o acimulo desse tipo celular sobre ligantes
imobilizados, em condi¢des de fluxo (Walcheck et al. 1996). J4 o inibidor de
metaloproteinase, Ro 31-9790, bloqueia a clivagem de CD62L, sem alterar a habilidade dos
neutrofilos de aderir, rolar e transmigrar (Allport et al. 1997). Em camundongos que
expressam CD62L modificadas, por gene targeting, resistente a clivagem proteolitica, ha
aumento do afluxo de neutrofilos para sitio inflamatorio (Venturi et al. 2003). Assim, ha
dados da literatura que dao suporte a nossa observagdo de que a manutencao da expressao de
CD62L, em condigdes anti-inflamatérias, ndo € impeditiva para a ocorréncia da migragao de
neutrofilos.

Os processos de polimerizagao e polarizagdo dos filamentos de F-actina foram
estudados em neutréfilos estimulados por MNCF antes do pré-tratamento, ou nio, com
dexametasona. MNCF induz a polarizagdo, ainda que tardia, dos neutro6filos, sem, contudo

aumentar o conteudo de F-actina na célula. Os fendmenos tardios induzidos por MNCF
remetem as acdes de citocinas pro-inflamatorias, como TNF-a, que induzem migracao de

neutrofilos por mecanismo indireto (Faccioli et al. 1990). TNF-o induz mudangas
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morfoldgicas em neutrofilos, associadas porém a queda no conteudo de F-actina (Kutsuna et
al. 2004). Dada a importancia da polarizagao dos filamentos de F-actina em dire¢do a regido
frontal das células para que elas se movam, sugerimos que a migragao neutrofilica induzida
por MNCF envolva mudangas morfologicas e reorganizacdo da F-actina; mas ndo
obrigatoriamente a polimerizacao dos filamentos de F-actina.

Diversos trabalhos mostram o papel regulatorio dos glicocorticdides sobre os
filamentos de actina (Miki et al. 2000; Clark et al. 2005). Demonstramos que o pré-
tratamento com dexametasona diminui o conteudo de F-actina em neutr6filos. Tomando
como referéncia esse contetido diminuido de F-actina de neutrdfilos pré-tratados com
dexametasona, ¢ possivel constatar uma recuperagdo parcial do contetido de F-actina em
resposta ao estimulo com CXCLS, fMLP e MNCF, sem que nenhuma alteracdo morfologica
visivel fosse visualizada.

O processo de polarizagao dos filamentos de F-actina envolve a participagao
orquestrada de diversas proteinas e receptores. Receptores de quimioatraentes, integrinas e
outras moléculas de adesdo, proteinas do citoesqueleto e moléculas regulatorias intracelulares
mudam sua localizagdo celular durante o processo de polarizacdo. Um sistema complexo de
moléculas de transdugdo de sinal, incluindo tirosino-quinases, lipideo quinases, mensageiros
secundarios, como calcio ou cAMP e membros da familia Rho das pequenas GTPases estao
envolvidos no processo regulatorio do rearranjo do citoesqueleto durante a polarizacdo e a
migracdo do leucocito (revisto por Sanchez-Madrid e del Pozo, 1999). Além disso, outras
proteinas pertencentes a rede de microfilamentos podem ser responsaveis pela locomocao
celular, como talina, tubulina e paxilina (revisto por Sanchez-Madrid e del Pozo, 1999), mas
elas ndo foram avaliadas em nosso estudo. Assim, investigacdo adicional ¢ necessaria para

verificar se dexametasona inibe a locomogao celular através da inibicdo da polarizagdo dos
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filamentos de F-actina e, ainda, se o estimulo com MNCF ndo se associa ao rearranjo da rede
de citoesqueleto celular, ou rearranje outros filamentos diferentes de F-actina. A
complexidade do processo de migragdo celular, que envolve diversas cascatas de sinalizagdo
e diferentes tipos celulares, reforca a necessidade de que se ampliem os estudos em torno da
lectina MNCF e suas agdes peculiar sobrea ativagdo e migragao de neutroéfilos.

