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RESUMO

CANICOBA, N. C. Ativacao in vitro de neutrofilos via CR3: implicacfes da
variante da cadeia do CD11b (rs1143679) para as interag6es com o endotélio.
2016. 102f. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

O neutrdfilo € o leucécito predominante na circulagdo sanguinea. Por ser um fagécito
profissional e conter granulos ricos em enzimas digestivas, ele representa a primeira linha de
defesa contra infeccdes. A principal proteina dos seus granulos € a mieloperoxidase (MPO),
a qual contribui para a atividade microbicida do neutréfilo por mediar a geracao de moléculas
oxidantes que degradam inumeras estruturas biolégicas dos patégenos, mas que podem
também agredir o préprio hospedeiro. A acdo deletéria da MPO esta relacionada com
processos inflamatérios que causam danos ao endotélio e sustentam a inflamacéo. A
liberacdo da MPO do neutrdfilo diretamente sobre o endotélio depende da interacdo célula-
célula mediada pela integrina CD11b/CD18 (receptor tipo 3 para o complemento, CR3)
expressa nos neutrofilos e pela molécula de adesao intercelular (ICAM-1) no endotélio,
sugerindo o envolvimento do CR3 em no dano tecidual na inflamagdo crénica. Um
polimorfismo no gene ITGAM (integrin, alpha M), que codifica a integrina CD11b («M) do CR3
influencia a interagcdo do CR3 com seus ligantes e prejudica a adesao celular. H4 poucos
estudos funcionais sobre esta variante, sendo a maioria em células transfectadas. O objetivo
deste trabalho foi avaliar as implicagbes da variante da cadeia CD11b do CR3 para as
interacBes neutrofilo-endotélio. Os gendtipos para identificacdo das variantes alélicas foram
determinados por reacdo em cadeia da polimerase; as células endoteliais (CE) extraidas da
veia do corddo umbilical foram expostas aos neutréfilos expressando as variantes 77R e 77H,
os quais foram estimulados ou ndo com Zimosan, imunocomplexos com F(ab’)2 — ambos
opsonizados com soro humano normal (SHN) e tratados com soro humano inativado (SHI) —
e o formil-metil-leucil-fenilalanina (fMLP); a agressdo as CE foi avaliada por medida da
peroxidagdo lipidica pelo método de substancias reativas ao acido tiobarbitarico; a
transferéncia de MPO dos neutrdfilos para as CE foi analisada por citometria de fluxo com
anticorpo monoclonal especifico; a avaliagdo da ativagcdo endotelial foi avaliada pela liberagédo
de ICAM-1 por ensaio imunoenziméatico. Os resultados mostraram que i) os neutréfilos com a
variante 77H, sem estimulos, causaram maior agressao ao endotélio, com maior peroxidacao
lipidica, quando comparada aquela de neutréfilos com a variante R77; i) a peroxidagéo lipidica
foi maior quando os neutréfilos responderam aos estimulos opsonizados com SHN; iii) os
neutrofilos com a variante 77R produziram maior peroxidacdo lipidica com o estimulo
F(ab’)2/SHN comparados aos neutréfilos com 77H; iv) a transferéncia de MPO para as células
endoteliais é dependente da disponibilidade do CR3 e do contato com o neutrdéfilo; v) os
estimulos dependentes do CR3 promoveram um aumento da ativacao endotelial medida pela
concentracdo de ICAM-1 soltvel; a remogédo do complemento (SHI) minimiza esta ativacao;
vi) 0 modelo permitiu observar a dependéncia do CR3 para todas a funcdes estudadas. Os
resultados refletem a diversidade de mecanismos envolvidos nas interacdes estudadas e
apontam para a necessidade do refinamento dos modelos experimentais para uma
compreensdo mais clara. A partir deste modelo podemos pensar em delineamentos
envolvendo neutréfilos de pacientes com LES, bem como estudar potenciais drogas
moduladoras das respostas envolvendo o CR3.

Palavras-chave: neutréfilos; CR3; mieloperoxidase; endotélio.



ABSTRACT

CANICOBA, N. C. In vitro activation of neutrophils via CR3: implications of the
CD11b chain variant (rs1143679) for interactions with the endothelium. 2016.
102f. Dissertation (Master). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto
— Universidade de Sao Paulo, Ribeiréo Preto, 2016.

Neutrophil is the most abundant leukocyte in circulation. It is the first line of defense
against infections, mainly due to their granules full of digestive enzymes. The main protein of
its granules is myeloperoxidase (MPO), which contributes to the microbicidal activity of
neutrophils by mediating the generation of reactive oxygen molecules. However, MPO may
also harm the host itself: MPO is involved in inflammation and tissue damage. The release of
MPO directly on the endothelium is dependent of neutrophil-endothelium interaction. This is
mediated by the interaction of the integrin CD11b/CD18 (complement receptor type 3, CR3)
expressed by neutrophils and the intercellular adhesion molecule (ICAM-1) in the endothelium.
A polymorphism in the ITGAM gene (integrin alpha M), which codifies CD11b integrin (aM) of
CR3 impairs both the interaction with its ligands and cell adhesion. There are few functional
studies assessing this variant, the majority in transfected cells. In this way, the aim of this study
was to evaluate the implications of CD11b chain variant of CR3 for neutrophil-endothelium
interactions. Allelic variants were determined by polymerase chain reaction; endothelial cells
(EC) extracted from the umbilical vein were exposed to neutrophils expressing variants 77R or
77H, which were stimulated or not with Zimosan, immunocomplexes with F (ab") 2 - both
opsonized with normal human serum (NHS) or treated with inactivated human serum (SHI) -
and formil-methyl-leucyl-phenylalanine (fMLP); aggression to the EC was evaluated by
measuring lipid peroxidation by reactive substances to thiobarbituric acid method; Transfer of
MPO from neutrophils to EC was analyzed by flow cytometry with specific monoclonal
antibody; assessment of endothelial activation was evaluated by of ICAM-1 release by
immunoenzymatic method. The results show that i) neutrophils bearing 77H variant without
stimuli caused increased lipid peroxidation compared to neutrophils bearing R77 variant in
homozygosis; ii) lipid peroxidation was increased when neutrophils were stimulated with stimuli
opsonized by SHN; iii) neutrophils stimulated with F(ab")2 / SHN bearing 77R variant had
increased lipid peroxidation compared to neutrophils bearing 77H; iv) the MPO transfer to
endothelial cells is dependent on the availability of CR3 and contact with neutrophils; v) CR3-
dependent stimuli promoted an increase in endothelial activation measured by soluble ICAM-
1; complement removal (HIS) minimizes this activation; vi) the model allowed us to observe
the dependence of CR3 for all the studied functions. The results reflect the diversity of
mechanisms involved in the studied interactions and point to the need for refinement of
experimental models for a more clarifying understanding from this model we can think of
designs involving patients with SLE neutrophils, as well as studying potential modulatory drug
responses involving CR3.

Keywords: neutrophil; CR3; myeloperoxidase; endothelium



RESUMEN

CANICOBA, N. C. La activacion in vitro de los neutréfilos a través de CRS3:
implicaciones de la variante de la cadena de CD11lb (rs1143679) para la
interaccién con el endotelio. 2016. 102F. Disertacion (Master). Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirao
Preto, 2016.

El neutréfilo es el leucocito predominante en el corriente sanguineo. Siendo un fagocito
profesional, contiene granulos ricos en enzimas digestivas, que es su primera linea de defensa
contra las infecciones. La proteina principal de sus granulos es la mieloperoxidasa (MPO),
gue contribuye para la actividad microbicida de los neutréfilos en mediar la generaciéon de
especies reactivas de oxigeno, responsables por degradar muchas estructuras bioldgicas de
los patdgenos, pero también puede dafar propia estructura. Los efectos nocivos de la MPO
se asocian con procesos inflamatorios que dafian el endotelio y sostienen la inflamacioén. La
liberacion de MPO por neutrdfilos directamente sobre el endotelio depende de la interaccién
célula-célula mediada por la integrina CD11b/CD18 (receptor de tipo 3 para el complemento,
CR3) expresado en neutrdéfilos y la molécula de adhesion intercelular (ICAM-1) en el endotelio,
lo gue sugiere la participacion de CR3 en el dafio a los tejidos y en la inflamacion crénica. Un
polimorfismo en el gen ITGAM (integrina, alfa M) que codifica la integrina CD11b (aM) de CR3
influye en la interaccion con sus ligantes y afecta la adhesion celular. Existen pocos estudios
funcionales de esta variante, la mayoria en células transfectadas. El objetivo de este estudio
fue evaluar las implicaciones de la variante de la cadena de CD11b do CR3 para las
interacciones de neutrdfilos al endotelio. Los genotipos para la identificacion de variantes
alélicas se determinaron por reaccion en cadena de la polimerasa; células endoteliales (CE)
extraidas de la vena umbilical fueron expuestos a neutréfilos que expresan variantes 77R y
77H, que fueron estimulados o no con Zymosan, inmunocomplejos con F(ab’)2 - tanto
opsonizado con suero humano normal (SHN) o se traté con suero inactivado humano (SIH) -
o formil-metil-leucil-fenilalanina (fMLP); agresién a la CE se evalué mediante la medicion de
la peroxidacion de lipidos por el método de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico;
transferencia de MPO de neutréfilos a la CE se analizé mediante citometria de flujo con un
anticuerpo monoclonal especifico; la activacién endotelial se evalué mediante la liberacion de
ICAM-1 por inmunoensayo enzimatico. Los resultados mostraron que i) neutréfilos no
estimulados expresando 77H causaron un mayor dafio al endotelio, con una mayor
peroxidacion de lipidos; ii) La peroxidacion lipidica aumento cuando los neutrofilos
respondieron a estimulos opsonizados con SHN; iii) los neutrofilos expresando 77R
estimulados con F(ab")2/SHN produjeron méas peroxidacion lipidica; iv) la transferencia de
MPO a las células endoteliales es dependiente de la disponibilidad de CR3 y del contacto con
los neutrdfilos; v) El aumento de la concentracion de ICAM-1 soluble es dependiente de
estimulos opsonizados con SHN; la eliminacion del complemento (SHI) minimiza esta
activacion; vi) el modelo nos permiti6 observar la dependencia de CR3 para todas las
funciones estudiadas. Los resultados reflejan la diversidad de los mecanismos implicados en
las interacciones estudiadas y seflalan la necesidad de perfeccionar los modelos
experimentales para una comprension mas clara. A partir de este modelo podemos pensar en
disefios que implican los pacientes con LES con los neutrdfilos, asi como el estudio de
posibles farmacos que modulan las respuestas que implican el CR3.

Palabras clave: neutrdfilos; CR3; mieloperoxidasa; endotelio.
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1.1 Receptor para complemento tipo 3 (CR3)

O receptor para complemento tipo 3 (CR3) € um heterodimero da familia das B
integrinas,também conhecido como CD11b/CD18, Mac-1 ou aMB2-integrina, que tem
um importante papel nos processos de adeséo celular e fagocitose (Rosetti, Mayadas,
2016).

O CR3 é predominantemente expresso em células mieloides como macrofagos,
neutrofilos e células dendriticas. A interacdo do CR3 com seus ligantes esta envolvida
em importantes funcdes efetoras do sistema imune, como o sinergismo do CR3 com
0s receptores para imunoglobulinas G (FcyR) nos neutrdfilos para mediar a fagocitose
de imunocomplexos, a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e a
desgranulacdo por estas células. Destaca-se também, a ligacao do CR3 do neutrdfilo
com o a molécula de adesao intercelular 1 (ICAM-1) nas células endoteliais para
mediar as interacdes neutroéfilos-endotélio responsaveis pela migracao celular (Ley et
al., 2007; Rose et al., 2007).

Este receptor € composto por uma cadeia a (CD11b) associada a uma cadeia
B (CD18) por ligacBes ndo covalentes. A primeira é codificada pelo gene ITGAM
(integrin, alpha M; cromossomo 16p11.2) e é a responsavel por conferir a ligacdo do
CR3 a inumeras moléculas - proteinas da matriz extracelular, fibrinogénio, ICAM-1 e
o fragmento inativado do componente C3 do complemento (C3bi) (Rosetti, Mayadas,
2016). Enquanto que a subunidade CD18 é codificada pelo gene ITGB2 (integrin
subunit beta 2; cromossomo 21g22.3). Cada uma das subunidades apresenta trés
tipos de dominio: um extracelular, um transmembrana e um intracelular (Faridi et al.,
2010).

No dominio extracelular da subunidade a, ha uma regido denominada de
dominio I, que é responsavel por mediar a ligacdo do CR3 com seus ligantes.
Normalmente, o dominio extracelular estd compactado e fechado, impedindo a
interacdo do CR3 com seus ligantes, inferindo uma baixa afinidade ao CR3. Porém,
quando ha ativacao celular, o dominio extracelular muda sua conformacéo permitindo
a exposicdo do sitio de ligacdo do CR3 e inferindo uma maior afinidade dessa
molécula com seus ligantes (Evans et al., 2009; Gahmberg et al., 2009).

A subunidade o, cadeia CD11b, apresenta um polimorfismo determinado por

uma mutagdo no gene ITGAM, com a troca de um Unico nucleotideo (snp, single
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nucleotide polymorphism), guanina por adenina (G230A; reference snp -
rs1143679).Esta mutacdo pontual substitui uma arginina (R) por histidina (H) na
posicdo 77 no dominio extracelular da molécula CD11b (R77H) (Figura 1), o que leva
a alteracdo das estruturas terciarias e quaternarias do dominio de ligacéo,
resultando na existéncia de duas variantes polimorficas — 77R e 77H. Esta substituicdo
influencia a habilidade do CR3 em mediar a adesao celular aos ligantes ICAM-1 e -2
e também a ligacdo ao C3bi (Nath et al., 2008; Macpherson et al., 2011).

Dominio |

= Dominio extracelular

} Dominio transmemhbrana

} Dominio intracelular

Figura 1. Representacao do receptor para complemento tipo 3 (CR3). A Figura mostra
as subunidades, cadeias o (CD11b) e 2 (CD18), e os dominios do heterodimero. A
localizacdo da arginina (R) / histidina (H) esta indicada como polimorfismo R77H. O
sitio de ligacdo para os ligantes esté indicado no Dominio I. Adaptado de Rosetti &
Mayadas, 2016.

O polimorfismo rs1143679 do ITGAM tem sido associado com o lupus
eritematoso sistémico (LES), sendo a presenca do alelo 77H para a cadeia CD11b
associado ao risco relativo com a doenca (Nath et al.,2008; Anaya et al., 2012; Toller-
Kawahisa et al., 2014). O LES é o protétipo de doengas por imunocomplexo (IC). E
uma doenca inflamatoria crénica sistémica, de carater autoimune, que associa
multiplos fatores genéticos, hormonais e ambientais na sua etiologiacomplexa. Ha
deposicao de IC em tecidos ou 6rgaos, levando a um processo inflamatério cronico e

les&o tecidual, muito frequentemente manifestando vasculite e nefrite. A fisiopatologia
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do LES envolve o sistema complemento (SC) e seus receptores (CR), neutrdfilos,
FcyR e moléculas de adesdo. Os produtos da ativacdo do SC atraem os neutrofilos
para o foco inflamatério e sua interacdo com os IC depositados resulta na liberagédo
das espécies reativas de oxigénio (ERO) e das enzimas dos granulos dos neutréfilos
sobre os tecidos, as quais causam danos as estruturas celulares, por estresse
oxidativo, levando a exposicdo de autoantigenos e sustentando a autoimunidade
(Alarcon-Segovia et al., 1999; Guillevin, Dorner, 2007; Valko et al., 2007; Li et al.,
2009; Rosetti, Mayadas, 2016).

Devido a associacdo do polimorfismo rs1143679 do ITGAM com a
suscetibilidade ao LES, muitos estudos tém sido direcionados ao entendimento da
influéncia da variante polimérfica 77H nas fun¢gbes imunes mediadas por CRS.
Contudo, diante da complexidade de fatores envolvidos no LES, ainda ndo ha uma
compreensao precisa que pudesse esclarecer a associacdo da variante 77H com o
LES. Considerando-se a importancia das interacdes neutréfilo-SC-endotélio no
processo inflamatorio e leséo tecidual por IC no LES, h& de se considerar modelos
para estudar essa relacdo frente a presenca da variante 77H.

1.2 Neutréfilo

As primeiras observacdes sobre as caracteristicas morfoldgicas e tintoriais do
neutrofilo, descrevendo seu nucleo segmentado e granulos no citoplasma, foram feitas
por Paul Ehrlich no final do século XIX. Logo em seguida, Elie Metchnikoff descreveu
a capacidade do neutrofilo de fagocitar “objetos estranhos”, a fim de defender o
organismo contra patdégenos (Cavaillon, 2011; Amulic et al., 2012).

