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RESUMO

Os Siglecs (sialic-acid-binding immunoglobulin-like lectins) sdo receptores, em sua
grande maioria inibitorios, expressos em células do sistema imune que através da sua ligacéo
com glicoconjugados sialilados alteram as respostas celulares. A neuraminidase é uma sialidase
que cliva o acido sidlico de seus glicoconjugados, interrompendo as vias inibitorias
intracelulares. A resposta exacerbada e desregulada de leucocitos na sepse esta diretamente
relacionada a consequéncias deletérias como leséo e disfuncédo tecidual. Nossa hipotese é de
que os inibidores de neuraminidases virais, oseltamivir e zanamivir, inibem também a atividade
da neuraminidase do hospedeiro, mantendo, assim, a interacdo Siglec-acido sialico e as vias
inibitérias em leucocitos. Para isso, primeiramente, caracterizamos a expressdo basal de
receptores Siglecs na superficie de mondcitos humanos em amostras de sangue total.
Observamos que os receptores Siglecs-3 e -9 possuem maior densidade entre os Siglecs
expressos (-3, -5, -7 e -9) na membrana dessas células. A expressdo de Siglecs em amostras de
sangue total também foi avaliada em resposta a diferentes concentra¢des de LPS (0,01 pg/mL,
0,1 pg/mL e 1 pg/mL). A densidade de Siglec-3, Siglec-5 e Siglec-7 aumentou de maneira
diretamente proporcional ao aumento da concentracdo de LPS, enquanto a expressao de Siglec-
9 apresentou um perfil invertido. Os resultados do ensaio de tempo-resposta (0.5, 1.5 e 3 h)
demonstraram um aumento crescente na expressdo dos receptores ao longo do tempo. A
avaliacdo da glicosilagdo apos estimulo com LPS demonstrou uma diminui¢do dos éacidos
sialicos na conformagao a2-3, a qual foi inibida pelo tratamento com oseltamivir ou zanamivir,
sugerindo que esses farmacos inibem as neuraminidases do hospedeiro. Portanto, nossos
resultados demonstram a capacidade que esses farmacos possuem de alterarem o status de
sialilacdo da célula e , por conseguinte, atuarem como possiveis ferramentas farmacoldgicas
para o tratamento de doencas que possuem um componente inflamatério importante, como, por

exemplo, a sepse.

Palavras-chave: oseltamivir; zanamivir; siglecs; acido sialico; inibidores de

neuraminidase; monacitos.



ABSTRACT

Siglecs (sialic-acid-binding immunoglobulin-like lectins) are receptors, mostly
inhibitory, expressed in immune cells that, through their binding with sialylated
glycoconjugates, alter cellular responses. Neuraminidase is a sialidase that cleaves sialic acid
from its glycoconjugates, interrupting intracellular inhibitory pathways. The exacerbated and
dysregulated leukocyte response to sepsis is directly related to deleterious consequences such
as tissue injury and dysfunction. Our hypothesis is that the viral neuraminidase inhibitors,
oseltamivir and zanamivir, also inhibit the host's neuraminidase activity, thus maintaining the
Siglec-sialic acid interaction and inhibitory pathways in leukocytes. To test out hypothesis, we
initially characterized the basal expression of Siglec receptors on the surface of human
monocytes in a whole blood sample. We observed that Siglecs-3 and -9 receptors have a higher
density among the expressed Siglecs (-3, -5, -7 and -9) in the membrane of these cells. The
expression of Siglecs was also evaluated in response to different concentrations of LPS (0.01
pg/mL, 0.1 pg/mL and 1 pg/mL). The density of Siglec-3, Siglec-5 and Siglec-7 increased
proportionally to the increase in LPS concentration, while the expression of Siglec-9 showed
an inverted profile. The results of the time-response assay (0.5, 1.5 and 3 h) demonstrated an
increase in receptor expression over time. Assessment of glycosylation after LPS stimulation
demonstrated a decrease in sialic acids in the a2-3 conformation, which was inhibited by
treatment with oseltamivir or zanamivir, suggesting that these drugs inhibit host neuraminidase,
therefore, changing the glycosylation status of the cell with the potential to act as a
pharmacological tool for the treatment of diseases characterized by a high inflammatory profile

e.g. sepsis.

Keywords: oseltamivir; zanamivir; siglecs; sialic acid; neuraminidase inhibitors; monocytes.
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1 INTRODUCAO: VISAO GERAL DO ASSUNTO

Os Siglecs (sialic-acid-binding immunoglobulin-like lectins) sdo receptores
pertencentes a familia das lectinas, sendo amplamente expressos em diversas células do sistema
imunoldgico, como mondcitos, neutrofilos, células natural killers e células B (BORNHOFFT
et al., 2018). Sdo conhecidos 16 tipos de Siglecs em humanos, os quais sao subdivididos em
dois subtipos com base na sua sequéncia e sua conservacgao evolutiva. Um primeiro grupo
mantém sua estrutura conservada e inclui os Siglecs -1, -2, -4, -15, enquanto que um segundo
grupo apresenta sua estrutura em constante evolugdo, sendo chamados de homologos ao CD33
(CD33-related Siglecs), e inclui, dentre outros, os Siglecs -3 (também conhecido como CD33),
-5,-7,-8, -9, -10, -14 (CROCKER et al., 2007). Em sua grande maioria, os Siglecs apresentam
na sua estrutura citoplasmatica motivos inibitorios chamados de ITIMs (immunoreceptor
tyrosine-based inhibitory motifs), podendo modular fungdes celulares, como a ativagéo,
proliferacdo e apoptose, através do recrutamento de fosfatases SHP-1 e 2 (Src homology 2
domain containing protein tyrosine) (FAVIER et a., 2016). Os Siglecs possuem a capacidade
de se ligar a moléculas sialiladas, ou seja, moléculas de carboidratos que possuem um &cido
sidlico em sua porcdo terminal, encontradas na superficie celular de todos os vertebrados
(VARKI et al., 2008). O &cido sialico é um monossacarideo de nove carbonos com carga
negativa que se liga ao carboidrato subjacente através de ligacdes glicosidicas a2-3; 02-6 e 0.2-
8 (ZHOU et al., 2018). A ligacdo Siglec-acido sialico pode acontecer de duas formas: acidos
sidlicos presentes na superficie da propria célula formando uma ligacao do tipo cis, ja acidos
sidlicos presentes na superficie de outras células, tecidos e patdégenos, formam uma ligacédo do
tipo trans. Para que ocorra a ligacéo entre os receptores Siglecs com ligantes trans, € necessaria
a quebra da ligacdo cis ou uma ligacao trans com maior afinidade. Essa quebra é realizada por
enzimas neuraminidases que clivam o acido sialico.