Nossas observagdes sugerem claramente que neutrofilos humanos apods
tratamento com dexametasona continuam sendo células responsivas ao estimulo da lectina

MNCF. Com o intuito de ampliarmos essa caracterizagdo, analisamos ainda a transcri¢ao

génica de citocinas (TNF-a e ILIP) e quimiocinas (CXCL8 e CCL2) pro-inflamatorias.
Demonstramos, pela primeira vez, que MNCF ¢ uma lectina indutora de altos niveis de
mRNA para moléculas pro-inflamatorias, efeito que ¢ independente do pré-tratamento das
células com dexametasona. Esses resultados se revestem de especial importancia se levarmos
em consideracdo as fortes evidéncias, existentes na literatura, de que o efeito anti-
inflamatdrio dos glicocorticoides seja atribuido a inibicdo da transcricdo de genes de
proteinas pro-inflamatdrias. Esses genes correspondem aos de numerosas citocinas
(interleucinas 1-6, 11, 13, TNF-alpha ¢ GM-CSF), quimiocinas (CXCL8, CCL5, CCL3,
CCL2, CCL11) e moléculas de adesao (revito por Cosio et al. 20005). Isso significa que a
lectina MNCF seja um agente indutor de migracao de neutréfilos resistente aos efeitos de
dexametasona e que um dos mecanismos dessa resisténcia esteja associado a sua propriedade
de manter a transcri¢cao génica de mediadores inflamatorios, a despeito dos efeitos inibitorios
exercidos pelo glicocorticoide. Os mecanismos propostos de repressao da transcricdo génica
mediada pelos glicocorticdides sdo (a) interacao proteina-proteina entre GR ativado e fatores

de transcrigao como AP-1 (Jonat et al. 1990) e NF-kB (Ray e Prefontaine, 1994), (b) inibi¢ao
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da transloca¢do nuclear das subunidades de NF-kB (Ohtsuka et al. 1996) e, (c) bloqueio da
interacdo de NF-kB com o proprio DNA (Scheinman et al. 1994).

Dentre os mediadores inflamatdrios que tiveram sua transcri¢do génica
aumentada pela lectina MNCF merece destaque CXCLS. Esta quimiocina estd implicada na
rapida amplificag¢do da resposta inflamatdria aguda, através do recrutamento de neutréfilos e
da prevengdo de apoptose dessas células. Dada a sua importancia no processo inflamatoério,
foi feita a quantificacdo da proteina CXCL8. MNCEF, diferentemente de LPS e fMLP, induz
secrecdo de CXCLS por neutrofilos pré-tratados ou ndo com dexametasona, fato coerente
com o resultado proporcionado pela analise de transcricdo génica e que pode justificar o
efeito indutor de migragdo de neutrofilos pré-tratados com dexametasona exercido por
MNCEF.

CXCL8 ¢ uma quimiocina encontrada estocada intracelularmente em
neutrofilos. A sub-localizacdo de CXCLS ainda nao foi definida com exatidao, mas acredita-
se que ela esteja presente em granulos neutrofilicos ndo classicos (Pellmé et al. 2006).
Baseados na importancia do processo de desgranulacdo neutrofilica durante o processo
inflamatorio (Borregaard et al., 1994; Sengelov et al., 1993) e da existéncia de citocinas e
quimiocinas estocadas em seu citoplasma (Lloyd e Oppenheim, 1992; Bronchud et al. 1987;
Caspar et al. 1993; Cassatella, 1995; Bliss et al. 1999; Kasama et al. 1993 ¢ 1994; Rudack et
al. 2004), seguimos nosso estudo avaliando o papel de MNCF na desgranulacdo de
neutrofilos, avaliada em paralelo com o efeito sobre a apoptose espontanea de neutrofilos.

Demonstramos que a lectina MNCF em baixas concentragdes (0.5 pg/ml)
diminui a taxa apoptética espontanea de neutrofilos e ndo ativa o processo de desgranulagao

neutrofilica. Para que ocorra aumento de expressao nos marcadores de desgranulacao
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neutrofilica sdo necessarias concentracdes maiores (10 plg/ml) dessa lectina. Porém, nessas
condicdes, observa-se maior frequéncia de neutrofilos necroticos. Assim, a concentragao
o0tima de MNCF varia para diferentes efeitos biologicos, como a protegdo a apoptose
espontanea de neutrofilos ou a desgranulagao celular. Esse comportamento da lectina MNCF
levou a formulagao de varias hipoteses.