A partir destas descobertas o conhecimento sobre a fisiologia dos neutrofilos
tem evoluido progressiva e continuamente até os dias de hoje. O interesse na biologia
do neutrdfilo se deve a importancia desta célula para a resposta imune. Os neutrofilos
sdo as primeiras células a migrarem para o sitio de inflama¢&o ou infeccdo para
contencédo de particulas estranhas, gracas a sua capacidade de realizar fagocitose e
de destruicdo das mesmas. Além disso, os neutrofilos participam de uma rede de
interacoes, através de mediadores solUveis e moléculas de membrana, que permite a
comunicagdo com outros tipos celulares para e o estabelecimento da resposta imune

adequada para a homeostase (Kumar e Sharma, 2010).
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Quanto a origem, os neutrdéfilos sdo produzidos na medula 6ssea a partir de
precursores mieloides que se diferenciam de mieloblasto até o neutréfilo maduro
(neutrdfilo segmentado). O processo de producdo e maturacdo dos neutrofilos é
chamado de granulopoiese e representa dois tercos da producdo de células
sanguineas (hematopoiese) pela medula 6ssea (Borregaard, 2011). Os neutrofilos
maduros migram da medula éssea para a corrente sanguinea e em humanos eles
constituem cerca de 50 — 70% dos leucdcitos circulantes (Kolaczkowska e Kube, 2013;
Krueger et al., 2015).

Quanto a morfologia, os neutréfilos maduros apresentam um didametro médio
de 7 a 10um. O nucleo é segmentado com 3 a 5 l6bulos, caracteristica esta que |he
confere a classificacdo como leucocitos polimorfonuclear (PMN). E devido o contetdo
expressivo de granulos no seu citoplasma, os neutréfilos sdo também classificados
como granulécitos. Quatro tipos de granulos sdo encontrados no citoplasma dos
neutrofilos. Trés deles sdo formados durante a maturacao da célula e contém em seu
interior proteinas pro-inflamatorias. Esses granulos sao os azurdfilos ou primarios, 0s
especificos ou secundarios e os de gelatinase ou terciarios. O quarto tipo de granulo
sao as vesiculas secretoras, as quais podem transportar rapidamente seu conteudo
para a superficie celular, onde suas proteinas vesiculares se incorporarama superficie
da membrana (Kolaczkowska e Kube, 2013). As vesiculas secretoras sao os ultimos
granulos a serem formados, porém os primeiros a serem liberados, visto que a ordem
de constituicdo e de desgranulacdo dos granulos € oposta, como pode ser visto na
Figura 2 (Ma et al., 2013).



Sntrodugaa 29

Granulos Azurdfilos Granulos Especificos Granulos Gelatinase Vesiculas Secretdrias
(Primarios) (Secundarios) (Tercidrios) CR1
Mieloperoxidase Lactoferrina Gelatinase CD11b
Grinulos e Elastase NGAL MMPs gp91 phox
Componentes Cathe.psina G Cathelicidina Lisozima Albumina
Proteinase 3 Lisozima NRAMP1 CD13/CD14/CD16
Azurocidina CD11b CD11b Azurocidina
a-defensinas £p91 phox gp91 phox Fosfatase Alcalina
Lisozima
BPI
Ordem de Mu‘alob_las‘tc! € Mie"’fit‘f e Bastonetes Segmentado
. Pr6-Mieldcito Metamieldcito
Producao
h
”~
Tamanho
Granulo —_—
Ordem de

N

Desgranulagao

Figura 2. Os granulos dos neutrdfilos: tipos, componentes, ordem de producédo durante
a origem e desenvolvimento do neutréfilo, comparacdo de tamanho e ordem de
desgranulacédo. BPI, proteina bactericida indutora de permeabilidade; NGAL,lipocalina
do neutréfilo associada a gelatinase; gp, glicoproteina; phox, oxidase do fagocito;
MMP, metaloproteinases da matriz; NRAMPL1: proteina 1 do macréfago associada a
resisténcia natural; CR1: receptor para complemento tipo 1. Adaptado a partir de
Borregaard e Cowland (1997) e Ma et al. (2013).

A funcdo primaria dos neutréfilos € o reconhecimento para destruicdo e
erradicacao de particulas estranhas (Nauseef, 2007). Para tanto, o neutréfilo é provido
de sistemas oxidantes, que inclui o complexo enzimatico da nicotinamida adenina
dinucleotideo (NADPH) oxidase, bem como de um arsenal de enzimas proteoliticas e
peptideos antimicrobianos, presente nos seus granulos citoplasméaticos. O complexo
NADPH oxidase é composto por ao menos sete proteinas que residem no citosol e
em compartimentos de membrana nos neutrofilos em repouso. Uma vez ativado, 0s
componentes presentes no citosol se translocam para a membrana do fagossomo e
se associam com o flavocitocromo bsss, formando a NADPH oxidase (Klebanoff,
2005).

A NADPH oxidase é responsavel pelo mecanismo conhecido como burst
oxidativo, que converte o oxigénio em anion superéxido dando inicio a geragdo das
espécies reativas de oxigénio (ERO). As ERO, somadas as enzimas dos granulos,
medeiam a destruicdo das particulas fagocitadas (Graham, 2007; Nathan, 2006;
Hager et al., 2010).
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O anion superéxido formado pela acdo da NADPH oxidase é instavel e por isso
pode sofrer dismutacdo espontanea, formando o peroxido de hidrogénio, o qual
servird de substrato para a mieloperoxidase (MPO) dos granulos dos neutrofilos. A
MPO, por sua vez, contribuira com uma sequéncia de reacdes, cujos produtos
somados aos conteudos dos granulos, formam o arsenal toxico do neutrdéfilo para a
destruicdo das particulas fagocitadas. Este arsenal é limitado ao interior do neutrdfilo.
Fisiologicamente, a quantidade de compostos toxicos que extravasam para 0 meio
extracelular é rapidamente neutralizado por anti-proteinases existentes no fluido
intersticial. No entanto, existem circunstancias nas quais este conteudo dos neutrdéfilos
extravasa em quantidades excessivas, principalmente nos processos inflamatérios
cronicos, resultando em lesdo tecidual e perda da funcdo dos 6rgdos afetados
(Moraes et al., 2006; Borregaard et al., 1997; 2007; Hager et al., 2010; Nathan, 2010;
Amulic et al., 2012). Assim, 0os mecanismos efetores dos neutréfilos — tdo importantes
para as defesas do hospedeiro - também estdo envolvidos na fisiopatologia de

processos inflamatérios crénicos.

1.3 Mieloperoxidase (MPO)

A MPO é uma proteina da familia das hemeperoxidases,codificada pelo gene
homénimo no cromossomo 17 em humanos, e € a enzima mais abundante dos
neutréfilos. Ela se localiza nos granulos azurdfilos, sendo liberada durante a
desgranulacdo como um importante sistema oxidante microbicida (Ma et al., 2013;
Klebanoffet al., 2013).

Contudo, a MPO dos neutrofilos tem sido associada com a agresséo ao endotélio
nos processos inflamatérios (Villanueva et al., 2011). A deposi¢cdo da MPO no
endotélio pode levar a geracédo de oxidantes no local, atrair e ativar mais neutrofilos,
acelerando e amplificando o processo inflamatério (Klinke et al., 2011; Lau et al.,
2005). A deposicdo da MPO no endotélio requer o contato intimo neutrofilo-endotélio
e é dependente da integrina CR3, sugerindo um papel importante para o CR3 em
mediar o dano tecidual em condi¢des inflamatérias cronicas como a vasculite lupica

(do LES) e a aterosclerose (Jerke et al., 2013).

Assim como todos os medidores existentes nos granulos, a MPO s0 é liberada

quando receptores na membrana do neutréfilo ou na membrana do fagossomo
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sinalizam para o citoplasma, ativando a translocacdo do granulo azuroéfilo para a
membrana celular. A fusdo da membrana do granulo com a membrana do fagossomo
formam o fagolisossomo, e, em seguida, a liberacéo do contetddo dos granulos ocorre,
em geral, no fagolisossomo, podendo em algumas circunstancias extravasar para o
meio extracelular (Lau et al., 2005).

A MPO atua de dois modos: convertendo o peréxido de hidrogénio em acido
hipocloroso, chamado de ciclo de peroxidacdo; ou convertendo ions haletos em acidos
hipohalosos, chamado ciclo de halogenacédo (Figura 3) (Panasenko et al., 2012). O
que determina qual ciclo essa enzima ird realizar € a competicdo entre os substratos
de peroxidacéo e de haletos (Patterson et al., 2014).

HOHal Hal

Ciclo de Halogenagao

H,0, H,0
3+ 1 o+ 4+
MPO-—Fe .~/ s MPO -Fe =0

(Enzima nativa) (Composto )
Ciclo de Peroxidagao
A +HO>)\ %
MPO "—Fe"'-0

(Composto Il)

Figura 3. Ciclos de peroxidacdo e halogenacdo da mieloperoxidase. MPO,
mieloperoxidase. Hal, halogénio; H202, peréxido de hidrogénio; H20, 4gua; HOHa,
acido hipohaloso. Adaptado a partir de Panasenko et al. (2012).

O ciclo de halogenacédo se inicia quando a forma nativa da enzima (MPO-Fe?*)

é rapidamente oxidada pelo H202, tornando-se MPO"*-Fe**=0 (composto I) (Figura 3,
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reacao 1). Essa nova forma da MPO apresenta alta reatividade e catalisa a oxidagao
de ions haletos, formando acidos hipohalosos (Figura 3, reacdo 2), como acido
hipocloroso (HOCI), e reduzindo o composto | para a forma nativa da MPO. Ja o ciclo
de peroxidacdo ocorre quando ha presenca de doadores de elétron, como nitrato,
nesse caso, 0 composto | sera transformado em MPO-Fe**-OH (composto II) (Figura
3, reacdo 3), o qual sofrera uma oxidacdo e voltar4 a sua forma nativa (Figura 3,
reacao 4) (Panasenko et al., 2012).

A MPO liberada no sitio inflamatorio também pode exercer um papel autécrino
no neutréfilo ao se associar ao CR3. Essa associacdo altera vias de sinalizacdes
intercelulares, levando ao aumento da produgédo de ERO e aumentando a expresséo

de CR3 na superficie do neutrdfilo (Lau e Baldus, 2006).

1.4 Neutréfilos, endotélio e inflamagéo

A inflamacg&o é um processo fisiologico normal, de defesa, em resposta a uma
agressao ao organismo. Esse processo envolve o recrutamento de leucécitos e
mediadores para o tecido agredido seja por patdégenos, lesdo ou irritacdo (Ashley et
al., 2012).

O endotélio vizinho ao tecido inflamado libera citocinas, como interleucina 13
(IL-1B), IL-17 (IL-17) e o fator de necrose tumoral a (TNF a), causando dilatagao
vascular, aumento da permeabilidade dos capilares, diminuicdo do fluxo sanguineo
proximo ao sitio inflamatdério e recrutamento de leucdécitos (Freire e Van Dyke, 2013).

Além das citocinas liberadas pelo endotélio, os macrofagos residentes no local
da inflamacdo fagocitam os patégenos e também liberam citocinas para recrutar
outras células (Borregaard, 2010). Os neutréfilos sdo uma das primeiras células a
chegarem ao sitio inflamatério. Para exercerem suas fungdes efetoras, os neutréfilos
deixam a circulacdo sanguinea, por diapedese por meio do endotélio vascular que
esta proximo do sitio inflamatério, pois nessa regido a parede do vaso esta fina e 0
diametro é suficientemente pequeno para que o neutréfilo possa fazer contato com a
parede do vaso. Assim, eles migram em direcdo ao foco de infeccdo ou de leséao
tecidual, por quimiotaxia (Rose et al., 2007; Borregaard, 2010).

Este processo ocorre gracas a capacidade dos neutrofilos de reconhecerem e

serem ativados por gquimiocinas, produtos bacterianos e peptideos quimiotaticos
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gerados pela ativacao do sistema complemento, que séo liberados na proximidade do
foco inflamatério (Ley et al., 2007; Trouw, Daha, 2011; Borregaard, 2010). Durante a
migracdo, ambos neutrofilos e endotélio participam ativamente de uma série de
eventos que guiam os neutroéfilos para regiées do endotélio permissivas a migracao
(Zarboc e Ley, 2008).

A etapa inicial da adesdo ao endotélio envolve a captura (tethering) dos
neutréfilos mediada pelas interacfes com glicoproteinas expressas nos leucocitos (L-
selectinas), no endotélio lesionado (E-selectinas e P-selectinas) e nas plaquetas (P-
selectinas), capazes de interagir com ligantes glicosilados. Em seguida, os neutrofilos
rolam (rolling) sobre o endotélio, numa etapa mediada também por L-selectinas e P-
selectinas e seus ligantes glicosilados. Entdo, os neutréfilos sdo arrastados (arrest)
sobre o endotélio, por interagcdbes com as B1 e B2 integrinas e seus respectivos
ligantes, e ha um aumento da adesédo e espalhamento dos neutréfilos no endotélio
(Rose et al., 2007; Borregaard, 2010).

Quando as integrinas dos neutréfilos — VLA-4 (very late antigen 4; a431) e CR3
— interagem com seus respectivos ligantes no endotélio — a molécula de adesao de
célula vascular (VCAM-1) e o ICAM-1 — ativam as células endoteliais, facilitando a
migracao dos neutrdfilos (Borregaard, 2010). Portanto, a modulagéo do VLA-4 e do
CR3 afeta a migracdo dos neutrofilos para o foco inflamatdério. A Figura 4 ilustra as

etapas de migracao dos neutrofilos.
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Adesao firme
Neutréfilos

Adeséo frouxa TCD11b/CD18 Diapedese
Neutréfilos TCD11a/CD18 Neutrofilos
L-selectina IL-selectina LFA-1

PSGL-1 Células Endoteliais CD11b/CD18
Células Endoteliais ICAM-1 (CD54) Células Endoteliais
P-selectina ICAM-2 (CD102) PECAM-1

E-selectina VCAM-1 (CD106) ICAM-2
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Figura 4. Etapas do mecanismo de migracdo dos neutrofilos pelo endotélio mediadas
por interacdes entre moléculas no neutréfilo e respectivos ligantes nas células
endoteliais. 1- captura (tethering) e o rolamento (rolling) dos neutréfilos sobre o
endotélio vascular; 2— adesado firme do neutréfilo ao endotélio e arraste sobre o
endotélio (arrest); 3- diapedese, migracdo paracelular e transcelular (ndo mostrada);
4— fagocitose e morte de microorganismos e/ou particulas; 5—neutrofilos ativados
geram guimioatraentes, espécies reativas de oxigénio (ERO) e liberam granulos; 6- a
resolucdo da inflamacao € mediada pela apoptose eficiente dos neutrdfilos residuais;
7— apoptose tardia resulta em inflamacao persistente e dano tecidual mediado pelas
ERO, enzimas dos granulos e citocinas. PSGL, glicoproteina ligante de P-selectina;
ICAM, molécula de adeséo intercelular ; VCAM, molécula de adesé&o a célula vascular;
LFA, antigeno associado a funcdo de leucocito; PECAM, Molécula de adesdo da
célula endotelial a plaqueta; IL,interleucina; LTB4, leucotrieno B4; TNF, fator de
necrose tumoral. Adaptado de Wright et al. (2014).
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Como descrito, a fisiologia da inflamacéo envolve as interagdes entre neutrofilos
e endotélio com importante participacdo do CR3 (CD11b/CD18). As células endoteliais
sdo continuamente expostas a acado dos produtos biologicamente ativos do
complemento, os quais sdo rapidamente disponiveis na circulacdo quando ativados
pelas particulas estranhas e IC no sitio inflamatério. Os principais efeitos destes
produtos sdo favorecer sua interacdo com leucdcitos circulantes e promover a
migracdo destas células para o foco inflamatério. Varios produtos da ativacdo do
complemento interagem com as células endoteliais e estimulam a expressdo de
moléculas de adesdo, bem como promovem a secrecdo de fatores pro-inflamatérios.
Em particular, quando ha deposicdo de IC no endotélio, como na vasculite lUpica, as
moléculas de C3bi, depositadas nos IC, e de ICAM-1, nas membranas das células
endoteliais, ligam-se ao CR3nos neutrdéfilos, promovendo a interacdo rapida entre
neutréfilos e endotélio (Marks et al., 1989; Lozada et al., 1995; Mayadas, 2009).A
fagocitose “frustrada” destes IC depositados leva a producédo excessiva de ERO e
desequilibrio entre os sistemas oxidantes e antioxidantes, responsaveis pelo balango
redox do organismo, gerando o estresse oxidativo. Este, por sua vez, € um mediador
de dano as estruturas celulares, incluindo lipideos e proteinas na membrana e DNA.
Além do dano ao endotélio, as ERO podem levar também ao aparecimento de novos
epitopos em autoantigenos modificados pela oxidacdo, capazes de romper a
tolerancia ao proprio e contribuir para a autoimunidade (Kurien et al., 2006; Valko et
al., 2007). Ainda no LES, um aumento da expressdo de ICAM-1 foi associado a
ativacao do endotélio concomitante ao aumento da expressao de seu receptor (CR3)
nos leucécitos e exacerbacao da doenca (Spronk et al., 1994).

