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RESUMO

Os acidos sialicos de membrana, dentre outras fungdes, parecem regular as respostas
imunes, ja que sua remogao por neuraminidases (NEU) derivadas de patégenos induz as
fungdes antimicrobianas de neutrofilos, como a fagocitose e a producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs). No entanto, a contribuicdo da atividade de NEU derivada
do hospedeiro na desregulacédo dessas células ainda n&o foi explorada. Dessa forma,
esse estudo teve como objetivo investigar se a NEU do hospedeiro pode ser um alvo
importante para regular a resposta de neutrofilos em contextos inflamatoérios mimetizados
in vitro pela estimulagdo com o lipopolissacarideo (LPS), ex vivo a partir de neutrofilos
isolados de pacientes com COVID-19, e in vivo em modelos animais de sepse e de
inflamacgéao pulmonar aguda semelhante a COVID-19. Foi demonstrado nesse estudo que
o desafio de neutrofilos com o LPS induz o aumento da atividade de NEU e a clivagem
de acidos sialicos nas conformacgdes a2,3 e a2,6. Esses eventos foram acompanhados
de alteracdes fenotipicas caracteristicas de ativacéo celular avaliados pela manutengao
da expressao dos marcadores dos superficie CD66b, CD62L, CXCR2 e CD11b e do
aumento das fung¢des de neutrdfilos. Esses efeitos foram reduzidos na presenca dos
inibidores da NEU viral Oseltamivir e Zanamivir. Ainda foi observado que na presencga do
LPS ocorre um aumento do subtipo NEU1 na membrana celular onde a interagdo com a
matriz metaloproteinase (MMP)-9 é um fator determinante para que os efeitos do LPS
ocorram. Também foi demonstrado que animais submetidos aos modelos de sepse
induzida por peritonite ou pneumonia e tratados com Oseltamivir apresentaram uma
diminuicdo da infiltracdo difusa de neutrdfilos para os pulmdes com regulagcdo da
migracgéo celular para o foco da infec¢do. Esses resultados foram acompanhados por
uma melhora do perfil bactericida, diminuicdo da inflamacgao local e sistémica, reducao
dos marcadores de injuria tecidual e manutencdo dos niveis de acidos sialicos na
superficie de neutréfilos circulantes. Isso resultou em altas taxas de sobrevida dos
animais tratados. A partir de uma reanalise de sequenciamento de RNA single cell de
amostras do trato respiratorio inferior e superior de pacientes com COVID-19 grave foi
observado um aumento da percentagem de expressao de NEU1 em neutrofilos. Além
disso, foi observado nesses individuos um aumento de NEU1 na membrana plasmatica
de neutrofilos e da atividade sialidase (plasmatica e celular) com redugao do conteudo
de acidos sialicos na conformacgao a.2,3. Por outro lado, a incubagéo ex vivo de neutrofilos
com os inibidores de NEU foi capaz de modificar o estado de ativacao celular e a perda
de acidos siadlicos de membrana. Ja o tratamento com o Oseltamivir em animais
submetidos a infecgao do trato respiratério com um betacoronavirus de murinos regulou
a infiltracao de neutrdfilos para os pulmdes e diminuiu ambos os danos pulmonares e a
carga viral. Assim, a indug¢ao da atividade de NEU1 constitui um mecanismo que favorece
a ativacao exacerbada de neutréfilos avaliadas in vitro ou em condigdes de inflamacgao
sistémica. Essa enzima, por sua vez, pode ser considerada como um alvo do hospedeiro
para regular a fungcédo de neutréfilos durante infecgbes graves.

Palavras-chave: neutréfilos, neuraminidases; acidos sialicos; sepse; COVID-19.



ABSTRACT

Membrane sialic acids, among other functions, seem to regulate immune responses, as
their removal by pathogen-derived neuraminidases (NEU) induces neutrophils
antimicrobial functions, such as phagocytosis and the production of reactive oxygen
species (ROS). However, the contribution of host-derived NEU activity in neutrophils
dysregulation has not yet been explored. Thus, this study aimed to investigate whether
host NEU may be an important target to regulate the response of neutrophils in
inflammatory contexts mimicked in vitro by stimulation with lipopolysaccharide (LPS), ex
vivo from neutrophils isolated from COVID-19 patients, and in vivo in animal models of
sepsis and COVID-19-like acute lung inflammation. It was demonstrated in this study that
neutrophils challenge with LPS induces an increase in NEU activity and cleavage of sialic
acids in the 02,3 and a2,6 conformations. These events were accompanied by
phenotypic changes characteristic of cell activation assessed by the maintenance of
expression of the surface markers CD66b, CD62L, CXCR2 and CD11b and the increase
in neutrophil functions. These effects were reduced in the presence of the viral NEU
inhibitors Oseltamivir and Zanamivir. It was also observed that in the presence of LPS
there is an increase in the NEU1 subtype in the cell membrane where the interaction with
the matrix metalloproteinase (MMP)-9 is a determining factor for the effect of LPS. It was
also demonstrated that animals submitted to models of sepsis induced by peritonitis or
pneumonia and treated with Oseltamivir showed a decrease in diffuse neutrophil
infiltration into the lungs and regulation of cell migration to the focus of infection. These
results were accompanied by an improvement in the bactericidal profile, a decrease in
local and systemic inflammation, a reduction in tissue injury markers and maintenance of
sialic acid levels on the surface of circulating neutrophils. This resulted in high survival
rates for treated animals. From a single cell RNA sequencing reanalysis of lower and
upper respiratory tract samples from patients with severe COVID-19, an increase in the
percentage of NEU1 expression in neutrophils was observed. In addition, an increase in
NEU1 in the plasma membrane of neutrophils and in sialidase activity (plasmatic and
cellular) was observed in these individuals, with a reduction in the content of sialic acids
in the a2,3 conformation. On the other hand, ex vivo incubation of neutrophils with NEU
inhibitors was able to modify the cell activation state and the loss of membrane sialic
acids. Oseltamivir treatment in animals subjected to respiratory tract infection with a
murine betacoronavirus regulated the infiltration of neutrophils into the lungs and
decreased both lung damage and viral load. Thus, the induction of NEU1 activity
constitutes a mechanism that favors the exacerbated activation of neutrophils evaluated
in vitro or under conditions of systemic inflammation. This enzyme, in turn, may be
considered as a host target to regulate neutrophil function during severe infections.

Keywords: neutrophils, neuraminidases; sialic acids; sepsis; COVID-19.
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1. INTRODUGAO

1.1 Neutréfilos — Caracteristicas gerais e fungodes biolégicas

A inflamagédo € parte integrante da biologia animal e fornece protegdo contra
infecgdes, reforcando a defesa da homeostase e a integridade funcional e estrutural dos
tecidos (MEDZHITOV, 2021). Esse processo ocorre por meio da ativagao de células
efetoras, que liberam seus mediadores e levam ao recrutamento e a ativagcdo de
diferentes populagdes celulares amplificando, difundindo e coordenando a resposta
(CHEN et al., 2018). Em geral essa resposta € autolimitada e atenuada quando o estimulo
inicial € eliminado. No entanto, quando nao controlada contribui para o dano tecidual e
para o estabelecimento de inflamacgdes crénicas e da autoimunidade (DUAN et al., 2019).

Os neutréfilos sdo componentes-chave da resposta imune primaria contra
patogenos, constituindo cerca de 60 a 70% dos leucdcitos circulantes no sangue de um
individuo adulto. Inicialmente essas células sdo formadas na medula 6ssea a partir de
células tronco hematopoiéticas via diferenciagdo sucessiva de células progenitoras
mieloides comuns em mieloblastos, pro-mielécitos, mieldcito, metamieldcitos, neutréfilos
imaturos (nucleo em banda) e neutréfilos maduros (nucleo segmentado) (Figura 1A)
(HONG, 2017).

Na auséncia de infecgdes e inflamagdo aproximadamente 10" neutréfilos
maduros sao formados, podendo se localizar na medula ou divididos entre um pool
circulante, presente em grandes vasos sanguineos e na corrente axial de pequenos
vasos, e um pool marginal temporariamente presos em capilares estreitos, principalmente
pulmonares (PETERS, 1998). Possuem um tempo de viabilidade médio de 6 a 12 horas
apos a sua liberacdo da medula podendo chegar a dias em contextos inflamatorios
(SUMMERS et al., 2010).

Estruturalmente os neutréfilos maduros quando aderidos a superficies em
esfregacos de sangue periférico possuem um diametro médio de 12 a 15 micrometros
enquanto em suspenséo cerca de 8 a 9 micrometros (NIEMIEC et al., 2015). Possuem
um nucleo multilobado conectado por fragmentos de cromatina (3 a 5 segmentos), o que
também justifica serem conhecidos como leucdcitos polimorfonucleares juntamente com

os eosindfilos e basofilos (LEIDING, 2017). Seu citoplasma esta repleto de granulos
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contendo produtos proteicos liberados no processo conhecido como degranulagdo, o que
contribui para que essas células sejam conhecidas como granulécitos (Figura 1B). Sao
eles os granulos primarios ou azurofilicos (mieloperoxidase, elastase, catepsina G,
proteinase 3, lisozima, serina proteases neutras, defensinas), secundarios ou especificos
(lactoferrina, colagenase, gelatinase, fosfatase alcalina), e terciarios (catepsina B e D,
glicoronidase, manosidase, matriz metaloproteinase-9) (LACY, 2006).

Durante infecgdes ou inflamagdo, os neutréfilos circulantes tornam-se
significativamente elevados em um processo chamado granulopoese de emergéncia.
Este processo envolve a geragao aumentada de neutréfilos na medula 6ssea através do
aumento da proliferagao de células progenitoras mieloides em resposta a quimiocinas
como o fator estimulador de colénia de granulécitos (G-CSF) (PEDERSEN et al., 2016).

A DIFERENCIAGAO

Neutréfilo Neutrofilo
Mieloblasto Pré-mielécito Mielocito Metamleloclto lmaturo aduro

.0
00

B ESTRUTURA

FUNGAO
Migragao Fagocitose Degranulagao NETs
Produgao de EROs

Figura 1. Biologia de neutréfilos humanos. Imagens de células coradas pela técnica de MGG
mostrando as fases do desenvolvimento e processo de diferenciagédo de neutrofilos a partir
precursores mieloides na medula 6ssea (A). Imagem de neutrofilos capturada por microscopia
eletrénica de varredura mostrando a estrutura arredondada de neutrofilos com citoplasma repleto
de granulos e nucleo multilobado (B). llustragées mostrando as fungdes biolégicas de neutrdéfilos
contra patégenos (C). MGG = método de May-Grunwald-Giemsa; EROs = espécies reativas de
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oxigénio; NETs = armadilhas extracelulares de neutrdfilos (Fonte: Adaptado de WITKO-SARSAT
et al., 2000; LEHMAN; SEGAL, 2020; criado com BioRender).

Entdo, os neutrofilos migram e sdo recrutados rapidamente para o tecido
acometido, onde reagem ao agente causador, exercendo fungdes defensivas classicas,
como a fagocitose, producgao e liberagdo de mediadores pro-inflamatorios como citocinas,
proteases, peptideos antimicrobianos, espécies reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio
(ERNs), além das armadilhas extracelulares de neutrofilos (do inglés neutrophils
extracelular traps, NETs) (Figura 1C) (ROSALES, 2018).

Os mecanismos iniciais da resposta imune inata envolvem os receptores de
reconhecimento de padrdes expressos primeiramente em células residentes do tecido e
segundamente em células infiltradas, que reconhecem estruturas moleculares
conservadas de patégenos chamados de PAMPs (do inglés pathogen-associated
molecular pattern) e desencadeiam respostas imunolégicas. Dentre os principais PAMPs
destacam-se os oligopeptideos formilados, zimosan, flagelina, DNA bacteriano, RNA viral
e o lipopolissacarideo (LPS) de bactérias gram-negativas. Os membros mais importantes
de receptores envolvidos no reconhecimento de PAMPs séo os receptores do tipo toll
(TLRs), que compreendem dez membros diferentes em humanos. Alguns desses TLRs
sdo proteinas integrais encontrados na membrana plasmatica contendo um dominio
extracelular e um dominio de sinalizag&o intracelular (MOGENSEN, 2009; TANG et al.,
2012). Ja é bem estabelecido que as respostas induzidas pelo LPS sdo mediadas
principalmente pelo TLR4. A ativagdo do TLR4 é um processo complexo e envolve a
participagcédo de varias moléculas efetoras (KUZMICH et al., 2017).

A primeira molécula implicada no reconhecimento do LPS é a proteina de ligagcéo
ao LPS (do inglés LPS-binding protein, LBP). Essa proteina plasmatica de fase aguda
reconhece e se liga ao fragmento do lipideo A na estrutura do LPS liberado por bactérias
(WAN, et al., 1995). O complexo LPS-LBP pode ent&o se ligar a glicoproteina CD14, que
existe em duas formas, uma ligada a membrana (mCD14) em células mieloides ou CD14
soluvel (sCD14) no sangue (JACK et al., 1995), que permite a resposta ao LPS por
células que ndo expressam mCD14, por exemplo, células endoteliais (LLOYD-JONES et
al., 2008). Neutrofilos humanos expressam pequenas quantidades de mCD14 (BARTH
et al., 2001). No entanto, estudos demonstram que a forma R do LPS (lipidio A mais dois
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residuos de acido 3-desoxi-D-mano-2-octurossonico) pode interagir com TLR4 sem a
presenca de CD14. Entretanto, a expressdo de CD14 reduz a quantidade de LPS
necessaria para as respostas celulares para concentragcdes picomolares. Portanto, tanto
a LBP quanto CD14 aumentam a ligagdo do LPS ao TLR4 (Figura 2) (JIANG et al., 2005;
GOMES et al., 2010).

O TLR4 medeia a transducédo de sinal em cooperacédo com a pequena proteina de
fator de diferenciagdo mieloide 2 (MD2). O dominio extracelular do TLR4 forma um
heterodimero estavel a partir da ligagdo a uma bolsa hidrofébica no MD2 causando a
dimerizagdo do complexo TLR4-MD2 (RESMAN et al., 2009). Isso desencadeia o
recrutamento de proteinas adaptadoras especificas para os dominios intracelulares, que
sdo estruturalmente homologos a familia do receptor de interleucina-1 (IL-1R) chamados
de dominios de homologia Toll/IL-1R (TIR). As proteinas adaptadoras envolvidas nesse
processo também contém dominios TIR, incluindo o fator de diferenciacdo mieloide 88
(MyD88), a proteina semelhante ao adaptador MyD88 (Mal), a proteina adaptadora
contendo dominio TIR (TRIF) e molécula adaptadora relacionada a TRIF (TRAM) (Figura
2) (PARK et al., 2009).

O complexo TLR4-MD2 ativado pode desencadear duas vias de transducao de
sinal, uma dependente e outra independente de MyD88. A resposta dependente de
MyD88 requer a presenga de Mal para sinalizagdo e ativagdo da cinase associada ao
receptor de IL-1 (IRAKs) e do Fator 6 associado ao Receptor de TNF (TRAF6). TRAF6
entdo pode ativar a fosfatidilinositol 3-cinase (PI3K) e a proteina cinase B (PKB), também
conhecida com Akt, ou o complexo proteico formado pela proteina ativada pela quinase
1 ativada por TGF-B (TAK) e TAB 1 e 2. Esse complexo leva a rapida ativagao das vias
do fator nuclear kB (NF-kB) e das proteinas cinases ativadas por mitogeno (MAPK) N-
terminal c-Jun (JNK) e p38 (Figura 2) (WANG et al., 2001; ANDREAKOS et al., 2004;
VALKOV et al., 2011).

A ativagao da via do NF-kB, por sua vez, leva a sintese de varias citocinas pro-
inflamatdrias, como o TNF-a, IL-1B, IL-6 e quimiocinas, como proteina quimiotatica de
monaocitos 1 (MCP-1), proteina inflamatéria de macréfagos 3a (MIP-3a) e IL-8 (FUNAMI
et al., 2008). Essa via também induz a expressao de proteinas envolvidas no processo

oxidante, como a fosfato de dinucleétido de nicotinamida e adenina (NADPH)-oxidase
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(NOX2 em fagécitos), sintase do 6xido nitrico induzivel (INOS) e o do fator induzivel por
hipoxia (HIF) (WU et al., 2008; BANDARRA et al., 2015). Por outro lado, a ativacédo das
vias das proteinas JNK e p38 desencadeiam a transcricdo da proteina ativadora 1 (AP-

1), um fator de transcrigdo que também regula positivamente a expressao de proteinas

que favorecem a inflamagéo (JEONG et al., 2013).

Ja a sinalizagéo independente de MyD88 é mediada por TRIF e TRAM, levando a

fosforilagdo e dimerizagdo do fator regulador de interferon 3 (IRF3), que resulta na

liberacao de interferon-p (IFN-B). A via independente de MyD88 também é capaz de ativar

a sinalizagdo de NF-kB, porém em fases mais tardias (Figura 2) (FUNAMI et al., 2008;

ENOKIZONO et al., 2013).
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Figura 2. Mecanismo de sinalizagado e transduc¢ao do sinal envolvidos na resposta imune
do hospedeiro ao LPS. TLR = receptor do tipo toll; LPS = lipopolissacarideo; MD2 = fator de
diferenciagao mieloide 2; TIR = dominios de homologia Toll/IL-1R; fator de diferenciagdo mieloide
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88 (MyD88); Mal = proteina semelhante a adaptador MyD88; TRIF = proteina adaptadora
contendo dominio TIR; TRAM = molécula adaptadora relacionada a TRIF; TRAM = molécula
adaptadora relacionada a TRIF; IRAKs = cinase associada ao receptor de IL-1; TRAF6 = Fator 6
Associado ao Receptor de TNF; PI3K = fosfatidilinositol 3-quinases; PKA/Akt = proteina cinase
B; TAK = proteina ativada pela quinase 1 ativada por TGF-$; JNK = N-terminal c-Jun; TNF = fator
de necrose tumoral; IL = interleucina; iINOS = sintase do oOxido nitrico induzivel; HIF = fator
induzido pela hipéxia; NOX = NADPH oxidase; fator regulador de interferon 3; IRF3 = fator
regulador de interferon 3; IFN-B = interferon-; MKK = proteina cinase cinase; NF-kB = fator
nuclear kB; IKK = IkB cinase; IkBa = inibidor do fator nuclear kB (Fonte: Adaptado de NOVA et
al., 2019).

Essa via de sinalizacdo mediada pelo LPS também favorece a ativagdo do
endotélio vascular e o aumento da expressdo de moléculas de adesdo para o
recrutamento de células inflamatorias (MORISE et al., 1999). O recrutamento de
neutrofilos da circulagdo para os tecidos envolve diversos passos, iniciando pela
marginalizagdo. Esse processo se da a partir da captura mediada por P- e E-selectinas,
as quais interagem com ligantes glicosilados localizados na membrana celular, como a
PSGL-1 (do inglés P-selectin glycoprotein ligand-1) (RAMACHANDRAN et al., 2001).
Uma outra molécula importante para o processo de rolamento € a L-selectina ou CD62L
que interage com CD34 presente no endotélio. Essas interagdes iniciais séo
caracterizadas por serem de baixa afinidade e ocorrem a medida que os neutrofilos rolam
sob o endotélio (Figura 3A) (HIDALGO et al., 2002).

O contato entre a superficie do endotélio ativado favorece a expressao de
integrinas a1B2 como a LFA1 (do inglés lymphocyte function-associated antigen 1) ou
CD11a/CD18, bem como as integrinas aM2 Mac-1 (do inglés macrophage-1 antigen) ou
CD11b/CD18. Estas integrinas se ligam as moléculas de adeséo intercelular 1 e 2 (ICAM1
e ICAM2 do inglés intercellular adhesion molecule) e VCAM-1 do (inglés vascular cell
adhesion molecule 1) presentes no endotélio vascular formando ligagbes mais estaveis,
que resultam na interrupcdo do rolamento (LANGEREIS, 2013). O endotélio dos
microvasos inflamados produz fatores quimiotaticos, como o fator ativador de plaquetas
(PAF), leucotrieno B4 (LTB4) e varias quimiocinas. Entre essas quimiocinas, a
interleucina 8 (IL-8) atrai especificamente neutrdfilos via interagdo com o seu receptor
CXCR2 (do inglés CXC motif chemokine receptor 2). Além disso, a IL-1, fator de necrose
tumoral (TNF)-a e fatores do sistema complemento, como o C5a, também constituem
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importantes moduladores positivos desses eventos (SURMI; HASTY, 2010; SPEYER,;
WARD, 2011).