Primeiramente, a modulacao da apoptose apresentada por MNCF poderia estar
intimamente relacionada com o estado de ativacdo induzido pela lectina. O TNF-a é uma
citocina que também modula a apoptose espontdnea de neutrofilos de maneira dependente da
dose utilizada; os autores dessa observacao sugerem que a diminui¢do da meia vida dos
neutrofilos relacione-se ao estado de ativagdo celular, induzido pela citocina. Em altas
concentragdes, TNF-a ativa o burst respiratorio e CD11b/CD18, concomitantemente com as
vias pro-apoptoéticas. J& em baixas concentracdes, TNF-alpha exerce efeito anti-apoptdtico
(van den Berget al. 2001).

Os diferentes efeitos exercidos por MNCF em diferentes doses poderiam ser
atribuiveis a presenca de contaminantes em nossas preparagdes de MNCF. Ha semelhangas
entre os efeitos de MNCF e de outros mediadores sobre neutrofilos. A cinética de
desgranulacao neutrofilica induzida por MNCF ¢ semelhante a determinada por TNF-q,
citocina implicada no extravasamento de neutrofilos e no recrumento dos mesmos para o sitio
inflamatoério (Canetti et. al., 2001 e 2003, Gosset et. al., 1984, Xing et. al., 1994, Bombini et.
al., 2004). TNF-a, diferentemente de fMLP ou LTB4, ativa neutrofilos tardiamente,
induzindo, dentre outras respostas, aumento na expressao de CD11b e CD15 via p38 MAPK
(Berger et. al., 2002, Suzuki et. al. 2001). Cecilio e colaboradores (1997) postularam que a

citocina TNF-alpha murina fosse a responsavel pela atividade quimiotatica de neutro6filos
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resistente & dexametasona em camundongos, hipdtese fundamentada em ensaios de
quimiotaxia feitos na presenga de anticorpos anti-TNF-a murino. Cabe resssaltar que a
citocina TNF-0 apresenta sitio lectinico, especifico para acucares contentdo

diacetilquitobiose (Lucas et al. 1994). Como descrito acima, TNF-a possui atividade anti-
apoptdtica sobre neutrdfilos (van den Berg et al. 2001), além de induzir desgranulagao
neutrofilica aumentando a expressao de moléculas de adesdao como CD11b e CD15 (Bergeret

al. 2002; Suzuki et al. 2001). Ja haviamos demonstrado anteriormente que preparagdes de

MNCF murinas sdo desprovidas de TNF-a (Toledo et al. 2007) e novas evidéncias desse fato

foram geradas no presente trabalho. As preparagdes de MNCF foi adicionada a droga

ethanercept, um receptor soluvel de TNF-a, capaz de bloquear as atividades anti-apoptoticas
e indutoras de desgranulacdo neutrofilica induzidas pela citocina. Nestas condigdes, as

atividades de MNCF nao foram inibidas, afastando, mais uma vez, a possibilidade de que
TNF-a seja o responsavel pelas atividades da lectina MNCF.

O processo de obtencdo de MNCF envolve o estimulo de macrofagos em
cultura com LPS. Ha indica¢des na literatura de que LPS ¢ contaminante comum de amostras
bioldgicas, ndo sendo eliminado facilmente por processos convencionais de cromatografia
(Wicks et al. 1995; Issekutz 1983). Por essa razdo, avaliou-se a atividade das preparacdes de
MNCEF ap06s processo de adsor¢ao de LPS em resinas com polimixina B imobilizada (Detoxi-
gel) ou apds fervura por 10 minutos, processo de desnaturagdo protéica ao qual LPS ¢
resistente. O processo de desnaturagdo protéica inibiu as atividades da amostra, enquanto que
a adsor¢do a coluna de Detoxi-gel ndo afetou os efeitos exercidos pela amostra. Os resultados
obtidos ndo eliminam a possibilidade de contaminacao das preparacdes de MNCF com LPS,

mas sugerem fortemente que a mobiliza¢ao de granulos induzida por MNCF ndo corresponda
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a processo que exige o priming de neutréfilos, como ocorre com galectina-3 (Karlsson et. al.,
1998, Almkvist et. al., 2001).