Alguns estudos mostraram que neutréfilos com deficiéncia de CR3 séo
incapazes de migrarem através do endotélio, enquanto que o aumento da expressao
de ICAM-1 favorece a adesédo e migracao dos neutrdéfilos pelas jungdes intercelulares
no endotélio (Phillipson et al., 2006). Esses neutréfilos desgranulam, a concentracéo
de MPO liberada é alta para essas juncdes, fazendo com que o endotélio internalize
essa enzima, levando a disfuncdo endotelial (Astern et al., 2007). Assim, o estudo das
interacdes entre neutrdéfilos, endotélio e CR3 é importante para o entendimento da

fisiopatologia dos processos inflamatérios crénicos.
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O papel do polimorfismo rs1143679 do CD11b do CR3 na interacéo neutrofilo-
endotélio, envolvendo MPO e estresse oxidativo, ndo tem sido investigado ainda.
Contudo, o entendimento desta interagcdo € importante para a compreensao dos
mecanismos que envolvem as defesas do hospedeiro e a interacdo neutrofilo-
endotélio na patogénese dos processos inflamatorios.

O nosso grupo de pesquisa tem estudado a biologia dos receptores para IgG e
de complemento no LES, tendo descrito alteracfes de expressdo e de funcdes
mediadas por estes receptores (Marzocchi-Machado et al., 2002; 2005; Alves et al.,
2003; 2008), bem como a influéncia dos polimorfismos genéticos destes receptores
nas funcbes efetoras dos neutrofilos e na suscetibilidade ao LES (Toller-
Kawahisa,2012; Toller-Kawahisa et al., 2014; Vigato-Ferreira, 2012; Vigato-Ferreira et
al., 2014). Os resultados do grupo mostraram uma associacao da variante 77H com
suscetibilidade ao LES e com ocorréncia de nefrite em pacientes brasileiros (Toller-
Kawahisa et al., 2014), corroborando com outros grupos (Yang et al., 2009; Sanchez
et al., 2011; Anaya et al., 2012), bem como uma associagéo da presenca da variante
77H com o aumento da producdo de ERO por neutrofilos de pacientes com LES
(Toller-Kawabhisa et al., 2014). As associac¢des da variante 77H com o risco ao LES e
a nefrite lUpica tém implicacBes para o dano tecidual nos processos inflamatorios por
deposicao de imunocomplexos em 6rgéos e endotélio.

Diante do exposto, € importante estudar o polimorfismo do rs1143679 do
CD11b do CR3 em um modelo fisiolégico - utilizando-se neutréfilos de sujeitos
saudaveis - para o entendimento da influéncia da variante 77H na biologia das fun¢fes
mediadas pelo CR3. E, posteriormente, somar e aplicar o conhecimento para a
compreensao da associacao deste polimorfismo com a fisiopatologia e suscetibilidade
ao LES.






Objetivos 89
3.1.0Objetivo Geral

Avaliar as implicagdes da variante da cadeia CD11b do CRS3 para as interagdes

neutrofilo-endotélio.

3.2. Objetivos Especificos

a) Avaliar a liberacdo de MPO por neutrdfilos de individuos saudaveis, via CR3, e a
aguisicdo de MPO por células endoteliais de corddo umbilical humano (HUVEC)
em cultura, as quais serdo expostas aos neutrofilos;

b) Determinar os genotipos para o polimorfismo da cadeia CD11b do CRS;

c) Analisar marcadores de lesdo/ativagao endotelial.
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4.1. Casuistica

Este protocolo de pesquisa foi delineado de acordo com a resolugdo 466/12 do
Conselho Nacional de Saude (CNS, Brasil) e recebeu parecer favoravel do Comité de
Etica em Pesquisa da FCFRP-USP e Centro de Referéncia da Saude da Mulher de
Ribeirdo Preto — MATER (este ultimo devido ao recrutamento de gestantes para a
obtencdo do corddo umbilical) (Anexo A). Os voluntarios foram esclarecidos sobre a
pesquisa desenvolvida e assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido
(Anexo B).

Neste estudo foram incluidos homens e mulheres aparentemente saudaveis,
com idade entre 18 e 50 anos, pertencentes a comunidade do Campus da USP de
Ribeirdo Preto. O critério de exclusdo geral foi tabagismo, uso de medicamento
controlado, antibiotico, imunossupressor, gravidez e uso de anti-inflamatérios ha
menos de sete dias.

Os participantes foram divididos da seguinte maneira:

- Grupo A: doadores de sangue periférico para o estudo da funcao dos neutrofilos
e para a genotipagem do polimorfismo da cadeia CD11b do CR3 (n=30).

- Grupo B: doadores de sangue periférico para a obtencdo de soro humano
normal (SHN) (n=20). Este grupo foi composto por individuos com faixa etaria entre
18 e 35 anos. Paramulhereso uso de contraceptivos hormonais (pilula, injetavel,
adesivo na pele e intra-uterino) foi acrescido como critério de exclusao.

- Grupo C: Pacientes da MATER doadoras de cordado umbilical utilizado para
extracao de células endoteliais. Esse grupo compreendeu gestantes aparentemente
saudaveis, sendo o critério de exclusdo o uso de medicamento controlado, antibidtico,

imunossupressor e uso de anti-inflamatorios ha menos de sete dias (n=20).

O Fluxograma 1 apresenta o delineamento experimental.
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Sangue Sangue com Sangue Cordao Umbilical
sem anticoagulante EDTA com Alséver I
| | | HUVEC
Pool DNA Neutrdfilos (cultura)
SHN e SHI |
| Confirmar HUVEC

. Genotipagem Fenotipagem
Zi/SHN R77H do CD11b || HUVEC + Neutréfilos (R77 e R77H) D31’
Zi/SHI (PCR) +

) it tria fl

F(ab’)2/SHN < Zi/SHN e Zi/SHI (citometria fluxo)
F(ab’)2/SHI «  F(ab’)2/SHN e F(ab’)2/SHI
e fMLP
(cultura)
I 1
Sobrenadante HUVEC
| I
MPO ICAM-1 Peroxidagao Transferéncia
(TMB) (ELISA) Lipidica de MPO
(TBARS) (citometria de fluxo)

Fluxograma 1.Delineamento experimental. 77H, histidina na posi¢éo 77; 77R, arginina
na posicdo 77; DNA, acido desoxirribonucleico; EDTA, acido etileno diamino
tetracético; ELISA, ensaio imunoenzimatico; F(ab’)2, fragmento de ligagdo ao
antigeno bivalente desprovido do fragmento cristalizavel (Fc) da imunoglobulina;
fMLP, Formil-Metil-Leucil-Fenilalanina;HUVEC, células endoteliais de cordéo
umbilical; ICAM-1, molécula 1 de adesao intercelular; MPO, mieloperoxidase; PCR,
reacdo em cadeia da polimerase; SHN, soro humano normal; SHI, soro humano
inativado;TMB, tetrametilbenzidina; TBARS, substancias reativas ao 4&cido
tiobarbitarico; Zi, zimosan.

4.2. Amostras de sangue
4.2.1 Fonte de neutréfilos, DNA e soro

As amostras de sangue venoso periférico (30 mL) foram colhidas dos
voluntarios com sistema de coleta a vacuo e estéril. Para as amostras destinadas a
genotipagem, o sangue foi colhido em tubos contendo anticoagulante, o sal
tripotassico do &cido etilenodiaminotetracético (EDTA-Ks). Para a obtencédo de

neutroéfilos o sangue foi colhido em tubos estéreis sem anticoagulante e, em seguida,
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misturado, volume a volume, com solucdo de Alséver pH 6,1 como anticoagulante.
Para as amostras de soro, o sangue foi colhido em tubos sem anticoagulante e
deixado em repouso para a retracao do coagulo. As amostras de soro foram reunidas
para formar um pool de soro humano normal (SHN), utilizado como fonte de proteinas

do sistema complemento.

4.2.1.1 Obtencédo dos neutroéfilos

Os neutrdfilos foram obtidos a partir da mistura de sangue total com uma
solugéo de gelatina, segundo metodologia descrita por Lucisano e Mantovani (1984).
Amostras de sangue total de cada doador, misturadas ao anticoagulante Alséver,
foram submetidas a centrifugacédo a 664xg por 10 minutos em temperatura ambiente
(centrifuga Eppendorf, modelo 5810R). O plasma foi desprezado juntamente com a
camada de células mononucleares. Os neutréfilos foram separados das outras células
pela adicdo de solucéo de gelatina 2,5% em NaCl 0,15 M em quantidade equivalente
a duas vezes o volume de células e as amostras foram mantidas em banho-maria a
37°C por 15 minutos. Ao sobrenadante, o qual continha os neutrofilos, foi adicionado
NaCl 0,15 M e as amostras foram centrifugadas a 526xg por 10 minutos em
temperatura ambiente. As células foram lavadas com NH4Cl 0,83% pH 7,2 para
promover a lise dos eritrocitos remanescentes. A mistura foi mantida em banho-maria
por 5 minutos a 37°C e, entdo, centrifugada a 562xg por 10 minutos em temperatura
ambiente. O precipitado foi lavado com NaCl 0,15 M e submetido a 562xg por 10
minutos. As células foram ressuspensas em 1 mL de solu¢do de Hanks pH 7,2
contendo gelatina 0,1%.

Para calcular a concentracdo de neutroéfilos obtidos na purificacédo, as células
foram diluidas em liquido de Turk e os neutréfilos foram contados em camara de
Neubauer. Com essa metodologia o rendimento da purificacdo de neutrdfilos € de 80-
90%. A viabilidade celular foi analisada pela diluicdo de uma parte da suspensao de
neutrofilos em solugédo de Azul de Tripan e os resultados foram sempre maiores que

95% de neutréfilos viaveis.

4.2.1.2 Isolamento do DNA gendmico

O DNA genbmico foi extraido dos leucdcitos do sangue periférico pela técnica
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de salting out para a precipitacdo de macromoléculas, baseando-se no meétodo
descrito por Miller et al. (1988) e com algumas modificacdes.

As amostras de DNA gendmico foram obtidas a partir de 10 mL de sangue total
colhido com anticoagulante EDTA-Ks. As amostras foram transferidas para um tubo
de 50 mL limpo e estéril, onde o volume foi completado até 45 mL com tampé&o de lise
| para lise dos eritrocitos e a mistura foi cuidadosamente homogeneizada e submetida
a centrifugacéo a 1157xg por 6 minutos a 20°C (centrifuga Eppendorf, modelo 5810R).
O sobrenadante foi desprezado e as células foram ressuspensas em uma mistura
contendo 1,1 mL de perclorato, 125 uL de dodecil sulfato de sédio (SDS) 10% e 4,5
mL de tampéao de lise Il para lise dos leucocitos. A mistura foi homogeneizada em
vortex e acrescida de 2 mL de NaCl saturado 6 M; novamente foi homogeneizada em
vortex e submetida a centrifugacéo a 1301xg por 8 minutos a 23°C. O sobrenadante
foi transferido para outro tubo limpo e estéril e adicionou-se5mL de isopropanol. A
solucéo foi lentamente homogeneizada até que o DNA fosse visivel. O DNA foi retirado
da solugéo e colocado em microtubo contendo 1 mL de etanol & 70% gelado. A mistura
foi submetida a centrifugacdo a 2300xg por 5 minutos a 4°C. Em seguida, o
sobrenadante foi removido cuidadosamente e o tubo foi mantido invertido sobre um
papel de filtro absorvente durante 24 horas até a secagem completa.

O DNA presente no precipitado seco foi dissolvido em 200 uL de agua destilada
pura estéril, homogeneizado em vértex por 30 segundos e armazenado a temperatura

de -20°C, em microtubo fechado, até o momento do uso.

4.2.2 Obtencéo de soro com fonte de complemento

Para a obtencdo do soro as amostras de sangue venoso periférico (20 mL)
foram colhidas dos voluntarios com sistema de coleta a vacuo e estéril, sem
anticoagulante. O sangue foi deixado em repouso a temperatura de 4°C durante 1
hora para retracdo do coagulo formado, sendo posteriormente centrifugado a 664xg
por 10 minutos a 4°C (centrifuga Eppendorf, modelo 5810R). As amostras de soro
foram reunidas para constituir um pool de soro humano normal (SHN), que foi utilizado
como fonte de complemento. Parte deste pool foi submetida ao tratamento pelo calor
a 56°C por 30 minutos, para inativagdo das proteinas do sistema complemento. Este

soro inativado (SHI) foi usado como controle negativo da atividade do complemento.
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Ambos os pools, SHN e SHI, foram aliguotados e armazenados a -80°C até o

momento do uso.

4.3 Estimulos para os neutroéfilos
4.3.1 Estimulos via CR3
4.3.1.1 Zimosan

Zimosan opsonizado com o pool de SHN (Zi/SHN) e zimosan tratado com SHI
(Zi/SHTI) foram preparados como descrito anteriormente por Cheung et al. (1983). Para
0 preparo do zimosan, 15 mL de NaCl 0,15 M foi misturado a 20 mg do estimuloe
deixado em banho-maria a 100°C por 30 minutos.

Apo6s o periodo de incubacdo, o zimosan foi centrifugado a 562xg por 10
minutos (centrifuga Eppendorf, modelo 5810R); o sobrenadante foi desprezado, o
zimosan foi ressuspenso em 15 mL de NaCl 0,15 M e a mistura foi estocada a 4°C por
um dia. No dia seguinte a mistura foi centrifugada a 562xg por 10 minutos a 25°C, o
sobrenadante desprezado e o precipitado foi ressuspenso como descrito a seguir: no
primeiro tubo, o zimosan recebeu um volume do pool de SHN e o mesmo volume de
tampao diluente para complemento (CFD) pH 7,2, contendo gelatina 0,1% (para cada
1000 uL de o Zimosan adicionou-se 500 uL do SHN + 500 uL do CFD gelatina 0,1%);
no segundo tubo, o zimosan recebeu o0 mesmo volume do tubo anterior de pool de
SHI e 0 mesmo volume de CFD pH 7,2, contendo gelatina 0,1%. Os dois tubos foram
mantidos a 37°C por 30 minutos. Em seguida eles foram submetidos a 562xg por 10
minutos e lavados uma vez nessas mesmas condi¢cfes. O precipitado foi ressuspenso
para 1 mg/mL em solugéo de Hanks pH 7,2 contendo gelatina 0,1% e mantido em gelo

até o momento do uso.

4.3.1.2 Imunocomplexos com F(ab’):

Os fragmentos F(ab’)2 foram obtidos a partir da digestdo de IgG de coelho anti-
albumina de soro bovino (BSA) digerida com pepsina previamente preparada e
caracterizada no nosso laboratério. Os neutréfilos foram estimulados com o

imunocomplexo (IC) F(ab’)2/BSA preparado em zona de equivaléncia, como descrito
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previamente (Marzocchi-Machado et al., 2002). Para o preparo do IC com F(ab’)2, uma
solucéo de BSA 1 mg/mL diluida 1:4 em solugéo salina tamponada (PBS) pH 7,4 foi
misturada volume a volume, com uma preparagéao de F(ab’)2, na proporcdo de
equivaléncia e deixado em banho-maria a 37°C por 1 hora. Apds esse periodo, a
mistura foi mantida a 4°C por duas noites e, entdo, centrifugada a 134000xg por 15
minutos a 4°C (centrifuga Eppendorf, modelo 5415R). O sobrenadante foi descartado
e o IC com F(ab’)z foi lavado duas vezes com PBS e centrifugado a 134000xg por 15
minutos a 4°C. Descartou-se o0 sobrenadante e o precipitado foi ressuspenso em 1 mL
de PBS.