O processo de migragao de neutrofilos é entdo concluido pelo extravasamento
pela acdo de integrinas (LFA-1, MAC-1, VCAM1) e da PECAM1 (do inglés
platelet/endothelial cell adhesion molecule 1), que favorecem a transmigracdo e
diapedese em direcdo aos estimulos inflamatérios (Figura 3A) (CHRISTOFIDOU-
SOLOMIDOU et al., 1997; HYUN et al., 2019). Uma vez recrutados, os neutrofilos podem
interagir e fagocitar fatores infecciosos, em especial fungos e bactérias. A fagocitose por
neutréfilos envolve duas classes diferentes de proteinas, os receptores Fc (FcyRIIA ou
CD32 e FcyRIIIB ou CD16) (ZHANG et al., 2010) e do complemento (CD35 e CR3 ou
CD11b/CD18) (NILSSON et al., 2005).
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Figura 3. Recrutamento de neutréfilos para os sitios da infecgao e fagocitose do patogeno.
A migracao de neutrofilos da circulagdo sanguinea para os focos da infecgdo compreendem
diversas etapas desde a interagao do patdégeno com células residentes para liberagéao de fatores
quimiotaticos e que ativam o endotélio para a expressdao de moléculas de adesdo tanto na
membrana celular quanto na parede endotelial. Esses eventos favorecem a marginalizagao,
rolamento, captura e a transmigragéo de neutrofilos (A). Ao entrar em contato direto com o
patégeno os neutrofilos infiltrados realizam a fagocitose a partir da ligagao direta com receptores
de membrana ou de forma indireta ligados a opsoninas (IgG ou C3b), ativando receptores Fcy ou
do complemento (B). TLR = receptores do tipo toll, PSGL1 = P-selectin glycoprotein ligand-1;
LFA1 = lymphocyte function-associated antigen 1, MAC = macrophage-1 antigen; |ICAM
intercellular adhesion molecule; VCAM = vascular adhesion molecule; PECAM
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platelet/endothelial cell adhesion molecule 1; CXCR2 = CXC motif chemokine receptor 2 (Fonte:
Adaptado de SPILLER et al., 2019).

A sinalizagdo de antigenos bacterianos ligados 1gG (opsonizagdo) promove a
ativacdo de receptores Fc e a fosforilagdo de seus dominios ITAMS (do inglés
immunoreceptor tyrosine-based activation motifs). Uma vez fosforilados os ITAMS
servem como sitios de ligagao para dominios SH2 de proteinas adaptadoras. Essas estédo
envolvidas com a ativacéo de vias que induzem a polimerizagao de F-actina e a formacao
dos prolongamentos da membrana chamados de pseudopodes, que se estendem sobre
a superficie da particula opsonizada e formam o “copo fagocitario”, e engolfa a particula.
Uma vez internalizada o fagossomo é formado para o inicio da digestdo do patégeno a
partir da fusdo com lisossomos que sao acidos no seu interior (pH ~4,5) e granulos ricos
em enzimas hidroliticas (catepsinas, proteases, lisozimas e lipases) (SWANSON;
HOPPE, 2004). Além disso, ocorre a ativagao da resposta oxidante no fagolisossomo que
culmina com a produgédo de EROs (Figura 3B) (FRANCHINI et al., 2013).

Ja a via do complemento C3b/iC3b-CR3 de forma isolada n&o é capaz de induzir
fagocitose por si sO, necessitando de um estimulo complementar. A ativagdo dessa via
leva as particulas opsonizadas a entrar na célula produzindo pequenas saliéncias. Além
disso, atuam por um mecanismo dependente dos niveis intracelulares de calcio e
induzem a produgao de EROs em cooperagdo com receptores Fcy levando a fagocitose
de particulas opsonizadas por anticorpos ou ligantes de CR3 glicosilados (Figura 3B)
(GORDON et al., 1989; LOFGREN et al., 1999; WALBAUM et al., 2021).

A eficiéncia antimicrobiana dos neutréfilos depende de dois eventos simultaneos
que ocorrem no fagolisossomo, um deles a geragao de EROs. A enzima responsavel pela
producdo de EROs em neutroéfilos € a NOX2, um complexo composto por duas proteinas
de membrana (gp91°P°x, p22°P"X) que constituem a flavo-hemoproteina heterodimérica
conhecida como citocromo bssg, € quatro proteinas citosdlicas (p47°P"%, p67°P"ox, p40rhox g
a pequena GTPase Rac1/2). Apos a estimulagéo dos neutrofilos, a subunidade p47°Phox é
fosforilada e os componentes citosélicos migram para a membrana plasmatica, onde se
associam ao citocromo b558 para montar a forma ativa da NOX2 (HEYWORTH et al.,
1991; RADA et al., 2008; ZIEGLER et al., 2019). Este complexo enzimatico &, portanto,

capaz de gerar o anion superoéxido (O27), que pode ser dismutado em H202. Além disso,
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o radical hidroxila (OH®) € um dos intermediarios dessa reacéo, formado pela adi¢ado de
elétrons, ou pela reagéo de Fenton, no qual o Fe?* é reduzido a Fe®* (Figura 4) (RAY et
al., 2012).

Camundongos deficientes em p47°P"°x ou gp91P"°x desenvolvem uma desordem
chamada de doenga granulomatosa crbénica (POLLOCK et al., 1995; CHANG et al.,
1998), que esta associada a suscetibilidade a infec¢des, especialmente fungicas
(CHANG et al., 1998) e bacterianas (FUJITA et al., 2010), semelhante ao observado em
humanos. As EROs também tém um papel importante nos processos inflamatorios,
incluindo na ativac&o da transcrigdo génica via NF-kB (WANG et al., 2014), e indugao de

apoptose em neutrodfilos sob estresse oxidativo (ZHANG et al., 2003).
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Figura 4. Mecanismos moleculares de ativagao da NADPH oxidase de fagécitos (NOX2). O
complexo NADPH oxidase de células fagociticas é dissociado em fagécitos no estado de repouso.
O citrocomo b558 composto por gp91P"°%, p22°P"°* esta localizado na membrana plasmatica e os
fatores p47°", p67°"°* e p40P"°* formam um complexo no citoplasma. A pequena proteina de
ligagdo ao GTP Rac esta associada a Rho-GDI em sua forma inativa com o GDP. Apds a ativagéo,
os eventos de sinalizagdo causam fosforilagbes e alteracdes conformacionais das subunidades
da NADPH oxidase levando a sua montagem. A Rac-GTP ativada transloca e se ancora a
membrana no complexo NADPH oxidase. O complexo NADPH oxidase totalmente montado é
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capaz de desencadear a transferéncia de elétrons de NADPH para FAD e hemes para reduzir o
oxigénio molecular em superoxido (A). Uma vez formado o anion superéxido pode ser dismutado
pela SOD e gerar o peroxido de hidrogénio, que posteriormente pode levar a geragao de diversos
EROs ao interagir com a MPO ou via reacéo de Fenton (B) (Fonte: Adaptado de ZENG et al.,
2019).

A ativacdo da NOX2 pode ocorrer tanto na membrana plasmatica quando na
membrana dos granulos liberando anion superoxido no compartimento extracelular ou no
interior dos fagossomos pré-formados (NAUSEEF, 2019). N&o se sabe se os dois pools
da enzima s&o regulados pelos mesmos mecanismos. Varios sinais e vias de transdugéo
levam a ativagao da oxidase em fagécitos, e diferentes estimulos induzem a produgéo de
EROs extra- ou intracelularmente, indicando uma diversidade nas suas vias de regulagao
(CASBON et al., 2009; DINGJAN et al., 2017).

O LPS medeia seus efeitos a partir da ativacdo do TLR4 e induz uma
sensibilizagao celular para uma ativagdo mais robusta posterior do complexo enzimatico
por um outro agonista (FOREHAND et al., 1989). Esses sinais induzem uma variedade
de alteragbes na célula, incluindo a fosforilagdo parcial de p47Phox, alteragdes
conformacionais no complexo p47°P"°x/p40PhoX/p67PMx e g translocagdo de citocromo bsss
dos granulos intracelulares para a membrana plasmatica (LIU et al., 2019).

Por outro lado, a ativagdo de alguns receptores para integrinas, receptores Fc e
receptores metabotropicos, a exemplo para o fMLP, podem ativar o complexo NADPH-
oxidase diretamente sem sensibilizacao inicial. O efeito do fMLP esta relacionado com a
ativagcéo da via fosfolipase C (PLC)B/diacilglicerol e fosfatidil inositol trifosfato (IP3)/PKC
e a translocagao e ativagdo de p67°P"* and p47P"°* para membrana plasmatica originando
principalmente EROs que s&o liberadas extracelularmente (VIGNAIS, 2002).

A estimulagéo direta da proteina quinase C (PKC) pelo PMA (do inglés phorbol-
12-myristate-13-acetate) ativa a NADPH-oxidase através da fosforilagdo de varias
proteinas, incluindo a p47P"°%, proteinas MAP cinases (ERK/MAPK) e PI3K induzindo uma
liberacao intra e extracelular de EROs (KARLSSON et al., 2000). Ja os complexos imunes
de IgG ativam receptores Fc a partir da fosforilagdo dos seus dominios intracelulares
ITAM e resulta no recrutamento e ativacdo de diversas proteinas relacionadas com a
ativacdo da NADPH-oxidase, como a Syk, PI3K e PLCy2 (GAMBARDELLA et al., 2013).

O segundo evento para eficiéncia antimicrobiana dos neutrofilos corresponde a

liberacdo do conteudo enzimatico antimicrobiano contida nos granulos, a exemplo da
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mieloperoxidase (MPO), uma proteina heme presente em granulos azurdfilos de
neutréfilos. A MPO amplifica o potencial toxico do H2O2 produzindo intermediarios
reativos. Em concentragdes plasmaticas o ion cloreto pode ser substrato da MPO e
formar o acido hipocloroso (HOCI), que por sua vez, ao interagir com outra molécula de
H2>0- pode gera o oxigénio singleto ('0O2), uma molécula altamente citotdxica (Figura 4)
(PANASENKO et al., 2005).

Um outro componente dos granulos presente em neutrofilos sdo as proteinas
matriz metaloproteinases (MMPs). Neutrofilos expressam a MMP-9 ou gelatinase B,
armazenada em granulos terciarios, que degrada principalmente o colageno tipo IV nativo
e facilita sua migragao para os tecidos (LINDSEY et al., 2001). No entanto, a MMP-9 tem
ganhado uma maior atengdo como uma protease reguladora do processamento de
moléculas de sinalizacdo, como citocinas, quimiocinas, horménios, receptores e
antigenos peptidicos (GARCIA-PARDO; OPDENAKKER, 2015).

Os neutrdfilos liberam a MMP-9 em resposta ao LPS in vitro (MASURE et al., 1991)
bem como durante a bacteremia subletal e letal in vivo. Durante infec¢des bacterianas
graves a MMP-9 foi encontrada em quantidades aumentadas no soro antes que
diferentes quimiocinas e citocinas se elevassem na circulagdo (PAEMEN et al., 1997).
Ainda camundongos deficientes em MMP-9 se mostraram resistentes a toxicidade
induzida pela administragdo sistémica do LPS, também conhecido como endotoxemia
(DUBOIS et al., 2002). Do mesmo modo, durante a endotoxemia letal, a regasepina-1,
um inibidor seletivo da MMP-9, elevou a sobrevivéncia de camundongos (HU et al., 2005).

A MMP-9 também ja foi relacionada com a infiltragdo de neutrofilos para as vias
aéreas em resposta a sinalizagdo de TLRs induzida pelo virus da gripe. Usando analises
de mediadores inflamatérios foi mostrado que o fator quimiotatico de neutrofilos, CCL3 e
TNF-a foram reduzidos nas vias aéreas de animais deficientes para a molécula
adaptadora da via dos TLRs MyD88. Nesse estudo também foi mostrado que o TNF-a
induziu a secrecdo de MMP-9 por neutréfilos e o bloqueio desse fator in vivo reduziu o
recrutamento celular apos a infecgdo (BRADLEY et al., 2012). Isso sugere que os efeitos
da MMP-9 sao, pelo menos em parte, dependentes da acdo de TLRs e importantes

igualmente em infecgdes virais.



28

Um outro mecanismo para contencao de infecgdes descoberto mais recentemente
s&o as NETs (BRINKMANN et al., 2004). As NETs podem se formar através de duas vias,
sendo a primeira uma via de morte denominada NETose litica, que comeg¢a com
delobulagédo, desmontagem do envelope nuclear, descondensagéo da cromatina seguida
da ruptura da membrana plasmatica (FUCHS et al., 2007). A segunda constitui uma forma
nao litica, que pode ocorrer independentemente da morte celular e envolve a liberagéo
da cromatina advinda do DNA mitocondrial acompanhada pela degranulagé&o de enzimas
antimicrobianas, como a MPO, elastase e catepsina G (PILSCZEK et al., 2010; YIPP et
al., 2012). Entdo, esses componentes sdo montados e formam citoplastos anucleados
ativos que continuam a ingerir microrganismos (Figura 5A) (KRISHNAMOORTHY et al.,
2018).

A formacédo de NETs pode ser desencadeada por microrganismos (bactérias,
fungos, virus, e seus PAMPs) e estimulos enddégenos, como os padrées moleculares
associados ao dano, a exemplo dos complexos imunes e dos cristais de colesterol
(BEHNEN et al., 2014; WARNATSCH et al., 2015). Plaquetas ativadas também podem
desencadear NETose através do receptor HMGB1 (do inglés high mobility group protein
B1) e seus ligantes RAGE (do inglés glycation end products) (MAUGERI et al., 2014).
Estimulos com moléculas sintéticas, como o PMA induzem NETose litica através da
ativagdo da enzima NADPH-oxidase e da producédo de EROs (KESHARI et al., 2013). Ja
o LPS e moléculas opsonizadas com C5a desencadeiam NETose néo litica e a liberagéo
de DNA advindo da mitocéndria (Figura 5B) (PIETERSE et al., 2016).

As EROs demonstram dois papeis principais para a NETose, primeiramente para
ativacdo da enzima PAD4 (do inglés protein-arginine deiminase 4), que sequestra um
grupamento amino do aminoacido arginina convertendo-o em citrulina, nas histonas H3
e H4, provocando a descondensacdo do DNA (ROHRBACH et al., 2012). Segundo, a
degranulacao e liberacdo das enzimas elastase e MPO, que sao transportadas para o
nucleo, onde agregam-se ao DNA (Figura 5B) (METZLER et al., 2011)

Por fim, ocorre o rompimento da membrana nuclear e interagdo do DNA com as
enzimas citoplasmaticas, seguida da lise da membrana plasmatica (Figura 5B) pela
enzima Gasdermina D, cuja ativagdo € dependente da clivagem pela elastase, para
liberacdo das NETs no meio extracelular (SOLLBERGER et al., 2018). Uma vez
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liberadas, as NETs s&o capazes de aprisionar patdogenos a partir da interagcéo

eletrostatica entre os componentes de carga positiva da parede bacteriana com aqueles

de carga negativa, a exemplo da cromatina. Além disso, as enzimas presentes nas NETs

possuem atividades microbicidas, como a MPO, lisozima e elastase, que rompem a

parece celular bacteriana (BRINKMANN et al., 2004).
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mitocondrial (A). Diferentes estimulos como PMA, anticorpos ou cristais de colesterol induzem a
NETose litica, que ocorre em tempos mais tardios. Esses estimulos levam a ativacdo da NADPH
oxidase, produgado de EROs e atividade da enzima PAD4, o que resulta em descondensagao da
cromatina. Entdo, a elastase e MPO sao translocadas para o nucleo onde promovem a
citrulinacdo da cromatina e o desdobramento do DNA. Apds o rompimento da membrana nuclear
as NETs sao liberadas e a célula morre. A NETose nao litica é induzida em minutos a partir da
sinalizagdo de TLR4 ou receptores para C5a. Nesse caso a enzima PAD4 ¢ ativada e induz a
descondensacgao da cromatina mitocondrial. Nesse caso, a elastase também é translocada para
o nucleo para promover desdobramento da cromatina e ruptura da membrana nuclear. Contudo,
a cromatina complexada a proteinas é expelida por vesiculas e o neutréfilo continua como
citoplasto fagocitico. NET = armadilhas extracelulares de neutrdfilos; DNA = &cido
desoxirribonuclueico; PMA = phorbol-12-myristate-13-acetate; EROs = espécies reativas de
oxigénio; PAD4 = protein-arginine deiminase 4; MPO = mieloperoxidase; TLR = receptores do
tipo toll (Fonte: Adaptado de PAPAYANNOPOULOS, 2018; KLOPF et al., 2021)

Durante infecgcbes as atividades efetoras de neutrofilos sdo potencializadas por
fatores derivados do hospedeiro, como o G-CSF, interferon (IFN)-y, TNF-a e/ou produtos
derivados de patégenos, incluindo o LPS. Esses, por sua vez, aumentam
significativamente a viabilidade e func¢ao efetora dos neutrofilos por meio da inibigdo da
apoptose e/ou da indugdo de vias pro-inflamatorias (BORDON et al.,, 2013). A
sobrevivéncia prolongada dos neutrofilos € benéfica para a agdo microbicida. Porém, se
desregulada, pode contribuir para a génese de uma variedade de desordens, como sepse
€ a pneumonia, ou contribuir para doengas autoimunes, como as doencas inflamatérias
intestinais e a artrite reumatoide (BORDON et al., 2013). Dessa forma, € importante
explorar possiveis vias de regulacédo celular que limitem as ag¢des citotdxicas dessas

células e evitem os danos teciduais que contribuem para o desenvolvimento de doencas.

1.2 Regulagao da atividade de neutréfilos e resolugao da inflamagao

1.2.1 Regulagao via apoptose

A apoptose é a forma de morte celular programada n&o inflamatéria mais bem
descrita em neutrofilos, controlada por proteinas pertencentes a familia homdéloga Bcl-2
e mediada por proteases especificas conhecidas como caspases (CHIPUK et al., 2010).
O processo apoptético é caracterizado por uma cascata de eventos, que classicamente
inclui a permeabilizagdo da membrana externa mitocondrial, seguida da liberagdo do

citocromo C e outras proteinas pré-apoptéticas no citosol, ativagcdo de caspases,
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fragmentacdo de DNA, condensagéo da cromatina, perda de assimetria da membrana,
formagao de corpos apoptoticos e, finalmente, geragdo de sinais que estimulam sua
captacéo por fagocitos (RAVICHANDRAN, 2010).

Durante o processo de apoptose ocorre uma mudanga significativa no fenétipo de
neutréfilos humanos caracterizada pela regulagao negativa dos membros da superfamilia
de imunoglobulinas PECAM-1 ou CD31, ICAM-3 ou CD50, CD66acde, CD66b, CD16 e
as proteinas associadas a integrinas, alterando o potencial de adeséao celular (FOX et al.,
2010). As interagdes celulares podem ainda ser influenciadas pela redugao da expressao
de porc¢des de carboidratos de superficie, como acidos sialicos (SCHAUER, 2009). Além
disso, a expresséo reduzida de FcyRIl (CD32), receptor de complemento tipo 1 (CD35) e
receptores para mediadores pro-inflamatérios C5a (CD88) e TNFa (CD120b) durante a
apoptose pode limitar a capacidade de resposta dos neutréfilos (FOX et al., 2010).

Neutrofilos ativados podem realizar suas funcbes efetoras e simultaneamente
ativar mecanismos de morte celular em resposta a diferentes fatores intracelulares ou
extracelulares. No entanto, mediadores inflamatoérios derivados da infecgdo ou fatores
endogenos relacionados, como o LPS ou o fator estimulador de colénia de macrofagos e
granulécitos (GM-CSF), respectivamente, retardam a apoptose por promover a
estabilidade mitocondrial e reduzir a atividade de caspases (WATSON et al., 1999;
TURINA et al., 2005). Além disso, esses fatores também regulam negativamente a
expressao génica de Bax, um proteina pré-apoptoética da familia Bel-2 (DIBBERT et al.,
1999).

Dessa forma, a apoptose constitui uma forma regulada de morte celular impedindo
a liberacdo extracelular de conteudos citotoxicos e proteoliticos. Uma melhor
compreensao desse processo pode levar a novas terapias baseadas em estratégias para
a resolucao da inflamagéao com reducao do dano tecidual.

Rossi et al. (2006) demonstrou o potencial do inibidor de cinases dependentes de
ciclina (R-roscovitina, Seliciclibe ou CYC202), que induz a apoptose dependente de
caspases mesmo na presenga de GM-CSF. Esse efeito foi acompanhado pela resolugao
da inflamac&o mediada em parte por neutréfilos em diferentes modelos animais de
pleurisia aguda, injuria pulmonar e artrite (ROSSI et al., 2006). Além disso, a inibicdo

farmacoldgica de ERK1/2 envolvida na sinalizagdo de MAPK utilizando a ferramenta
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farmacolégica PD98059 acentuou a resolugéo da inflamagado em um modelo de pleurisia,
que também foi ligada a um aumento na apoptose de neutrdfilos (SAWATZKY et al.,
2006).

A sinalizacao da PI3K tem sido implicada na persisténcia da inflamagao causada
por neutréfilos e eosindfilos e, portanto, € reconhecida como um alvo para terapias anti-
inflamatorias (PINHO et al., 2007). A caracterizagdo de moléculas derivadas de lipidios
encontradas endogenamente, a exemplo da 15-epi-lipoxina A4, também foi associada a
apoptose de neutréfilos, suprimindo os mecanismos de sobrevivéncia induzidos pela
MPO e mostrando um potencial promissor para os mecanismos de resolugcido da
inflamag&o em modelos de lesdo pulmonar (EL KEBIR et al., 2009).

Ainda, von Gunten et al. (2005) demonstrou que receptores com fungdes inibitérias
em células imunes conhecidos como Siglecs (do inglés sialic acid-binding
immunoglobulin-like lectin) também foram capazes de induzir a apoptose de neutrofilos
dependente do microambiente de citocinas encontrado na circulacdo durante a sepse ou
nos tecidos articulares de pacientes com artrite. Esses achados tém implicacbes
importantes para a patogénese, diagndstico e tratamento de doengas inflamatorias.