A evolucdo dos patdgenos para escapar da vigilancia do sistema imunoldgico se adaptou
para incorporar acidos sidlicos em sua estrutura, resultando em auséncia de resposta do
hospedeiro e levando a um aumento da sobrevivéncia do patégeno (CROCKER et al., 2011).
Estudos anteriores demonstraram que a interagdo entre Siglec-9 expressa em neutréfilos com
residuos do acido sialico NeuAca2-3Galf1-4GIcNAc encontrados na capsula polissacaridica
de bactérias Streptococcus do grupo B, pode modular negativamente a resposta imunoldgica do
hospedeiro, resultando em uma func¢do microbicida diminuida, bem como menor produgéo de

espécies reativas de oxigénio (ROS) e armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETS)
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(CARLIN et al., 2009). Assim, a interacdo de &cidos sialicos-Siglecs pode atuar como um
regulador negativo das respostas inflamatorias.

Doencas que causam resposta inflamatdria sistémica, como a sepse, que possui alto risco
de morte e é definida como disfuncdo organica ocasionada por uma resposta imunologica
descontrolada superativada do hospedeiro contra um patdgeno, é considerada uma das
condicdes mais frequentes no mundo e requer cuidado em Unidades de Terapia Intensiva (UTI).
Em funcdo disso, € uma grande preocupacdo de saude publica devido ao alto valor gasto no
tratamento (VAN DER POLL et al., 2017). Nesse sentido, a pesquisa por drogas ja utilizadas
na clinica encurta o caminho na tentativa de encontrar um tratamento promissor. Essa estratégia
se justifica tanto pelos altos custos envolvidos no desenvolvimento de um novo farmaco bem
como pela demora necesséria para sua a validagdo (PUSHPAKOM et al., 2018). Medicamentos
como o oseltamivir e 0 zanamivir podem ser bons candidatos ao chamado reposicionamento de
farmacos, no qual um medicamento aprovado para uma determinada patologia é adaptado para
atender outras demandas. Neste caso, por serem inibidores de neuraminidase, podem atuar
como agentes anti-inflamatdrios. Esses inibidores previnem a clivagem de residuos de acido
sidlico na membrana celular, atenuando a ativacdo da célula. H& dados na literatura
demonstrando o potencial efeito do zanamivir e fosfato de oseltamivir na inibicéo da atividade
de neuraminidase induzida por LPS em macréfagos (AMITH et al., 2009). Dados do nosso
laboratdrio corroboram com esses achados, no qual observamos, apds estimulo de sangue total
de doadores saudaveis com LPS, um aumento na atividade da enzima neuraminidase, levando
a uma reducdo nos ligantes de acido sialico (a-2,3Neu5Ac) na membrana de granulécitos. Esse
efeito foi bloqueado pelo oseltamivir e zanamivir. Além disso, os efeitos ativadores do LPS na
melhora da fagocitose e Killing da bactéria E. coli, diminui¢ao na expressdo de CD62L, aumento
de CD66b e producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) por granuldcitos foram reduzidos
na presenca de oseltamivir e zanamivir. In vivo, pré ou pés tratamento com a forma farmacéutica
comercial do oseltamivir modularam a resposta neutrofilica, controlando a infec¢do e
aumentando a sobrevida do hospedeiro, em diferentes modelos de sepse (AMARAL et al.,
FORMIGA et al.,2020).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 IMUNIDADE INATA E ADAPTATIVA

O sistema imunoldgico é resultado da integracdo e da dindmica de interacdo existente
entre diversas populacOes celulares, compostos quimicos e processos que funcionam como
protetores de pele, as vias respiratorias, o trato gastrointestinal e outras reas de antigenos
estranhos, como toxinas, bactérias, virus, fungos e até mesmo células cancerigenas. Além das
barreiras estruturais e quimicas que nos protegem de infecc@es, o sistema imunoldgico pode ser
visto e dividido de forma simplista em duas linhas de defesa, que comumente chamamos de
imunidade inata e imunidade adaptativa. A imunidade inata representa a primeira linha de
defesa contra um patogeno invasor. E um mecanismo de defesa ndo especifico utilizado pelo
hospedeiro imediatamente ap0s a exposi¢do a um agente agressor estranho. A imunidade inata
a patdgenos depende de receptores de reconhecimento de padrdes (PRRS) que permitem que
certas células imunes detectem e respondam rapidamente a uma ampla gama de patdgenos que
compartilham estruturas comuns, conhecidas como padrdes moleculares associados a
patégenos (PAMPs) (TURVEY et al., 2010). Exemplos desses padrdes incluem componentes
da parede celular bacteriana, como o lipopolissacarideo (LPS) e &cido ribonucleico (RNA) de
fita dupla produzido durante uma infeccdo viral. Uma funcdo importante da imunidade inata é
0 rapido recrutamento de células imunes para os locais de infeccdo e inflamacdo através da
producdo de citocinas e quimiocinas, que sdo proteinas envolvidas na comunicagdo e
recrutamento célula-célula. A producéo de citocinas mobiliza muitos mecanismos de defesa em
todo o corpo, a0 mesmo tempo em que ativa as respostas celulares locais a infeccdo ou lesdo
(MURPHY et al., 2016).

Enquanto a imunidade inata é geralmente capaz de eliminar os patdgenos de forma
eficiente, a eliminacéo inicial da infeccéo pode falhar devido ao alto nimero ou viruléncia de
patogenos invasores. Nessas situa¢des, 0s mecanismos imunoldgicos adaptativos séo ativados,
0 que permite o reconhecimento e a eliminacéo especificos do patdgeno. Esse feito € possivel
por conta do repertorio de receptores extremamente diversificado existente nos linfocitos.