A dosagem de proteina foi feita por espectrofotometria a partir de uma aliquota
de 50 uL do IC com F(ab’)2 ressuspenso. A essa aliquota foi adicionado 200 uL de
PBS e a mistura foi centrifugada a 134000xg por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante
foi descartado e o precipitado ressuspenso em uma mistura de 50 uL de NaOH 0,1 N
e 950 uL de PBS. A densidade optica (DO) foi medida no comprimento de onda de

280 nm. A quantidade de proteina obtida foi estimada pelo seguinte célculo:

DO amostra (280 nm) x 0,715 = quantidade de proteina (mg)

Cada precipitado de IC com F(ab’)2 foi ressuspenso como descrito a seguir: no
primeiro tubo, o IC com F(ab’)2 recebeu um volume do pool de SHN diluido 1:2 em
CFD pH 7,2 contendo gelatina 0,1%, na propor¢ao de 1 uL dessa diluicdo para cada
1 ug de IC com F(ab’): [para cada 50 uL de o F(ab’). adicionou-se 50 uL da diluicdo
1:2 do SHN (25 puL do SHN + 25 uL do CFD gelatina 0,1%)]; e no segundo tubo, o IC
com F(ab’)z recebeu o mesmo volume do tubo anterior de um pool de SHI diluido nas
mesmas condi¢des. Os dois tubos foram mantidos em banho-maria a 37°C por 30
minutos. Em seguida eles foram submetidos a 134000xg por 5 minutos a 4°C e
lavados duas vezes com PBS nessas mesmas condigbes de centrifugagdo. O
precipitado foi ressuspenso para 1 ug/uL em PBS pH 7,4 e mantido em gelo até o

momento do uso.
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4.3.2 Estimulo independente de CR3

O peptideo Formil-Metil-Leucil-Fenilalanina (fMLP) sintético foi utilizado como
estimulo independente de CR3, de acordo com metodologia previamente padronizada
no nosso laboratério (Vigato-Ferreira, 2012). O fMLP foi solubilizado em
dimetilsulféxido (DMSO), na concentracdo 10-2M e estocado a -80°C. No momento do
uso, foi diluido em solucédo de Hanks pH 7,2 para a concentracéo final de 10 M.

4.4 Cultura de células endoteliais de veia de cordao umbilical (HUVEC)

As células endoteliais foram extraidas da veia de corddo umbilical (HUVEC; do
inglés, human umbilical vein endotelial cells). Os corddes foram cedidos por
parturientes atendidas no Centro de Referéncia da Saude da Mulher de Ribeirdo Preto
(MATER) e a obtencdo das células endoteliais foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Andrade et al. (2012).

Uma vez recebido o corddo, no laboratério este foi limpo com alcool 70% e suas
extremidades foram cortadas com lamina de bisturi para auxiliar na identificacdo da
veia do corddo umbilical. Em seguida, o cordao foi lavado trés vezes com PBS estéril
com auxilio de uma seringa de 20 mL. Apds a ultima lavagem foram inseridas torneiras
de 3 vias na veia do cordao umbilical (uma em cada extremidade do cordao) e essas
amarradas com fio cirdrgico de algoddo para que as torneiras ficassem fixas.
Adicionou-se 20 mL de colagenase do tipo Il (Gibco®, EUA), o cordao foi colocado em
um frasco limpo e estéril e incubado em estufa a 37°C por 15 minutos. Apos o periodo
de incubacéo o cordao foi massageado e seu conteudo foi coletado em um tubo limpo
e estéril. Adicionou-se 20 mL de PBS estéril a veia do corddo para coletar o que sobrou
de colagenase dentro dela. O tubo foi centrifugado a 562xg por 5 minutos a
temperatura ambiente (centrifuga Eppendorf, modelo 5810R). Desprezou-se o
sobrenadante e o precipitado foi transferido para frascos de cultura de 75 cm?,
contendo 10 mL de meio EGM2 (Lonza®, EUA) como descrito por Jerke et al. (2013).

4.4.1 Plagueamentodas células endoteliais

Assim que as células atingiram 75% de confluéncia na superficie das garrafas

de cultura, o meio de cultura foi retirado e as células foram lavadas uma vez com PBS
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estéril. Em seguida foi adicionada uma solugéo de tripsina (5 mL de tripsina 1X) e
durante 5 minutos a garrafa contendo tripsina foi submetida a agitacdo manual suave
para ajudar o desprendimento das células endoteliais. Em seguida, a mistura de
células endoteliais e tripsina foi transferida para um tubo limpo e estéril contendo meio
de cultura (0 mesmo volume de tripsina utilizada na garrafa — 5 mL) e centrifugado a
562xg por 5 minutos a temperatura ambiente. Desprezou-se o sobrenadante e o
precipitado foi ressuspenso em 1 mL de meio de cultura.

A viabilidade celular foi determinada através da exclusdo do corante azul de
Tripan. A técnica consiste em misturar 10 pL de uma suspenséo de células endoteliais
na concentracdo de 3-5x108/mL com 190 pL de azul de Tripan 0,4% em NaCl 0,15 M
e contar as células endoteliais em camara de Neubauer. As células ndo viaveis
aparecem coradas em azul devido a permeabilidade da membrana ao corante. Apés
a contagem, as células foram plaqueadas em placas limpas e estéreis de 12 pocos,
sendo que em cada poco foi adicionado 1 mL de meio de cultura EGM2 (Lonza®,
EUA) e as placas foram incubadas em estufa (marca Thermo Electron Corporation;
modelo Forma Series Il, Water Jacketed COz)a 37°C contendo 5% de CO:2 por dois

dias.

4.4.2 Quantificacdodo CD31

O CDa31 foi quantificado por citometria de fluxo (Guava — Mod. EasyCyte 8 HT
— Merck Millipore®, Software: InCyte 2.7 — Merck Millipore®).

Para a confirmacdo de que as células plagueadas eram endoteliais, uma
aliquota de 3x10° células foi retirada de cada garrafa cultivada apos ser tripsinizada
pela primeira vez (garrafa P0). Essa aliquota foi dividida em trés tubos para citometria
(cada um contendo 1x10° células), os quais foram centrifugados a 562xg por 5 minutos
a temperatura ambiente. Em seguida, o sobrenadante foi desprezado e o precipitado
foi ressuspenso em 500 uL de PBS estéril, sendo centrifugado novamente a 562xg
por 5 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
foi ressuspenso em 300 uL de PBS, seguido da marcacdo com o anticorpo como
descrito a seguir: o primeiro tubo ndo foi marcado, de modo a servir como
autofluorescéncia; o segundo tubo foi marcado com 5 puL de isotipo IgG 1k marcado

com ficoeritrina (PE) (BD™ Pharmigen, EUA); e o terceiro tubo foi marcado com 5 puL
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de anticorpo anti-CD31 marcado com PE (BD™ Pharmigen, EUA). Os tubos foram
incubados por 40 minutos ao abrigo da luz e no gelo. Em seguida, eles foram
submetidos a centrifugacdo a 562xg por 5 minutos a 4°C, o precipitado lavado com
1mL PBS contendo 2% de soro bovino fetal (SBF), e novamente centrifugados a 562xg
por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado, o precipitado foi ressuspenso em
300 pL PBS contendo 1% de formaldeidoe os tubos foram dispostos em triplicatas em
uma placa limpa e estéril de 96 pocos para leitura no citbmetro de fluxo (gate em
escala log).

Considerou-se a marcacdo efetiva quando pelo menos 75% das células
endoteliais expressavam a molécula CD31.

4.5 Células endoteliais expostas aos neutrofilos

O ensaio foi realizado de acordo com metodologia descrita anteriormente por
Hashimoto et al. (1992) e Jerke et al. (2013), com modificacdes. Apos o periodo de
incubacdo das placas, os poc¢os (cada um contendo 1x10°8 células) tiveram o meio de
cultura retirado e foram lavados uma vez com 1 mL de PBS estéril para retirar
resquicios de meio de cultura. Em seguida, os neutrofilos purificados (a uma
concentracdo de 5x10° células) foram colocados em contato com as células e com os
estimulos. A placa foi incubada por 30 minutos em estufa a 37°C com 5% de CO2. Ao
final do periodo de incubacdo o sobrenadante de cada poc¢o foi armazenado em
microtubos limpos e estéreis e estocados a -80°C para a realizacdo dos testes de
quantificacdo de MPO e moléculas de adesao, enquanto que as células endoteliais
foram lavadas duas vezes com PBS estéril. A cada poco da placa foi adicionado
tripsina por 5 minutos e, nesse periodo, a placa recebeu agitacdo manual suave para
facilitar o desprendimento das células. Apds esse periodo, a mistura de células
endoteliais e tripsina foram adicionadas em microtubos limpos e estéreis contendo
meio de cultura (0 mesmo volume de tripsina utilizado por poco). Esses tubos foram
centrifugados a 562xg por 10 minutos a 4°C (centrifuga Eppendorf, modelo 5415R). O
sobrenadante foi cuidadosamente retirado e o precipitado foi utilizado para os testes

de peroxidacéo lipidica e quantificacdo de MPO.
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4.6 Avaliacdo da MPO no sobrenadante das culturas de células endoteliais
expostas aos neutrofilos

A atividade da MPO foi analisada no sobrenadante do ensaio de exposi¢ao das
células endoteliais aos neutroéfilos estimulados via CR3. Este sobrenadante foi usado
para a avaliacdo da atividade da MPO através da quantificacdo indireta de seu
produto, acido hipocloroso, descrita por Dypbukt et al. (2005). Apos interacao do acido
hipocloroso com a taurina em excesso presente no meio, ocorre a formagéo da taurina
cloramina, que, por sua vez, é capaz de oxidar o tetrametilbenzidina (TMB), permitindo

sua analise espectrofotométrica em 630 nm.

4.7 Ensaio da avaliacdo de peroxidacéo lipidica

A peroxidacdo lipidica foi analisada nas células endoteliais expostas aos
neutroéfilos estimulados via CR3. Estas células foram usadas para a determinacéo da
concentracdo de malonaldeido (MDA), obtida pela determinacdo das substancias
reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS), conforme descrito por Buege e Aust (1978).
Apés a retirada cuidadosa do sobrenadante, o precipitado foi ressuspenso em 100 uL
de PBS estéril e cuidadosamente homogeneizado. A essas amostras foram
adicionados 750 pL de solugédo do acido tiobarbitarico (TBA 67% NaOH 0,12N). As
misturas foram homogeneizadas no vértex por 5 segundos e incubadas em banho-
maria a 100°C por 1 hora. Apds a incubacdo, as amostras foram lidas em

espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 534 nm.

4.8 Quantificacdo de MPO transferida as células endoteliais expostas aos

neutroéfilos

A MPO nas células endoteliais foi quantificada segundo Jerke et al. (2013). As
analises foram feitas por citometria de fluxo (FACSCaliburTM, software Cell Quest
ProTM, Becton Dickinson).

Para a quantificacdo de MPO foram utilizadas as células do ensaio de
exposicao das células endoteliais aos neutrofilos estimulados via CR3. Estas células
foram fixadas e permeabilizadas para a deteccéo do anticorpo anti-MPO. Assim, ap0s

a retirada cuidadosa do sobrenadante, o precipitado foi ressuspenso em 100 uL de
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solucéo de paraformoldeido 1% (para fixar as células) e incubado por 15 minutos a
temperatura ambiente ao abrigo da luz. Em seguida, as amostras foram centrifugadas
a 562xg por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi retirado cuidadosamente e o
precipitado foi lavado com 1 mL de PBS a 562xg por 10 minutos a 4°C. Descartou-se
0 sobrenadante e o precipitado foi ressuspenso em 100 puL de solucéo de triton X-100
0,02% (para permeabilizar as células) e incubado por 15 minutos a temperatura
ambiente ao abrigo da luz. As amostras foram centrifugadas a 562xg por 10 minutos
a 4°C. O sobrenadante foi retirado cuidadosamente e o precipitado foi lavado com 1
mL de PBS a 562xg por 10 minutos a 4°C. Descartou-se o sobrenadante e o
precipitado foi ressuspenso em 100 uL de PBS e a essa mistura adicionou-se 5 pL do
anticorpo anti-MPO (Invitrogen®, EUA — previamente titulado) ou isotipo (BD™
Pharmigen, EUA) marcados com isotiocianato de fluoresceina (FITC), a qual foi
incubada por 1 hora a 4°C ao abrigo da luz. As amostras foram centrifugadas 562xg
por 10 minutos a 4°C, o sobrenadante descartado e o precipitado lavado com 1 mL de
PBS a 562xg por 10 minutos a 4°C. Descartou-se o sobrenadante e o precipitado foi
ressuspenso em 100 uL de solucdo de PBS contendo 1% de formaldeido e a leitura

foi realizada por citometria de fluxo (gate em escala linear).

4.9 Quantificacdo de ICAM-lliberada das células endoteliais expostas aos
neutroéfilos

A determinacéo de ICAM-1 solavel, liberada no sobrenadante, € uma medida
indireta da expressao desta molécula nas células endoteliais expostas aos neutrofilos.
A concentracdo de ICAM-1 foi determinada utilizando-se imunoensaio enzimatico com
kits Quantikine (R&D Systems Inc.®, Minneapolis, EUA) de acordo com método
previamente descrito (Stocco et al., 2012). Foram utilizados os sobrenadantes das
células endoteliais expostas aos neutréfilos estimulados via CR3. O ensaio foi
desenvolvido de acordo com as instru¢cdes do fabricante. Resumidamente, foram
adicionados 100 uL das amostras e padrdes na placa, a qual foi incubada por 1 hora
a temperatura ambiente em um shaker de 6Orbita de 10 mm (enviromental shaker
incubator biosan, modelo ES20) a uma agitacdo descrita conforme o fabricante. A
placa foi lavada quatro vezes com 220 uL do tampéo de lavagem, sendo que apos a

altima lavagem a placa foi vertida sobre um papel toalha limpo. Adicionou-se 200 uL
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do anticorpo conjugado e a placa foi incubada por 1 hora a temperatura ambiente em
um shaker de orbita de 10mm a uma agitacao descrita conforme o fabricante. A placa
foi novamente lavada e 200 pL da solugdo substrato foi adicionada. A placa foi
incubada a temperatura ambiente por 30 minutos ao abrigo da luz. Ao final dos 30
minutos, 50 uL de H2SO4 2 N foi adicionado a cada pogo para parar a reagéo e a
leitura foi feita em um espectrofotdmetro dentro de 30 minutos nos comprimentos de
onda 450 e 540 nm.

4.10 Analise dos genotipos para R77H

A genotipagem para o polimorfismo da cadeia CD11b do CR3 foi realizada pela
técnica de amplificacdo do DNA gendmico auxiliada pela polimerase (PCR, Reacdo
em Cadeia da Polimerase).

Como controle positivo interno para o produto da PCR, foi adicionado, em todos
os tubos, oligonucleotideos controles para o gene do horménio do crescimento
humano (HGH). Todas as reac¢des foram acompanhadas com um controle do mix de
reacdo sem DNA e com amostras previamente genotipadas e sequenciadas em nosso
laboratorio. Foram utilizados oligonucleotideos sense comum para as duas variantes
e anti-sense especificos para cada alelo, segundo método descrito anteriormente
(Clague et al., 2003) e modificado por Toller-Kawabhisa et al. (2014).

Dois tubos de mix foram preparados, correspondentes ao oligonucleotideos
para a amplificacdo dos alelos especificos 77R e 77H. A mistura de reacédo foi
composta por 20 uM de oligonucleotideos sense e 20 uM de anti-sense alelo
especifico; 10 uM de oligonucleotideos do HGH; 2 U da enzima Taq polimerase; 10
mM de dinucleotideo trifosfato (ANTP); 5 uL de tampéo para PCR (10 vezes
concentrado); 1,5 mM de cloreto de magnésio; e agua deionizada estéril para
completar o volume de reagéo para 50 uL. A cada tubo, exceto no controle sem DNA,
foi adicionada cerca de 400 ng de DNA gendmico. As sequéncias dos

oligonucleotideos estdo apresentadas na Tabela 1.



Casuistica e Metodologia 53

Tabela 1. Sequéncias dos oligonucleotideos

Gene Sequéncia dos oligonucleotideos
S, 5 GCC TTC CCA QCC ATT CCCTTA
HGH Anti-sense 5 CTCACGGATTTCTGT GTTTC 3
Sense comum para 77/R e para 77H 5 CTCCCCACAGGGTGGTG 3
77R Anti-sense 5" AGT GACTCACCCTGCATGC 3’
77H Anti-sense 5 AGT GACTCACCCTGCATG T3

HGH, horménio do crescimento humano; R, arginine; H, histidina; A, adenina;
C,citosina; G, guanina; T, timina.

As reacdes foram realizadas em um termociclador automatico de temperatura
(Mastercycle, Eppendorf) no seguinte protocolo: 15 minutos a 95°C para desnaturagao
inicial; 30 ciclos de amplificacéo de 30 segundos a 95°C para desnhaturacdo, 1 minuto
a 58°C para anelamento e 30 segundos a 72°C para extensao; e 10 minutos a 72°C
de extensao final. O tamanho dos fragmentos obtidos para cada alelo R77H apos a
amplificacéo foi de 124 pares de base (pb) (Clague et al., 2003).