1.2.1 Regulagao via receptores inibitorios

Os neutrofilos expressam varios receptores inibitérios que controlam
especificamente suas funcdes. Esses receptores estdo inseridos na membrana
plasmatica ou mesmo na membrana dos grénulos citoplasmaticos, e se mobilizam
rapidamente para a superficie celular apdés um estimulo. Essa regulagao positiva compde
uma maneira eficiente de aumentar rapidamente os sinais reguladores e limitar a ativagéo
celular (FAVIER, 2016).

Os receptores inibitorios contendo dominios intracelulares ITIM (do inglés
immunoreceptor tyrosine—based inhibition motif) sdo essenciais na regulagdo das
respostas inflamatorias induzidas por infecgbes (LOWELL, 2011). Dentre eles destacam-
se as proteinas CD300a e CD300f (ALVAREZ et al., 2008), os receptores de leucdcitos
semelhantes a imunoglobulina da subfamilia B (LILRB2 e LILRB3) (COLONNA et al.,
1998), o membro A da familia 12 do dominio da lectina do tipo C (CLEC12A) (NEUMANN
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et al., 2014), a imunoglobina emparelhada como o receptor alfa do tipo 2 (PILRA)
(MOUSSEAU et al., 2000) e as lectinas Siglec-5 e Siglec-9 (RASHMI et al., 2009; ALI et
al., 2014). Em especial esses receptores sao ativados por ligantes expressos em células
circunvizinhas, na propria membrana celular onde o receptor é encontrado ou na sua
forma livre presente na circulagdo. Os ligantes mencionados incluem residuos de
fosfatidilserina e fosfatidiletanolamina, glicoproteinas CEACAM1 (CD66a), proteinas do
tipo angiopoetina, glicoproteinas associadas a mielina e os acidos sialicos (FAVIER,
2016).

Uma vez ativados por esses ligantes, ocorre uma mudanga conformacional do
dominio intracelular dos receptores, que favorece a fosforilacdo de residuos de tirosina
presentes nos dominios ITIM por cinases da familia Src. Isso leva ao recrutamento da
regido de homologia Src 2 contendo fosfatase 1 ou 2 (SHP-1 ou SHP-2) através de seus
dominios SH2. SHP-1 e SHP-2, por sua vez, estdo envolvidas com a rapida inibicdo da
sinalizagdo continua das vias de ativagdo (LOWELL, 2011).

Em um estudo conduzido por Ali et al. (2014) a ativagdo de receptores Siglec-5
pela glicoproteina 3 de Streptococcus do grupo B leva a supressdo da atividade de
neutroéfilos por inibir a via pro-inflamatoria induzida pela p38 MAPK e AKT. Ja Siglec-9
também ja demonstrou inibicdo da ativacdo de neutrofilos devido a ligacédo as
glicoproteinas sialiladas glicoforina na superficie dos eritrécitos (LIZCANO et al., 2017).
Além disso, a regulagdo negativa promovida por Siglec-E, um ort6logo funcional de
camundongos do Siglec-9 de humanos, inibiu o recrutamento de neutréfilos em modelos
de inflamagao pulmonar (MCMILLAN et al., 2013).

Entretanto, devido a capacidade de reduzir as funcbes de neutrdfilos, os
receptores inibitorios ativados por residuos de acidos sialicos sao alvos atraentes para
patdogenos por meio da evasdo das respostas imunes. Por exemplo, a bactéria
Streptococcus do grupo B utiliza o seu conteudo de acidos sialicos para ativar receptores
Siglec-9 na membrana de neutrofilos humanos resultando na diminui¢do da produgéo de
EROs e da liberagdo de NETs (CARLIN et al., 2009). Ja a bactéria Pseudomonas
aeruginosa, uma das principais causas de infeccdes nosocomiais e um fator determinante
para pacientes com fibrose cistica, ndo é capaz de sintetizar acidos sialicos. No entanto,
ela pode adsorver glicoproteinas sialiladas encontradas no soro do hospedeiro e utiliza-
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las para ativar receptores Siglec, evitando o reconhecimento e a resposta de neutrofilos
para aumentar sua sobrevivéncia (KHATUA et al., 2012).

Essas evidéncias apontam para a sinalizagao celular mediada por acidos sialicos
como um componente interessante a ser estudado na perspectiva de modular a resposta

desregulada do hospedeiro durante infecgdes.

1.3 Acidos sialicos, neuraminidases e a modulagio das fungdes biolégicas

As membranas bioloégicas sdo decoradas com uma densa camada de
carboidratos, dentre eles destacam-se os acidos sialicos, um grupo de monossacarideos
formado por 40 derivados do acido N-acetilneuraminico (Neu5Ac). O Neu5Ac (Figura 6)
€ o principal e mais abundante acido sialico presente na por¢ao terminal ou em parte de
glicoproteinas e glicolipidios (VARKI et al., 2015), ou como descoberto mais
recentemente, glicoRNAs de eucariotos (FLYNN et al., 2021). Uma segunda camada de
complexidade desses glicoconjugados se da a partir de diferentes ligagdes mediadas por
sialiltransferases entre o carbono 2 (C-2) do NeubSAc e carboidratos subjacentes
(COHEN; VARKI, 2010; VARKI et al., 2015).

Neu5Ac
. OH
HO 5
\A\ﬁ\o O _H
AcNH—__ Cc-3 OH
HO ——
Galactose
Neu5Aca2-3Gal
HO OH COz
COz HO | 0
o AcNH- O oH CO:z
HO o @
. c8 o~/ O
OH AcNH—
Neu5Aca2-6Gal Neu5Aca2-8Neu5Ac

Figura 6. Neu5Ac e sua complexidade nos glicoconjugados. Estrutura do acido N-acetil
neuraminico (Neu5Ac) contendo um agucar primario a-ceto acido com 9 carbonos (A). Complexo
secundario formado pela ligagcdo entre NeuSAc e uma galactose (a2-3 e a2-6) ou com outro
Neu5Ac (a2-8). Gal = galactose (Fonte: Adaptado de COHEN; VARKI, 2010; VARKI et al., 2015)
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As sialiltransferases pertencem a familia das glicosiltransferases 29 (CAZY
GT_29) e compreendem enzimas que adicionam acidos sialicos as por¢des terminais dos
glicolipidios sialilados (gangliosideos) ou as cadeias de agucar N- ou O-ligadas a
residuos de Ser ou Thr. Essas enzimas catalisam a transferéncia de acidos sialicos de
moléculas doadoras ativadas para moléculas receptoras especificas, formando ligagdes
glicosidicas (HARDUIN-LEPERS et al., 2001). A sialilagdo ocorre no reticulo
endoplasmatico e no complexo de Golgi e € controlada pela disponibilidade de substrato,
atividade enzimatica, niveis de transcrigdo génica e localizagdo da enzima dentro das
organelas (REILY et al., 2019). As ligagdes mais comuns ocorrem com o carbono 3 (C-
3) ou 6 (C-6) de uma galactose, formando NeuSAca2-3Gal e NeuSAca2-6Gal,
respectivamente, ou mesmo com o carbono 8 (C-8) de um outro acido sialico (NeuSAca2—
8Neu5Ac) (Figura 6) (COHEN; VARKI, 2010; VARKI et al., 2015).

Os papeis funcionais dos acidos sialicos nos sistemas bioldégicos de mamiferos
sdo diversos e influenciados pelos compostos aos quais estdo ligados, dessa forma,
modificando, aprimorando ou diminuindo suas fungdes. As fun¢gdes dos acidos sialicos
estdo associadas a sua natureza eletronegativa levando a prevencédo da agregacgéao
celular a partir da repulséo eletrostatica ou facilitando a agregagao por formar pontes de
calcio. Nas estruturas macromoleculares, os acidos sialicos sdo importantes para manter
a viscosidade de glicoproteinas e confere resisténcia proteolitica de varias
sialoglicoproteinas, incluindo o fator intrinseco e sua capacidade de se ligar a vitamina D
(SCHAUER, 1982; TRAVING; SCHAUER, 1998; GHOSH, 2020).

Além disso, o efeito anti-reconhecimento € uma das fungbes mais notaveis dos
acidos sialicos ao passo que essas moléculas mascaram os residuos D-galactosil de
glicoproteinas séricas e presentes na superficie membranar e a sua exposi¢cao é
rapidamente reconhecida por receptores especificos na superficie dos hepatdcitos
seguida por rapida remog¢ado das moléculas dessialiladas da circulag&o. Isso também
inclui a base do reconhecimento de estruturas préprias e ndo proprias de acordo com seu
padrao de expressdo nas membranas e o seu papel na redu¢do ou até impedimento a
antigenicidade. Um exemplo disso € sua agdo como determinantes antigénicos em
diferentes ligagdes a outros agucares presentes em antigenos de hemacias humanas,

que auxiliam a determinar a especificidade dos grupos sanguineos (SCHAUER, 1982;
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TRAVING; SCHAUER, 1998; GHOSH, 2020). Mais recentemente a interagao dos acidos
sialicos com receptores/lectinas tém sido cada vez mais associados como checkpoints
moleculares direcionados ao sistema imunoldgico e a interagdo na patologia e terapia
convencional de doengas (WIELGAT et al., 2020).

Neuraminidases (NEU) ou sialidases representam uma familia de exoglicosidases
(EC 3.2.1.18) que catalisam por hidrélise a clivagem de ligagdes a-glicosidicas, a-2-3, a-
2-6 ou 0-2-8, de acidos sialicos presentes em cadeias de carboidratos em glicoproteinas,
glicolipidios ou oligossacarideos (MONTI et al., 2010). Sua estrutura tipica esta disposta
em folhas-beta pregueadas organizadas em cadeias, cada uma composta de folhas-beta
antiparalelas e um fragmento altamente conservado para sua atividade catalitica nos
residuos tyr334, glu111 e asp46 (CRENNELL et al., 1993; MOUSTAFA et al., 2004;
MAURICE et al., 2016).

O papel mais notavel das NEU se da nas infecgdes virais, especialmente pelo virus
da influenza A e B. Foi demonstrado que os virus da gripe exploram a dessialilagdo da
proteina hemaglutinina presente na capsula viral como uma ancora para se ligar em
carboidratos de células hospedeiras do trato respiratorio superior (Figura 7) (GLANZ et
al., 2018).
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Figura 7. Ciclo do virus influenza e o papel de NEU virais na infecgcao de células
hospedeiras. O processo infeccioso comega a partir da ligagao dos virus as células hospedeiras
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por meio da interagdo com receptores de superficie contendo residuos de acido sialico. Esses
sdo entdo internalizados pela célula por endocitose seguido pela liberagdo do seu material
genético para replicagdo. O novo RNA viral (ribonucleoproteina) e proteinas virais sintetizadas
pela célula hospedeira se reunem na superficie da célula constituindo novos virions. Apds o
brotamento, esses virions precisam ser separados da célula hospedeira pela NEU viral, sendo
essa etapa o alvo dos inibidores da NEU anti-influenza usados na pratica clinica. NEU =
neuraminidases; RNA = acido ribonucleico (Fonte: criado com Biorender)

Entdo, apds formacao das particulas virais na célula infectada os virions recém-
formados clivam essa molécula de carboidrato de ancoragem para fazer sua fuga e iniciar
a infec¢ao de outras células vizinhas (Figura 7) (GLANZ et al., 2018).

As primeiras tentativas de projetar inibidores especificos de NEU foram baseadas
nos mecanismos de interacdo com o substrato. O composto sintético acido 2-desoxi-2,3-
didesidro-N- acetilneuraminico (NeuSAc2en ou DANA), que € um analogo do Neu5Ac,
inibe a liberagao da progénie do virus em cultura de tecidos, mas sem atividade antiviral.
No inicio da década de 1990, a determinagéao cristalografica da NEU do virus influenza
levou a descoberta do seu sitio ativo (VARGHESE et al., 1992; KIM et al., 1999). Isso
forneceu a oportunidade de projetar novos inibidores mais efetivos e especificos para
tratar a influenza, como o Zanamivir e o pro-farmaco fosfato de Oseltamivir, que ao ser
biotransformado por esterases plasmaticas ou carboxilesterases hepaticas gera o
carboxilato de oseltamivir (Tabela 1) (LINDEGARDH et al., 2006).

Tabela 1. Inibidores de NEU virais anti-influenza

Zanamivir Oseltamivir Laninamivir Peramivir TCN-032
(Relenza®) (Tamiflu®) (R-125489) (Rapiacta®)
Aprovagao 1999 - Reino 1999 - Reino 2010 - Japéao 2014 - Japéo Estudo de fase
Unido/EUA Unido/EUA Clinica Il
Via P6 para Oral (pro-droga) Inalacéo Intravenosa Intravenosa
inalagao oral
Alvo Influenza Ae B | Influenza AeB | InfluenzaAeB | Influenza Ae B | InfluenzaAe B
Especificagbes Nao Cepas Eficacia Aprovacgéo Mecanismo
recomendado resistentes comparavel ao emergencial multiplo por
para influenza (H1N1) Zanamivir e (2009) para inibir o budding
severa Oseltamivir casos graves e a liberacéo
Cepas Forma ativa: (H1N1, HIN3 e | associados a das particulas
resistentes Carboxilato de influenza B) resisténcia ao virais
(H1N1) Oseltamivir Oseltamivir

(Fonte: KIM et al., 1999; MOSCONA, 2005; LINDEGARDH et al., 2006; GRANDEA et al., 2010;
SUGAYA; OHASHI, 2010; ALAME et al., 2016)
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Devido a alta taxa de mutagdes que ocorrem durante a replicagédo do genoma viral,
as NEU sao caracterizadas por uma alta variabilidade, que por sua vez, pode levar a
resisténcia ao tratamento. Nesse sentido, muitos estudos tem mostrado o potencial
promissor de novos inibidores de NEU, a exemplo do metadicol, um novo agonista
inverso do receptor da vitamina D (RAGHAVAN; GV, 2019), bem como outros farmacos
conhecidos como non-sialic acid-like scaffolds: N-acetilfenilalanilmetionina, acido
propandico 3-[(2,5-dimetilfenil) carbamoil]-2-(piperazin-1-il), acido 3-
(propilaminossulfonil)-4- clorobenzadico, acido ascorbico e a probenecida. Esses ultimos
foram capazes de inibir in vitro variantes resistentes H1N1 e H5N2 do virus influenza A
(MARQUEZ-DOMINGUEZ et al., 2020).

Em mamiferos sdo conhecidos quatro subtipos de NEU (NEU1, NEU2, NEU3 e
NEU4), cada uma diferindo da outra quanto a especificidade ao substrato, localizagao
subcelular, propriedades cinéticas e fungdes celulares (Tabela 2) (MONTI et al., 2010;
MIYAGI; YAMAGUCHI, 2012). NEU1 é o subtipo que apresenta maior expressdo em
tecidos humanos comparado com NEU3 e NEU4, enquanto o nivel de NEU2 é
extremamente baixo (LIPNICANOVA et al., 2020).

Tabela 2. Caracteristicas gerais das quatro subtipos de NEU identificadas em mamiferos

Subtipos de NEU
Caracteristicas NEU1 NEU2 NEU3 NEU4
Localizacdo Lisossomos e Citosol Membrana Lisossomos,
membrana plasmatica mitocdndria e
plasmatica membranas
(sob estimulo) intracelulares
Substrato Oligossacarideos, e | Oligossacarideos Gangliosideos | Oligossacarideos,
glicopeptideos e glicoproteinas glicoproteinas e
Gangliosideos
pH 6timo 44-46 6,0-6,5 46-4,8 44-45
Funcéo Degradagao em Diferenciagéo de Diferenciagao Apoptose
lisossomos, mioblastos e neural, apoptose
resposta imune, neural e adesao
organizacao das
fibras elasticas

(Fonte: Adaptado de MIYAGI; YAMAGUCHI, 2012; LIPNICANOVA et al., 2020)

O subtipo NEU1 apresenta um motivo de direcionamento lisossomal

desempenhando papeis importantes na maturacdo e degradacdo dessa organela
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(YOGALINGAM et al., 2008). Entretanto, estudos revelaram a localizag&o subcelular da
NEU1 na membrana plasmatica sob condigbes de estimulagdo (LIANG et al., 2006;
ABDULKHALEK et al., 2011), que parece estar conectada a novas fungdes fisioldgicas.
A atividade de NEU1 em linfocitos T ativados contribui para dessialilacdo de
glicoconjugados especificos da superficie celular e para a produgao de interferon (IFN)-
Yy (NAN et al., 2007). A NEU1 também parece contribuir para a regulagado da fagocitose
em macrofagos e células dendriticas através da dessialilagédo de receptores Fc para
imunoglobulina G (SEYRANTEPE et al., 2010).

Ja em plaquetas humanas de pacientes com trombocitopenia prolongada, uma
complicacao frequente em pacientes submetidos a transplante de células-tronco, também
foi mostrado que a dessialilagcdo mediada pelo aumento da expressdo de NEU1 esta
associada a apoptose e fagocitose plaquetaria (ZHANG et al., 2015). Por outro lado, a
dessialilacdo do receptor do tipo toll (TLR)-4 pela NEU1 pode ser essencial para sua
ativacao bem como para manutencao dos seus sinais intracelulares via NF-kB em células
dendriticas e macrofagos (AMITH et al., 2010).

Ainda é incerto quais as fungbes de NEU2 em tecidos e células humanas devido
ao seu baixo perfil de expressao. No entanto, evidencias demostram que NEUZ2 participa
na diferenciacdo neuronal e de células musculares (FANZANI et al., 2004). Além disso,
parecer estar implicada com o comportamento das células cancerigenas, influenciando
na metastase a partir da modulagdo dos conteudos de acidos sialicos (KOSEKI et al.,
2012).

Devido a sua especificidade de substrato e associacdo com a membrana
plasmatica, NEU3 é considerada uma molécula potencialmente importante para varios
eventos que ocorrem na superficie celular. A NEU3 de murinos pode regular a apoptose
em fibroblastos humanos (VALAPERTA et al., 2006), a proliferacédo e diferenciagdo em
células de neuroblastoma (KOPITZ et al.,, 2001), na regulacdo e regeneragao de
neurénios do hipocampo de rato (DA SILVA et al., 2005). A regulacdo positiva de NEU3
também é observada em neoplasias, incluindo no cancer de célon, renal, ovario e de
préstata, embora a sua regulagdo negativa tenha sido observada na leucemia
linfoblastica aguda ligada a progressao da doenga (MANDAL et al., 2010).
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A NEU4, por sua vez, dentre todos os subtipos de NEU € a que apresenta o maior
espectro de substratos, chegando a hidrolisar até mesmo mucinas (SEYRANTEPE et al.,
2004). Esse subtipo de NEU pode estar envolvido na apoptose de células neuronais
(HASEGAWA et al., 2007) e de células de cancer de colon humano (YAMANAMI et al.,
2007).

Essas enzimas parecem desempenhar papeis importantes em diversas fungdes
biolégicas em humanos, incluindo fungbes imunes, e sua desregulagcdo pode estar
implicada na génese de doengas. Levando isso em consideragdo, estudos buscam
identificar inibidores seletivos para os 4 subtipos conhecidos da enzima. Em geral esses
inibidores podem ser classificados como derivados nao-carboidratos ou aqueles
baseados na estrutura do Neu5Ac e do DANA (ALBOHY et al., 2013; CAIRO, 2014; GUO
et al., 2018). Apesar dos avangos na formulagdo desses farmacos, poucos estudos séo
encontrados na literatura com sua avaliagdo e demonstrando suas propriedades
terapéuticas.

Por outro lado, os inibidores de NEU virais apesar de serem extensamente
estudados na terapia anti-influenza, agora estdo sendo sugeridos e direcionados para
agir nas enzimas dos hospedeiros. De fato, embora as NEU virais e de mamiferos nao
sejam completamente homologas, elas compartilham uma porgao catalitica semelhante,
0 que aumenta a possibilidade de inibigdo comum (BUSCHIAZZO; ALZARI, 2008;
ALBOHY et al., 2011). Em um ensaio de inibicdo com as proteinas recombinantes
humanas NEU2 e NEU3 foi mostrado que o Oseltamivir possui baixo efeito inibitorio
mesmo em concentragdes milimolares, ao passo que o Zanamivir inibiu ambas na faixa
micromolar (HATA et al., 2008).

Nesse contexto, a modulagdo da atividade sialidase do hospedeiro por farmacos
inicialmente desenhados para inibir enzimas virais pode representar uma ferramenta util
na busca por novos alvos terapéuticos e o reposicionamento de farmacos para o

tratamento de doencas.