A imunidade adaptativa é antigeno-dependente e antigeno-especifica e, portanto,
envolve um intervalo de tempo (1 a 2 semanas) a partir da exposi¢do ao antigeno até que a
resposta maxima ocorra de maneira satisfatoria. A caracteristica principal da imunidade
adaptativa € a capacidade de memoria que permite ao hospedeiro montar uma resposta imune

mais rapida e eficiente apds a exposicdo subsequente ao antigeno (NETEA et al., 2019).
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A ativacdo da resposta imune adaptativa e a indugcdo da memoria imunoldgica sdo
dependentes do sistema imune inato, em particular das células apresentadoras de antigeno
(APCs), como as celulas dendriticas. Os efeitos da ativacdo de linfocitos sdo entéo exercidos
pela amplificacdo das respostas imunes inatas, como fagocitose e morte de patdgenos por certas
células imunes inatas.

Tanto a imunidade inata quanto a imunidade adaptativa possuem, em parte, origem
hematopoiética. As células tronco hematopoiéticas (HSCs) dao origem a dois tipos de células
progenitoras multipotentes: um progenitor linfoide, que gera células linfoides e algumas células
mieloides e um progenitor mieloide, que produz células mieloides, eritrdcitos e plaquetas. O
progenitor linfoide comum da origem a precursores comprometidos com as linhagens de células
T, células B e células linfoides inatas (ILCs) (YAZDANI et al., 2015). Os progenitores
mieloides dao origem a precursores comprometidos com as linhagens eritroide,
megacariocitica, granulocitica e monocitica, que dao origem, respectivamente, a hemacias
maduras, plaquetas, granuldcitos (neutrofilos, eosindéfilos, basofilos) e mondcitos. A maioria

das células dendriticas surge de um ramo da linhagem monocitica (ABBAS et al., 2014).
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Figura 1 - Hematopoiese. O desenvolvimento das principais linhagens de células sanguineas €

retratado nesta arvore hematopoiética
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Fonte: Figura retirada de ABBAS, Abul K.; PILLALI, Shiv. Cellular and Molecular Immunology, 9e. 2014,

2.2 MONOCITO

Os precursores mieloides na medula 6ssea ddo origem a mondcitos circulantes. Em

estagios iniciais do desenvolvimento embrionario, os precursores mieloides no saco vitelinico



16

e no figado fetal dao origem aa células que migram para diferentes tecidos, gerando assim 0s
macrofagos residentes, como, por exemplo, as células de Kupffer, os macréfagos alveolares e
células da micrdglia no cérebro (GINHOUX et al., 2010).

Figura 2 — Os Mondcitos séo células derivadas da linhagem monocitica provenientes de um

progenitor mieloide.
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Fonte: Figura retirada de ABBAS, Abul K.; PILLALI, Shiv. Cellular and Molecular Immunology, 9e. 2014.

Essas células se tornam macrdfagos quando migram para os tecidos e, além disso,
formam o sistema mononuclear fagocitario juntamente com os macréfagos residentes, que sao
derivados principalmente de precursores hematopoiéticos durante a vida fetal.

Os monacitos sdo células com 10 a 15 um de didmetro, ndcleo em forma de feijdo e
citoplasma finamente granular contendo lisossomos, vacuolos fagocitarios e filamentos do
citoesqueleto. Apos sua maturacdo na medula 6ssea, eles sao liberados na circulagdo, onde
ficam até serem recrutados para locais de infecgdo ou lesdo tecidual (GEISSMANN et al.,

2010). Os monacitos apresentam um certo grau de plasticidade que permite que essas células
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se diferenciem em macréfagos ou células dendriticas, ou seja, 0s mondcitos podem assumir
comportamentos altamente distintos de acordo com o microambiente nos quais estao inseridos
(BAIN et al., 2013). Alternativamente, os mondcitos também podem migrar para os tecidos na
auséncia de inflamacéo e permanecer em um estado indiferenciado onde desempenham papeis
homeostaticos (WYNN et al., 2013). Os mediadores que atraem monacitos circulantes para 0s
tecidos incluem quimiocinas, componentes do complemento e produtos da degradacdo da
matriz tecidual (MANTOVANI et al., 2004).

2.3 SEPSE

A sepse é caracterizada por exibir um padrdo bifasico, no qual uma resposta inicial
exacerbada € seguida por uma imunossupressdo (HOTCHKISS et al., 2013). Na sepse, a
liberacéo de padrdes moleculares associados ao perigo (DAMPs) de células hospedeiras lesadas
ativam os PRRs, como, por exemplo, receptores do tipo Toll , que também reconhecem PAMPs,
dando origem a um ciclo de hiperinflamacéo sustentada (TAKEUCHI et al., 2010). No entanto,
uma defesa antimicrobiana ineficaz do hospedeiro frequentemente acompanha essa condicao,
ou seja, tanto as respostas inflamatdrias quanto as respostas anti-inflamatorias sédo
desencadeadas durante a sepse, e a disfungéo celular resultante pode derivar da predominéncia
de uma resposta sobre a outra. As citocinas pré-inflamatorias produzidas apds o
reconhecimento dos patdgenos invasores podem ajudar a proteger o hospedeiro, mas também
podem promover lesdo tecidual. A ativacdo local do sistema de coagulacdo na sepse ajuda a
confinar os patdgenos ao sitio primario de infeccdo, enquanto a ativacgao sistémica pode resultar
em coagulacdo intravascular disseminada, trombose e sangramento (COHEN et al., 2015). A
aderéncia aumentada de leucocitos e plaquetas a superficie endotelial e a subsequente diapedese
resultam em inflamacdo vascular e ruptura da barreira endotelial, causando vazamento de
proteinas intravasculares para o espago extravascular, gerando edema tecidual e diminuicdo da
perfusdo. Quando graves, essas anormalidades podem levar a disfungdo orgénica e a morte. No
Brasil, aproximadamente um terco dos leitos de terapia intensiva sdo ocupados por pacientes
sépticos, apresentando uma taxa de mortalidade de 55,7% (MACHADO et al., 2017). A nivel
mundial, a taxa de mortalidade de pacientes sépticos & de aproximadamente 26%
(FLEISCHMANN et al., 2016). Apesar da discrepancia existente entre a taxa de mortalidade
brasileira e a mundial, 0 consenso é de que a sepse possui uma alta taxa de mortalidade,
portanto, € necessario que repensemos as abordagens terapéuticas utilizadas no tratamento da

sepse, de modo que elas sejam mais individualizadas, de acordo com a fase da doenca que 0
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paciente se encontra: na fase hiperinflamatdria inicial do distarbio ou na fase imunossupressora
mais prolongada. Para isso, estudar as vias de ativacao e de inibicdo das células envolvidas na
patogénese da sepse e encontrar formas de controlar a ativagdo celular podem servir como
ferramentas extremamente Uteis no manejo da doenca e na cria¢do de novas terapias. Mondcitos
e macrofagos, dentre as células do sistema imune inato, sdo fundamentais na imunomodulacdo
decorrente da sepse. Eles desempenham funcdes centrais na resposta do hospedeiro a infecgéo,
como fagocitose e erradicacdo de patdgenos, apresentacdo de antigenos, ativagdo/inibicdo de

linfdcitos e producéo de citocinas e quimiocinas (WIERSINGA et al., 2014).