Os fragmentos de DNA amplificados por PCR foram separados por eletroforese
em gel de agarose 2% em tampé&o TBE pH 8,3. Uma amostra de 25 uL do produto de
cada PCR foi misturada a 5 uL de tampdo de amostra contendo sacarose, azul de
bromofenol e Gel Red (Uniscience, Sao Paulo, Brasil) e, entdo, aplicadas nos pogos
do gel com auxilio de pipeta. Amostras padrées de marcadores de nimero de pares
de base (pb), DNA ladder 50 pb, foram acrescidas de GelRed e aplicadas nos géis
(0,5 ug/poco).

Para o preparo dos géis foi feita uma mistura de 100 mL de Tris Borato EDTA
(TBE) e 2 g de agarose (Uniscience), e colocada na cuba de eletroforese. As
condicGes da corrida eletroforética foram 250 V, 40 mA, 100 W por 40 minutos. A
corrida foi acompanhada pela migracdo do azul de bromofenol, contido na mistura da
amostra. ApO0s a migracdo, o gel foi fotografado em fotodocumentador (Bio-Rad,
Universal Hood I1). As bandas aparecem fluorescentes devido a presenca do Gel Red
no tampao de amostra. Apés a leitura, o gel foi descartado e as imagens digitalizadas

foram arquivadas.
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4.11 Analises estatisticas

Os dados foram analisados com o programa GraphPad Prism 5 (versao 5.01).
A comparacéao entre 2 grupos foi realizada pelo teste t-Student e a comparacao entre
3 ou mais grupos foi realizada pelo teste One-way ANOVA seguida pelo pos-teste de
Tukey. O nivel de significancia de 5% (p < 0,05) foi considerado para todas as

analises.
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Para a realizagédo dos ensaios dependentes da interacdo neutrdéfilo — endotélio,
primeiramente foi feita uma curva de concentragdo dos estimulos. Essa curva foi
realizada durante a padronizacdo do TBARS (Figuras suplementares 1 e 2). A patrtir
dessa curva foram escolhidas as seguintes concentracdes: Zimosan/SHN 1 mg,
F(ab’)2/SHN 20 pg e fMLP 106 M.

5.1. Genotipagem do HNA-4a (CR3)

A Figura 5 representa um gel de agarose contendo produtos de PCR para a
pesquisa do polimorfismo rs1143679 do gene ITGAM. O produto da PCR para ambas
os alelos (77R e 77H) corresponde a 124 pb.

428 pb

124 pb

Figura 5. Produtos de PCR para o polimorfismo rs1143679 do gene ITGAM
representados pelos genoétipos de seis individuos (1 ao 6). Corrida eletroforética em
gel de agarose 2% em tampéao TBE pH 8,3 e coloragdo com GelRed. M, marcador de
pares de bases de 50pb; B, branco (amostra sem DNA); a, oligonucleotideos para
amplificacdo do 77R; b, oligonucleotideos para a amplificacdo do 77H; 1 e 6,
homozigose para 77R; 2, homozigose para 77H; 3 — 5 heterozigose R77H. Foto de N.
C. Canicoba.

5.2 Avaliacéo da purificacdo dos neutrofilos

Uma aliquota da suspenséao de neutrofilos foi misturada volume a volume com

plasma humano e submetida a citocentrifugacdo. Em seguida a lamina com as células
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foi submetida a coloracdo panédtica. A Figura 6 representa a populacdo celular

encontrada apoés a purificacdo, a qual forneceu cerca de 90% de neutrdfilos.

Figura 6. Neutrofilos purificados pelo método da gelatina, submetidos a
citocentrifugacdo e corados por corante pandtico. Imagem de microscopia Optica
comum (1000X). Foto de N.C. Canicoba.

5.3 Quantificagcdo do CD31

A Figura 7 apresenta os histogramas de fluorescéncia para o CD31. Os
controles de autofluorescéncia, células na auséncia dos anticorpos, (Figura 7A) e o
isotipo controle (anticorpo inespecifico) (Figura 7B), estao representados. Noventa e
cinco por cento das células endoteliais utilizadas nos ensaios expressaram CD31
(Figura 7C).
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Figura 7. Representacdo dos histogramas de fluorescéncia para a identificacdo do
CD31 nas células endoteliais. Analisada por citometria de fluxo. A, autofluorescéncia;
B, anticorpo nao-especifico marcado com ficoeritrina (PE); C, anticorpo anti-CD31
marcado com PE.

5.4 Ensaio da avaliacdo de peroxidacéo lipidica — Marcador de lesdo endotelial

O célculo da medida da peroxidacdo lipidica das células endoteliais foi
realizado utilizando-se uma curva padréo de malonaldeido (Figura suplementar 4).

A avaliacdo da influéncia da variante da cadeia CD11b do CR3 na peroxidacao
lipidica das células endoteliais expostas aos neutrdfilos, com ou sem estimulos, esta
apresentada na Figura 8. Devido a baixa frequéncia de homozigose para o gene 77H,
os neutrofilos dos individuos homozigotos para 77H e heterozigotos R77H foram
reunidos em um Unico grupo, representando a presenca da variante 77H
(Ne/R77H/77H). Na auséncia de estimulos (condi¢cdes A, B e C na Figura 8) observou-
se uma maior medida da peroxidacéo lipidica por neutréfilos Ne/R77H/77H quando
comparada as CE sem neutrdfilos (p<0,01) e ao grupo CE + Ne/77R (p<0,05).

Quando as CE foram expostas aos neutrofilos com diferentes estimulos, a
peroxidacao lipidica foi maior para os estimulos Zi/SHN, F(ab’)2/SHN e fMLP quando
comparados com seus respectivos controles de CE+Ne sem estimulo (p<0,001; ndo
representado na Figura 8). Ao contrario, todos os resultados com a exposi¢cao das CE
aos estimulos tratados com SHI, sem a participacdo do CR3, ndo foram diferentes dos
seus respectivos controles CE+ Ne (p>0,05; ndo representado na Figura 8).

As comparacOes entre os grupos Ne/77R e Ne/R77H/77H foram feitas para
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cada estimulo, descontando-se a medida do seu respectivo controle CE+Ne.
Observou-se uma maior peroxidacdo lipidica no grupo Ne/77R para os estimulos
F(ab’)2/SHN e fMLP em comparagdo com estes mesmos estimulos no grupo
Ne/R77H/77H (p<0,05 para ambos). Para as comparacfes entre 0s grupos de
neutréfilos com os estimulos tratados com SHI, ndo houve diferengas significativas
(p>0,05). E quando os estimulos tratados com SHN foram comparados com aqueles
tratados com SHI, tanto Zi quanto F(ab’)2, considerando-se a mesma populagéo de
neutrofilos, o tratamento com SHI reduziu significativamente a peroxidacao lipidica

observada com a presencga do SHN (p<0,001 para ambos Zi e F(ab’)2).
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Figura 8. Medida da lesdo endotelial. Quantificacdo da concentracéo das substancias
reativas ao &cido tiobarbitirico (TBARS) em células endoteliais expostas aos
neutréfilos. As células endoteliais e o0s neutréfilos, expressando as variantes
polimérficas R77H, foram mantidos em contato por 30 minutos a 37°C e 5% CO2. A
medida de TBARS foi realizada no sobrenadante em espectrofotdmetro a 534 nm. O
calculo da concentracdo de TBARS foi realizado utilizando a absortividade molar do
MDA (1,56 x 10°M* cm™) e os resultados foram expressos em nM de TBARS. As
barras representam as médias da concentracdo de TBARS de cada grupo. Os pontos
representam os neutréfilos de cada um dos individuos em cada grupo. Diferencas
significativas: *p < 0,05 para A x C e **p<0,01 para B x C (One-way ANOVA e pés-
teste de Tukey); *p < 0,05 para F(ab’)2/SHN em Ne/77R x Ne/R77H/77H e *p < 0,05
para fMLP em Ne/77R x Ne/R77H/77H (teste t-Student); ***p<0,001 para Zi/SHN x
Zi/SHI em Ne/77R, para Zi/SHN x Zi/SHI em Ne/R77H/77H, para F(ab’)2/SHN x
F(ab’)2/SHI em Ne/77R, para F(ab’)2/SHN x F(ab’)2/SHI em Ne/R77H/77H (teste t-
Student). CE, células endoteliais; F(ab’)z, fragmento bivalente de ligacdo do antigeno;
fMLP, formil-metil-leucil-fenilalanina; Ne, neutréfilo; SHI, soro humano inativado; SHN,
soro humano normal. Os valores dos estimulos foram descontados das respectivas
espontaneas CE+Ne (B ou C). Os valores para os neutrofilos dos individuos com
homozigose para 77H estao destacados em vermelho (A) dentro de cada grupo.
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5.5 Ensaio da MPO no sobrenadante das culturas de células endoteliais

Para avaliar a liberagdo de MPO para o meio contendo células endoteliais, foi
feita a medida indireta de MPO no sobrenadante de células endoteliais expostas aos
neutrofilos. Porém, o ensaio néao foi sensivel o bastante para detectar essa enzima.
Acredita-se que o principal motivo tenha sido a concentra¢gdes de células utilizadas no
ensaio de exposi¢éo aos neutrdfilos. Elas eram muito baixas para a deteccado de MPO
através desse método e aumenta-las era inviavel para a realizacdo de todos os

ensaios. Outras metodologias seréo testadas para a avaliacdo deste ensaio.

5.6 Transferéncia de MPO para as células endoteliais expostas aos neutrofilos

A transferéncia de MPO dos neutrdfilos para as células endoteliais foi avaliada
por ensaio de citometria de fluxo utilizando-se um anticorpo anti-MPO. A Figura 9
representa os citogramas bidirecionais, indicando a populagéo escolhida para anélise
(P1 - Figura 9A) e que a maioria da populacédo escolhida sdo de células endoteliais
com marcacao positiva para anti-CD31 (IgG FITC) e negativa para CD16 (IgG PE)
(Quadrante 4 — Figura 9B).

5 2 .
S 73 =d B
— O -
X &3
I g5
L6 T
& 23 e’
IR s L AL L e
50 100 150 200 250 10° 105
FSC-H (x1.000 lgG FITC-A

Figura 9. Citogramas bidirecionais demonstrando a populacao de células analisadas.
O citograma A representa a populacao total escolhida para a analise (gate P1). O
citograma B representa a caracterizacdo da maioria da populacdo P1 como células
endoteliais, positivas para CD31 (IgG FITC anti-CD31 no quadrante (Q)4) e negativas
para CD16 (1gG PE).
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A Figura 10 apresenta os histogramas de fluorescéncia para a medida da
transferéncia da MPO para as células endoteliais. Os controles de autofluorescéncia,
células na auséncia dos anticorpos, (Figura 10A) e o isotipo controle (anticorpo
inespecifico) (Figura 10B), estdo representados. A Figura 10C representa um

histograma da marcacéao positiva para MPO transferida para as células endoteliais.
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E P2 P1 179 6.2 1.8 652 683
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Figura 10. Representacado dos histogramas de fluorescéncia para a quantificacdo de
mieloperoxidase transferida pelos neutrdéfilos para as células endoteliais (A, B e C) e
do painel de dados registrados (nUmero de eventos/células analisadas; % de células
positivas para MPO, média e mediana de fluorescéncia por célula. (D) no citbmetro de
fluxo. A, autofluorescéncia; B, anticorpo isotipo controle marcado com FITC; C,
anticorpo anti-MPO marcado com FITC. MPO, mieloperoxidase; FITC, isotiocianato
de fluoresceina.

A Figura 11 apresenta a porcentagem de ceélulas endoteliais fluorescentes
(Figura 11A), as quais foram positivas para a ligagdo do anti-MPO, e a mediana de

intensidade de fluorescéncia por célula (Figura 11B).
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A porcentagem representa, em namero relativo, a transferéncia da MPO pelos
neutrofilos para as células endoteliais. Na Figura 11 A os dados mostram que o
controle foi avaliado pela exposicdo de CE aos Ne/77R e aos NE/R77H/77H sem
estimulos e que nao houve diferenca entre estes controles. A comparacao entre 0s
Ne/77R e os Ne/R77H/77H com os estimulos tratados com SHI também né&o
apresentaram diferencgas entre os grupos de neutrdéfilos, nem quando comparados aos
seus respectivos controles sem estimulo. A comparacao dos diferentes estimulos
ZI/SHN, F(ab’)2/SHN e fMLP com seus respectivos estimulos entre os grupos Ne/77R
e Ne/R77H/77H também ndo mostrou diferenca entre os diferentes neutrofilos.

Entretanto, para os estimulos tratados com SHN a transferéncia de MPO foi
menor para ambos o0s grupos de Ne, tanto para o Zi quanto para o F(ab’)2, quando
comparados com 0s respectivos controles sem estimulo e com o0s respectivos
estimulos tratados com SHI, para comparacfes dentro da mesma populacdo de
neutroéfilos (*p<0,05; **p<0,01 e **p<0,0001, ver comparacdes na Figura 11A). Este
resultado mostra o envolvimento do CR3 na transferéncia da MPO para as células
endoteliais, uma vez que a transferéncia volta aos valores basais (espontaneos, CE+
Ne sem estimulos) quando da auséncia de C3bi (estimulos tratados com SHI).

A Figura 11B representa um grafico das medianas de intensidade de
fluorescéncia por célula para as células endoteliais marcadas com anti-MPO. N&o

houve diferenca significativa entre os grupos.
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Figura 11. Transferéncia de mieloperoxidase pelos neutréfilos para as células
endoteliais avaliada por citometria de fluxo. A- Porcentagem de células fluorescentes
marcadas com anti-MPO. B- Mediana de intensidade de fluorescéncia por célula. As
células endoteliais e os neutrdfilos, expressando as variantes polimérficas R77H,
foram mantidos em contato por 30 minutos a 37°C e 5% CO2. Em seguida, foram
lavadas com PBS pH 7,2, acrescidas de tripsina, transferidas para meio de cultura e
centrifugadas. Ao pellet foi adicionada a solucéo de paraformaldeido 1% (para fixar as
células) e incubado por 15 minutos a temperatura ambiente ao abrigo da luz. Em
seguida, o pellet foi tratado com a solucéo de triton X-100 0,02% (para permeabilizar
as células) e incubado por 15 minutos a temperatura ambiente ao abrigo da luz. As
amostras foram marcadas com anticorpo anti-MPO ou isotipo marcados com FITC e
lidas no citdbmetro de fluxo. Os resultados foram expressos em porcentagem de células
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fluorescentes. As barras representam as médias da porcentagem de fluorescéncia de
cada grupo. Os pontos representam os neutréfilos de cada um dos individuos em cada
grupo. Diferencas significativas: Diferencas significativas (**p<0,01, ***p<0,001, teste
t-Student). F(ab’)z, fragmento de ligagdo do antigeno; fMLP, formil-metil-leucil-
fenilalanina; SHN, soro humano normal; SHI, soro humano inativado; CE, células
endoteliais, Ne, neutrofilo. CE, células endoteliais; F(ab’)2, fragmento bivalente de
ligacdo do antigeno; fMLP, formil-metil-leucil-fenilalanina; MPO, mieloperoxidase; Ne,
neutrofilo; SHI, soro humano inativado; SHN, soro humano normal. Os valores para
os neutrofilos dos individuos com homozigose para 77H estdo destacados em
vermelho (A) dentro de cada grupo.

5.7 Expresséao de ICAM-1

A Figura 12 apresenta a quantificacdo de ICAM-1 sollvel proveniente das
células endoteliais expostas aos neutréfilos dos diferentes gendtipos e com estimulos
diferentes. Houve diferenca significativa para o estimulo Zi/SHN quando os Ne/77R e
os Ne/R77H/77H foram comparados com seus respectivos controles sem estimulos
(somente CE + Ne) (***p<0,001 e *p<0,05, respectivamente). Para o estimulo com
F(ab’)2/SHN somente os Ne/77R mostraram maior valor para ICAM-1 soluvel
comparado ao seu respectivo controle (CE + Ne) (8p<0,05) e houve diferenca entre
F(ab’)2/SHN e F(ab’)2/SHI no grupo dos Ne/77R (8p<0,05).