1.4 Potencial terapéutico de inibidores de NEU do hospedeiro durante a

inflamagao sistémica
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1.4.1 Sepse

A sepse corresponde a uma sindrome inflamatéria com risco de vida, que tem
como base uma infecgdo tecidual e sua disseminacdo para corrente sanguinea
(GYAWALI et al., 2019). Diversas definigdes foram propostas ao longo dos anos a fim de
melhor caracterizar a infecgdo grave, a exemplo da septicemia, sindrome séptica ou
infecc&o generalizada. Atualmente a caracterizagao da sepse se da a partir do Sequential
Organ Failure Assessment (SOFA), que considera parametros clinicos envolvidos na
funcdo cardiovascular, respiratoria, renal e hematoldgica, e avalia a disfungédo organica
por meio da presencga de pelo menos 2 pontos de um escore que vai de 0 a 4. Ja o choque
séptico corresponde a uma anormalidade celular/metabdlica secundaria a sepse
caracterizada por hipotensdo com necessidade de vasopressores apos a falha da
ressuscitacdo volémica. Desde 2016 o termo “sepse grave” esta em desuso para
simplificacdo da nomenclatura, sendo que o uso da palavra sepse passa a estar restrito
aos pacientes ja com disfungéo orgéanica (JONES et al., 2009; ILAS, 2020; PAWAR et al.,
2021).

Em um estudo observacional e retrospectivo conduzido entre 2010 e 2019 um total
de 1.044.227 casos de sepse (51,3/100 mil habitantes) foi relatado no Brasil. Ainda
463.000 o6bitos (22,8 6bitos/100.000 habitantes) foram contabilizados, dos quais as
maiores taxas ocorreram entre os idosos, da raga parda, sem diferenga significativa entre
0s sexos. A regido Sudeste foi responsavel pelas maiores taxas de internagao e ébitos
(ALMEIDA et al., 2022). No mundo aproximadamente metade dos casos de sepse
ocorrem na Unidade de Terapia Intensiva (UTIl) onde um quarto dos pacientes que
desenvolvem a forma grave morrera durante a hospitalizagéo, representando cerca de
19,7% de todas as mortes globais (RUDD et al., 2020).

A sepse é frequentemente associada a ativagao direta de células imunoldgicas
residentes e células endoteliais pelos PAMPs, como o LPS. Esses PAMPs podem induzir
por meio da interacdo com TLRs o recrutamento de neutréfilos e a liberacdo macica de
seus mediadores (GYAWALI et al., 2019). Apesar da sua fungdo determinante no
processo infeccioso, em pacientes com sepse ocorre uma reprogramacao de neutrofilos,

manifestada por defeitos no seu recrutamento para os locais da infecgdo, porém com
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migragdo e acumulo anormal para tecidos ndo envolvidos. Associado a isso ainda pode
ocorrer uma desregulacdo das respostas efetoras. A medida que a sepse evolui, eventos
transcricionais sdo igualmente alterados, levando a uma modificagdo do padrao de
expressao de genes pro-inflamatorios e imunomoduladores (KOVACH et al., 2012; SHEN
et al., 2021).

Em geral durante uma infec¢cdo os microrganismos e seus PAMPs s&o eliminados
por meio da resposta imune combinada ao uso de antibidticos, em geral de largo
espectro, como piperacilina/tazobactam, ceftriaxona, cefepima, meropenem e
imipenem/cilastatina (AHRQ, 2019). Entretanto, durante a sepse esses farmacos nem
sempre sdo capazes de tratar propriamente a doenga (SHORR et al., 2011; BASSETTI
et al., 2018; PEETERS et al., 2019; HANCKOCK, 2020), sugerindo a resisténcia ao
tratamento (MARTINEZ et al., 2020) e/ou a presenca de outros fatores induzidos pela
infeccdo que contribuem para o seu desenvolvimento.

Halbach et al., (2017) mostraram que a antibioticoterapia possui baixa efetividade
em manter a sobrevivéncia de animais submetidos ao modelo experimental de sepse
induzida pela ligagdo e pungéo do ceco (CLP). Entretanto, a inibigdo de NEU por meio
dos inibidores DANA e acido 2,3-desidro-2-desoxi-N-glicoliineuraminico (NeuGc2en)
aumentou a sobrevivéncia dos animais no mesmo modelo, efeito esse potencializado
pela adicdo do imipenem (CHEN et al., 2011). Esses resultados sugerem uma
desregulagéo na atividade de NEU durante a infecgao, e que a sua inibigao pode ter efeito
benéfico durante a sepse experimental. De fato, o aumento da presenga de acidos
sialicos livres no soro de pacientes com sepse ja foi demonstrada, e o monitoramento
dos seus niveis podem ser considerados potenciais marcadores para o diagnostico (YAO
et al., 2020). Esses dados reforgam a hipotese do aumento da atividade de NEU durante
esse contexto patoldgico.

Além disso, em animais deficientes para receptores que reconhecem acidos
sialicos (Siglec-G) ou para glicoproteinas que fornecem acidos sialicos para esses
receptores (CD24) apresentam uma menor taxa de sobrevivéncia durante a sepse
induzida por CLP (CHEN et al., 2011). Diante desses achados, pode-se sugerir que a
presenca de acidos sialicos, bem como, dos seus receptores também sao importantes

para manutencao da inflamacéao sistémica durante a sepse.
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No entanto, até entdo ndo se sabia se a clivagem de acidos sialicos por NEU
durante o curso da doenga eram advindas do modelo de infeccdo, em outras palavras,
por bactérias associadas a doenga ou por enzimas derivadas do hospedeiro. Para tentar
responder a esse questionamento Chen et al., (2014) conduziu um experimento de sepse
induzida por LPS em animais deficientes para enzima NEU1 em células hematopoiéticas.
Os resultados mostraram que a deficiéncia em NEU1 confere resisténcia dos animais
apds o desafio com o LPS, o que indica que a indugcdo da atividade da enzima no
hospedeiro é uma das fontes de clivagem de acidos sialicos, e pode constituir um alvo
terapéutico importante para a terapéutica.

Efeitos semelhantes foram encontrados por Yang et al.,, (2018) utilizando os
modelos de sepse Gram-negativa induzidos pela administracdo sistémica de uma cepa
de E. coli que ndo expressa a NEU bacteriana. Esse estudo mostrou que a infecg¢ao induz
o aumento da atividade de NEU1 e NEU3 de forma dependente de TLR4, que por sua
vez, a partir da remogao dos acidos sialicos acelera a depuragao de glicoproteinas
envolvidas na desintoxicacdo do LPS. Esse efeito foi inibido pelo tratamento com o
inibidor de NEU viral zanamivir, reforcando mais uma vez o papel da enzima na
progressao da doenca.

Evidéncias tem mostrado que a regulagédo da fun¢do dos neutrofilos pode reduzir
os danos teciduais, aprimorar a depuracao bacteriana e melhorar o desfecho da sepse.
Isso apoia a ideia de que ter como alvo os neutréfilos pode representar uma estratégia
promissora para o tratamento da doencga (SHEN et al., 2021). No entanto, até o presente
momento ndo ha estudos na literatura que correlacionem a ativagdo enzimatica de NEU

e a remocgao de acidos sialicos com a desregulagédo de neutréfilos durante a sepse.

1.4.2 COVID-19

A COVID-19 (do inglés coronavirus disease 2019), doenga causada pelo SARS-
CoV-2 (do inglés severe acute respiratory syndrome coronavirus 2), tornou-se
pandémica, afetando mais de 579 milhdes de pessoas em todo 0 mundo, com mais de
6,41 milhdes mortes até agosto de 2022 (OUR WORLD IN DATA, 2022). Seu quadro

clinico varia de pacientes assintomaticos, com sintomas leves e autolimitados, a sintomas
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graves com desconforto respiratorio agudo, que se desenvolve e pode progredir
rapidamente para insuficiéncia respiratéria (LAl et al., 2020). Nos casos mais graves
ocorre a conhecida tempestade de citocinas, que parece ser responsavel pela faléncia
de multiplos 6rgaos (WANG et al., 2020). Os pacientes com COVID-19 podem apresentar
sinais e sintomas semelhantes aos observados na sepse, muitos dos quais resultam em
microtrombose, disfungédo orgénica e, eventualmente, no choque séptico (GUAN et al.,
2020).

A fisiopatologia do COVID-19 grave € marcada por alteragbes na abundéncia,
fendtipo e funcionalidade de neutréfilos. Apds a infeccdo pelo SARS-CoV-2, foram
observados numeros elevados de neutrofilos no epitélio nasofaringeo e posteriormente
nas partes mais distais do pulmao (CHUA et al., 2020). O aumento da contagem de
neutrofilos também foi mostrado como uma caracteristica da COVID-19 apresentando
assinaturas transcricionais de ativagéo e relacionada aos casos mais graves da doenga
(MEIZLISH et al. 2021). Além disso, os niveis plasmaticos de RETN (do inglés circulating
myeloid cells produce the cytokine resistin), HGF (do inglés hepatocyte growth factor) e
LCN2 (do inglés lipocalin-2), tipicamente produzidos por neutrofilos, foram propostos
como preditivos de doenca critica e de mortalidade (MEIZLISH et al. 2021).

Ainda, o aumento do numero de neutréfilos circulantes se relaciona ao dano de
orgaos mediado pela liberagdo de NETs (VERAS et al., 2020), EROs, citocinas e pela
degranulacdo (LAFORGE et al., 2020; GUO et al., 2021). Por outro lado, a forma grave
da doenga também esta implicada com um aumento significativo das populag¢des de
neutrofilos ativados, imaturos e com caracteristicas de imunossupressao definidas pela
expressédo de CD11b, CD16, CD24, CD34, CD38, CD10, LOX-1 e PDL-1 e mostrando
caracteristicas de ativacdo recente, com aumento da expressdao de CD64, RANK e
RANKL, e expressao reduzida de CD62L (SILVIN et al. 2020).

Em fungdo do papel fundamental do dano tecidual induzido por neutréfilos na
patologia do COVID-19, direcionar as fungdes efetoras ou o extravasamento dessas
células para os pulmdes constitui uma oportunidade promissora de intervengcao
farmacoldgica. Devido a necessidade atual de opgbes terapéuticas adicionais para
pacientes graves com COVID-19, varias estratégias estdo sob investigacdo clinica
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visando diferentes aspectos da resposta do hospedeiro a infeccdo por SARS-CoV-2
(CHIANG et al., 2020).

Com a chegada da vacina para COVID-19 resultados importantes foram
alcancados, desde a redugéo da taxa geral de ataque, em especial entre os individuos
com 65 anos ou considerados grupo de risco. Além disso, houve uma diminuigdo
acentuada das hospitalizagdes dentro ou fora da UTI e 6bitos diminuindo em mais de
50% (SHOUKAT et al., 2021; MOUTINHO, 2021; WATSON et al., 2022). No entanto, os
efeitos da vacinagao diminuem ao longo do tempo necessitando doses de reforgo (EYRE
et al.,, 2022), aléem da sua baixa efetividade em alguns individuos (MUNRO, 2021,
PARKER et al., 2022).

Nos EUA a Food and Drug Administration (FDA) aprovou tratamentos
medicamentosos para alguns casos de COVID-19, como o antiviral remdesivir e o
imunomodulador baracitinib, e autorizou tantos outros para uso emergencial durante a
pandemia. Além disso, muitas outras terapias ainda estdo sendo testadas em ensaios
clinicos para avaliar se sao seguras e eficazes (FDA, 2022). No Brasil a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) aprovou uso emergencial do antiviral molnupiravir, um
antiviral indicado a pacientes adultos que n&o requerem oxigénio suplementar e
apresentam risco de progresséo para a forma grave da doenga (ANVISA, 2022).

Nosso grupo de pesquisa tem buscado entender a biologia de neutréfilos durante
o curso de doencgas inflamatorias sistémicas na perspectiva de identificar possiveis alvos
terapéuticos. Nesse sentido, decidimos investigar o papel da sialilagdo e a ativagao de
NEU em neutrofilos como possiveis fontes de desregulagéo e o dano de 6rgéaos durante
a COVID-19.
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2. HIPOTESE

A atividade aumentada de NEU do hospedeiro leva a clivagem de acidos sialicos
presentes em glicoconjugados da membrana plasmatica de neutrofilos, a ativagéo celular
e a exacerbagao das suas fungdes em resposta ao LPS in vitro. In vivo essas enzimas
podem constituir um alvo molecular para regulacdo das respostas celulares durante a
sepse e a COVID-19.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Estudar a influéncia de NEU do hospedeiro na desregulagdo de neutrofilos

avaliada a partir de abordagens in vitro, ex vivo e in vivo.

3.2 Especificos

Avaliar a propriedade do LPS em estimular a atividade de NEU em leucdcitos
humanos e validar o uso de inibidores de NEU virais como ferramentas para inibir a
enzima do hospedeiro;

Estudar o papel das NEU em neutréfilos humanos estimuladas pelo LPS na clivagem
de acidos sialicos (a2,3/2,6) e alteracdo do fendtipo a partir da investigagdo de
marcadores da ativacao celular (CD66b, CD62L, CXCR2, CD11b);

Identificar o papel das NEU de neutréfilos humanos estimuladas pelo LPS na
clivagem de acidos sialicos (a2,3/2,6) e alteragéo funcional da fagocitose, killing de
bactéria, producédo de EROs e liberacao de NETs;

Investigar os mecanismos de ativagdo de NEU em neutrofilos humanos estimulados
pelo LPS;

Avaliar o papel de NEU do hospedeiro nos modelos de sepse experimental induzida
por peritonite e pneumonia em camundongos;

Estudar a atividade de NEU em neutréfilos de pacientes com COVID-19;

Avaliar o papel de NEU do hospedeiro em um modelo de inflamag&o pulmonar aguda

semelhante a COVID-19 induzida por um betacoronavirus de murinos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostras de sangue humano

Amostras de sangue foram coletadas de doadores saudaveis (25 a 45 anos) em
tubos livres de endotoxinas contendo KsEDTA (Labor Import, Brasil). Todos os
participantes deram seu consentimento informado por escrito para coleta de sangue apos
serem informados sobre os procedimentos e declararem auséncia de sintomas de
doengas crbnicas ou infecciosas (tosse, febre, fadiga, dores no corpo), estresse ou
ingestao de alcool nas ultimas 24 horas (tabela contendo caracteristicas demograficas e
laboratoriais encontrada em ANEXOS).

O projeto da pesquisa seguiu a Declaragao de Helsinque da Associagdo Médica
Mundial e foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC) sob protocolo CAAE n°® 82815718.2.0000.0121. Amostras de
sangue também foram coletadas de pacientes com COVID-19 grave (n= 6; 25 a 89 anos)
ou convalescentes (n= 8; 25 a 89 anos) internados na Unidade de Terapia Intensiva (UTI)
do Centro de Pesquisa em Asma e Inflamacao das Vias Aéreas - NUPAIVA do Hospital
Universitario da UFSC de agosto a outubro de 2020. Amostras de pacientes graves com
COVID-19 internados no Departamento de Pneumologia do Hospital Cochin (n=10; 49 a
93 anos) e na Unidade de Terapia Intensiva (UTI) do Hospital Bichat (n= 6; 66 a 76 anos),
Assistance Publique Hépitaux de Paris, Franga (fevereiro de 2021 a janeiro de 2022).
Amostras de sangue de doadores saudaveis do mesmo sexo foram usadas como
controles. Todos os pacientes, doadores ou familiares proximos deram consentimento
para participagdo no estudo, que foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
UFSC (CAAE n° 36944620.5.1001.0121) e do Comité de Protection des Personnes Nord
Ouest IV (ID-RCB 2020-A02700-39). Uma tabela encontrada em ANEXOS resume os
registros clinicos e laboratoriais dos pacientes.

Para o isolamento de neutréfilos ou mondcitos foi utilizado o método de
centrifugacéo utilizando o gradiente de densidade Ficoll-Hypaque (WITKO-SARSAT et
al., 2010) seguido ou nao pelo kit de selecéo positiva EasySepTM HLA Chimerism CD15

para neutréfilos ou kit de selecao positiva StemSepTM Human CD14 para mondcitos de
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acordo com as instru¢cées do fabricante. Em seguida, células isoladas (99%) foram
ressuspensas em meio RPMI-1640 (Gibco, Thermo Fisher, Waltham, MA, EUA) contendo
10% de soro fetal bovino (SFB) (Thermo Fisher) para realizagdo dos experimentos in

vitro.

4.2 Avaliacao da resposta de neutroéfilos in vitro

Os experimentos foram realizados com 1 x 108 neutrdfilos isolados ou com um
volume de sangue total contendo 1 x 10° leucécitos seguido de lise das hemacias. As
células foram incubadas (37°C e 5% de CO32) na presenca ou auséncia de LPS (1 pg/mL,
E. coli 0127:b8, Sigma-Aldrich, San Luis, MO, EUA), proteina recombinante humana (rh)
S100A8 (2 uyM, R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA), Oseltamivir fosfato (100 uM,
Sigma-Aldrich) ou Zanamivir (30 yM, Sigma-Aldrich) por 90 min, pré-incubado ou néo
com a lectina Maackia amurensis (MAL)-1l (1 uyg/mL, Vector Labs, San Diego, CA, EUA)
ou o inibidor de metaloproteinase (MMP)-9 (CAS 1177749-58-4, 5 nM, Calbiochem) por
30 min. As concentragdes de Oseltamivir (100 uM) e Zanamivir (30 uM) foram escolhidas
a partir de curvas concentragdo-efeito (10-300 uM para o Oseltavimir e 1-100 yM para o
Zanamivir) com efeito minimo na apoptose/necrose celular (95% de viabilidade celular).
As concentragdes de Oseltamivir e Zanamivir utilizadas in vitro sdo semelhantes as
encontradas no soro e tecidos humanos apds a absor¢ado dos farmacos (CASS et al.,
1999; DAVIES, 2010).

Para evitar a competicdo entre proteinas sialilada presente no plasma e na
superficie celular, apenas neutrofilos isolados ou leucdcitos totais foram utilizados ao
invés de sangue total para avaliar o efeito da neuraminidase exdgena isolada de
Clostridium perfringens (CpNEU). Neutréfilos isolados ou leucdcitos totais foram
incubados (37°C, 5% CO2) na presenga ou auséncia de CpNEU (10 mU, Sigma-Aldrich),
Oseltamivir (100 yM) ou Zanamivir (30 uM) por 60 min, apds a pré-incubagao (30 min) ou
nao com MAL-II (1 ug/mL).

4.2.1 Avaliagcao do conteudo de acidos sialicos e ativagao de neutréfilos
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Neutrofilos isolados ou leucécitos totais foram ressuspensos em tampdo de
citometria de fluxo (FACS) (2 mM EDTA/PBS). Entéo, as células foram marcadas com
um mix de anticorpos contendo anti-CD66b (G10F5; BioLegend), CD62L (DREG-56;
BioLegend), CD16 (3G8; BioLegend), CD11b (ICRF44; BioLegend), CXCR2 (5ES;
BioLegend), ou seus respectivos isotipos, para avaliagdo dos marcadores da ativagao
celular.

Além disso, a lectina MAL-II (Vector Labs) foi utilizada para detecgdo de acidos
sialicos de superficie na conformacéo a2,3, a lectina Sambucus nigra (Elderberry Bark)
(SNA, Thermo Fisher) para detectar acidos sialicos na conformagédo a2,6, e a peanut
agglutinin da Arachis hypogaea (PNA, Thermo Fisher) para o reconhecimento de
residuos terminais de -galactose em glicoconjugados.

Mondcitos humanos isolados (1 x 10¢) foram marcados com um mix de anticorpos
anti-CD14 (MOPg; BD Bioscience), CD11b, CD11c (3.9; BioLegend) ou CD64 (10.1; BD
Bioscience), bem como com as lectinas MAL-Il, SNA e PNA.

O anticorpo mouse anti-human NEU1 (Proteintech, UK) foi utilizado seguido da
incubagcdo com um anti-mouse Alexa Fluor 555 para avaliar a expressao de membrana
de NEU1 em condigbes basais (sem estimulo) e apos o estimulo com LPS, conforme
descrito anteriormente.

Todas as marcacgdes para citometria de fluxo aconteceram na presenga do human
BD Fc Block™ (BD Pharmingen™) e do Fixable Viability Stain (FVS, BD HorizonTM, San
Jose, CA, EUA) e incubados por 30 min a 4°C. Apds a marcagao as ceélulas foram
lavadas, ressuspensas em tampao FACS, adquiridas no FACSVerse (BD Bioscience,
Piscataway, NJ, EUA) ou Cytek Aurora (Cytek Biosciences, Fremont, CA, EUA).
Aproximadamente 100.000 eventos foram adquiridos em cada amostra e a analise foi
realizada em células FVS/CD66b*/CD15" utilizando o software FlowJo 10.8.1 (FlowJo
LLC) e os resultados expressos como MFI (do inglés median of fluorescence intensity). A

estratégia de gate utilizada para as analises por FACS encontra-se em ANEXOS.

4.2.2 Avaliacao da fagocitose por neutréfilos
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Leucdcitos totais (1 x 108) foram incubados a 37°C (5% de CO2) ou a 4°C (controle)
com pHrodo™ Red E. coli BioParticles® (100 ug/mL; Thermo Fisher) por 60 min. Apos o
tempo de incubacé&o as bioparticulas fagocitadas emitiram fluorescéncia em meio acido
e a fluorescéncia avaliada em células FVS/CD66b™ nos diferentes grupos e tratamentos
por FACS e expressos como MFI. Além disso, leucdcitos totais também foram incubados
com 1 x 108 unidades formadoras de colonia (UFC; 1:1) de E. coli viaveis (ATCC 25922)
por 90 min (37°C, 5% CO2). Em seguida, as células foram lavadas duas vezes (2 mM
EDTA/PBS), fixadas (tampao FACS/PFA 2%) e a porcentagem de neutrofilos com
bactérias ou a porcentagem de neutroéfilos com =3 bactérias foi analisada por microscopia

de luz usando o Diferencial Quick Stain Kit (Laborclin, Brasil).