Figura 3 — Resposta do hospedeiro na Sepse
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Fonte: (WIERSINGA et al., 2014).

2.4 EIXO ACIDO SIALICO-SIGLECS

Carboidratos, chamados de glicanos, decoram todas as células do corpo humano. Os
glicanos estdo envolvidos em aspectos fundamentais, como as interagdes célula-célula
mediadas por receptores que fundamentam processos normais e patolégicos. A densa camada
de glicanos na superficie da célula, chamada de glicocalice, pode se estender em mais de 30 nm

da membrana plasmatica em algumas células. As variadas func¢des dos glicanos sdo combinadas
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por suas diversas estruturas. Os glicanos podem ser conjugados com proteinas para formar
glicoproteinas e proteoglicanos e, ainda, podem ser conjugados com lipidios para formar
glicolipidios. Também sdo secretados sem conjugacdo com outras macromoléculas na forma de
glicosaminoglicanos. Em humanos, os glicanos séo construidos principalmente a partir de dez
monossacarideos: glicose (Glc), galactose (Gal), N-acetilglucosamina (GIcNAc), N-
acetilgalactosamina (GalNAc), fucose (Fuc), xilose (Xyl), acido sialico (NeubAc) , &cido
glucurdnico (GIcA), manose (Man) e 4&cido idurbnico (IdoA). A montagem desses
monossacarideos em glicanos é realizada por enzimas associadas ao reticulo endoplasmatico e
ao complexo de golgi. Os monossacarideos estdo ligados entre si através de uma ligacéo
glicosidica entre o carbono anomérico de um acgucar e um grupo hidroxila do outro. A
glicosilacao tem fungdes amplas: formar estruturas com propriedades fisicas Unicas, regular a
funcéo e a estabilidade da proteina ou a dimerizacdo do receptor na quais se encontram e, além
disso, certos glicanos podem ser ligantes de lectinas, que sdo receptores especificos de
carboidratos, como os Siglecs (ESKO et al., 2009).

Os monacitos expressam receptores do tipo Siglec que reconhecem e se ligam a acidos
sidlicos. Os acidos sialicos sdo amplamente expressos a medida que Sd0 expostos na
extremidade mais externa das estruturas glicosiladas (VARKI et al., 2007). Uma célula imune
que expressa Siglec pode se ligar a &cidos sialicos presentes em outra célula ou glicoproteina
secretada, na qual chamamos de interacdo trans. Os receptores Siglec também podem se ligar
aos &cidos sialicos expostos na mesma célula, chamada de interacdo cis, gerando muitas
possibilidades de interacdo no eixo acido sialico — Siglec.

A maioria dos Siglecs possui um motivo inibitério intracelular (ITIM) que induz uma
forte sinalizacdo inibitoria quando esses receptores se ligam a acidos sialicos. Curiosamente,
alguns patdgenos e células tumorais se recobrem de estruturas sialiladas como um mecanismo
de fuga do sistema imunologico, podendo assim escapar dos processos de imunovigilancia
(PILLAI etal., 2012), esses patdgenos incluem espécies de Neisseria, Haemophilus influenzae,
C. jejuni, algumas cepas de Eschericha coli e estreptococos do grupo B (GBS) (CHANG et al.,
2014). Glicosidases especificas, chamadas de neuraminidases ou sialidases, podem hidrolisar o
acido sialico presente em estruturas sialiladas. A neuraminidase enddgena, presente
principalmente em vesiculas intracelulares, pode ser secretada, alterando assim o perfil das
estruturas sialiladas presentes na membrana celular (LUBBERS et al., 2018).

Os receptores Siglec podem ser divididos em dois grupos com base em sua homologia
genetica entre as espécies de mamiferos. O primeiro grupo esta presente em todos os mamiferos
e consiste em Siglec-1 (sialoadesina), Siglec-2 (CD22), Siglec-4 (MAG) e Siglec-15. O



20

segundo grupo consiste nos Siglecs relacionados ao CD33 que evoluiram rapidamente e,
portanto, seu repertorio difere entre as espécies (ANGATA et al., 2004). Os Siglecs
relacionados ao CD33 em humanos compreendem o Siglec-3 (CD33),
-5,-6,~7,-8,-9,-10,-11,-14 ¢ -16. Estudos prévios demonstraram que mondcCitos,
macrofagos e células dendriticas possuem, em grande parte, 0 mesmo perfil de expressdo de
receptores Siglec, com alta expressao de siglec-3,-7,-9 e baixa expressao de Siglec-10 (LOCK
et al., 2004). Os receptores Siglec também estdo presentes em outras células imunes, como
células B, basofilos, neutréfilos e células NK, apresentando diferentes padrbes de expressao
para cada subconjunto de células (MACAULEY et al.,, 2014). O efeito imunomodulador
induzido pela interagéo acido sialico-Siglec e regulado através de vias de sinalizacao inibitdrias
ou ativatérias (figura 4). Os Siglecs-2, -3 e -5 até -12, sdo chamados de Siglecs inibitérios,
carregando motivos ITIM e/ou ITIM-like em seus dominios citoplasmaticos, que podem ser
fosforilados pela familia src, criando assim um sitio de ligacéo para as tirosina-fosfatases SHP-
1 e SHP-2 (AVRIL et al., 2004). Ja os Siglec-14 até -16 ndo possuem um motivo ITIM ou
ITIM-like, eles se associam a proteina adaptadora DAP10/12 e sdo, portanto, chamados de
Siglecs ativatorios. A DAP10/12 se associa aos Siglecs com funcdo ativatoria através de um
residuo de lisina carregado positivamente nos dominios transmembranares, que contém um
motivo de ativagcdo (ITAM) que promove a producdo de citocinas pro-inflamatorias (CAO et
al., 2008). O Siglec-1 e o Siglec-4 ndo possuem motivos de ativacdo ou inibicdo. No caso do
Siglec-1, foi sugerido que ele é o principal responsavel pelas interaces célula-célula e pela
fagocitose de patdgenos sialilados (CHANG et al., 2014), enquanto o Siglec-4 ¢
predominantemente envolvido em processos de mielinizacdo e na estabilizacdo célula-célula,
ja que esse receptor € encontrado em oligodendrdcitos e células de Schwann (QUARLES,
Richard H., 2007). Os Siglecs com agdo ativatoria provavelmente se desenvolveram sob presséo
evolutiva, em resposta aos patdogenos que se adaptaram usando os Siglecs inibitérios para