A curva padrdo para o célculo da concentracdo de ICAM-1 solavel esta

apresentada como Figura suplementar 5.
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Figura 12. ICAM-1 soluvel como marcador de ativacdo endotelial. Quantificacdo da
concentracdo de ICAM-1 liberada pelas células endoteliais expostas aos neutrofilos.
As células endoteliais e os neutrdfilos, expressando as variantes polimorficas R77H,
foram mantidos em contato por 30 minutos a 37°C e 5% CO2. Em seguida, o
sobrenadante foi coletado e uma aliquota deste foi utilizada para o ensaio de ELISA
(kit R&D system). A leitura da absorvancia foi realizada em espectofotometro a 450
nm, com correcdo a 540 nm. O calculo da concentracdo de ICAM-1 foi realizado a
partir de curva padrdao e os resultados estdao apresentados em ng/mL. As barras
representam as meédias da concentracdo de ICAM-1 de cada grupo. Os pontos
representam os neutréfilos de cada um dos individuos em cada grupo. Diferencas
significativas *p<0,05, ***p<0,001; teste t-Student e One-way ANOVA e pés-teste de
Tukey. CE, células endoteliais; F(ab’)z, fragmento bivalente de ligacdo do antigeno;
fMLP, formil-metil-leucil-fenilalanina; MPO, mieloperoxidase; Ne, neutréfilo; SHI, soro
humano inativado; SHN, soro humano normal. Os valores para os neutréfilos dos
individuos com homozigose para 77H estdo destacados em vermelho (A) dentro de
cada grupo.



@wm/oﬁ@



Discunsdo 67

O CR3 é uma integrina considerada pro-inflamatéria devido a sua habilidade
de promover a fagocitose e melhorar a funcéo de diversas moléculas efetoras, como
0 CD14 e o FcyR (Rosetti, Mayadas, 2016). Estudos revelaram que essa molécula
também tem um papel fundamental na imunoregulacéo e que suas variantes podem
conferir risco para individuos com doencas autoimunes, como o LES. Isso porque o
polimorfismo do CR3 pode levar a uma diminuicdo da atividade dessa integrina em
neutrofilos, células B e macrofagos (Ding et al., 2013; Rosetti, Mayadas, 2016).

O polimorfismo da cadeia CD11b do CR3 tem sido associado a suscetibilidade
a danos em 6rgdos no LES. Essa integrina interfere na adesdo mediada por FcyR e
promove o acumulo de neutréfilos em modelos de nefrite (Rosetti, Mayadas, 2016).

O nosso grupo de pesquisa tem estudado a biologia dos receptores para IgG
e de complemento no LES (Marzocchi-Machado et al., 2002; Alves et al., 2003;
Marzocchi-Machado et al., 2005; Alves et al.,, 2008). Algumas alteracbes foram
descritas com relacdo a alteracBes de expressao e de funcbes mediadas por eles,
assim como a influéncia dos seus polimorfismos genéticos nas funcdes efetoras dos
neutroéfilos e na suscetibilidade ao LES (Toller-Kawahisa et al., 2014; Vigato-Ferreira
et al., 2014). Seguindo essa linha de investigacdo, o grupo vem trabalhando para
buscar o entendimento de como estas alteracdes podem de fato ter implicacGes para
as interacdes neutroéfilos-endotélio e resultar em dano tecidual, em particular, no LES,
que é o prototipo de doenca por imunocomplexo.

Embora a associacdo do polimorfismo rs1143679 do ITGAM com a
suscetibilidade ao LES tem sido descrita para varias populagdes em todo o mundo
(Vigato-Ferreira, 2012; Toller-Kawahisa et al., 2013), os mecanismos pelos quais a
variante 77H, codificada pelo alelo de risco, pode influenciar o aparecimento e a
fisiopatologia do LES ainda n&o s&o conhecidos.

Alguns autores tém descrito algumas alteragdes funcionais mediadas pela
variante 77H, contudo o numero de trabalhos ainda é escasso (Macpherson et al.,
2011; Rosetti, Mayadas, 2016) e ha diversidade de modelos experimentais que
dificulta o entendimento da variante como um fator de risco. Considerando-se a
diversidade e a importancia dos mecanismos fisiologicos mediados pelo CR3, bem
como seu envolvimento nas respostas efetoras envolvidas diretamente com clearance
de imunocomplexos e o processo inflamatério, ndo é dificil compreender a associagéo

de um polimorfismo neste receptor com a fisiopatologia do LES. Mas o fato € que
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diante dos mudltiplos fatores associados ao LES e a complexidade da sua
fisiopatologia, estabelecer um modelo sistematico para dissecar o(s) mecanismo(s)
exato(s) de como a variante 77H esta relacionada ao LES ainda € um desafio para os
cientistas. Sobretudo porque - embora o risco relativo significativo do alelo H seja
evidente - a maioria dos pacientes € portadora do alelo em heterozigose e a frequéncia
da homozigose, aumentada também no LES em relacdo aos sujeitos saudaveis, é
ainda muito baixa e dificil para se estabelecer um estudo de coorte com pacientes
homozigotos para o alelo 77H (Vigato-Ferreira, 2014; Toller-Kawahisa et al., 2014).

Recentemente, nosso grupo também descreveu a associagéo do polimorfismo
rs1143679 do ITGAM com a suscetibilidade ao LES e com a ocorréncia de nefrite
nestes pacientes (Toller-Kawahisa et al., 2014). Uma vez que ndés temos estudado
mecanismos efetores envolvidos com o clearance de IC, mediados pelos FcyR e/ou
CR, em pacientes com LES, neste trabalho nés estabelecemos um modelo para
investigar a influéncia da variante da cadeia do CD11b do CR3 para as interacdes
entre neutréfilos e endotélio.

Para isso, foi estabelecido um modelo para a exposicdo de células endoteliais
a interacdo com neutréfilos. A ativacdo dos neutréfilos foi desencadeada pela
presenca de ligantes para o CR3 - o C3bi opsonizando os estimulos zimosan (ZI/SHN)
e IC contendo F(ab’)2/SHN. Como controle positivo da ativacdo dos neutrofilos, o
peptideo fMLP foi utilizado como estimulo independente do CR3. Com a finalidade de
entender a biologia da variante 77H, excluindo-se as variaveis da doenca, o modelo
foi desenvolvido com neutréfilos de individuos aparentemente saudaveis. A partir
deste modelo podemos pensar em delineamentos envolvendo neutréfilos de pacientes
com LES, bem como estudar potenciais drogas moduladoras das respostas
envolvendo o CR3.

A avaliacao da peroxidacao lipidica mostrou que os neutréfilos expressando
a variante 77H (grupo Ne/R77H/77H) produziram maior agressdo ao endotélio quando
comparados aos neutrofilos expressando a variante 77R mesmo na auséncia de
estimulos. Quando os estimulos contendo ligantes para CR3 foram utilizados, a
agressao ao endotélio foi significativamente maior para todos os estimulos e grupos
de neutrofilos comparados aos seus controles sem estimulos. Os resultados sugerem
gue a agressao ao endotélio, resultando em peroxidacao lipidica, € dependente das

funcdes efetoras dos neutrdfilos e interagdes com o endotélio via CR3, porque ela foi
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reduzida significativamente quando os estimulos foram tratados com soro desprovido
de complemento. Isto é, a remocao do ligante C3bi para o CR3 diminuiu a peroxidagéo
voltando aos niveis daquela observada somente com células endoteliais e neutrofilos,
algumas vezes até menor, sugerindo que as particulas de Zimosan e de F(ab’)2 sem
C3bi poderiam estar causando um efeito de impedimento fisico para a agresséo
espontanea vista nos controles sem estimulo.

Entre os grupos de neutréfilos, aqueles expressando a variante 77R
produziram maior peroxidacao lipidica nas células endoteliais quando comparados
aos neutrdfilos com a variante 77H para a estimulagdo com F(ab’)2/SHN e para fMLP.
Embora n&do houve diferenca entre os grupos de neutrofilos para o estimulo Zi/SHN,
os valores observados para o grupo de neutrofilos expressando a variante 77R
mostraram uma tendéncia a ser maior do que no outro grupo, com o mesmo perfil de
distribuicdo dos dados apresentados para F(ab’)2/SHN e para fMLP. Um namero maior
de amostras poderia possibilitar a definicAo desta tendéncia. Sobretudo, porque a
diferenca foi significativa quando testamos andlise ndo paramétricas. Contudo, devido
ao numero relativamente baixo de heterozigose para 77H no grupo, optou-se por
andlises paramétricas.

Quanto a avaliacdo da liberagcdo de MPO pelos neutrdéfilos e internalizacéo
dessa enzima pelas células endoteliais, os resultados mostraram que ndo houve
diferenca entre os neutréfilos, porém, na presenca de estimulos opsonizados com
SHN e SHI houve diferenca estatisticamente significante. Esse teste também
confirmou o que foi visto em Jerke et al. (2013). Quando ha contato entre célula
endotelial e neutréfilo sem estimulo, a internalizacdo de MPO é mais alta do que
qguando o neutrofilo € estimulado. Além disso, também confirmamos que quando
utilizamos placas transwell a transferéncia de MPO para as células endoteliais é
reduzida, ratificando a importéncia do contato célula endotelial e neutréfilo para a
interacdo via CR3 e seu ligante no endotélio. Cabe destacar que a transferéncia de
MPO para a célula endotelial parece ser dependente da disponibilidade do CR3 no
neutréfilo, porque a transferéncia da MPO foi menor quando os neutrdfilos foram
estimulados com Zi/SHN e com F(ab’)/SHN, voltando ao normal (espontaneo)
quando Zi e F(ab’)2 foram tratados com SHI, mas nao foi alterado pela estimulacdo

com fMLP — um estimulo para neutréfilo independente de CR3.
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A quantificacdo de ICAM-1 soluvel representa um marcador de ativagdo das
células endoteliais. Os resultados demonstraram diferenga na presenca de neutrofilos
estimulados com Zi/SHN. Esses resultados estdo de acordo com aqueles descritos
por Van Buul et al. (2010), os quais analisaram a liberagédo de ICAM-1 durante a
inflamacéo e observaram niveis mais elevados de ICAM-1. A concentracdo de ICAM-
1 foi maior tanto para o Zi/SHN quanto para o F(ab)'2/SHN, mas com uma maior
significancia estatistica para o Zi/SHN quando comparado ao controle (CE e neutrofilo)
para o grupo de neutrofilos expressando a variante 77R. As comparacdes entre 0s
estimulos F(ab’)2/SHN no grupo de neutrofilos com a variante 77H ndo mostraram
diferengas. As variagdes entre Zi/SHN e F(ab’). podem ser reflexo das caracteristicas
do arranjo molecular destes complexos insolluveis. Por esta avaliagdo, observou-se
que os estimulos dependentes de CR3 promoveram um aumento da ativacao
endotelial, a qual foi significativamente reduzida quando os estimulos foram privados
da presenca de C3bi para o CR3 (estimulos tratados com SHI).

Dentre os poucos trabalhos que tém buscado investigar a influéncia do
polimorfismo da cadeia CD11b nas funcdes efetoras dos neutrofilos mediadas por
CR3, a fim de explicar a suscetibilidade ao LES, Fossati-Jimack e colaboradores
(2013) observaram que a fagocitose mediada por CR3 ¢ afetada pelo polimorfismo do
CD11b. Porém, estes estudos foram baseados em um modelo de células
transfectadas com a variante CD11b e também né&o incluiram células de pacientes
com LES nos ensaios.

O nosso grupo observou que a presenca da variante 77H da cadeia CD11b
prejudica a cooperacdo do CR3 com o FcyR quanto ao burst oxidativo de neutréfilos
de pacientes com LES, quando estimulados por IC (Toller-Kawabhisa et al., 2013), bem
como que a variante 77H esta associada a nefrite lUpica (Toller-Kawahisa et al., 2014).

A MPO é a enzima mais abundante dos neutrofilos e é liberada durante a
desgranulacdo como um importante sistema oxidante microbicida. Porém, ela também
esta associada a diversas enfermidades como arteriosclerose, enfarte do miocardio,
fribrilacdo arterial, esclerose multipla, doenca de Alzheimer, cancer de pulméo e
rejeicado de transplantes (Pulli et al., 2013). Além disso, a acdo enzimatica da MPO
pode estar direta ou indiretamente relacionada na patogénese dessas doencas,
fazendo com que compostos derivados de MPO estejam sendo usados como

biomarcadores para avaliar a progresséo de doencas (Klinke et al., 2011; Zhang et al.,
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2013). A deposicdo da MPO no endotélio pode levar a geragédo de oxidantes no local,
atrair e ativar mais neutrofilos, acelerando e amplificando o processo inflamatério. E
dessa forma estabelecer um sinergismo de mecanismos que 0s modelos
experimentais ainda ndo reproduziram para o estudo do papel da variante 77H da
cadeia CD11b do CR3.

A ativacdo do complemento e, por consequéncia, a opsoniza¢gdo do estimulo
ativa a desgranulacdo do neutrofilo. Metzler e colaboradores (2014) observaram que
a MPO é necesséria para a translocacdo do neutrofilo durante a formacéo de NET
(neutrophil extracelular traps). Assim, durante a desgranulacdo do neutrdfilo, grande
parte da MPO nao consegue ser transferida para a célula endotelial, pois esta
atuando, seja através dos seus ciclos de halogenacdo/peroxidacdo nos
fagolisossomos ou da formacdo das NETs. Para o ICAM-1 o efeito seria contrario. A
ativacdo do complemento e, por consequéncia, a opsonizacdo do estimulo aumenta
a liberacdo dessa molécula. Acreditamos que isso se deve ao fato da desgranulacao
do neutrofilo liberar os conteddos dos granulos, agravando a inflamacéo, e
aumentando a expressao de ICAM-1 pelo endotélio.

Um ensaio adicional para comprovar que a transferéncia de MPO para o
endotélio € dependente do contato deste com o neutrdfilo foi realizado utilizando-se
placas transwell, que impede o contato da célula endotelial como os neutrdéfilos, mas
possibilita a passagem de mediadores solluveis pelos poros da placa que separa as
duas células. O nosso ensaio também confirmou o que foi descrito por Jerke e
colaboradores (2013). O neutréfilo ndo precisa de estimulos para transferir MPO para
a célula endotelial essa transferéncia é dependente do contato entre neutréfilos e
célula endotelial. Segundo Jerke et al. (2013), quando placas transwell séo utilizadas,
a internalizacdo da MPO pelas células endoteliais ndo ocorre. O nosso ensaio
corrobora com essa observacéo, pois a transferéncia de MPO foi quase nula (Figura
suplementar 3).

No caso do LES, a deposi¢cdo da MPO no endotélio pode levar a geracéo de
oxidantes no local, atraindo e ativando mais neutréfilos, e por consequéncia,
amplificando o processo inflamatorio (Jerke et al., 2013). Para que essa deposicao
ocorra, € necessario o contato direto entre neutrofilo e endotélio, sendo que o CR3 &
a principal molécula envolvida nesse processo (Jerke et al., 2013).
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Estudos vém demonstrando o papel regulador do CR3 e da MPO quanto a
apoptose de neutrofilos. El Kebir e colaboradores (2008) observaram que a MPO pode
influenciar a sobrevivéncia e a apoptose de neutrofilos in vitro. Essa enzima se liga ao
CD11b, induzindo a fosforilagéo da proteina quinase B. Isso resulta em um atraso no
processo de apoptose, apresentando um efeito pré-inflamatério. Além disso, Forsberg
e colaboradores (2001) demonstraram que o TNF-a pode potencializar o burst
oxidativo dos neutrdfilos. Ao primar neutrofilos com TNF-a foi observado que ocorria
uma alteracao na cinética de producdo de ERO e que o tempo para alcancar o maximo
da producéo de ERO era reduzido pela metade em neutréfilos primados.

Outros estudos no nosso grupo tém mostrado que expressao do CR3 nos
neutrofilos ndo esta alterada na superficie dos neutréfilos saudaveis e nem de LES,
considerando a comparacdo saude x doenca e também variante 77R x 77H
(Marzocchi-Machado et al., 2002; Toller-Kawahisa, 2012). Estes resultados estdo em
consonancia com aqueles descritos por Fossati-Jimack e colaboradores (2013), com
aqueles modelos de células transfectadas (Macpherson et al., 2011) e por modelos
com neutréfilos humanos (Zhou et al., 2013). Tais resultados nos permitem sugerir
gue o polimorfismo R77H da cadeia CD11b n&o interfere na expressao do CR3.

Considerando as interacdes entre neutrofilo e endotélio mediadas pelo CR3 e
a internalizacdo de MPO pelas células endoteliais, 0 nosso estudo contribui como um
modelo para investigar a influéncia da variante 77H na biologia das fun¢cdes mediadas
pelo CR3. E, posteriormente, somar e aplicar o conhecimento para a compreensao da
associacdo deste polimorfismo com a fisiopatologia e suscetibilidade ao LES. Os
resultantes obtidos sugerem a dependéncia das interacdes entre neutrofilos e
endotélio mediadas pelo CR3. Quanto a influéncia do polimorfismo rs2243679 da
cadeia CD11b do CR3 nas funcbOes estudadas, a variante 77R influenciou a
peroxidacdo lipidica, aumentando a agressdo ao endotélio por neutréfilos sem
estimulos ou com F(ab’)2/SHN. Ha uma tendéncia a menor peroxidagéo lipidica e
maior transferéncia de MPO por neutréfilos estimulados com SHN expressando 77H,
enquanto que a agressao espontanea ao endotélio por estes neutrofilos foi
significativamente maior comparada aquela observada com neutroéfilos expressando
77R.