Galectina-3 ¢ uma lectina ligante de [3-galactosideos que atua sobre a
fisiologia de neutrofilos induzindo agregacao celular (Timoshenko et. al., 2003), adesao a
laminina (Kuabara & Liu, 1996) e o extravasamento em resposta a infec¢ao (Sato et. al.,
2002). A acao de galectina-3 sobre neutrofilos, ocorre apos o priming celular através da
incubagdo com LPS ou citocalasina B. O priming ¢ indispensavel porque o receptor de
galectina-3, CD66b, encontra-se no interior dos granulos de gelatinase (Karlsson et. al., 1998,
Almkvist et. al., 2001, Feuk-Lagerstedtet. al., 1999, Yamaoka et. al., 1995, Sengelov et. al.,
1995). A comparagao entre galectina-3 ¢ MNCF, no que tange aos aspectos supracitados,
torna valido supor que o receptor para MNCEF esteja constitutivamente expresso na superficie
de neutr6filos humanos.

Finalmente, investigamos a possibilidade que MNCEF interaja com neutrofilos
humanos através de diferentes receptores, fosforilando assim diversas proteinas envolvidas
nesta cascata de sinalizagdo. Para tanto, avaliou-se a interferéncia exercida por diferentes
inibidores da cascata de sinalizacao sobre a desgranulacao neutrofilica induzida por MNCF.
H4 um aumento da fosforilagdo de proteinas, nos residuos de tirosina, em resposta a
diferentes agonistas de desgranulagdo, como agentes quimiotaticos € quimiocinas, ligantes de
receptores Fc, citocinas, microcristais inflamatorios e PMA (phorbol myristate acetate) (Yan
et al. 1996; Huang et al. 1988 e 1990; Gémez-Cambronero et al. 1989, 1991 e 1992; Berkow
& Dodson 1990; McColl et al. 1991; Connely et al. 1991; Ohta et al. 1992; gaudry et al.
1993; Richard et al. 1994a e 1994b; Dusi et al. 1994a ¢ 1994b; Liang et al. 1995). Estudos

com inibidores de tirosino-quinases indicaram que a mobilizacao das vesiculas secretorias

87



requer fosforilagao de tirosina (Naccache et al. 1994). MNCF, a exemplo de outros agonistas
de neutrofilos, induz fosforilagdo dos residuos de tirosina. Além disso, genisteina (um
inibidor de tirosino-quinases) inibe de maneira significativa a desgranulagdo induzida por
MNCEF. As proteinas fosforiladas por MNCF tém massa molecular aparente de 70 kDa,
sugerindo fortemente a quinase Syk, juntamente com a familia Src (Fgr, Hck e Lyn) estejam

envolvidas na transdugdo de sinal pelos receptores sete transmembranicos (Gaudry et al.

1995; Ptasznik et al. 1995 e 1996), 32-integrinas (Berto net al. 1994; Yan et al. 1995), FcyRs
(Hamada et al. 1993; Kiener et al. 1993) e outros estimulos (Corey et al. 1994; Welch et al.
1997). No atual estado da investigagdo, s6 ¢ possivel afirmar que a familia Src esteja
envolvida no processo de desgranulacao induzdo por MNCEF, ja que PP2 inibiu o aumento de
CD11b na superficie deneutréfilos estimulados pela lectina.

A desgranulagao de neutrofilos induzida por MNCF foi avaliada sob a
influéncia de outros inibidores, como a staurosporina, um inibidor de PKC. PKC, juntamente
com Ca2+ citosolico livre ¢ ativado por agonistas de receptores, como PMA, um poderoso
indutor de desgranulagdo. A despeito de fortes sugestdes de participagao de PKC no processo
de desgranulagdo neutrofilica, o inibidor staurosporina nao afetou o aumento de expressao de
CD11b na superficie de neutréfilos estimulados por MNCF. Esse resultado torna improvavel
que o receptor de MNCF, na superficie de neutrdfilos, ative vias em que PKC esteja
implicada.

A cascata de MAP quinase ¢ descrita por participar de multiplas fungdes
neutrofilicas como desgranulacao, locomocgdo, proliferacao, diferenciacdo e sobrevivéncia
(Lewis et. al., 1998). Peptideos quimiotaticos (Grinstein & Furuya 1992; Torres et al. 1993),

quimiocinas (Knall et al. 1996), L-selectina (Waddell et al. 1995), citocinas (Gomez-
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Cambronero et al. 1993; Rafiee et al. 1995) ativam esta via em neutrofilos, ficando
demonstrado agora que MNCF faz o mesmo. MNCF induz fosforilagdo méxima de
p38MAPK de maneira tempo-dependente, exercendo sua atividade maxima apo6s 10 minutos
de estimulo, de maneira semelhante a TNF-alpha. A cinética de fosforilagdo de p38MAPK
proporcionada por MNCEF, diferiu da atribuida a CXCL8 quanto ao aumento na expressao de
CDI11b. Além disso, SB203580 e PD98059, inibidores de p38 e ERK MAPK,
respectivamente, inibiram de maneira significativa a desgranulagao induzida por MNCF.