contornar o sistema imunolégico.
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Figura 4 — Sinalizacdo de receptores Siglec e seu efeito imunomodulador no receptor do tipo
toll 4 (TLR4)

LLdhLAGLl

H

Fonte: (LUBBERS et al., 2018).

Os receptores Siglec-2 até-11 modulam a sinalizacdo de TLR4 ap06s a ligacdo Siglec-acidos sialicos
e, assim, atenuam as respostas pré-inflamatorias. A ligacdo do acido sialico ao Siglec-3 leva a fosforilacdo
do motivo ITIM, liberando um sitio de ligacdo para SOCS3 e Cbl, causando degradacdo proteassomal de
Siglec-3 e SOCS3. (B) A ativacdo de Siglecs-14,-15 e-16 envolve a proteina adaptadora DAP10/12,
resultando na ativacdo das vias MAPK e AKT, estimulando assim uma resposta pré-inflamatéria. (C) O
Siglec-1 é internalizado ap6s sua ligacdo com &cidos sialicos, podendo apresentar antigenos para células
dendriticas ou células B.

A concentracdo local de &cidos siélicos na superficie dos leucdcitos é alta, excedendo
100 mM (COLLINS et al., 2004), portanto, os sitios de ligacdo de Siglec sdo tipicamente
“mascarados” por interagdes Cis com outros ligantes sialilados expressos na mesma célula.
Esses sitios de ligacdo podem ser desmascarados utilizando neuraminidases (RAZI etal., 1999).
Muitos patdgenos expressam neuraminidases que clivam o &cido sialico, como o0s virus
causadores da influenza (GONG et al., 2007), o fungo Aspergillus fumigatus (TELFORD et al.,
2011) e a bactéria Streptococcus pneumoniae (CHANG et al., 2012). Defeitos na via de
interacdes &cido sialico-Siglec, mediadas por bactérias, fungos ou virus produtores de
neuraminidase, podem, portanto, levar a respostas imunes exacerbadas.

Muitos patogenos e células cancerigenas exploram os receptores Siglecs e as estruturas
sialiladas de diferentes maneiras, seja para causar uma ativacdo exacerbada do sistema
imunoldgico, ou para escapar dos mecanismos de imunovigilancia. Na sepse, a fase de hiper-
reacdo do sistema imune e a fase de imunossupressdo sdo estados imunoldgicos totalmente
diferentes, portanto, se faz necessario investigar as diferentes funcdes dos receptores Siglecs
nas diferentes fases da sepse. Nao obstante, ja sabemos que os receptores Siglecs desempenham

um papel importante na preven¢do do estado de exacerbacdo do sistema imune, portanto,
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terapias alvo que preservem a interacdo acido sialico-Siglec podem contribuir para o arsenal

terapéutico do tratamento da sepse, ainda muito restrito.

2.5 INIBIDORES DE NEURAMINIDASE

Ha ainda poucas terapias que tém como alvo o eixo acido sialico-Siglec. Nesse sentido,
0s medicamentos mais conhecidos sdo os inibidores de neuraminidase viral, zanamivir
(Relenza; GlaxoSmithKline), aprovado pela FDA em 1999 e oseltamivir (Tamiflu;
Gilead/Roche), aprovado pela FDA também entre 1999 e 2000.

A superficie do virus influenza A é decorada com trés proteinas: uma proteina do canal
ibnico M2, a lectina hemaglutinina e a enzima neuraminidase. Normalmente, o virus da gripe
adere a célula hospedeira alvo usando sua glicoproteina hemaglutinina de superficie para
reconhecer glicoconjugados. O virus € entdo endocitado e assim a maquinaria da célula
hospedeira € acionada para produzir 0s componentes virais necessarios. A sintese subsequente
de proteinas virais e a montagem de particulas na célula hospedeira preparam a progénie do
virion para o processo de brotamento para sair da célula hospedeira. A enzima neuraminizade
cliva os residuos a-Neu5Ac terminais tanto das glicoproteinas da progénie do virion recém-
sintetizadas quanto da superficie da célula hospedeira. A acdo da neuraminidase permite que a
progénie do virion agregado da superficie da célula hospedeira consiga deixar a célula infectada
e assim buscar novas células hospedeiras para infectar. Tanto a hemaglutinina quanto a
neuraminidase foram propostas como potenciais alvos para a descoberta de drogas anti-
influenza. O zanamivir e o Oseltamivir bloqueiam eficientemente a acdo da neuraminidase viral
e inibem significativamente o mecanismo de liberagcdo (VON ITZSTEIN, Mark, 2007).

Além do efeito direto na neuraminidase viral, a atividade dos inibidores de
neuraminidase pode bloquear o efeito da neuraminidase endogena, modulando a atividade das
células imunes por meio do equilibrio entre a acdo inibitoria dos receptores Siglecs e a acao
inflamatdria mediada por receptores do tipo toll, em especial o TLR4. Varios receptores Siglec,
como Siglec-E (murino) e Siglec-5 e -9 humano, interagem com receptores do tipo toll e inibem
sua ativacdo. Na presenca de patdgenos, a neuraminidase-1 enddgena cliva a ligacdo entre os
TLRs e os Siglecs, ativando a via de sinalizagdo que desencadeia a resposta imune durante a
infeccdo, que pode ser exacerbada. Portanto, em casos de sepse, a ativacdo anormal do sistema
imune pode ser reduzida pela inibicdo de Neu-1 induzida pelos inibidores de neuraminidase
(PAULSON et al., 2011).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
- O objetivo geral do nosso trabalho foi avaliar a densidade dos receptores Siglecs e

acido sialico 02-3 expressos ha membrana de mondécitos humanos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o tempo e a dose resposta de ativacdo das células com LPS.