4.2.3 Avaliacao do killing de E. coli

Leucdcitos totais (1 x 108) foram incubados (37°C, 5% CO2) com 1 x 108 UFC (1:1)
de E. coli viaveis (ATCC 25922) por 180 min. As amostras foram centrifugadas (270 g, 7
min, 4°C) e 10 uL do sobrenadante foram diluidos de forma seriada e semeados em agar
cerebral - infusado cardiaca (BHI, Kasvi, Brasil) para quantificar as bactérias extracelulares
viaveis na forma de UFC. Ent&o, as células foram lavadas duas vezes com PBS/2 mM
EDTA (270 g, 7 min, 4 °C), os leucdcitos foram lisados com 2% Triton-X, lavados (PBS,
2000 g, 15 min, 4 oC), ressuspensos em PBS e 10 yL de amostras foram diluidas de
forma seriada até 108 e semeadas em agar BHI para contagem das UFC. Os dados foram
expressos como UFC/mL.

4.2.4 Avaliacao da ativagao da NADPH-oxidase e produgao de ROS

Leucdcitos totais ou neutrofilos isolados (1 x 108) foram incubados a 37°C (5%
CO2) com 10 uM de diacetato de 2',7'-diclorodihidrofluoresceina (CM-H2DCFDA, Thermo
Fisher) por 5 min. Em seguida, as células foram estimuladas ou ndo com 0,1 pg/mL de
forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) por 10 min, fixadas, lavadas duas vezes com PBS/2
mM EDTA (270 g, 7 min, 4°C) e analisadas por FACS, como descrito anteriormente.

Neutrdfilos isolados (1 x 10°) foram lavados e ressuspensos com 0,1 mL de HBSS
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contendo 10 yM do luminol e estimulados ou ndo com PMA (0,1 pg/mL), zimosan
opsonizado (0,5 pg/mL) ou f-MLF (1 uM). A quimioluminescéncia (CL) foi registrada a
37°C em um lumindmetro (Berthold-Biolumat LB937) em duplicata durante 40 min e

expressa como contagens totais integradas.

4.2.5 Avaliacao da liberagao de NETs

A quantificagcao de NETs foi realizada no sobrenadante de neutrofilos isolados em
funcdo dos tratamentos descritos anteriormente. Para essa avaliagdo um anticorpo anti-
MPO ligado a uma placa de fundo plano de 96 pogos capturou a enzima MPO (5 ug/mL;
Abcam Plc, UK), e a quantidade de DNA ligado a enzima foi quantificada usando o kit
Quant-iT™ PicoGreen® (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) de acordo com as instrugdes do
fabricante. A intensidade de fluorescéncia (Ex 488 nm/Em 525 nm) foi quantificada em
um Leitor de Microplacas FlexStation 3 (Molecular Devices, San Jose, CA, EUA). Os
resultados foram expressos por nanograma (ng) por mililitro (mL) do complexo
DNA/MPO.

4.3 Avaliacao da cinética da atividade de neuraminidase

Neutrofilos isolados ou leucdcitos totais (0,5 x 108) foram ressuspensos em HBSS
e adicionados a uma placa escura de fundo plano de 96 pogos (SPL Life Sciences, Coréia
do Sul) em gelo. Em seguida, foi adicionado substrato da enzima o acido 4-
metilumbeliferil-N-acetil-a-D-neuramico (4-MU-NANA, 0,025 mM; Sigma-Aldrich) seguido
de meio HBSS, LPS (1 ug/mL), rh S100A8 (2 uM), Oseltamivir (100 uM), Zanamivir (30
puM), MAL-II (1 pg/mL) ou MMP-9i (5 uM). CpNEU (10 mU) com ou sem Oseltamivir ou
Zanamivir foram usados como controles positivos do ensaio. O volume foi completado
para 200 yL com HBSS, seguido de leitura no Leitor de Microplacas Spectramax®
Paradigm® ou Tecan® Fluorescence, iniciando 3 min apds e a cada 5 min por 30 ou 55
min a 37 °C. A atividade da sialidase também foi avaliada em neutrdfilos isolados,
inativados pelo calor ou plasma fresco de pacientes graves com COVID-19 na presenca
ou auséncia de Oseltamivir (100 yM) ou Zanamivir (30 uM) usando o multileitor Tecan
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Infinite 200. A formac&o do substrato fluorescente 4-MU-NANA foi detectada em ex 350
nm/em 450 nm. Os resultados foram expressos em fluorescéncia em fungao do tempo e

pelos valores de area sobre a curva (AUC, do inglés area under de curve).

4.4 Ensaio de Imunofluorescéncia e Duolink Protein Ligation Assay (PLA)

Neutrdfilos isolados (0,3 x 108/lamina) foram fixados com paraformaldeido a 2%
por 30 min e bloqueados com BSA/PBS a 5%. As células foram entdo incubadas por 1 h
a 37°C com MAL-II (15 pg/mL) ou com mouse anti-human NEU1 (1:50; Proteintech, UK)
diluido em 1% BSA/PBS. Apos lavagem com PBS, as células foram incubadas com
estreptavidina Alexa Fluor 555 (1:1000; s32355 Life) ou com um goat anti-mouse Alexa
Fluor 555 (1:500; ThermoFisher) por 30 min a 37°C.

Para o ensaio Duolink PLA (Sigma Aldrich), as células foram primeiro incubadas
com um mouse anti-human NEU1 (1:100) e com um rabbit anti-human MMP-9 (1:100;
Invitrogen). Os procedimentos seguintes foram realizados de acordo com as instru¢des
do fabricante, que envolveu a incubagao com as probes anti-mouse MINUS e anti-rabbit
PLUS, seguida pelas etapas de ligagao, amplificagdo e detecgao.

Entao, as ldminas foram preparadas e os nucleos corados com meio de montagem
contendo o 4'.6-diamidino-2-fenilindol (DAPI; Sigma Aldrich). As laminas foram
examinadas com um microscopio de fluorescéncia Widefield Zeiss (magnificagdo 100x)
e as imagens foram importadas para o software ImageJ para posterior analise. As
imagens foram capturadas em diferentes campos e a imunomarcagao avaliada a partir
do MFI de cada campo normalizada pelo numero de células DAPI*. Os controles internos
para cada técnica encontram-se em ANEXOS.

4.5 Analise de dados publicos de Single-Cell RNA sequencing (scRNA-seq)

Dados de scRNA-seq publicamente disponiveis foram obtidos a patir de swabs
nasofaringeos, escovas de espécimes bronquicas (PSBs) e lavados brénquicos (BLs) de
doadores saudaveis e pacientes com COVID-19. Os dados foram obtidos do estudo

inicial conduzido por Chua et al., (2020) e obtido de banco de dados:
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https://figshare.com/articles/dataset/COVID-19_severity correlates_with_airway_epithelium-
immune_cell_interactions_identified_by_single-cell_analysis/12436517.

Dados brutos de contagem, dados normalizados e coordenadas UMAP geradas
pelos autores da publicagédo original foram importados para o CellRouter para analise
(Lummertz da Rocha et al., 2018).

4.6 Avaliagao das respostas da incubacdao do plasma de pacientes com

COVID-19 com neutrofilos de doadores saudaveis

Amostras de sangue total de doadores saudaveis do mesmo sexo (n= 7) foram
incubadas por 2 horas (37°C, 5% COZ2) com 7% de plasma fresco de doadores saudaveis,
pacientes graves ou convalescentes com COVID-19. Além disso, a incubagdo com
plasma inativado pelo calor (56°C, 30 min) de pacientes graves com COVID-19 na
presenga ou auséncia de Oseltamivir (100 yM) ou Zanamivir (30 pM) também foi
conduzida. Os niveis de superficie de acidos sialicos a2-3, CD66b e a produg¢ao de ROS

foram avaliados por FACS e os resultados expressos como MFI.

4.7 Camundongos e experimentos in vivo

Camundongos machos e fémeas C57BL/6 (25-30 g) e Swiss (35-40 g) foram
fornecidos pelo Biotério do departamento MIP ou pelo Biotério Central da UFSC,
respectivamente, e utilizados nos modelos experimentais de sepse induzida por peritonite
ou por pneumonia. Camundongos CS57BL/6 fornecidos pelo Biotério Central da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) foram utilizados no modelo de lesao
pulmonar induzida pelo coronavirus murino Mouse Hepatitis Virus 3 (MHV-3). Os
camundongos foram pré-tratados aleatoriamente e/ou pds-tratados por via oral (PO,
12/12 h) com solugao salina/carboximetil celulose (CMC) 5% ou fosfato de oseltamivir (10
mg/kg, Eurofarma, Brasil). Os animais foram mantidos em uma sala ambientalmente
controlada (20-22°C, 40-60% de umidade relativa e 12 horas alternando ciclo
claro/escuro com livre acesso a agua e comida). A analise de todas as amostras de
animais foi realizada de forma duplo-cega. Todos os esforgos foram feitos para minimizar
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o sofrimento dos animais e reduzir o numero de animais utilizados. Os animais foram
sacrificados em uma camara de CO:2 se os pontos finais humanitarios fossem atingidos
(perda de peso 220% do peso corporal pré-experimental). O bem-estar animal e os
procedimentos experimentais foram realizados estritamente de acordo com o Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals (National Institutes of Health, EUA). Todos os
procedimentos com animais seguiram as diretrizes ARRIVE (KILKENNY et al., 2012). Os
protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
UFSC (CEUA #8278290818) e da UFMG (CEUA #8278290818).

4.8 Modelo de sepse induzida por E. coli, Klebsiella pneumoniae e ligagao e

pung¢ao do cécum (CLP)

Cepas de E. coli (ATCC 25922, Manassas, VA, EUA) ou K. pneumoniae (ATCC
700603) foram utilizadas para indugdo da sepse por peritonite ou pneumonia em
camundongos.

Camundongos foram desafiados por via intraperitoneal (IP) com 100 pL de 1 x 107
UFC de uma suspensao de E. coli. Um grupo de camundongos sépticos foi pré-tratado
aleatoriamente (2 h antes da infeccéo) e pos-tratado por via oral (PO, 12/12 h) com
solugéo salina ou fosfato de oseltamivir (10 mg/kg, Eurofarma, Brasil) por 4 dias para
analise de sobrevivéncia. Outro grupo foi pré-tratado 2 horas antes da infec¢do com uma
dose unica de fosfato de oseltamivir (10 mg/kg, PO) e a resposta fisiopatologica foi
analisada 4 e 6 horas apds a infecgdo. Camundongos sépticos também foram
aleatoriamente pos-tratados (6 h apods a infec¢do, 12/12 h) com solugéo salina ou fosfato
de oseltamivir (PO, 10 mg/kg) por 4 dias para analise de sobrevivéncia. Os resultados
foram expressos em porcentagem (%) da sobrevivéncia em cada grupo.

Para sepse induzida por pneumonia, camundongos foram anestesiados com
isoflurano (3-5% vol; BioChimico, Brasil) e colocados em posigédo supina. Uma pequena
incisao foi feita no pescog¢o onde a traqueia poderia ser localizada, e uma suspensao de
K. pneumoniae (4 x 108 UFC/50 uL de PBS) foi injetada na traqueia com uma agulha
estéril de calibre 30. A pele dos animais foi suturada e os animais foram deixados para

recuperagcdo em uma gaiola aquecida. Apds 6 horas de infecgao e depois 12/12 horas,
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os camundongos foram tratados com fosfato de oseltamivir (PO, 10 mg/kg) para analise
de sobrevivéncia. Em outro conjunto de experimentos, a pneumonia foi induzida e os
camundongos foram tratados 6 horas apds a infec¢do com uma dose unica de fosfato de
oseltamivir (10 mg/kg, PO) para coleta de material e analise da resposta fisiopatoldgica
24 horas ap0s a infecgao.

Para o modelo de sepse induzida por CLP, os camundongos foram anestesiados
com xilazina (2 mg/kg, IP, Syntec, Brasil) seguido de isoflurano (3-5% vol), e uma incisao
na linha média de 1 cm foi feito no abdome anterior. Entdo, o ceco foi exposto e ligado
abaixo da jungao ileocecal. Além disso, o ceco foi perfurado duas vezes com uma agulha
de calibre 18 e suavemente pressionado para permitir que seu conteudo fosse liberado
pelas pungdes. Animais Sham-operados (Sham) foram submetidos a laparotomia
idéntica, mas sem ligadura cecal e pungdo. O ceco foi reposicionado no abdome e a
parede peritoneal foi suturada. Todos os animais receberam 1 mL de soro fisiolégico 0,9%
subcuténeo (SC) e 100 uL de tramadol (5 mg/kg, SC, Vitalis, Brasil) imediatamente apos
a cirurgia. Camundongos sépticos foram tratados aleatoriamente (comegando 6 h apods a
infeccdo, PO) com 100 L de solugao salina ou fosfato de Oseltamivir (10 mg/kg, 12/12
h) por 36 h. Em outro conjunto de experimentos, camundongos sépticos foram tratados
aleatoriamente IP (6 h apos a infecgdo, 12/12 h) durante 4 dias com 100 yL de
metronidazol (15 mg/kg, Isofarma, Brasil), ceftriaxona (40 mg/kg, Eurofarma, Brasil) e
fosfato de oseltamivir (10 mg/kg) ou apenas soro fisioldgico por via oral para analise da
sobrevida. Os animais também foram tratados para analise da resposta 48 horas apos
CLP.

4.8.1 Analise da migracao de neutroéfilos

Apds a eutanasia os lavados broncoalveolar (LBA) e peritoneal (LP) foram
coletados e o numero de neutréfilos foi determinado 4 e 6 horas apds a administragao de
E. coli, 24 horas ap0s infeccéo por K. pneumoniae ou 48 horas apos CLP. Em seguida,
os camundongos foram perfundidos com PBS/EDTA (1 mM) e os pulmdes foram
coletados, macerados e passados por filtros de células de nylon de 40 um. As

suspensdes celulares foram centrifugadas em solug&o de Percoll® a 35% (315 mOsm/kg,
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Sigma-Aldrich) por 15 min a 700 g para enriquecer as populagdes de leucdcitos. O
numero de células foi determinado utilizando um contador de células (Coulter ACT,
Beckman Coulter, Brea, CA, EUA) ou um hemocitémetro. As contagens diferenciais
também foram determinadas em esfregacos corados usando o kit Differential Quick Stain
(Laborclin, Brasil). Amostras de sangue também foram coletadas por punc¢do cardiaca
em tubos contendo heparina para posterior analise. Os neutréfilos no LP ou BAL foram
marcados com anti-Ly-6G/Ly-6C (GR-1, RB6-8C5; BioLegend) e MAL-Il para serem
posteriormente analisados por FACS, conforme descrito anteriormente. A analise foi
realizada em células SSCM9"/GR-1"9" e os resultados expresso como MFI.

4.8.2 Contagens de UFC no sangue, lavado peritoneal e broncoalveolar

O LBA, LP ou sangue foram coletados e 10 yL de amostras foram semeadas em
placas de agar Muller-Hinton (Difco Laboratories, Waltham, MA, EUA) e incubadas por
24 horas a 37°C. As amostras do LP ou BAL foram diluidas de forma seriada até 10°. Os
resultados foram expressos como UFC por mL considerando a contagem das UFC e o
fator de diluicdo das amostras.

4.8.3 Determinagao dos niveis TNF e IL-17

Os niveis de TNF (R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA) e IL-17 (XpressBio Life
Sciences Products, Frederick, MD, EUA) no plasma, LP ou BAL foram determinados por
kits de ELISA de acordo com as instrugdes do fabricante. Os resultados foram expressos

como picograma (pg) por mL.

4.8.4 Analise de marcadores bioquimicos de lesao tecidual

As atividades de aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase
(ALT), fosfatase alcalina (FAL) e os niveis de bilirrubina total foram determinados em
amostras de plasma por kits comerciais (Labtest Diagnostica, Brasil). Os procedimentos

foram realizados de acordo com as instrugdes do fabricante. Os resultados para atividade
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de AST e ALT foram expressos em unidade (U) por mL e da FAL em U por litro (L). Ja os

niveis de bilirrubina total foram expressos em mg por decilitro (dL).

4.9 Modelo de inflamag¢ao pulmonar aguda induzida pelo betacoronavirus
murino MHV-3

Antes da infecgdo, a cepa MHV-3 fornecida e sequenciada (nUmero de acesso
GenBank MW620427.1) por Clarice Weis Arns e Ricardo Dur&es-Carvalho da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP, Brasil) foi propagada em meio contendo
células L929 (ATCC CCL-1), conforme descrito anteriormente (ANDRADE et al., 2021).
Camundongos (6-7 semanas de idade) foram anestesiados com cetamina (50 mg/kg) e
xilazina (5 mg/kg) IP e inoculados por via intranasal com 30 pL de solucao estéril de NaCl
0,9% (mock), contendo ou ndo o MHV-3 (3 x 103 PFUs, do inglés Plaque-Forming Units).
Em seguida, os camundongos foram tratados ou ndo com fosfato de oseltamivir (10
mg/kg, PO) diluido em CMC 5% (v/v) iniciando 24 horas apos a inoculagao (12/12 h). No
terceiro dia pds-inoculagéo, que corresponde ao pico da infecgao (Andrade et al., 2021),
todos os animais foram eutanasiados para coleta de pulmdes para posterior analise. Os
pulmdes foram imediatamente congelados em nitrogénio liquido ou fixados com solugéo

de formalina tamponada neutra 10% (v/v) para analise histopatologica.

4.9.1 Analise indireta da migragao de neutréfilos

Os tecidos de pulméao provenientes do modelo de inflamag&o pulmonar aguda
induzida pela infecgao por MHV-3 foram descongelados, pesados e homogeneizados em
PBS gelado (100 mg de tecido/1 mL de tampao). As amostras foram ent&do centrifugadas
(10.000 x g por 10 min a 4°C) e o sobrenadante descartado. O pellet foi submetido a lise
hipoténica de hemacias utilizando 1 mL de NaCl 0,2% por 30 segundos e, em seguida,
adicionando 1,0 mL de NaCl 1,6%. As amostram foram novamente centrifugadas e o
sobrenadante descartado. O pellet resultante foi homogeneizado em tampéao de brometo
de hexadeciltrimetilambnio (HTAB, 100 mg de tecido/1 mL de tamp&o) e submetido a

sessbes de congelamento-descongelamento por trés vezes usando nitrogénio liquido
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seguido de centrifugacdo. Os sobrenadantes foram utilizados para o ensaio enzimatico
com tampao HTAB (diluicdo 1:3) a temperatura ambiente e 25 pL foi utilizado de cada
amostra adicionados a 25 L do substrato para a MPO e incubados por 5 minutos a 37°C
em duplicatas em uma placa de 96 pocgos. Entdo, 25 yL de H202 0,002% foram
adicionados a cada poc¢o e incubado por 5 min a 37°C. A reacao foi parada adicionando
25 puL de HoSO4 1 M e a leitura realizada a 450 nm. Os resultados foram expressos como
meédia da absorbancia (mOD) por miligrama (mg) de tecido.

4.9.2 Andlise da carga viral de MHV-3 em pulmées

Para determinac&o da carga viral 30 mg de tecido pulmonar de cada camundongo
foram pesados e homogeneizados em 300 puL de meio DMEM suplementado com 7% de
soro e centrifugados (2000 x g por 5 min a 4°C). Os sobrenadantes foram coletados e
adicionados a uma placa de 24 pogos contendo células L929 (1,5 x 10° por pogo), que
foram semeadas e cultivadas até a confluéncia. As camadas de células foram incubadas
com 0,1 mL dos sobrenadantes diluidos de forma seriada durante 1 hora e sobrepostas
com 1,6% de metilcelulose mais meio DMEM com 2% de soro. As placas foram incubadas
por 2 dias a 37°C, fixadas em formaldeido 10% e coradas com cristal violeta a 1% em
agua por 30 min para contagem das PFUs. O titulo viral foi expresso como Log PFUs por
grama (g) de tecido.

4.9.3 Analise histopatolégica

Tecidos pulmonares fixados em formalina e embebidos em parafina de
camundongos foram seccionados (5 pym de espessura), tratados e corados com
hematoxilina e eosina (H&E). A aquisi¢cao e analise das imagens foram realizadas usando
um microscopio Olympus BX (Olympus). A avaliagao histopatoldgica foi realizada por um
patologista de forma cega, utilizando um sistema de pontuagdo que abrange inflamagéo
das vias aéreas (até 4 pontos), inflamagédo vascular (até 4 pontos), inflamagédo do
parénquima (até 5 pontos) e infiltracdo geral de neutrdfilos (até 5 pontos), conforme
descrito anteriormente (ANDRADE et al., 2021). Os resultados foram expressos como
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escore histopatologico obtido a partir da média das pontuagbes obtidos em cada

parametro.