Os resultados refletem a diversidade de mecanismos envolvidos nas interacoes

estudadas e apontam para a necessidade do refinamento dos modelos experimentais
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para uma compreensao mais clara.

Estudar os mecanismos imunoldgicos e moleculares do CR3 e entender como
a variante polimérfica 77H pode afetar a funcdo dessa integrina sdo de grande
importancia para contribuir na elucidacdo de terapias para diversas doencas

autoimunes.
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Os neutrodfilos que expressam a variante 77H da cadeia CD11lb do CR3
promoveram maior agressao as células endoteliais, medida pela peroxidacéo
lipidica, na auséncia de estimulos, quando comparados aos neutréfilos que
expressam a variante 77R.

A peroxidagdo lipidica foi maior em resposta aos estimulos Zi/SHN e
F(ab’)2/SHN, quando comparada aquela com os mesmos estimulos tratados
com soro deficiente de proteinas do sistema complemento (Zi/SHI e
F(ab’)2/SHI), sendo portanto influenciada pela interacdo C3bi com o CRS3.

Os neutrdfilos que expressam a variante 77R promoveram maior peroxidagao
lipidica das células endoteliais quando comparados aos neutrofilos
expressando a variante 77H.

A transferéncia de MPO para as células endoteliais é dependente da
disponibilidade do CR3, uma vez que ela foi significativamente menor na
presenga dos estimulos Zi/SHN e F(ab’)2/SHN, dependentes do CR3, mas nao
sofreu alteracdo com o fMLP.

A transferéncia de MPO para as células endoteliais depende do contato
neutroéfilo e célula endotelial.

Os estimulos dependentes do CR3 promoveram um aumento da ativagcdo
endotelial medida pela concentragcdo de ICAM-1 solavel; a remocao do
complemento (SHI) minimiza esta ativacdo. Nao houve diferencas entre os
grupos de neutrdfilos.

Os neutrofilos que expressam a variante 77H da cadeia CD11b, quando
estimulados via CR3, exibem uma tendéncia a menor peroxidacéo lipidica e a
maior transferéncia de MPO para as células endoteliais.

O modelo do estudo permitiu a confirmacéo de que todas as funcdes estudadas

séao dependentes de CRS3.
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9.1. Desenho do primer

Homo sapiens chromosome 16, GRCh38.p2 Primary Assembly

NCBI Reference Sequence: NC_000016.10
<https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_000016.10?report=fasta&from=2990961
3&t0=31438697>

FASTAShowing 401 bp region from base 31265290 to 31265690.

GenBank Graphics

>(i|568815582:31265290-31265690 Homo sapiens chromosome 16, GRCh38.p2

Primary Assembly

ATCCGGGTATGGGCCCCCACCGTCCTCTGGGTGGCAGAACTTCCTCTGTGGTC
TCCTTCTCTCCCCACATGTCGAAGTTTTCTCTGTTCCCACTTCTICCCCACAGGGT
GGTGGTTGGAGCCCCCCAGGAGATAGTGGCTGCCAACCAAAGGGGCAGCCTC
TACCAGTGCGACTACAGCACAGGCTCATGCGAGCCCATCC[G/AICCTGCAGGG
TGAGTCACTGCCCCGCCGGGCTGGGACTGGGATTCCCCTGTGAACACATAGGG
ACTTTCCAGGCACTCCTGTGTCCTGGGGATCTGTGGTGGGGACACAGGTGCCT
GCCTCCGTACCCTCTCCTCTGCCTGCAGTCTCTACCCTAGACATCCCCAGGCAA
CCCCTCTGTGTTCCTTTCTTTCCCAAGATTT

SNP rs1143679: destaque amarelo; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/?term=1143679

Sequéncia do oligonucleotideo sense: 5 CTC CCC ACA GGG TGG TG 3, grifo em
destaque azul;

Sequéncia complementar aos oligonucleotideos anti-sense grifo dentro da sequéncia
do snp, que aparece em destaque amarelo:
77H: 5 AGT GACTCACCCTGCAIGC &
77R: 5 AGT GACTCACCCTGC AIG T 3.

A substituicdo de G por [T nas sequéncias dos oligonucleotideos anti-sense (destaque
verde) foram feitas para aumentar a especificidade.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_000016.10?report=fasta&from=29909613&to=31438697
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_000016.10?report=fasta&from=29909613&to=31438697
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_000016.10?report=fasta&from=29909613&to=31438697
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/568815582?report=genbank
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/568815582?report=graph
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/?term=1143679
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9.2 Figuras suplementares
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Figura suplementar 1. Quantificacdo da concentracao das substancias reativas ao
acido tiobarbiturico (TBARS) em células endoteliais. As células endoteliais foram
expostas a neutréfilos expressando as variantes 77R ou 77H por 30 minutos a
37°C, 5% CO2. Em seguida, foram lavadas com PBS pH 7.2, acrescidas de
tripsina, transferidas para eppendorf contendo meio de cultura e centrifugadas. Ao
pélete foi adicionado o reagente de TBARS. A leitura da absorbancia foi realizada
em espectrofotdmetro a 534 nm. O calculo da concentragdo de TBARS foi
realizado utilizando a absortividade molar do MDA (1,56 x 10°M* cm™) e os
resultados foram expressos em nM de TBARS. As barras representam a
padronizagao do ensaio. F(ab’)z, fragmento de ligagdo do antigeno; fMLP, formil-
metil-leucil-fenilalanina; SHN, soro humano normal; SHI, soro humano inativado;
CE, células endoteliais, Ne, neutrofilo. Os valores dos estimulos foram
descontados da respectiva espontadnea CE+Ne (B). A, CE; B, CE+Ne; C, Zi 1 mg;
D, Zi1,3mg; E, Zi 2 mg; F, F(ab’)230 pg; G, F(ab’)245 ug; H, F(ab’)260 ug; I, fMLP
10 M; J, fMLP 10° M; K, fMLP 10® M. As concentragdes escolhidas foram Zi 1
mg e fMLP 10° M.
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Figura suplementar 2. Quantificacdo da concentracao das substancias reativas ao
acido tiobarbiturico (TBARS) em células endoteliais. As células endoteliais foram
expostas a neutrdéfilos expressando as variantes 77R ou 77H por 30 minutos a
37°C, 5% CO2. Em seguida, foram lavadas com PBS pH 7.2, acrescidas de
tripsina, transferidas para eppendorf contendo meio de cultura e centrifugadas. Ao
pélete foi adicionado o reagente de TBARS. A leitura da absorbancia foi realizada
em espectrofotdmetro a 534 nm. O calculo da concentragdo de TBARS foi
realizado utilizando a absortividade molar do MDA (1,56 x 10°M* cm™) e os
resultados foram expressos em nM de TBARS. As barras representam a
padronizagao do ensaio. F(ab’)z, fragmento de ligagdo do antigeno; fMLP, formil-
metil-leucil-fenilalanina; SHN, soro humano normal; SHI, soro humano inativado;
CE, células endoteliais, Ne, neutrofilo. Os valores dos estimulos foram
descontados da respectiva espontaneas CE+Ne (B). A, CE; B, CE+Ne; C, Zi 1 mg;
D, F(ab’)210 ug; E, F(ab’)220 ug; F, F(ab’)230 ug; G, fMLP 10-* M. A concentragéo
de F(ab’)2 escolhida foi a de 20 ug.
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Figura suplementar 3. Quantificacdo da porcentagem de células fluorescentes
marcadas com anti-MPO em placas transwell. As células endotelais foram
expostas a neutrofilos expressando as variantes 77R ou 77H por 30 minutos a
37°C, 5% CO2. Em seguida, foram lavadas com PBS pH 7.2, acrescidas de
tripsina, transferidas para eppendorf contendo meio de cultura e centrifugadas. Ao
pélete foi adicionado a solucdo de paraformoldeido 1% (para fixar as células) e
incubado por 15 minutos a temperatura ambiente ao abrigo da luz. Em seguida, 0
pélete foi tratado com a solugéo de triton X-100 0,02% (para permeabilizar as
células) e incubado por 15 minutos a temperatura ambiente ao abrigo da luz. As
amostras foram marcadas com anticorpo anti-MPO ou isotipo marcados com FITC
e lidas no citdmetro de fluxo. Os resultados foram expressos em porcentagem de
células fluorescentes. F(ab’)2, fragmento de ligacdo do antigeno; fMLP, formil-
metil-leucil-fenilalanina; SHN, soro humano normal; SHI, soro humano inativado;
CE, células endoteliais, Ne, neutrdfilo.
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Figura suplementar 4. Curva da concentracdo de malonaldeido para calculo da
concentracdo das substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) para
células endoteliais. Ao padréo foi adicionado o reagente de TBARS. A leitura da
absorbancia foi realizada em espectrofotbmetro a 534 nm. O célculo da
concentracdo de TBARS foi realizado utilizando a absortividade molar do MDA
(1,56 x 10°M1 cm?) e os resultados foram expressos em nM de TBARS.Equacéo
da reta: R? = 0,9993.
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Figura suplementar 5. Curva da concentragcdo de ICAM-1 para calculo da
concentracédo de ICAM-1 liberado pelas células endoteliais. O padrédo foi submetido
ao ensaio de ELISA (kit R&D system, EUA). A leitura da absorbéancia foi realizada em
espectofotdbmetro a 450 nm, com correcdo a 540 nm. O célculo da curva foi realizado
segundo o fabricante do kit e expressos em ng/mL de ICAM-1. Equacéo da reta: R? =
0,9944.
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9.3 Protocolos para o preparo das principais solugdes utilizadas

Solucao Balanceada de Hanks

NaCl 849
KCI 049
CaClz Anidro 0,139¢
MgCl2.6H20 0,19
MgS04.7H20 0,1g
Na2HPOa4 0,048 g
K2HPO4 0,06 g
Glicose 109
NaHCO3 0,359
Agua deionizada gsp. 1000 mL

Ajustar pH final para 7,2 a 25°C com NaOH. Filtrar.

Solucéo de Gelatina 2,5% em Cloreto de Sodio 0,15 M

Gelatina 25¢g
Solucédo de NaCl 0,15 M gsp. 100 mL
Aquecer o NaCl e juntar a gelatina. Deixar a 37°C.
Cloreto de Aménio 0,83%

NH4Cl 4,28 ¢ 8,56 g
Agua deionizada estéril gsp. 500 mL 1000 mL
Ajustar pH final para 7,2. Filtrar.

Solucéo de Alséver
Citrato trissodico . 2H20 8¢
NacCl 0,49
Glicose 0,139 ¢
Agua deionizada gsp. 0,19

Ajustar pH final para 6,1 com acido citrico 10%. Filtrar.




Makerial Suplementar 91

Cloreto de S6dio 0,15 M (0,9%)

NaCl 8,76 g

Agua deionizada gsp. 1000 mL

Autoclavar.

PBS (Salina Tamponada com Fosfato) pH 7,4 (10X)

NacCl 80,09
KCI 2049
Na2HPO4 1159
K2HPO4 209
Agua deionizada gsp. 1000 mL

Ajustar pH final para 7,4 a 25°C com HCI.

Tampé&o de Amostra para DNA (6X)

40% sacarose 4049
0,25% azul de bromofenol 0,025 mL
Agua deionizada gsp. 10 mL

Aliquotas de 1 mL e armazenar em -20°C.

Liguido de Turk

Violeta genciana 1% 1mL
Acido acético glacial 1 mL
Agua deionizada gsp. 100 mL

Tampéo Tris-Borato-EDTA (TBE) 10X Concentrado

Tis base 121,1g (1 M)
Acido bérico anidro 55,6 g (0,9 M)
EDTA.Naz.2H20 3,7 g (10 mM)
Agua deionizada gsp. 1000 mL




Makerial Suplementar 92

Tampéo de Lise |

Tris-HCI 1,579
Agua deionizada gsp 1000 mL
Acertar o pH para 7,5.

Sacarose 102,69 g
MgCl2 0,048 g
Solubilizar no Tris-HCI preparado previamente.

Triton X-100 10 mL
Agua estéril gsp. 1000mL

Estocar sob refrigeracdo (4°C) e ao abrigo da luz.

Tampao de Lise Il

NaCl 4,359
EDTA 8,92 ¢
Agua estéril gsp. 1000 mL

Ajustar pH final para 8,0. Estocar a temperatura ambiente.

Cloreto de S6dio 6 M

NacCl 34,89

Agua deionizada gsp. 100 mL

Estocar a temperatura ambiente.







ANEXO A

0] UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
g Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto
LN P Comité de Etica em Pesquisa

Of. CEP/FCFRP n°. 035/2014
kms

Ribeirdo Preto, 3 de julho de 2014.

A pos-graduanda

Nathalia Cristina Canicoba

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

Prezada Pos-graduanda,

Informamos que o projeto de pesquisa intitulado “ATIVACAO IN VITRO
DE NEUTROFILOS VIA CR3: IMPLICACOES DA VARIANTE DA CADEIA DO CD11B
(RS1143679) PARA AS INTERACOES COM O ENDOTELIO”, apresentado por Vossa
Senhoria a este Comité, Protocolo CEP/ECFRP n°. 350, foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da FCFRP em sua 132* Reunido Ordinaria realizada em
02/07/2014.

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

Informamos que devera ser encaminhado ao CEP/FCFRP o relatério
tinal da pesquisa em formuldrio proprio deste Comité, bem como comunicada

qualquer alteraco, intercorréncia ou interrupcio do mesmo, tais como eventos

adversos e eventuais modificagdes no protocolo ou nos membros da equipe, através
da interposicdo de emenda na Plataforma Brasil.
Atenciosamente,

: - A
L ra N L{g Wanne~

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

Avenida do Café S/N: - Monte Alegre - CEP 14040-903 — Ribeiro Preto - SP
Comité de Efica em Pesquisa - cep@fcfrp.usp.br
Fone: (16) 3602-4213 ou 36024216 - Fax: (16) 36024892



CENTRO DE REFERENCIA DA SAUDE
DA MULHER DE RIBEIRAQ PRETO

COMISSAO DE PESQUISA DO CENTRO DE REFERENCIA DA SAUDE DA MULHER

DE RIBEIRAO PRETO - MATER

Ref.: Projeto de Pesquisa: Ativacao in vitro de neutréfilos via CR3: implicactes da variante
da cadeia do CD11b (rs1143679) para as interacdes com o endotélio.

N2 014/2014

Nathalia Cristina Canicoba

Prezado Pesquisador (a)

Informamos que o seu projeto foi avaliado pela Comiss&o de Pesquisa Clinica do CRSM-Mater no
dia 03/03/2015 e considerado aprovado para realizagao nessa instituigao.

Lembramos que essa aprovagdo pressupde o cumprimento das seguintes necessidades:

1=

-

3-

Apresentagdo do parecer do CEP antes do inicio da abordagem de potenciais sujeitos
para o estudo

Apresentagao de relatérios parciais (Anexo 3), semestralmente, indicando o andamento da
pesquisa. ;

Apresentacao de relatério final de pesquisa (Anexo 3) que devera ser acompanhado de
um resumo estruturado da mesma (uma lauda, contendo introdugdo, métodos, resultados
e conclusdes) para a documentagao do projeto de pesquisa junto a0 CRSM-Mater

Todos os procedimentos relacionados ac projeto de pesquisa que néo estejam dentro da
rotina do servigo deverdo ser realizados pela equipe do projeto, ndo se utilizando de
funciondrios da instituicao.

Atenciosamente,

DR2. ANA MARCIA SPANO NAKANO

Presidente da Comissao de Pesquisa do Centro de Referéncia da Satide da Mulher

Av. Wanderley Taffo, n2 330 — Quintino Facci Il - CEP 14070-250 — Ribeirdo Preto — SP
Fone: (16) 3962-8200 - Fax: (16) 3962-8213



ANEXO B

Woluntarios saudaveis para obtengdo de neutrofilos e DNA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezada Senhor{a),

- Vocé estd sendo convidado(a) a participar em uma pesquisa que estuda como os
neutréfilos (células de defesa do nosso corpo) combatem e eliminam os microbios que
invadem nosso corpo.

- A sua participacio € voluntaria: vocé ¢ livre para aceitar participar ou néo.

- Para saber sobre a pesquisa, leia as explicactes abaixo neste papel

-Vocé podera fazer qualquer pergunta para tirar suas ddvidas sobre a pesquisa.

INFORMAGOES SOBRE A PESQUISA

Nome da pesquisa: “Ativacdo in vitro de neutréfilos via CR3: implicacbes da variante da
cadeia do CD11b (rs1143679) para as interacdes com o endotélio.”