- Avaliar a densidade do &cido siélico a2-3 na superficie de mondcitos utilizando
neuraminidase exogena (CpNEU) e LPS como estimulos.

- Avaliar o efeito do Oseltamivir e Zanamivir na sialilacdo de mondcitos estimulados

com LPS ou neuraminidase exdgena.



24

4 MATERIAIS E METODOS

Amostras de sangue de doadores saudaveis (entre 18 e 60 anos) foram coletadas em tubo
a vacuo livre de endotoxinas contendo heparina (Labor Import, Brasil), homogeneizadas e
transportadas adequadamente para a capela de fluxo laminar, onde aliquotas de sangue de 100
uL foram coletadas em eppendorfs de 0,6 mL para analise no contador hematoldgico ABX
Micro 60 (Horiba ABX SAS, Franca). Todos os participantes deram consentimento informado
por escrito para coleta de sangue apds receberem informacgdes sobre os procedimentos. O
protocolo de pesquisa segue a Declaracdo da Associacdo Médica Mundial de Helsinque e foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Santa Catarina (CAAE:
82815718.2.0000.0121).

Avaliamos os resultados de hemograma e leucograma obtidos para determinar se as

amostras estavam de acordo com os experimentos. N&o foram utilizadas amostras com valores
alterados. A cepa LPS E. coli 0127: b8 (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) foi utilizada
para estimular leucécitos em sangue total. Aliquotas de LPS foram previamente sonicadas em
banho ultrassénico (Cole-Parmer, Nilles, Illinois, EUA) por 20 minutos.
Para 0 ensaio de tempo-resposta, amostras foram incubadas a 37 °C em ambiente com 5% de
CO:2 por 30 minutos, 1, 3 ou 6 horas. Apds o estimulo, leucdcitos totais foram obtidos por lise
dos eritrocitos utilizando tampéo de lise durante 7 minutos, seguido por centrifugacéo (270 x
g; 22 °C; 7 min). Os leucdcitos totais foram entdo lavados e ressuspensos em tampao FACS (2
mM EDTA / PBS, 0,1% BSA), seguido por incubacdo com anticorpos anti-CD66b FITC, anti-
Siglec-5 APC e anti-Siglec-9 PE.

Para determinar a viabilidade celular, utilizamos o BD Horizon ™ Fixable Viability
Stain 450 (FVS450) (BD Biosciences, EUA), que nos permitiu ver a diferenciacdo de células
de mamiferos viaveis de ndo viaveis de acordo com a intensidade de fluorescéncia das células,
medida por citometria de fluxo. Além disso, o FC-Block (1: 100; TruStain FCXTM humano,
Biolegend) sempre foi adicionado para bloquear a ligagdo ndo especifica pelos receptores Fc
presentes nas células. Assim, a incubacéo foi realizada por 40 minutos a 4 °C, seguida pela
adicao de 160 pL de tampao FACS em cada amostra.

Finalmente, os leucdcitos foram centrifugados novamente, o sobrenadante descartado e
as células ressuspensas em 200 pl de tampao FACS contendo 2% de paraformaldeido (PFA).
Em seguida, as células foram analisadas no citdmetro de fluxo FACSVerse ™ BD (BD
Biosciences, San Jose, CA, EUA). A expressdo de Siglec -3; -5; -7; -8; -9 e -10 em ceélulas

CD66b- foi caracterizada incubando os leucdcitos totais separadamente com anticorpos anti-
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Siglec-3; -5; -7; -8; -9; -10 conjugados com ficoeritrina (PE) e anticorpo anti-CD66b conjugado
com fluoresceina (FITC). Foram avaliadas a intensidade mediana de fluorescéncia (MFI) e a
frequéncia de células positivas para os tipos Siglec.

O LPS foi adicionado ao sangue total em concentragdes de 0,01; 0,1 e 1,0 ug/mL no
ensaio de dose-resposta, seguido por incubacdo a 37 °C + 5% CO: por 3 horas. Apos a lise dos
eritrocitos, os leucocitos totais foram lavados e incubados com anticorpos anti-CD66b
conjugado com Alexa Fluor 647, anti-Siglec-3, anti-Siglec-5, anti-Siglec-7 e anti-Siglec-9 (PE).

Nos experimentos contendo os inibidores de neuraminidase Oseltamivir e Zanamivir, 0
sangue total incubado com LPS, seguido de LPS + oseltamivir (100 uM, Sigma-Aldrich) ou
LPS + Zanamivir (30 uM, Sigma-Aldrich) durante 90 min em 37 °C e 5% CO..

Como o sangue é uma fonte rica em glicoconjugados, foram utilizados leucdcitos totais
em vez de sangue total para avaliar o efeito da neuraminidase exdgena. Para isso, leucdcitos
totais foram submetidos a 37 °C e 5% CO: com neuraminidase de Clostridium perfringens
(CpNEU) (10 mU, Sigma), CpNEU + oseltamivir (100 pM) ou CpNEU + Zanamivir (30 pM)
por 60 min. Os leucdcitos foram entdo lavados e ressuspensos em tampao FACS (2 mM EDTA
/ PBS, 0,1% BSA) e a marcacdo foi realizada com os anticorpos anti-CD66b (G10F5;
BioLegend), CD62L (DREG-56; BioLegend), lectina Maackia amurensis |1 biotinilada (MAL-
I, Vector Labs) acoplada a estreptavidina (Biolegend), Fc-block e marcador de viabilidade
celular BD Horizon ™ Fixable Viability Stain 450 (FVS450) (BD Biosciences, EUA)\ por 30
min a 4 °C . As células foram lavadas e ressuspendidas em tampdo FACS para leitura no
citbmetro de fluxo. Aproximadamente 100.000 eventos foram adquiridos em cada analise.