4.10 Analise estatistica

Os dados foram obtidos de trés a sete experimentos independentes usando pelo
menos n = 5 para amostras humanas. Foi utilizado 5 camundongos por grupo
experimental, exceto para analises de sobrevivéncia em que 12 a 20 camundongos por
grupo foram utilizados. Os valores médios ou medianos para os diferentes grupos foram
comparados por analise de variancia (ANOVA) seguida de pos-testes de Dunnett e/ou
Tukey. As contagens bacterianas foram analisadas pelo teste U de Mann-Whitney ou
teste t ndo pareado usando um teste paramétrico com correcdo de Welch. As curvas de
sobrevida foram tragadas pelo método de Kaplan-Meier e comparadas pelo método log-
rank e teste de Gehan-Wilcoxon. Os dados foram analisados usando o GraphPad Prism
versao 8.00 (GraphPad Software, EUA). P < 0,05 foi considerado significativo.
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5. RESULTADOS

5.1 LPS induz a atividade de neuraminidases endégenas resultando na remogao
de acidos sialicos e a ativagao de neutréfilos humanos

O primeiro passo do presente estudo foi avaliar os niveis de acidos sialicos em
neutréfilos apds sua ativagdo. A resposta de neutrofilos in vivo envolve uma rede
complexa de interacdo com outras células e acdo de mediadores soluveis. Portanto,
utilizar o sangue total seguido da lise de hemacias como um sistema in vitro para estudar
a ativagao celular proporciona um ambiente fisiolégico mais préximo quando comparado
a experimentos com células isoladas (DUFFY et al., 2014; MESSERER et al., 2020). A
incubagédo do LPS com o sangue de doadores saudaveis reduziu significativamente a
ligagdo da lectina MAL-Il aos acidos sialicos a2-3 na membrana plasmatica de neutrdéfilos

quando comparado a células ndo estimuladas ou sem tratamento (ST) (Figura 8).
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Figura 8. LPS incubado no sangue total induz a clivagem de acidos sialicos na superficie
de neutréfilos humanos. Sangue total contendo 1 x 10° leucécitos de doadores saudaveis foi
incubado ou ndo com 1 pug/mL de LPS por 90 min e os niveis de acidos sialicos a2,3 foram
reconhecidos pela lectina MAL-Il biotinilada seguida da incubagdo com estreptavidina
fluorescente (n=6). O MFI foi analisado em células CD66b". Os dados estéo representados como
média £ SEM e submetidos ao Teste t de Student (*P < 0,05) comparando o grupo sem tratamento
(ST) ao grupo estimulado pelo LPS. MAL-Il = lectina Maackia amurensis Il; LPS =
lipopolissacarideo; Linha pontilhada = células sem marcagao; Siglec = do inglés Sialic-acid-
binding immunoglobulin-like lectins; MF| = do inglés Median fluorescence intensity.
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Para testar essa hipotese, foi realizada um ensaio de cinética enzimatica medindo
a atividade de NEU em leucécitos humanos utilizando o reagente 4-MU-NANA, um
substrato que se torna fluorescente apos a sua clivagem pela NEU (AMITH et al., 2009).
Para esse experimento foi utilizado leucdcitos totais ao invés do sangue total, pois fatores
plasmaticos podem interferir na atividade da enzima. Além disso, a retirada de acidos
sialicos de hemacias pode favorecer a agregacao e alteracdo das respostas celulares
(KEMP, 1968). Nessa avaliacdo também foi realizada uma triagem de dois inibidores de
NEU viral, o Oseltamivir e Zanamivir, ambos disponiveis na clinica para o tratamento da
gripe, e testados aqui para inibir as enzimas do hospedeiro (Figura 9A-B; 9F-G). Além
disso, uma NEU purificada de bactéria (CpNEU) foi utilizada como controle positivo da
atividade da enzima.

Os resultados demonstraram um aumento progressivo da fluorescéncia em fungéo
do tempo relacionada a atividade de CpNEU (Figura 9A-B). A incubagdo da enzima
CpNEU com leucdcitos totais também levou a uma diminuigdo nos conteudos de acidos
sialicos a2-3 (Figura 9C) e a2-6 (Figura 9D), bem como a um aumento da exposi¢céo dos
residuos de galactose (Figura 9E) presentes na superficie de neutrdéfilos. A atividade de
CpNEU e os seus efeitos sobre os acidos sialicos de membrana foram drasticamente
diminuidos na presenca dos inibidores de NEU (Figura 9A-E), indicando a capacidade
dos farmacos em também inibir a enzima bacteriana.

Apos isso foi verificado que o estimulo com o LPS no sangue total é capaz de
induzir a atividade endégena de NEU em leucdcitos humanos (Figura 9F-G), e que essa
atividade leva a clivagem de acidos sialicos (Figura 9H-J) e a um estado de ativagéo
celular, avaliado a partir da expressdo dos marcadores de membrana CD62L (Figura 9K)
e CD66b (Figura 9L). Esses eventos também foram inibidos de forma significativa por
ambos Oseltamivir e Zanamivir, indicando fortemente que os efeitos do LPS em
neutrofilos se dao, pelo menos em parte, devido a indugao da atividade de NEU.
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CpNEU (0,012 Ul) em HBSS foi incubada em uma placa escura de 96 pogos de fundo plano sob
o gelo na presenga ou auséncia do oseltamivir (100 uM) ou Zanamivir (30 uM). Em seguida, o
substrato 4-MU-NANA (0,025 mM) foi adicionado a placa e o produto fluorescente resultante lido
a 37°C por 55 min (A). Os valores da area sob a curva (AUC) sao mostrados em B. Leucécitos
totais (1 x 10°% n= 6) de doadores saudaveis foram estimulados ou ndo com CpNEU (0,012 UI,
60 min, 37°C, 5% CO2) na presenca ou auséncia de Oseltamivir (100 uM) ou Zanamivir (30 uM).
Acidos sidlicos a2-3 (C), a2-6 (D) e residuos de B-galactose (E) foram detectados usando por
citometria de fluxo. Leucdcitos totais (0,5 x 10% n = 5) em HBSS foram adicionados em uma placa
sob o gelo e o substrato 4-MU-NANA (0,025 mM) foi adicionado seguido pela adigdo ou néo do
LPS (1 pg/mL, 60 min, 37°C, 5% CO2) na presenga ou auséncia de Oseltamivir (100 uM) ou
Zanamivir (30 uM) (F). Os valores de AUC s&o mostrados em G. A propriedade do LPS em
estimular a neuraminidase endégena incubada (90 min, 37°C, 5% CO2) no sangue total (1 x 10°
leucdcitos; n = 6). Acidos sialicos a2-3 (H), a2-6 (1) e residuos de B-galactose (J), e os marcadores
de ativagdo CD62L (K) e CD66b (L) foram avaliados por citometria de fluxo. O MFI foi analisado
em células CD66b"*. Os dados estdo representados como média + SEM e submetidos a ANOVA
de uma via seguido por teste de Dunnett e Tukey (*P < 0,05). LPS = lipopolissacarideo; 4-MU-
NANA: acido 4-metilumbeliferil N-acetil-D-neuraminico; MAL-II = lectina da Maackia amurensis;
SNA = lectina da Sambucus nigra; PNA = do inglés peanut agglutinin; MFIl = do inglés Median
fluorescence intensity.

Uma vez verificado que leucécitos totais na presenca do LPS apresentam um
aumento da atividade de NEU com efeitos subsequentes na ativagéo celular, o préximo
passo do estudo foi verificar a influéncia da enzima agora em neutréfilos e mondcitos
isolados e ultrapuros. Essa abordagem também serviu para definir a influéncia de outros
tipos celulares ou de fatores plasmaticos para ativagao da enzima em neutrdéfilos. Para
os experimentos com neutrofilos purificados ainda foram realizadas curvas concentragéo-
efeito para o Oseltamivir (10, 30, 100 e 300 uM) e Zanamivir (1, 10, 30 e 100 uM) na
perspectiva de validar as concentragdes utilizadas nos experimentos com sangue total
encontradas anteriormente no laboratorio.

Tanto em neutrofilos (Figura 10A-F) quanto mondcitos (Figura 10G-L) a
incubagdo com o LPS levou ao aumento da atividade endogena de NEU, remocgao de
acidos sialicos e ativagao celular, efeito esse inibido pelo Oseltamivir e Zanamivir, no
caso dos neutréfilos de forma dependente de concentragdo. Dessa forma, as
concentragcbes de 100 uM para o Oseltamivir e 30 uM para o Zanamivir foram
confirmadas para os experimentos posteriores.

Juntos esses achados sugerem que no sangue total a presencga de tipos celulares
distintos, a exemplo dos mondcitos, além dos fatores plasmaticos podem contribuir de
forma global para a indugao da atividade endogena de NEU em neutroéfilos humanos. Por
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outro lado, de forma isolada e independente ambos neutréfilos e mondcitos também sao

capazes de apresentar atividade sialidase apés a incubagdo com o LPS.
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Figura 10. LPS estimula a atividade NEU em neutréfilos e monécitos isolados induzindo a
clivagem de acidos sialicos e a ativagédo celular. Neutrdfilos ou mondcitos ultrapuros (1 x 106;
n= 5-6) foram incubados ou ndo com LPS (1 pg/mL, 90 min, 37°C, 5% CO). Para o estudo com
neutrdfilos isolados o estimulo aconteceu na presencga ou auséncia de diferentes concentragbes
de Oseltamivir (10-100 pyM) ou Zanamivir (1-100 uM), enquanto com mondcitos apenas uma
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concentragao foi avaliada (100 e 30 uM, respetivamente). Acidos sialicos a2-3 (A;G), a2-6 (B;H)
e residuos de B-galactose (C;l) foram avaliados em neutréfilos e mondcitos isolados. Os
marcadores de ativagdo CD62L (D), CXCR2 (E), CD11b (F) em neutrdfilos ou CD11b (J), CD11c
(K), CD62L (L) e CD64 (M) em mondcitos foram avaliados por citometria de fluxo. O MFI foi
analisado em células CD66b*. Os dados estédo representados como média + SEM e submetidos
a ANOVA de uma via seguido por teste de Dunnett e Tukey (*P < 0,05 comparagao entre grupos;
#P< 0,05 comparagdo com o grupo LPS). LPS = lipopolissacarideo; MAL-Il = lectina da Maackia
amurensis; SNA = lectina da Sambucus nigra; PNA = do inglés peanut agglutinin; MFI = do inglés
Median fluorescence intensity.

5.2 A atividade de NEU induzida pelo LPS estimula a fagocitose, killing de E.
coli, producao de EROs e liberagao de NETs em neutréfilos humanos

Uma vez verificado que a atividade de NEU induzida pelo LPS é responsavel por
uma alteragao do fendtipo de neutréfilos humanos, em seguida, foi investigado se esses
eventos também levam a alteragdes funcionais, a exemplo durante a fagocitose e os
mecanismos responsaveis pelo killing bacteriano.

Primeiramente foi investigado se a NEU do hospedeiro regula a fagocitose e o
killing de E. coli por neutréfilos humanos. Para isso, o sangue total de doadores saudaveis
foi pré-incubado com LPS (90 min), e entédo, bioparticulas de E. coli sensiveis ao pH
foram incubadas juntamente com as células por 60 min. Uma vez fagocitadas essas
bioparticulas geram fluorescéncia devido as alteragdes do pH no interior dos
fagolisossomos, que pode ser entdo analisada por citometria de fluxo. Um aumento
significativo no MFI de células ndo estimuladas e incubadas com as bioparticulas foi
observado a 37°C em comparagédo com células a 4°C (Figura 11A). O pré-tratamento de
células com LPS exacerbou tanto a quantidade de bioparticulas de E. coli fagocitadas
(Figura 11B-D) quanto o numero de células contendo bactérias ou o numero de bactérias
por célula (Figura 11B-D). Do mesmo modo, o LPS também aumentou a expresséo de
membrana de receptores fagocitarios, como o CD11b em neutrdfilos (Figura 10F) e
CD11b/CD11c em mondcitos isolados (Figura 10J-K). Todos esses efeitos foram
reduzidos quando os inibidores de NEU Oseltamivir e Zanamivir foram adicionados as
culturas celulares (Figura 11B-F). Além disso, o tratamento com LPS também aumenta
0 killing intra e extracelular de E. coli, ao passo que, o pré-tratamento com Oseltamivir ou
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Zanamivir leva esse efeito para proximo dos niveis basais quando comparado ao grupo

sem tratamento (Figura 11G).
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Figura 11. LPS aumenta a fagocitose e o killing de E. coli por neutréfilos de forma
dependente de NEU. Sangue total (1 x 10° leucdcitos; n= 6) foram incubados ou ndo com LPS
(1 pg/mL, 90 min, 37°C, 5% CO:) na presenga ou auséncia de Oseltamivir (100 uM) ou Zanamivir
(30 uM). E. coli pHrodo BioParticles® (100 pg/mL) foram incubadas com as células por 60 min a
37°C para avaliar a fagocitose por citometria de fluxo. Grupos de células ndo estimuladas
incubados com as bioparticulas a 4°C ou 37°C foram utilizados como controles (A). Histogramas
representativos foram usados para mostrar o efeito de Oseltamivir (B) e Zanamivir (C) ou por
meio dos valores de MFI (D) em células viaveis e CD66b". E. coli viaveis foram utilizadas para
avaliar a fagocitose por microscopia de luz ou para investigar o killing bacteriano por neutréfilos
ou leucdcitos estimulados ou ndo por LPS, respectivamente, na presenca ou auséncia dos
inibidores de NEU. As células foram estimuladas como descrito acima e 1 x 10° leucdcitos foram
incubados a 37°C com E. coli (1 x 108 UFC) por 90 min para fagocitose (n= 6) ou por 180 min
para o ensaio de morte (n=5). A porcentagem de células com bactérias ingeridas (E) e o numero
de particulas bacterianas por célula =3 particulas por célula foram avaliadas (F). O killing de E.
coli foi estudado semeando 10 pL de sobrenadante (killing extracelular) ou do conteudo
intracelular/aderido @ membrana em agar BHI para contagem das UFC. A porcentagem de killing
foi expressa em fungdo do grupo de células sem tratamento (ST) (G). Os dados estdo
representados como média £+ SEM e submetidos a ANOVA de uma via seguido por teste de
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Dunnett e Tukey (*P < 0,05). LPS = lipopolissacarideo. UFC = unidades formadoras de colbnias;
MFI = do inglés Median fluorescence intensity.

Experimentos conduzidos com a CpNEU também foram utilizados como um
controle positivo e validagdo dos resultados obtidos com NEU enddgena induzida pelo
LPS. Semelhante ao LPS, a CpNEU ao clivar acidos sialicos de membrana estimulou a
fagocitose (Figura 12A-E) e killing de E. coli (Figura 12F), efeitos esses bloqueados na
presencga dos inibidores de NEU. Esses resultados sugerem que a NEU enddgena de
neutréfilos contribui para a regulagdo positiva da fagocitose e do killing bacteriano em
resposta ao LPS e nos mecanismos de contencéo contra infecgdes.
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A-G Incubagéo de CpNEU com leucdcitos totais

Figura 12. CpNEU tem efeitos semelhantes ao LPS e aumenta a fagocitose e o killing de
E. coli por neutréfilos. Leucdcitos totais (1 x 10°%; n= 6) foram incubados ou ndo com CpNEU
(0,012 Ul, 60 min, 37°C, 5% CO>) na presenga ou auséncia de Oseltamivir (100 uM) ou Zanamivir
(30 uM). E. coli pHrodo BioParticles® (100 pg/mL) foram incubadas com as células por 60 min a
37°C para avaliar a fagocitose por citometria de fluxo. Grupos de células ndo estimuladas
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incubados com as bioparticulas a 4°C foram utilizados como controles (A). Histogramas
representativos foram usados para mostrar o efeito de Oseltamivir (B) e Zanamivir (C) ou por
meio dos valores de MFI (D) em células viaveis e CD66b". E. coli viaveis foram utilizadas para
avaliar a fagocitose por microscopia de luz ou para investigar o killing bacteriano por neutréfilos
ou leucdcitos estimulados ou ndo por CpNEU, respectivamente, na presenga ou auséncia dos
inibidores de NEU. As células foram estimuladas como descrito acima e 1 x 10° leucdcitos foram
incubados a 37°C com E. coli (1 x 10° UFC) por 90 min para fagocitose (n= 6) ou por 180 min
para o ensaio de morte (n=5). A porcentagem de células com bactérias ingeridas (E) e o numero
de particulas bacterianas por célula =3 particulas por célula foram avaliadas (F). O killing de E.
coli foi estudado semeando 10 pL de sobrenadante (killing extracelular) ou do conteudo
intracelular/aderido a membrana em agar BHI para contagem das UFC. A porcentagem de killing
foi expressa em fungdo do grupo de células sem tratamento (ST) (G). Os dados estdo
representados como média £+ SEM e submetidos a ANOVA de uma via seguido por teste de
Dunnett e Tukey (*P < 0,05). CoNEU = neuramidase purificada de Clostridium perfrigens. UFC =
unidades formadoras de colénias; MFI = do inglés Median fluorescence intensity.

Em seguida, foi investigado se as NEU enddgenas também influenciam a
producdo de EROs e a liberagdo de NETs desencadeadas pelo LPS. Neutréfilos do
sangue total incubados com o LPS e estimulados com PMA produziram maiores
quantidades de EROs quando comparados a células ndo estimuladas (Figura 13A-C).
Tanto o Oseltamivir (Figura 13A;C) quanto o Zanamivir (Figura 13B-C) inibem a
liberacdo de EROs em niveis semelhantes aos das células do grupo sem tratamento
(Figura 13A-C). Além disso, ambos os inibidores reduzem significativamente a liberagdo
de NETs induzida pelo LPS nos sobrenadantes das culturas com neutréfilos isolados

(Figura 13D).
A-C Incubacéo do LPS com sangue total
D Incubagéo do LPS com neutrdfilos isolados
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Figura 13. LPS aumenta a producao de EROs e a liberagao de NETs por neutréfilos de
forma dependente de NEU. Sangue total (1 x 10° leucécitos; n= 7) foram incubados ou ndo com
LPS (1 pg/mL, 90 min, 37°C, 5% CO-) na presenga ou auséncia de Oseltamivir (100 uM) ou
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Zanamivir (30 pM). Entéo, leucdcitos foram incubados com 5 yM da sonda fluorescente CM-
H2DCFDA por 15 min e PMA (10 uM) foi utilizado para estimular a produgdo de EROs por 10 min
(A-C) e leitura da molécula fluorescente DCF por citometria de fluxo. O MFI foi analisado em
células CD66b*. Para avaliagdo da liberacdo de NETs, um protocolo semelhante ao descrito
anteriormente foi utilizado. Para o estimulo neutrofilos isolados (1 x 10° leucdcitos; n= 7) foram
pré-incubados por 1h com os inibidores de NEU e estimulados com LPS (10 pg/mL) por 4 h. A
concentragdo de NETs foi avaliada pelo ensaio MPO-DNA PicoGreen nos sobrenadantes das
culturas celulares (D). Os dados estao representados como média + SEM e submetidos a ANOVA
de uma via seguido por teste de Dunnett e Tukey (*P < 0,05). CMH2DCFDA = diacetato de 5-(6)-
clorometil-2',7'-diclorodi-hidrofluoresceina diéster acetilo; LPS = lipopolissacarideo; PMA =
acetato miristato de forbol; NETs = armadilhas extracelulares de neutrdfilos; MFI = do inglés
Median fluorescence intensity.

5.3 A interacao NEU1-MMP-9 esta envolvida na ativagdo de neutréfilos

humanos induzida por LPS

Para entender os mecanismos de ativagao de NEU em neutrdfilos, foi investigada
a expressao de NEU1, pois este subtipo parece regular as respostas celulares através
do engajamento com receptores de membrana em outras células imunes (AMITH et al.,
20009).

A partir de experimentos de imunofluorescéncia e citometria de fluxo foi observado
que NEU1 esta expressa em baixos niveis na superficie de neutrofilos humanos nao
estimulados, e sua expressao aumenta na membrana apods o estimulo com LPS (Figura
14A-C). Em seguida, foi avaliada a interagédo de MMP-9 e NEU1, pois a ligagdo entre
essas duas proteinas parece favorecer a sinalizacdo de TLRs em outros tipos celulares
(Abdulkhalek et al., 2011). A partir do ensaio Duolink® proximity ligation essay (PLA) foi
mostrado que o LPS aumentou a interagdo NEU1/MMP-9 na superficie de neutrofilos em
comparagao com neutréfilos sem estimulo (Figura 14D-E).