O conjunto de resultados apresentados constitui uma primeira demonstragao
de que MNCF induz atividades anti-apoptdtica e indutora de desgranulagcdo em neutrofilos. A
caracterizacao desses eventos, ainda que parcial, fornece informagdes importantes sobre essa
lectina, resumidas a seguir. MNCF induz desgranulacdo de granulos especificos e de
gelatinase e das vesiculas secretorias, nao afetando os granulos azurofilicos. Esse processo de
desgranulacao ¢ independente do priming de neutréfilos por LPS e da presencga da citocina
TNF-alpha. Dentre as vias de sinalizagdo ativadas por MNCF durante o processo de
desgranulacao estdo as tirosino-quinases, proteinas da familia Src e as MAP quinases, p38 ¢
ERK.

A respeito da migracdo neutrofilica induzida por MNCF em condicdes anti-
inflamatoérias, grandes avancos também foram feitos ¢ e podem ser, resumidamente,
avaliados na tabela 3. Nossos resultados complementam observagao prévias de Toledo et al.
2007, onde foi demonstrada a importancia de glicoproteinas da matriz extracelular (laminina
e fibronectina) na resisténcia a acdo de dexametasona, tanto na adesdo quanto na haptotaxia
induzidas por MNCF. Demonstramos, neste trabalho, que o glicocorticdide dexametasona,
embora modifique alguns efeitos de MNCF sobre neutréfilos humanos, ndo impede sua acao

ativadora sobre tal tipo celular. Neutrofilos humanos que tiveram contato com dexametasona
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e foram estimulados por MNCEF sdo células que, embora ndo apresentem shedding de CD62L
e polarizacdo de F-actina, mantém capacidade migratoria. Secundariamente, apos
translocamento nuclear de NF-kB p50, sdo ativadas vias de transcricdo génica e secrecao de
mediadores inflamatérics, como CXCLS.

Finalmente, sugerimos que MNCF nio seja o unico mediador envolvido na
migracdo neutrofilica resistente a acdo de glicocorticéides. Embora maiores estudos sejam
necessarios, demonstramos que nessa condi¢do anti-inflamatéria, MNCF lanca mao de uma
indu¢do persistente da secrecdo de diversos outros mediadores pré-inflamatorios. A
disponibilidade destes mediadores no sitio inflamatério poderd, entdo, complementar a agao
inflamatéria da lectina MNCF tanto sobre neutrofilos quanto outros tipos celulares
envolvidos no processo inflamatorio, auxiliando assim na quebra de resisténcia aos

glicocorticoides.

Tabela 3. Analise comparativa das atividades desencadeadas pelos agonistas MNCF e
CXCLS sobre neutroéfilos pré-tratados ou nao com dexametasona (DX).

Atividades avaliadas MNCF CXCLS
sem DX com DX sem DX com DX

Migrag¢do neutrofilica sim sim sim sim
Shedding L-selectina sim nao sim sim
Aumento na expressao nao sim sim sim
de F-actina

Polarizagao celular sim nao sim nao
Translocamento de NF-«xB sim sim sim sim
Transcri¢do génica sim sim sim nao
Secre¢ao de CXC8 sim sim - -
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CONCLUSOES

MNCF foi caracterizado como uma lectina agonista de neutréfilos humanos que atua
sobre os seguintes parametros: (i) diminui¢do na taxa espontanea de apoptose, (ii)
desgranulacao de vesiculas secretorias e granulos secundarios dependente da participagao de
tirosino ¢ MAP quinases, além de membros da familia Src, (iii) shedding de CD62L, (iv)
translocacdo de NF-KB, (v) transcri¢ao génica de citocinas e quimiocinas pro-inflamatdriase,
(vi) secrecdao de CXCLS.

Além disso, a manutencdo de transcricdo génica e secre¢ao de mediadores pro-
inflamatdrios, sob condi¢des anti-inflamatorias, corresponde a um possivel mecanismo pelo

qual MNCEF recruta neutréfilos de maneira resistente a agao de glicocorticoides.
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