A analise de todos os resultados obtidos pelo citdmetro de fluxo FACSVerse ™ BD foi
realizada no software FlowJo X (Tree Star Inc, Ashland, Oregon, EUA).

O software GraphPad Prism9® (San Diego, CA, EUA) foi utilizado para as andlises
estatisticas e confeccdo dos graficos. Para os resultados, foi aplicado o teste t de Student nao
pareado usando um teste paramétrico com correcdo de Welch entre grupo controle e estimulado.
Em todas as analises o valor de p menor do que 0,05 foi considerado significativo (0=0,05). *P
< 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001. Os resultados nos graficos foram expressos como média *

erro padréo da média.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Caracterizacao dos receptores Siglecs em célula CD88b-humanas (mondcitos):

Para entendermos melhor o papel dos receptores Siglecs na populagdo CDG66b-,
primeiramente, incubamos o sangue total com alguns dos principais tipos de Siglecs
encontrados na literatura. Apos a lise dos eritrdcitos e analise no citdmetro de fluxo, seguimos
a estratégia de gate representada na Figura 5 para definirmos nossa populacao de interesse, as
células CD66b-, caracterizada pelos mondcitos, e assim, observamos uma maior expressao de
Siglec-9 (MFI=2406), seguido de -3 (MFI=953), Siglec-5 (MFI=596) e Siglec-7 (MFI=532)
(Figura 2). A expresséo de Siglec-8 e Siglec-10 foi ausente, ou seja, a populacdo CD66b- ndo
expressa esses dois receptores.

Figura 5 — Estratégia de Gates para marcacao da populacdo celular de interesse
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).

A estratégia de andlise para determinar as células CD66b- (FITC) com a caracterizagdo dos
receptores Siglecs foi baseada nas células sem marcagdo, seguido pela eliminacdo da autofluorescéncia e
duas formas de exclusdo de eventos duplos. Posteriormente, foi feita a sele¢do das células viaveis a partir dos
eventos negativos para o FVS e eventos negativos para 0 marcador CD66b. Selecionando as células CD66b-
conseguimos caracterizar a expressao dos receptores Siglecs por meio dos marcadores especificos para cada
Siglec estudado, conjugado com o fluorocromo PE.
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Figura 6 — As células CD66b negativas expressam os receptores Siglec-9,-7,-5 e -3
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).

A expressdo de receptores Siglec em células CD66b- humanas. (A) Os leucocitos totais foram
incubados separadamente com anticorpos anti-Siglec -3; -5; -7; -8; -9; -10 conjugados com ficoeritrina (PE)

e anticorpos anti-CD66b conjugados com fluoresceina (FITC) n=5. (B) Histograma representativo.

2. Avaliacéo dos receptores Siglecs apoés estimulo LPS:

Para avaliar os receptores Siglecs frente ao perfil de ativacdo das células CD66b,
utilizamos um PAMP encontrado na parede celular de bactérias gram-negativas, o LPS. O LPS
induz a sinalizacéo de vias que ativam leucdcitos e, portanto, uma vez que os receptores Siglec
sd0 em sua maioria inibitérios e possuem uma funcao descrita de regular essa ativacédo, foi
avaliado se havia alguma alteracdo em sua expressao ap6s o estimulo. Observamos aumento na
expressdo de todos os receptores Siglecs avaliados (Figura 7), porém, o aumento na expressao
de Siglec-5 e Siglec-9 nas células tratadas comparada ao controle é significativo, enquanto nos
outros dois receptores essa diferenca estatistica ndo ocorre (Siglec-3 e Siglec-7).

No ensaio preliminar de dose-resposta (Figura 8), foi adicionado ao sangue total LPS
nas concentragdes de 0,01; 0,1 e 1,0 ug/mL, seguido da incubacdo a 37°C £ 5% de CO: por 3
horas. Apds este tempo, as hemécias foram lisadas, os leucdcitos totais foram lavados e

incubados com anticorpos anti-CD66b conjugado a Alexa Fluor 647, anti-Siglec-3, anti-Siglec-
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5, anti-Siglec-7 e anti-Siglec-9-PE. Observamos que a expressdo de Siglecs avaliada com
diferentes concentracdes de LPS foi aumentada para Siglec-3, Siglec-5, e Siglec-7. O receptor
Siglec-9 demonstrou um perfil invertido, diminuindo a expresséo junto com o aumento da
concentracdo de LPS. Esses ensaios precisam ser repetidos para aumentar o n e avaliar a
reprodutibilidade do experimento.

Além do ensaio de dose-resposta, foi realizado um ensaio de tempo-resposta (Figura 9).
Dessa forma, o sangue total foi estimulado com LPS 1,0 pg/mL por 30 minutos, 1 hora, 3 horas
e 6 horas. Posteriormente, apds a lise das hemacias, os leucdcitos totais foram incubados com
anticorpos anti-CD66b FITC, anti-Siglec-5 APC e anti-Siglec-9-PE, visto que esses dois
receptores demonstraram diferencas estatisticamente significativas no seu perfil de ativacdo
com LPS. Observamos, tanto para Siglec-5 como para Siglec-9, um aumento da expresséo dos
receptores Siglecs em todos os tempos analisados, porém, o receptor Siglec-5 mostrou maior
diferenca entre os grupos controle e estimulado, principalmente nos tempos 1, 3 e 6 horas, com

maior diferenga no ultimo tempo analisado.

Figura 7 — A expressao de Siglec-9, Siglec-7 e Siglec-3 aumenta ap6s ativacdo de células
CD66b- induzidas por LPS
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).

O sangue total foi incubado com LPS 1,0 pg/mL por 3 horas. Apos a incubagao as células foram
marcadas com anticorpos anti-CD66b FITC e anti- Siglec-3, -5, -7 ou -9 PE. n=3 em 3 experimentos

independentes.
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Figura 8 — Estimulacéo in vitro de sangue total com diferentes concentragdes de LPS aumenta

a expressdo de Siglec-3, -5, -7 e -9
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Foi adicionado ao sangue total LPS nas concentragcdes de 0,01; 0,1 e 1,0 pg/mL, seguido da
incubacdo a 37°C + 5% de CO; por 3 horas. Os leucdcitos totais foram lavados e incubados com anticorpos
anti-CD66b conjugado a Alexa Fluor 647, anti-Siglec-3, anti-Siglec-5, anti-Siglec-7 e anti-Siglec-9-

PE. n=1.
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Figura 9 — Estimulacdo in vitro de sangue com LPS em diferentes timepoints
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

O sangue total foi estimulado com 1,0 ug / mL de LPS por 30 min, 1 hora, 3 horas e 6 horas.
Posteriormente, ap0s a lise dos eritrocitos, os leucocitos totais foram incubados com anticorpos anti-CD66b
FITC, anti-Siglec-5 APC e anti-Siglec-9 PE. N=3.