Além disso, utilizando o inibidor seletivo para MMP-9 (MMP-9i) foi mostrado a
dependéncia desta molécula na indugédo da atividade de NEU (Figura 14F-G). A pré-
incubacao de neutréfilos isolados com o MMP-9i também bloqueou a remocéao de acidos
sialicos de superficie (Figura 14H-J) e as alteracdes fenotipicas induzidas pelo LPS em
neutrofilos (Figura 14K-N). Esses achados sugerem que a atividade de MMP-9 com
interacao fisica na membrana celular € essencial para os mecanismos de ativagao de

NEU1 em neutréfilos humanos.
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Figure 14. A atividade de NEU1 induzida pelo LPS é dependente de MMP-9 em neutroéfilos
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humanos. Neutrofilos isolados (1 x 10°; n = 5) foram estimulados ou ndo com LPS (1 pyg/mL, 90
min, 37°C, 5% CO,) e laminas contendo 0,3 x 10° células foram confeccionadas para detectar a

expressao de NEU1 na membrana de neutréfilos (vermelho) e o DAPI para a detecgdo de DNA
(azul) por imunofluorescéncia indireta (A-B). Uma abordagem semelhante foi realizada

mostrando os niveis de NEU1 na membrana de neutrdfilos isolados por citometria de fluxo (C). A

interagéo de superficie NEU1/MMP-9 (amarelo) foi avaliada usando o ensaio de ligagao de
proximidade Duolink® PLA (D-E). Fotos representativas (ampliagdo de 100x) foram capturadas
de pelo menos 3 campos diferentes e analisadas usando o software Imaged® 1.53J. O MFI foi

avaliado em cada campo capturado (cada ponto corresponde a média de um doador diferente) e
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normalizado pelo numero de células positivas para DAPI (B e E). Neutrofilos estimulados por LPS
(1 x 10% n=5) na presenca ou auséncia de MAL-II (1 ug/mL) ou MMP-9i (5 nM) foram adicionados
30 min antes da incubacdo com LPS. A atividade da neuraminidase derivada de neutréfilos foi
avaliada usando substrato 4-MU-NANA (F) como destrico anteriormente. Os valores da area sob
a curva (AUC) sdo mostrados em G. Em netrdfilos (1 x 108; n = 5) nas condigbes descritas acima
também foram avaliados os niveis de acidos sialicos a2-3 (H), a2-6 (l) e residuos de 3-galactose
bem como os marcadores de ativagéo celular CD66b (K), CD62L (L), CXCR2 (M) e CD11b (N)
por citometria de fluxo. A porcentagem (%) em relagéo ao grupo nao estimulado foi analisada em
células CD66b"*. Os dados estdo representados como média + SEM e submetidos a ANOVA de
uma via seguido por teste T de Student, Dunnett e/ou Tukey (*P < 0,05). LPS =
lipopolissacarideo; MAL-II = lectina purificada da Maackia amurensis; SNA = lectina purificada da
Sambucus nigra; PNA = aglutinina de amendoim; MMP-9 = metaloproteinase 9; 4-MU-NANA =
acido 4-metilumbeliferil N-acetil-a-D-neuraminico. DAPI = 4',6-diamidino-2-fenilindol; DNA = acido
desoxirribonucleico; PNA = do inglés peanut agglutinin; MFl = do inglés Median fluorescence
intensity.

Experimentos também foram conduzidos utilizando a pré-incubagao de neutréfilos
isolados com MAL-Il como uma ferramenta para prevenir a hidrélise de acidos sialicos
a2-3 através do impedimento estérico do sitio de clivagem da NEU (AMITH et al., 2010).
Os resultados mostraram que apesar da pré-incubacao de neutrofilos isolados com MAL-
I ndo inibe a atividade enzimatica da NEU estimulada pelo LPS (Figura 14F-G), ela evita
a remocao de acidos sialicos de superficie (Figura 14H-J) e a ativagdo de neutrofilos
(Figura 14K-N).

O efeito do Oseltamivir, Zanamivir, MAL-Il ou MMP-9i também foi avaliado na
funcdo da NADPH-oxidase em neutroéfilos isolados incubados com LPS e estimulados
com diferentes agonistas. O LPS embora néo ative diretamente a atividade da NADPH-
oxidase torna os neutrofilos mais responsivos a outros estimulos (priming) (DELEO et al.,
1998). Dessa forma, foi utilizado o PMA como um agonista sintético, que ativa a produgao
de EROs intra e extracelularmente, bem como agonistas que mimetizam eventos
infecciosos, como o zimosan opsonizado com IgG (Zo) para investigacdo da via
dependente de receptores Fcy ou com o fMLP para ativar diretamente receptores
metabotrépicos FPR1 e FPR2 (NGUYEN et al., 2017).

Todas as ferramentas avaliadas foram capazes de inibir a producdo de EROs em
células sensibilizadas com LPS associada a estimulagdo com o PMA (Figura 15A-C) ou
Zo (Figura 15D-F), mas n&o em células estimuladas com fMLP (Figura 15G-l). Esses
dados indicam que o estimulo para producdo de EROs mediada por NEU em neutréfilos

é seletiva para alguns estimulos. Além disso, esses dados mostram que inibir a atividade
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de NEU por Oseltamivir, Zanamivir ou MMP-9i ou bloquear a hidrélise de acidos sialicos

a2-3 é suficiente para inibir a resposta de neutréfilos humanos induzida por LPS.
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Figura 15. A ativacdo da NADPH oxidase em neutréfilos humanos é induzida pela atividade
NEU via estimulos distintos, um efeito dependente da MMP-9. Neutrdfilos isolados (1 x 106;
n = 5) foram estimulados ou ndo com LPS (1 pg/mL, 90 min, 37°C, 5% CO:) na presenga ou
auséncia de Oseltamivir (100 uM) ou Zanamivir (30 pM). Os experimentos também foram
conduzidos usando pré-tratamento com MAL-II (1 ug/mL) ou o inibidor seletivo de MMP-9 (5 nM)
adicionado 30 min antes para incubagao LPS. As células foram lavadas e ressuspensas em
HBSS contendo luminol e estimuladas ou ndo com PMA (0,1 ug/mL), zimosan opsonizado (Zo;
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0,5 pg/mL) ou fMLP (1 uM) para detecgao da quimioluminescéncia (CL). A analise cinética de
luminol-CL foi expressa como contagens totais integradas para Oseltamivir e Zanamivir (A; D; G)
ou seguiu o pré-tratamento com MAL-Il ou MMP-9i (B; E; H). Os valores da area sob a curva
(AUC) sao mostrados em C, F e I. Os dados estdo representados como meédia + SEM e
submetidos a ANOVA de uma via seguido por teste Dunnett e Tukey (*P < 0,05). LPS =
lipopolissacarideo; MAL-II = lectina purificada da Maackia amurensis; MMP-9 = metaloproteinase
9; PMA = acetato miristato de forbol; fMLP = N-Formilmetionina-leucil-fenilalanina.

5.4 A inibicdo da NEU endégena melhora a taxa de sobrevivéncia de

camundongos em diferentes modelos experimentais de sepse

Até aqui foi demonstrado que o LPS estimula a atividade endégena de NEU em
neutrofilos humanos levando a remocado de acidos sialicos, ativagdo celular e
exacerbacao de suas funcdes. As respostas exacerbadas de neutrofilos com aumento da
producdo de EROs, liberagdo de NETs e da degranulagéo, ja foram associadas a leséo
tecidual e disfungéo organica evidenciadas durante a sepse (ALVES-FILHO et al., 2010;
SPILLER et al., 2010, 2012). Dessa forma, o proximo passo desse estudo teve como alvo
avaliar a importancia da ativagado de NEU na inflamagéao sistémica agora induzida in vivo
utilizando modelos animais.

Primeiramente foi induzida a sepse a partir da administragao intraperitoneal (IP)
da bactéria Gram-negativa E. coli (ATCC 25922), que ndo possui 0 gene nanA que
codifica a expressao de NEU em seu genoma (VIMR; TROY, 1985), garantindo que toda
atividade de NEU é proveniente do hospedeiro. Foi administrado por via oral (PO) aos
animais 10 mg/kg de Oseltamivir, que corresponde a dose equivalente usada em
humanos (~7,5 mg/kg) (BUTLER et al., 2020). O pré-tratamento com Oseltamivir (2h
antes da infec¢gdo) mais o pos-tratamento (6h apos a infecgéo, e apds 12/12h durante 4
dias) aumentaram a sobrevivéncia dos animais quando comparado ao grupo nao tratado
(Figura 16A). Além disso, apenas uma dose unica de Oseltamivir 2 horas antes da
infecc&o é suficiente para diminuir significativamente o numero de neutréfilos no lavado
bronco alveolar (LBA) e no tecido pulmonar 4 ou 6 horas apés a infecgao (Figura 16B-
C). O pré-tratamento também regulou a migracao de neutrdéfilos para o foco infeccioso a
partir da avaliagdo da sua contagem no lavado peritoneal (LP) (Figura 16D). Esses dados
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foram associados a um controle da infecgdo mais eficiente, visualizado a partir da

avaliagao da carga bacteriana no LP e no sangue (Figura 16E-F).
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Figura 16. A inibicdo de NEU do hospedeiro melhora o resultado da sepse induzida por E.
coli. A sepse foi induzida pela administragéo intraperitoneal (IP) de 1 x 10" UFC/camundongo de
E. coli (ATCC 25922). Os camundongos foram pré-tratados aleatoriamente por via oral (PO) (2
horas antes da infec¢ao) e pos-tratados (6 horas apds a infecgéo, 12/12 horas, PO, por 4 dias)
com fosfato de oseltamivir (Osel, 10 mg/kg) ou solugao salina e suas taxas de sobrevivéncia
foram monitoradas ao longo de 168 horas (A, n = 16). Em outro conjunto de experimentos (n =5
por grupo), os camundongos foram pré-tratados aleatoriamente (2 horas antes da infecgdo) com
fosfato de oseltamivir (10 mg/kg, PO) e o numero de neutrdéfilos no lavado broncoalveolar (LBA,
B) e no tecido pulmonar (C) e no lavado peritoneal (LP) foram contados (D). Os niveis de TNF
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(G) e IL-17 (H), e o numero de unidades formadoras de colénia (UFC) no LP (E) ou sangue (F)
foram determinados 4 ou 6 h apds a infecgdo. Os niveis plasmaticos de TNF (l), IL-17 (J), AST
(K), ALT (L), FAL (M) e bilirrubina total (N) foram avaliados. A quantidade de acidos sialicos a2-
3 de superficie também foi avaliada em células no PL SSC"9"/Gr-1"9" como mostrado pelos
histogramas representativos (O) ou MFI (P); linha pontilhada = células sem marcagdo. Os
camundongos também foram aleatoriamente pos-tratados (comegando 6 h apds a infecgéo,
12/12 h, PO, por 4 dias) com solugao salina ou fosfato de oseltamivir (10 mg/Kg) e suas taxas de
sobrevivéncia foram monitoradas ao longo de 168 h (Q). Os resultados sdo expressos como
porcentagem de sobrevivéncia (n = 16), média ou mediana (somente para dados FACS) + SEM
e submetidos a ANOVA de uma via seguido por teste T de Student, Dunnett e/ou Tukey (*P <
0,05). AST = alanina aminotransferase; ALT = aspartato aminotransferase; ALP = fosfatase
alcalina; MAL-II = lectina purificada da Maackia amurensis.

Além disso, o pré-tratamento com Oseltamivir diminui os niveis de TNF e IL-17 no
LP e no plasma (Figura 16G-H) bem como os marcadores de lesao tecidual AST, ALT,
fosfatase alcalina (FAL) e bilirrubina total (Figura 16A). Interessantemente, o Oseltamivir
bloqueou in vivo a redugdo de acidos sialicos na superficie de neutrdfilos (células
SSChigh/GR-1Md) contidos no LP (Figura 160-P).

Do mesmo modo, a eficacia apenas do pos-tratamento com Oseltamivir (10 mg/kg
apos 6h da infeccéo, PO, 12/12h por 4 dias) também foi avaliada na sobrevivéncia de
camundongos desafiados IP com E. coli. Nessa avaliagdo, o Oseltamivir também
forneceu uma melhora significativa na taxa de sobrevivéncia de camundongos sépticos
(Figura 16Q).

Em seguida, foi empregado o modelo ligagdo e punc¢do do cécum (CLP do inglés
cecal ligation and puncture), protocolo esse considerado o padrdo ouro na sepse pré-
clinica (RITTIRSCH et al., 2009). Nesse modelo de sepse polimicrobiana grave, o pés-
tratamento com Oseltamivir 6h apdés a CLP levou a um pequeno atraso na taxa de
mortalidade de camundongos sépticos (Figura 17A).

Utilizando o mesmo modelo os animais agora foram tratados com antibioticos, que
constitui uma das intervengdes clinicas padrdo usadas para o tratamento da sepse
(RHODES et al., 2017). Em comparagdo com os animais controle tratados por via oral
apenas com solugdo salina 0,9% mais antibidticos, o uso terapéutico do Oseltamivir
associado a antibioticos melhorou de forma significativa as taxas de sobrevivéncia de
camundongos (87,5% versus 25% do grupo controle) (Figura 17B).
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Figura 17. A inibicao de NEU do hospedeiro melhora o resultado da sepse induzida por
CLP. Um modelo de sepse foi induzido a partir da ligagdo e pungdo do cécum (CLP).
Camundongos foram tratados aleatoriamente (comegando 6 h apds a infecgao, 12/12 h, PO, por
48 h, n = 16) com solugdo salina ou fosfato de Oseltamivir (10 mg/kg) e suas taxas de
sobrevivéncia foram monitoradas ao longo de 48 h (A). Em outro conjunto de experimentos,
camundongos foram tratados aleatoriamente IP (iniciados 6 h apds a infecg¢ao, 12/12 h) com 100
WL de metronidazol (15 mg/kg)/ceftriaxona (40 mg/ kg) (ABX) mais solugéo salina 0,9% ou fosfato
de Oseltamivir (10 mg/kg) PO durante 4 dias e suas taxas de sobrevivéncia (n = 12) foram
monitoradas ao longo de 168 horas (B). Além disso, camundongos foram submetidos a CLP e
tratados com ABX + solugdo salina 0,9% ou ABX + Oseltamivir conforme descrito em B e
sacrificados 48 horas apds a cirurgia para avaliar o numero de neutréfilos no LBA (C), tecido
pulmonar (D) e LP (E). Os niveis de TNF (H), IL-17 (I) e UFC (F) também foram determinados no
LP. As UFC (G) no sangue e os niveis plasmaticos de TNF (J), IL-17 (K), AST (L), ALT (M), FAL
(N) e bilirrubina total (O) também foram avaliados 48 horas apds a cirurgia. A quantidade de
acidos sialicos a2-3 de superficie foi avaliada em células SSC"9"/Gr-1"9" no LP e analisada por
FACS, conforme mostrado pelos histogramas representativos (P) e MFI (Q); linha pontilhada =
células sem marcagao. Os resultados sao expressos como porcentagem de sobrevivéncia (n=16),
média ou mediana (somente para dados FACS) + SEM e submetidos a ANOVA de uma via
seguido por teste T de Student, Dunnett e/ou Tukey (*P < 0,05). ABX = antibiéticos; Sham =
sham-operado. AST = alanina aminotransferase; ALT = aspartato aminotransferase; FAL =
fosfatase alcalina; UFC = unidades formadoras de col6nias.
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Em um novo conjunto de experimentos, 48h apds a cirurgia, camundongos
sépticos pos-tratados com Oseltamivir apresentaram uma redugdo significativa de
neutroéfilos no LBA e pulmdes (Figura 17C-D), regulacéo da migragao de neutrofilos para
o foco da infecgéo (Figura 17E) e carga bacteriana reduzida no LP e no sangue (Figura
17F-G). Os niveis de TNF e IL-17 no LP e os marcadores plasmaticos de les&o tecidual
também foram reduzidos em camundongos tratados com Oseltamivir (Figura 17H-0).
Além disso, o Oseltamivir também leva a uma maior expressao de acido sialicos a2-3 em
células SSCM9"/GR-1M9" (sugestivo de neutrofilos) no LP (Figura 17P-Q).

Como as infecgbes do trato respiratorio, particularmente a pneumonia, séo os
focos iniciais mais comuns na sepse (CHOU et al., 2020), também foi realizado nesse
estudo um modelo de sepse induzido pela administracao intratraqueal de K. pneumoniae
(ATCC 700603) em camundongos com protocolos de tratamento semelhante aos
anteriores. O pos-tratamento de camundongos com o fosfato de Oseltamivir (10 mg/kg,
melhorou significativamente a sobrevivéncia de camundongos sépticos desafiados com
K. pneumoniae (Figura 18A).

O aumento da sobrevida do hospedeiro foi acompanhado por uma diminuicdo da
migragdo massiva de neutrofilos para o LBA (Figura 18A), niveis reduzidos de TNF e IL-
17 bem como dos marcadores de lesdo tecidual (Figura 18A). O oseltamivir também
previne a reducéo de acidos sialicos a2-3 em células SSCMI"/GR-1M"d" contidas no LBA
(Figura 18A).

Juntos esses resultados sugerem o aumento da atividade de NEU in vivo em
funcao da inflamacéao sistémica desencadeada pela sepse, e demonstram que a inibigcao

da sua atividade pelo Oseltamivir melhora o desfecho da doenca.
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Figura 18. A inibicdo de NEU melhora o resultado da sepse induzida por K. pneumoniae. A
sepse foi induzida pela administragéo intratraqueal (1 x 108 CFU/camundongo) de K. pneumoniae
(ATCC 700603) e os camundongos foram tratados aleatoriamente (comegando 6 h apéds a
infecgéo, 12/12 h, PO, n = 20) com solugéo salina 0,9% ou fosfato de Oseltamivir (10 mg/kg) e
as taxas de sobrevivéncia foram monitoradas por 144 horas (A). Em um conjunto semelhante de
experimentos, camundongos sépticos (n =5 - 7) foram tratados 6 horas apds a infecgao com uma
dose unica de fosfato de Oseltamivir (10 mg/kg, PO) e os camundongos foram sacrificados 24
horas ap6s a infeccéo para determinar o numero de neutrdéfilos (B) e UFCs (C), os niveis de TNF
(D) e IL-17 (E) no LBA. Os niveis plasmaticos de TNF (F), IL-17 (G), AST (H), ALT (I), FAL (J) e
bilirrubina total (K) também foram avaliados 24 horas apos a infecgdo. A quantidade de acidos
sidlicos a2-3 de superficie foi avaliada em células SSC"9"/Gr-1"9" presentes no LBA e analisada
por FACS, como mostrado pelos histogramas representativos (L) e MFI (M); linha pontilhada =
células sem marcagéao. Os resultados sao expressos como porcentagem de sobrevivéncia, média
ou mediana (somente para dados FACS) + SEM e submetidos a ANOVA de uma via seguido por
teste T de Student, Dunnett e/ou Tukey (*P < 0,05). LBA = lavado broncoalveolar; UFC = unidade
formadora de colénia; AST = alanina aminotransferase; ALT = aspartato aminotransferase; FAL
= fosfatase alcalina; MAL-Il = lectina purificada da Maackia amurensis.
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5.5 A atividade de NEU esta envolvida na desregulagao de neutréfilos de
pacientes com COVID-19

Semelhante a sepse bacteriana, os neutréfilos contribuem para resposta
inflamatoria exacerbada durante a infecgéo grave por SARS-CoV-2 (KURI-CERVANTES
et al.,, 2020; VERAS et al, 2020; WILK et al., 2021). Estudos empregando
sequenciamento de RNA single cell (scRNA-seq) de amostras do trato respiratério
superior e inferior de pacientes com COVID-19 indicaram um aumento significativo de
neutréfilos ligados a um programa transcricional inflamatoério associado a danos nos
tecidos em células epiteliais e imunes (CHUA et al., 2020). A partir do presente estudo
foi realizada uma reanalise desses dados publicos de scRNA-seq (Figuras 19A-C).
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Figura 19. Expressdo de NEU1 em neutréfilos e outras células infiltradas no trato
respiratorio superior de pacientes com COVID-19. Expressao génica de NEU1, NEU3 e NEU4
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em diversos tipos celulares (infiltradas ou residentes) provenientes do trato respiratorio superior
de doadores saudaveis e pacientes com COVID-19 moderados ou graves. O tamanho do circulo
€ proporcional a porcentagem de células que expressam os genes relatados em um nivel de
expressao normalizado superior a um. Neutrdfilos infiltrados estdo destacados com a seta
vermelha (=) (A). Analise UMAP codificada por cores mostrando diferentes tipos de células em
amostras de swabs nasofaringeos/faringeos de doadores saudaveis e pacientes com COVID-19
(B). Expressédo normalizada de NEU1 sobreposta nos espagos UMAP (C). UMAP = Uniform
Manifold Approximation and Projection. NEU = neuraminidase; Neu = neutrdfilos.

Os resultados mostraram um aumento da expressdo meédia e porcentagem de
expressao de NEU1, mas ndo de NEU3 ou NEU4, em neutréfilos infiltrados no trato
respiratorio de pacientes com COVID-19 grave em relagdo aos pacientes com a forma
moderada da doenga (Figuras 19A-C). Do mesmo modo, apenas a expressao de NEU1
foi detectada em neutrdfilos infiltrados no trato respiratorio inferior provenientes de
pacientes com COVID-19 grave (Figuras 20A-C).
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Figura 20. Expressdo de NEU1 em neutréfilos e outras células infiltradas no trato
respiratorio inferior de pacientes com COVID-19 grave. Expressao génica de NEU1, NEU3 e
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NEU4 em diversos tipos celulares (infiltradas ou residentes) provenientes do trato respiratério
inferior de pacientes com COVID-19 grave. O tamanho do circulo é proporcional a porcentagem
de células que expressam os genes relatados em um nivel de expressdo normalizado superior a
um. Neutrdfilos infiltrados estdo destacados com a seta vermelha (=) (A). Analise UMAP
codificada por cores mostrando diferentes tipos de células em amostras de lavado broncoalveolar
e escovas brénquicas protegidas de pacientes com COVID-19 grave (B). Expressao normalizada
de NEU1 sobreposta nos espagos UMAP (C). UMAP = Uniform Manifold Approximation and
Projection; NEU = neuraminidase; Neu = neutrdfilos.