Pesquisadores Responsaveis: Mathalia Cristina Canicoba, Prof®. Dr® Cleni Mara
Marzocchi Machado.

Local: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — USP, Av. do Café
s/n” - Campus USP, Bloco R, sala 7 - Bairro Monte Alegre, Ribeirdo Preto — SP.

Por que essa pesquisa esta sendo feita?

Mo sangue existem proteinas e células que trabalham para defender o nosso corpo
contra microbios. Uma dessas células € o neutrofilo. Os neutrofilos possuem uma proteina
chamada CR3 que ajuda a destruir os microbios. Mas como isso acontece? O CR3 ajuda o
neutrdfilo a liberar substancias tdxicas sobre o micrébio. Uma destas substincias é a
mieloperoxidase, que ira destruir o microbio, impedindo que ele cause doenca. Mas para
quase tudo o que é feito no nosso corpo ha uma receita no nosso DNA. Algumas pessoas
tem algumas diferencas nas receitas (ou seja, no DNA) e, as vezes, produzem proteinas
diferentes que sdo chamadas de variantes. A proteina CR3 dos neutréfilos tem uma
mudanca na sua receita, chamada rs1143679. Nesta pesquisa, nos queremos estudar se
esta mudanca na receita do CR3 pode modificar a capacidade do neutréfile de liberar a
mieloperoxidase para destruir os microbios.

Como sera feita a pesquisa?

MNds precisamos de amostras de sangue para estudar os neutrdfilos e o DNA.

Para doar sangue para a nossa pesquisa, o participante voluntario, homem ou
mulher, deve ter idade entre 18 e 50 anos, nao pode ser fumante; ndo pode ter tomado anti-
inflamatdrio nos dltimos 7 dias; ndo pode estar tomando medicamento controlado, antibidtico
e imunossupressor; e para mulheres, ndo pode estar gravida.

- Se vocé puder e aceitar participar, vocé precisa:

- depois de ler e compreender este papel assina-lo em duas vias (uma para vocé e
outra para os pesquisadores),

- doar sangue uma unica vez, vocé doara 30 mL de sangue (= 3 colheres de sopa
rasas).

Quais sdo os riscos que podem ocorrer?

Os riscos que poderdo ocorrer sdo a formacdo de hematomas e sensacdo dolorosa
no local da picada da agulha, o que normalmente ndo traz problemas para a pessoa. Para
diminuir esse risco o sangue sera colhido por uma pessoa experiente.



Voluntarios saudaveis para oblengdo de neutrofilos e DNA
O que acontece se eu nio aceitar participar?
Caso ndo queira participar, ndo havera prejuizo nenhum para vocé. Sua participacio
& voluntaria. Vocé terd liberdade para desistir a qualquer momento durante a pesquisa,
Basta nos avisar pelos telefones, que aparecem no final deste papel,

Havera alguma despesa ou beneficio com este estudo?

MN&o havera nenhuma despesa e nenhum ganho em dinheiro. Nao havera beneficio
direto voc&, mas sua participacéo ira nos ajudar a estudar os neutrdfilos e 0o CR3, que
defendem o nosso corpo contra microbios.

Afirmamos que o seu nome e de todos os participantes serdo guardados em
segredo. Somente os resultados, sem os nomes, serdo divulgados em revistas
cientificas. Se desejar, podera conhecer os resultados da pesquisa, basta pedir aos
pesquisadores.

Quando a pesquisa terminar, se houver alguma sobra do seu sangue, ela ndo
sera guardada, ela sera jogada fora.

Qualquer divida sobre esta pesquisa, entrar em contato com os pesquisadores ou o
Comité de Etica em Pesquisa nos telefones abaixo.

Favor ler e preencher abaixo, se for do seu consentimento

Eu, .

RG , CPF , abaixo assinado, concordo em

participar como voluntario(a) do estudo descrito acima. Fui devidamente informado(a) e
esclarecido(a) pela pesquisadora Mathalia Cristina Canicoba sobre a pesquisa, a doacéo do
meu sangue, assim como possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participacao.
Sei que em qualquer momento poderei esclarecer dividas, conhecer os resultados e que os
nomes dos participantes serdo sempre guardados em segredo pelos pesquisadores. Foi-me
garantido o direito de retirar meu consentimento a qualguer momento durante a pesquisa,
sem gue isso leve a gqualquer prejuizo para a minha pessoa.
Ribeirdo Preto, de de 20 .

Assinatura do participante: Fone:

Mathalia Cristina Canicoba
Pesquisadora Responsavel — CPF 373.646.128-21

Telefones e e-mails para contato dos Pesquisadores Responsaveis e do Comité de
Etica:

- Nathalia Cristina Canicoba (nathcristina@uol.com.br): 16-3315-0558 / 16-98121-0795

- Prof®. Dr®. Cleni Mara Marzocchi Machado (clenimari@usp.br): 16-3315-0558 / 16-98123-
9718
- Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto-

USP: (cep@fcfrp.usp.br) (16) 3315-4213.




Voluntarios saudaveis para obtencio de soro

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezada Senhor{a),

- Vocé esta sendo convidado(a) a participar em uma pesquisa que estuda como os
neutréfilos (células de defesa do nosso corpo) combatem e eliminam os microbios que
invadem nosso corpo.

- A sua participacio € voluntaria: vocé é livre para aceitar participar ou nao.

- Para saber sobre a pesquisa, leia as explicactes abaixo neste papel.

- Vocé podera fazer qualquer pergunta para tirar suas dividas sobre a pesquisa.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA

Nome da pesquisa: “Afivacdo in vitro de neufréfilos via CR3: implicacbes da variante da
cadeia do CD11b (rs1143679) para as interacdes com o endotélio.”

Pesquisadores Responsaveis: MNathalia Cristina Canicoba, Proff. Dr®. Cleni Mara
Marzocchi Machado.

Local: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — USP, Av. do Café
s/n” - Campus USP, Bloco R, sala 7 - Bairro Monte Alegre, Ribeirao Preto — SP.

Por gque essa pesquisa esta sendo feita?

Mo sangue existem proteinas e células que trabalham para defender o nosso corpo
contra micrébios. Uma dessas celulas € o neutrdfilo. Os neutrofilos possuem uma proteina
chamada CR3 que ajuda a destruir os microbios. Mas como isso acontece? O CR3 ajuda o
neutrofilo a liberar substdncias tdxicas sobre o microbio. Uma destas substdncias e a
mieloperoxidase, que ira destruir o micrdbio, impedindo que ele cause doenca. Mas para
guase tudo o que é feito no nosso corpo ha uma receita no nosso DNA. Algumas pessoas
tem algumas diferencas nas receitas (ou seja, no DNA) e, as vezes, produzem proteinas
diferentes que sdo chamadas de variantes. A proteina CR3 dos neutrdfilos tem uma
mudanca na sua receita, chamada rs1143679. Mesta pesquisa, nos queremos estudar se
esta mudanca na receita do CR3 pode modificar a capacidade do neutréfile de liberar a
mieloperoxidase para destruir os micrébios.

Como sera feita a pesquisa?

MNos precisamos de amostras do seu sangue para usar a parte liquida dele, o soro,
que contém proteinas necessarias para o nosso estudo.

Para doar sangue para a nossa pesquisa, o participante voluntario, homem ou
mulher, deve ter idade entre 18 e 35 anos, ndo pode ser fumante; ndo pode ter tomado anti-
inflamatorio nos Gltimos 7 dias; ndo pode estar tomando medicamento controlado, antibiotico
e imunossupressor, e para mulheres, ndo pode estar gravida, nem estar fazendo uso de
anticoncepcional: pilula, injetavel, adesivo na pele ou dentro do dtero.

- Se vocé puder e aceitar participar, voce precisa:

- depois de ler e compreender este papel assina-lo em duas vias (uma para vocé e
outra para o0s pesquisadores);

- doar sangue uma unica vez, vocé doara 20 mL de sangue (= 2 colheres de sopa
rasas).

Quais sao os riscos que podem ocorrer?

Os riscos que poderdo ocorrer sdo a formagdo de hematomas e sensacéo dolorosa
no local da picada da agulha, o que normalmente néo traz problemas para a pessoa. Para
diminuir esse risco o sangue sera colhido por uma pessoa experiente.



Voluntérios saudaveis para obtengio de soro
O que acontece se eu ndo aceitar participar?
Caso ndo queira participar, ndo havera prejuize nenhum para vocé. Sua participacéo
& voluntaria. Contudo, apds doar o seu sangue nao serd possivel desistir de participar da
pesquisa, porque o seu sangue serd misturade ao sangue dos outros doadores, e esta
mistura serd usada como um reagente para a pesquisa, sem identificar o0 nome do deador.

Havera alguma despesa ou beneficio com este estudo?

Nao havera nenhuma despesa e nenhum ganho em dinheiro. Nao havera beneficio
direto para vocé, mas sua participacéo ird nos ajudar a estudar os neutréfilos e 0 CR3, que
defendem o nosso corpo contra micrébios.

Afirmamos que 0 seu nome e de todos os participantes serdo guardados em
segredo. Somente os resultados, sem os nomes, serdo divulgados em revistas
cientificas. Se desejar, podera conhecer os resultados da pesquisa, basta pedir aos
pesquisadores.

Quando a pesquisa terminar, se houver alguma sobra do seu sangue, ela ndo
sera guardada, ela sera jogada fora.

Qualguer divida sobre esta pesquisa, entrar em contato com os pesquisadores ou o
Comité de Etica em Pesquisa nos telefones abaixo.

Favor ler e preencher abaixo, se for do seu consentimenio
Eu, .
RG

participar como voluntério(a) do estudo descrito acima. Fui devidamente informado(a) e

CPF . abaixo assinado, concordo em

esclarecido(a) pela pesquisadora Nathalia Cristina Canicoba sobre a pesquisa, a doacéo do
meu sangue, assim como possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participacéo.
Sei que em qualguer momento poderei esclarecer dividas, conhecer os resultados e gue os
nomes dos participantes serfo sempre guardados em segredo pelos pesquisadores. Foi-me
explicado também o motive pelo qual ndo posso refirar meu consentimento apds meu

sangue ter sido colhido.

Ribeirdo Preto, de de20 .

Assinatura do participante: Fone:

Mathalia Cristina Canicoba
Pesquisadora Responsdvel — CPF 373.646.128-31

Telefones e e-mails para contato dos Pesquisadores Responsaveis e do Comité de
Etica:

- Mathalia Cristina Canicoba (nathcristina@uol.com_br): 16-3315-0558 / 16-98121-0795

- Prof®. Dre. Cleni Mara Marzocchi Machado (clenimar@usp.br): 16-3315-0558 / 16-98123-
9718
- Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirio Preto-

USP: (cep@fcfrp.usp.br) (16) 3315-4213.




Voluntarias saudaveis para obtencdo de células endoteliais

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezada Senhora,

- Vocé esta sendo convidada a participar em uma pesquisa que estuda como os neutrofilos
(células de defesa do nosso corpo) combatem e eliminam os micrdbios que invadem nosso
COrpo.

- A sua participacio é voluntaria: vocé & livre para aceitar participar ou néo.

- Para saber sobre a pesquisa, leia as explicacbes abaixo neste papel.

-Vocé podera fazer qualquer pergunta para tirar suas dividas sobre a pesquisa.

INFORMAGOES SOBRE A PESQUISA

Nome da pesquisa: “Ativacdo in witro de neutrdfilos via CR3: implicactes da variante da
cadeia do CD11b (rs1143679) para as interacdes com o endotélio "

Pesquisadores Responsaveis: Mathdlia Cristina Canicoba, Prof®. Dr® Cleni Mara
Marzocchi Machado.

Local: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — USP, Av. do Café
s/n” - Campus USP, Bloco R, sala 7 - Bairro Monte Alegre, Ribeirdo Preto — 5P.

Por que essa pesquisa esta sendo feita?

Mo sangue existem proteinas e células que trabalham para defender o nosso corpo
contra microbios. Uma dessas células € o neutrofilo. Os neutrofilos possuem uma proteina
chamada CR3 que ajuda a desfruir os microbios. Mas como isso acontece? O CR3 ajuda o
neutrofilo a liberar substdncias toxicas sobre o microbio. Uma destas substincias & a
mieloperoxidase, que ira destruir o microbio, impedindo que ele cause doenca. Mas para
quase tudo o que € feito no nosso corpo ha uma receita no nosso DNA. Algumas pessoas
tém algumas diferencas nas receitas (ou seja, no DNA) e, as vezes, produzem proteinas
diferentes que sdo chamadas de variantes. A proteina CR3 dos neutréfilos tem uma
mudanca na sua receita, chamada rs1143679. Nesta pesquisa, ndés queremos estudar se
esta mudanca na receita do CR3 pode modificar a capacidade do neutrofilo de liberar a
mieloperoxidase para destruir os micrébios.

Como sera feita a pesquisa?

Nos precisamos de um pedaco do corddo umbilical para estudar o contato entre as
celulas desse corddo com os neutrofilos.

Para doar o corddo umbilical para a nossa pesquisa, a participante voluntaria, deve
ter idade entre 18 e 40 anos; ndo pode ser fumante e ndo pode estar tomando medicamento
controlado, antibiotico e/ou imunossupressor.

- Se vocé puder e aceitar participar, vocé precisa:

- depois de ler e compreender este papel assina-lo em duas vias (uma para vocé e
outra para os pesquisadores);

- apés o parto, o cordao umbilical serd usado pelo hospital para a realizacdo de
exames. Quando terminarem os exames, o cordao sera jogado fora. Se vocé aceitar
participar da pesquisa, vocé ira autorizar a doagdo do corddao umbilical no momento em que
o hospital ira joga-lo fora. Assim, esse corddo, ao invés de ser jogado fora, seré levado para
o laboratdrio para obtengdo das ceélulas.

Quais sdo os riscos que podem ocorrer?
A doacdo do cordao umbilical para a pesquisa ndo apresenta riscos previsiveis, uma
vez que o corddo sera doado somente no momento de ser jogado fora.



Voluntarias saudaveis para obtencdo de células endoteliais

0 que acontece se eu ndo aceitar participar?

Caso ndo queira participar, ndo havera prejuizo nenhum para vocé. O seu
atendimento na maternidade sera o mesmo. Sua participacdo é voluntaria. Vocé tem toda a
liberdade de decidir se quer ou ndo doar o corddo umbilical para a pesquisa. Se concordar
em participar, vocé também terd a liberdade para desistir a qualguer momento durante a
pesquisa. Basta nos avisar pelos telefones, que aparecem no final deste papel. Caso vocé
queira desistir de participar, as células retiradas do seu corddo umbilical serdo jogadas fora
e os resultados dos testes realizados com ele ndo entrardo mais na pesquisa.

Havera alguma despesa ou beneficio com este estudo?

Nao havera nenhuma despesa e nenhum ganho em dinheiro. Ndo havera beneficio
direto para vocé, mas sua participac8o ira nos ajudar a estudar os neutréfilos e 0 CR3, que
defendem o nosso corpo contra micrébios.

Afirmamos gue o seu nome e de todas as participantes serdo guardados em segredo.
Somente os resultados, sem os nomes, serdo divulgades em revistas cientificas. Se desejar,
podera conhecer os resultados da pesquisa, basta pedir aos pesquisadores,

Quando a pesquisa terminar, se houver alguma sobra de células, ela ndc sera
guardada, ela sera jogada fora.

Qualguer divida sobre esta pesquisa, entrar em contato com os pesquisadores ou o
Comité de Etica em Pesquisa nos telefones abaixo.

Favor ler e preencher abaixo, se for do seu consentimento

Eu

RG . CPF . abaixo assinado, concordo em

participar como wvoluntaria do estudo descrito acima. Fui devidamente informada e
esclarecida pela pesquisadora Mathalia Cristina Canicoba sobre a pesquisa, a doacéo do
meu corddo umbilical, assim como possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha
participac@o. Sei que em qualguer momento poderei esclarecer dividas, conhecer os
resultados e que os nomes das paricipantes serdo sempre guardados em segredo pelos
pesquisadores. Foi-me garantido o direito de retirar meu consentimento a gqualguer
momento durante a pesquisa, sem que isso leve a qualguer prejuizo para a minha pessoa.
Ribeirdo Preto, de de20__ .

Assinatura da participante: Fone:

Mathalia Cristina Canicoba
Pesquisadora Responsavel — CPF 373.646.1258-31

Telefones e e-mails para contato dos Pesquisadores Responsaveis e do Comité de
Etica:
- Nathalia Cristina Canicoba (nathcristina@uol.com. br): 16-3315-0558 / 16-98121-0795

- Prof®. Dr®. Cleni Mara Marzocchi Machado (clenimar@usp.br): 16-3315-0558 / 16-98123-
9718
- Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirio Preto-

USP: (cep@fcfrp.usp.br) (16) 3315-4213.