3. Avaliacdo do tratamento dos inibidores de Neuraminidase oseltamivir e zanamivir
estimulados com LPS e Neuraminidase:

Para avaliar se os inibidores de neuraminidase oseltamivir e zanamivir possuem
influéncia sobre a clivagem de &cidos sialicos mediados pela enzima neuraminidase, tratamos
as células com esses inibidores (figura 10). Observamos que o estimulo com LPS causa
diminuicdo dos acidos sialicos na conformagdo a2-3 em células CD66b- (mondcitos) na
membrana da célula, porém, o tratamento com zanamivir consegue inibir a enzima
neuraminidase, restabelecendo os acidos sialicos aos niveis do controle. Este padrdo também
foi reproduzido em células estimuladas com neuraminidase exdgena (CpNEU). A
neuraminidase exogena possui capacidade de ativar a celula pela clivagem dos acidos sialicos
na superficie de membranas celulares, possuindo perfil semelhante & ativacéo induzida por LPS.
O tratamento com zanamivir e oseltamivir, neste caso, também demonstrou inibir a clivagem
dos acidos sialicos, porém, os dados ndo apresentaram estatistica validada, apesar de haver um

fendtipo comum. S&o necessarios mais experimentos para podermos confirmar essas analises.
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Figura 10 — Tratamento com os inibidores de neuraminidase oseltamivir e zanamivir inibe a

reducdo dos acidos sialicos na membrana de mondcitos
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Leucdcitos totais (1 x 10°) foram incubados com neuraminidase exdgena (CoNEU) (10 mU, 60 min,
37°C, 5% COy), CpNEU + Oseltamivir (100 uM), ou CpNEU + zanamivir (30 uM), LPS (1,0 ug/mg) ou
LPS (1,0 pg/mg) + zanamivir. Os leucécitos totais foram marcados com a lectina MAL-1l para a detec¢do
de &cidos sialicos na conformagdo 02-3. (A-G) Estratégia de gates utilizada para analise. Histograma
representativo em Half-Offset (H) dos dados da ativacdo da célula por LPS e o tratamento com zanamivir

(). Histograma representativo em Half-Offset (J) dos dados da ativacdo celular por neuraminidase e o
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tratamento com zanamivir (K). Grafico representando a ativacdo das células CD66b- por neuraminidase € o

tratamento com oseltamivir (L). n=4

Diante dos resultados expostos, conseguimos entender melhor a dindmica de expressao
dos receptores Siglec em mondcitos nao estimulados versus apos a estimulacédo das células com
LPS utilizando diferentes parametros. As diferentes doses simulam qual o comportamento dos
receptores Siglec frente ao grau de infeccdo por um patégeno que induz uma resposta imune
mediada por TLR, ou seja, o LPS, sendo um forte indutor de resposta imune inata, altera o perfil
dos receptores expressos na superficie da célula e, mecanisticamente, ha envolvimento de vias
de ativacéo e de inibicdo que competem entre si para que um estado de homeostasia ou de
ativacdo seja alcancado. Neste estudo, vimos que essas vias envolvem maior ou menor
expressédo dos diferentes Siglecs avaliados.

O tempo variado de incubacdo com LPS simula qual o comportamento dos receptores
Siglec diante de uma exposi¢do mais curta ou mais prolongada a um PAMP. No nosso estudo,
demonstramos que houve aumento dos receptores de acordo com o tempo de incubacéo.
Biologicamente, esse aumento nos receptores pode representar uma maneira intrinseca de
controlar a ativagdo da célula pelo LPS utilizando um mecanismo de feedback, na qual ha maior
producdo dos receptores inibitorios afim de mitigar os efeitos ativatorios causados pela
estimulagdo da célula. Além disso, o ensaio com neuraminidase exdgena demonstrou um perfil
de sialilacdo parecido ao LPS, demonstrando seu papel importante na clivagem de &cidos
sidlicos na membrana de mondcitos. Além disso, esse ensaio representa um bom modelo de
estudo das vias de regulacao do eixo &cido sialico-Siglec e serviram como validacao para testar
anossa hipotese de que os inibidores de neuraminidase restabelecem os niveis de &cidos siélicos

na membrana da célula.
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6 CONCLUSAO

A familia de receptores Siglecs vem demonstrando um papel importante na modulagéo
do sistema imunologico pelo reconhecimento de acido sidlico endégeno, inibindo a sinalizacdo
celular ativatoria (ALl et al., 2014). A ativacdo das células com LPS e neuraminidase exdgena
parece modular a expressdo do acido sialico na conformagdo a2-3 na populacdo CD66b-
(mondcitos). Além disso, o tratamento com os inibidores de neuraminidase zanamivir e
oseltamivir se mostraram promissores em inibir sua ativacdo. Os resultados sugerem uma
correlacdo entre a ativacao celular e a expressao dos receptores Siglecs em mondcitos humanos,
demonstrado pelo aumento no numero desses receptores apos estimulo celular, o que pode ser
importante para futuras investigagdes na modulacdo imunoldgica como um alvo para o
tratamento da sepse e outras doencas com perfil celular ativado. Ha ainda varias questdes que
precisam ser respondidas e que est&o relacionadas a uma melhor compreensao sobre a interacéo
entre os receptores Siglecs e as células imunes, como, por exemplo, como 0s varios Siglecs
expressos em uma célula se comunicam entre si? Qual é a especificidade exata desses
receptores para acidos sialicos? A multivaléncia de &cidos sialicos ou receptores Siglec é
importante? Precisamos inibir apenas um receptor Siglec ou mais receptores Siglec
simultaneamente em uma célula para alterar sua funcdo? Qual é a importancia da estrutura
proteica ou lipidica na qual o acido sialico € exposto? Com o avanco no campo da glicobiologia

esperamos encontrar essas respostas.
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