Além disso, um aumento na atividade de NEU derivada de neutrofilos isolados foi
verificado quando células de doadores saudaveis (controles) foram comparadas as
células de pacientes com COVID-19 grave ou na forma critica da doenga. Pacientes
criticos correspondem aos individuos internados na UTI e que necessitavam uma maior
quantidade de oxigénio. No entanto, ndo foram encontradas diferencas significativas

quando pacientes considerados grave e criticos foram comparados (Figura 21A-B).
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Figura 21. Atividade aumentada de NEU1 em neutréfilos de pacientes com COVID-19 grave
e critica. Neutrofilos isolados (0,5 x 10°) de controles saudaveis (n = 5), pacientes graves (n = 6)
ou criticos internados na UTI com COVID-19 (n = 5) foram adicionados em uma placa escura de
fundo plano de 96 pogos sob o gelo. Em seguida, o substrato 4-MU-NANA (0,025 mM) foi
adicionado e o produto fluorescente resultante lido a 37°C por 30 min (A). Os valores da area sob
a curva (AUC) sdo mostrados em laminas de B. Laminas contendo 0,3 x 10° neutrdfilos foram
confeccionadas para detectar a expressao de sialicos a2-3 (C) ou NEU1 (D) na membrana de
neutrofilos (vermelho) e o DAPI para a detecgdo de DNA (azul) por imunofluorescéncia indireta.
Fotos representativas (ampliagéo de 100x) foram capturadas de pelo menos 3 campos diferentes
e analisadas usando o software Imaged 1.53J. O MFI foi avaliado em cada campo capturado
(cada ponto corresponde a média de um doador diferente) e normalizado pelo numero de células
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positivas para DAPI (D; F). Os resultados estao expressos como média + SEM e submetidos a
ANOVA de uma via seguido por teste T de Student (*P < 0,05). UTI = Unidade de Terapia
Intensiva; NEU = neuraminidase; DAPI = 4'6-diamidino-2-fenilindol; DNA = acido
desoxirribonucleico; MFI = do inglés Median fluorescence intensity.

Esses resultados foram confirmados por experimentos de imunofluorecéncia nos
quais células de pacientes com COVID-19 grave apresentaram uma menor marcagao
para acidos sialicos a2,3 (Figura 21C-D) e maiores niveis de NEU1 (Figura 21E-F)
quando comparado a marcacéo em neutréfilos de doadores saudaveis (Figura 21C-F).

Conforme demonstrado anteriormente, os neutrofilos circulantes apresentam
alteracdes fenotipicas e caracteristicas de ativagao celular em pacientes com COVID-19
ativa, mas ndo em convalescentes (SCHULTE-SCHREPPING et al., 2020). Resultados
semelhantes foram encontrados neste estudo, no qual n&o foi possivel observar
diferencgas significativas entre doadores saudaveis e pacientes convalescentes (Figura
22A-C).
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Figura 22. Ativagao e clivagem de acidos sialicos em neutréfilos de pacientes com COVID-
19 grave ativa, mas ndo em convalescentes. Sangue total de doadores saudaveis, pacientes
com COVID-19 grave e pacientes convalescentes foram tratados ou ndo com Oseltamivir (100
UM) ou Zanamivir (30 uM) e os leucdcitos totais (1 x 10% n = 6-7 por grupo) foram avaliados
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quanto aos marcadores de ativagao celular CD62L (A), CD66b (B) e aos niveis de acidos sialicos
0a2-3 (C), a2-6 (D) e residuos de B-galactose (E). A producao total de EROs foi avaliada em
neutrofilos isolados de doadores saudaveis (n = 6) ou pacientes graves com COVID-19 (n = 6)
usando a sonda CM-H2DCFDA (5 uM) para a leitura da molécula fluorescente DCF por citometria
de fluxo. O MFI foi analisado em células CD66b" (F). Os dados estdo representados como média
+ SEM e submetidos a ANOVA de uma via seguido por teste de Dunnett e Tukey (*P < 0,05
comparado ao grupo ST COVID-19 grave). CMH2DCFDA = diacetato de 5-(6)-clorometil-2',7'-
diclorodi-hidrofluoresceina diéster acetil; ST = sem tratamento; Osel = Oseltamivir; Zana =
Zanamivir; MAL-Il = lectina purificada da Maackia amurensis; SNA = lectina purificada da
Sambucus nigra; PNA = aglutinina de amendoim; EROs = espécies reativas de oxigénio; MFI =
do inglés Median fluorescence intensity.

No entanto, neutrofilos de pacientes com COVID-19 grave apresentaram uma
diminuicdo de CD62L (Figura 22A) e uma regulagdo positiva dos niveis de CD66b
(Figura 22B), que foi acompanhada por uma reducgéo de acidos sialicos a2-3 (Figura
22C-E) e do aumento da producdo de EROs (Figura 22F). Essas alteragdes foram
diminuidas na presenga dos inibidores de NEU (Figura 22A-F).

Como a NEU pode ser liberada no meio extracelular e encontrada na sua forma
soluvel no plasma durante condi¢des de inflamacgao sistémica (YANG et al., 2018), em
seguida foi investigado se o plasma de pacientes com COVID-19 grave possui atividade
de NEU aumentada, e, se por si sO, € capaz de induzir a resposta de neutréfilos de
doadores saudaveis. Primeiramente, foi observada a atividade de NEU no plasma de
pacientes com COVID-19 grave, atividade essa reduzida na presenga dos inibidores
Oseltamivir e Zanamivir (Figura 23A) ou quando o plasma foi inativado pelo calor (Figura
23B). Além disso, a estimulagdo no sangue total de doadores saudaveis com plasma
fresco de pacientes com COVID-19 grave, mas n&o de convalescentes ou de doadores
saudaveis, levou a reducédo de acidos sialicos (Figura 23C), ativagdo de neutrofilos
(Figura 23D), e producgédo de EROs (Figura 23E). Esses efeitos foram significativamente
reduzidos na presenga do Oseltamivir ou Zanamivir, chegando proximo aos niveis
encontrados nas células de doadores saudaveis ou pacientes convalescentes (Figura
23C-E). Entretanto, foi observado que a incubacgéo de neutrofilos de doadores saudaveis
com o plasma inativado ainda é capaz de mimetizar, mesmo que parcialmente, os efeitos
do plasma fresco (Figura 23C-E). Esses dados sugerem que outros fatores soluveis
encontrados no plasma de pacientes com COVID-19 grave podem favorecer a

estimulacao de neutrdfilos.
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Figura 23. Atividade de NEU e de outros fatores soluveis no plasma de pacientes com
COVID-19 grave. A atividade de NEU foi avaliada no plasma fresco de pacientes com COVID-19
grave COVID-19 (n = 7) na presenga ou auséncia de Oseltamivir (100 uM) ou Zanamivir (30 uM)
(A). A atividade NEU também foi avaliada no plasma inativado pelo calor (n = 7) (B). As amostras
de plasma foram adicionadas em uma placa escura de fundo plano de 96 pogos sob o gelo e o
substrato 4-MU-NANA (0,025 mM) foi adicionado a reagédo resultando em um produto
fluorescente lido a 37°C por 30 min. Leucdcitos totais de doadores saudaveis (1 x 10°; n = 7) foi
incubado (2h, 37°C, 5% CO.) com 7% de plasma fresco obtido de controles saudaveis, pacientes
graves com COVID-19 ou pacientes convalescentes. Além isso, células de doadores saudaveis
também foram incubados na presenca ou ndo de plasma de pacientes graves inativados pelo
calor. As incubagdes aconteceram com pré-tratamento ou ndo com Oseltamivir (100 uM) ou
Zanamivir (30 pM). Os niveis de CD66b (C), acidos sialicos (D) e a producao de EROs (E) foram
avaliados por FACS. O MFI foi analisado em células CD66b*. Os dados estédo representados
como média £+ SEM e submetidos a ANOVA de uma via seguido por teste de Dunnett e Tukey
(*P < 0,05 comparado ao grupo ST COVID-19 grave estimulado com plasma fresco; P < 0,05
comparado ao grupo ST COVID-19 grave estimulado com plasma inativado). ST = sem
tratamento; Osel = oseltamivir; Zana = zanamivir; MAL-Il = lectina purificada da Maackia
amurensis; MFI = do inglés Median fluorescence intensity.

Neutrdfilos isolados de doadores saudaveis também foram estimulados com a
proteina recombinante humana S100A8 (rh S100A8) (Figura 24A-H). S100A8 € uma das
proteinas mais abundantes no citosol de neutréfilos, e pode ser liberada no meio
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extracelular para atuar como uma alarmina e como agonista de TLR4 (VOGL et al., 2018).
Na COVID-19, os niveis plasmaticos de S100A8 estdo aumentados e se correlacionam
com a severidade da doenga (CHEN et al., 2020). Dessa forma, foi demonstrado que a
rh S100A8 possui efeitos semelhantes ao LPS, sendo capaz de estimular a atividade
NEU em neutrofilos isolados, mediar a clivagem de acidos sialicos, desencadear a
ativacao celular e a produgcdo EROs. Os efeitos da rh S100A8 foram diminuidos na

presenca do Oseltamivir e Zanamivir (Figura 24A-H).
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Figura 24. rh S100A8 mimetiza os efeitos do LPS e induz a ativagdo de NEU em neutréfilos
humanos. Neutréfilos isolados de doadores saudaveis (1 x 10%; n = 5) foram ressuspensos em
HBSS e adicionados em placa de 96 pogos escura sob o gelo. Entédo, a proteina rh S100A8 (2
MM, 37°C, 5% CO,) foi adicionada a reagdo na presenga nao de Oseltamivir (100 uM) ou
Zanamivir (30 yM). O substrato 4-MU-NANA (0,025 mM) foi usado para detectar a atividade da
neuraminidase derivada de neutrdfilos (A). Os valores de AUC sdo mostrados em B. Os niveis
de acidos sialicos a2-3 (C), a2-6 (D) e residuos de B-galactose (E) e os marcadores de ativagéao
celular CD62L (F), CD11b (G) e producao total de EROs (H) foram avaliados por citometria de
fluxo em células CD66°. rh = proteina recombinante humana; Osel = oseltamivir; Zana =
zanamivir; MAL-Il = lectina purificada da Maackia amurensis; SNA = lectina purificada da
Sambucus nigra; PNA = do inglés peanut agglutinin; MFl = do inglés Median fluorescence
intensity.
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Esses resultados sugerem que a NEU intracelular, a NEU liberada no plasma
bem como mediadores soluveis, a exemplo da proteina S100A8, podem representar
fatores que desencadeiam a desregulagédo de neutréfilos na COVID-19 grave.

Por fim, o efeito da inibicdo da NEU em um modelo in vivo de lesdo pulmonar
aguda induzida pela administragdo intranasal do betacoronavirus murino MHV-3 foi
avaliada. Esse modelo leva a uma resposta inflamatéria local, dano tecidual e
comprometimento das fungdes pulmonares, seguido por manifestagdes sistémicas, que
se assemelham a muitas caracteristicas da COVID-19 grave (ANDRADE et al., 2021). O
pos-tratamento com Oseltamivir em camundongos infectados diminuiu significativamente
a carga viral (Figura 8A) e reduziu a infiltragdo de neutrofilos para os pulmdes (Figura
8B).
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Figura 25. A inibicio de NEU do hospedeiro regula as respostas de neutréfilos na
inflamagao pulmonar aguda induzida pelo betacoronavirus murino MHV-3. Camundongos
C57BL/6 (n = 6) sob anestesia com cetamina (50 mg/kg) e xilazina (5 mg/kg) foram inoculados
por via intranasal com meio de cultura (Mock) ou o coronavirus murino MHV-3 (3 x 10° PFU).
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Ap6s 24 horas da inoculagéo, os camundongos foram tratados ou nao com fosfato de oseltamivir
(10 mg/kg) ou carboximetilcelulose de sddio 0,5% (CMC) (v/v) iniciando 24 horas apds a infecgéo,
12/12 horas, PO. Trés dias apos a infecgao, todos os animais foram eutanasiados e os pulmdes
foram coletados para anadlise posterior. A carga viral foi avaliada em lisados pulmonares por
ensaio de placa e os resultados expressos como log10 PFU por grama (g) de tecido pulmonar
(A). A infiltracao de neutrdéfilos nos pulmdes foi determinada indiretamente pela atividade de MPO
usando um ensaio colorimétrico e os resultados expressos como mOD por miligrama (mg) de
pulmdes (B). A analise histolégica do pulméo foi feita usando tecidos corados com hematoxilina
e eosina (H&E) e os resultados expressos por imagens representativas (ampliagdo de 40x;
Escala: 50 ym) dos diferentes grupos (C) e por uma analise do escore histopatoldgico (D). Os
resultados estao expressos como média £+ SEM. *P < 0,05. MHV = virus da hepatite de
camundongo; Osel = Oseltamivir; PFU = plaque-forming units; MPO = mieloperoxidase; mOD =
densidade optica média.

A analise histologica do tecido pulmonar também revelou que o tratamento
diminuiu o infiltrado inflamatério na regido perivascular e peribronquiolar relacionada a
um escore histopatoldgico significativamente menor (Figura 8C-D), o que indica protecéo
da arquitetura pulmonar. Em conjunto esses dados sugerem o envolvimento de NEU na
inflamag&o pulmonar aguda avaliada em modelo murino que se assemelha a COVID-19
em humanos, e sua inibicdo como um possivel alvo terapéutico para regular os danos

induzidos por neutréfilos na doencga.
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6. DISCUSSAO

O papel dos neutrofilos na defesa do hospedeiro esta baseada na sua resposta
rapida e efetiva contra agentes infecciosos. No entanto, as estratégias citotoxicas
desempenhadas por essas células ndo sao capazes de diferenciar eficientemente os
antigenos microbianos e os do préprio hospedeiro. Durante a inflamagao sistémica essa
resposta pode ocorrer de forma sustentada e desregulada compreendendo um
mecanismo pelo qual os neutréfilos podem induzir danos aos tecidos e contribuir para
disfungdo organica. Portanto, é essencial entender como essas células se tornam
desreguladas, na perspectiva de encontrar novos alvos terapéuticos para reduzir a
ativacao celular, todavia, mantendo suas propriedades microbicidas.

A diminuicdo do conteudo de acidos sialicos presente nos glicoconjugados da
membrana celular parecem influenciar fortemente na ativagado de leucécitos frente a
estimulos microbianos (HENRICKS ET AL., 1982; SUZUKI ET AL., 1982; ARORA;
HENRICHON, 1994; CHANG et al., 2012). Estudos demonstram que a incubacgéo in vitro
de neutréfilos com NEU purificadas de Streptococcus pneumoniae ou Clostridium
perfringens induz suas fung¢des, como a fagocitose e a produgdo de EROs (SUZUKI et
al., 1982; CHANG et al., 2012). No entanto, o entendimento da influéncia das NEU
endogenas e sua contribuicdo para a desregulagdo de neutrofilos ainda € pouco
estudada.

Os quatro subtipos de NEU descritos em mamiferos (NEU1, NEU2, NEU3 e NEU4)
removem acidos sialicos de glicoconjugados com preferéncias especificas de substrato
(SMUTOVA et al., 2014). ANEU1 cliva preferencialmente acidos sialicos na conformagao
a2,3 e parece ser o subtipo mais importante em células imunes, estando expressa
primariamente nos lisossomos (MIYAGI et al., 2012), mas também na superficie celular
(SAKARYA et al., 2004; AMITH et al., 2010; ABDULKHALEK et al., 2011; FENG et al.,
2012). Estudos apontam que em neutrofilos humanos incubados com PMA, ionéforo de
calcio A23187, IL-8 e com o LPS ocorre uma redistribuigdo de NEU1 dos compartimentos
intracelulares e sua mobilizagdo para a membrana plasmatica (CROSS; WRIGHT, 1991;

CROSS et al., 2003; AMITH et al., 2009). Na membrana essas enzimas podem regular a



90

funcao de varios receptores, como o receptor Fcy, o receptor de insulina e a integrina f3-
4 (GLANZ et al., 2019). Além disso, em macréfagos estimulados pelo LPS apenas o
subtipo NEU1 forma complexos com TLR2, TLR3 ou TL4 na superficie celular (AMITH et
al., 2009).

Os mecanismos de ativagao de NEU1 ainda ndo sdo completamente conhecidos,
porém, em neurbnios (JAYANTH et al., 2010), macréfagos (PSHEZHETSKY; HINEK,
2011; ABDULKHALEK et al., 2012; ABDULKHALEK; SZEWCZUK, 2013) e células
tumorais hepaticas (HAXHO et al., 2018) a ativagdo de NEU1 envolve a formagédo de um
complexo enzimatico junto com outras duas hidrolases, a (3-galactosidase (B-Gal) e a
proteina protetora/Catepsina A (PPCA) (VINOGRADOVA et al., 1998). Esta associagéo
€ essencial para a estabilidade e acado de todas as trés enzimas, particularmente NEU1,
estando diretamente ligada a sua atividade catalitica nos lisossomos (BONTEN et al.,
2009). Sob estimulo PPCA e outras proteinas agem como chaperonas e proteinas
transportadoras de NEU1 na etapa de translocacdo para membrana plasmatica. Esse
evento envolve a adi¢cdo da proteina ligante de elastina (do inglés elastin-binding protein,
EBP) a 3-Gal formando a subunidade B-Gal-EBP (BONTEN et al., 2009; KHAN; SERGI,
2022).

Em neurbnios a ativagdo do receptor tirosina cinase TrkA induzida pela
neurotrofina induz a atividade de NEU para clivar residuos de acidos sialicos na
conformacao a2,3 presentes na propria estrutura dos receptores Trk. Isso parece ser um
fator facilitador para sua dimerizacio, internalizagao e ativagao subsequente em outras
células e neurdnios corticais primarios (WORONOWICZ et al., 2007). Posteriormente foi
descoberto que a sinalizagdo da neurotrofina em receptores TrkA também desencadeia
a resposta de receptores acoplados a proteina G, especialmente a partir da subunidade
Gai, induzindo a atividade da MMP-9 para ativacdo de NEU1 em neurdnios primarios e
linhagens celulares que expressam TrkA e TrkB. Nessas células o complexo NEU1/MMP-
9 interage com a TrkA na superficie celular (JAYANTH et al., 2010).

Do mesmo modo, ja foi demonstrado que o desafio de macréfagos e células
dendriticas com o LPS leva a ativacdo da MMP-9 para induzir a atividade membranar de
NEU1. Esses eventos contribuem para a clivagem de acidos sialicos a2-3 presentes na
estrutura do TLR4, permitindo sua dimerizagéo e transdugao do sinal (AMITH et al., 2010;
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ABDULKHALEK et al.,, 2011; FENG et al., 2012). Mais recentemente mecanismos
semelhantes foram relatados em células de hepatocarcinoma contendo o receptor para
insulina (HTC-IR), um outro exemplo de receptor catalitico, tal qual o TrkA e o TLR4.
Agonistas, antagonistas e moduladores alostéricos podem se ligar a receptores
acoplados a proteina G de diferentes maneiras, criando conformagdes que modulam
diferencialmente a sinalizagdo através de uma ou mais proteinas G. Isso cria uma
plataforma de sinalizagdo e transdugao, que controla o complexo NEU1/MMP-9 e a
ativagcédo do receptor de insulina através da modificagdo da sua glicosilagdo (HAXHO et
al., 2018).

Um fendmeno semelhante foi encontrado no presente estudo com neutréfilos
humanos incubados na presenga do LPS. Primeiramente foi mostrado que essa
incubagdo tanto no sangue total quanto em células isoladas foi capaz de estimular a
atividade de NEU em neutrdéfilos de doadores saudaveis. Aléem disso, o LPS induziu a
translocacado de NEU1 para a superficie de neutrofilos, aumentando sua associagédo com
a MMP-9. Esse efeito foi acompanhado do aumento da clivagem de acidos sialicos em
diferentes conformagdes e marcada por alteragdes fenotipicas e funcionais. Por outro
lado, a pré-incubagédo das células com Oseltamivir, Zanamivir, MAL-Il ou a inibicdo
seletiva da MMP-9, reduziu a atividade de NEU e os efeitos desencadeados pelo LPS.

E possivel que a interagdo NEU1/MMP-9 também exerca fungdes importantes na
manutencdo dos niveis de acidos sialicos expressos em receptores de membrana de
neutroéfilos, em especial o TLR4, como observado em outras células (AMITH et al., 2010;
FENG et al., 2012). Estudos demonstram que o TLR4 é altamente glicosilado
apresentando um conteudo abundante de acidos sialicos na sua estrutura (CORREIA,;
ULEVITCH, 2002). Em diversos contextos a clivagem de acidos sialicos presentes no
TLR4 é um fator potencializador dos efeitos pré-inflamatérios mediados pelo LPS (FENG
etal., 2012; ALLENDOREF et al., 2020; SUNDARARAJ et., 2021). Em células de linhagem
de macrofagos RAW-blue o tratamento com Oseltamivir, um inibidor seletivo MMP9i ou
com o antagonista BIM-23127 inibem o recrutamento da molécula adaptadora MyD88
para o TLR7 e interfe com sua sinalizagdo (ABDULKHALEK; SZEWCZUK, 2013). Junto
esses dados reforcam a hipotese do controle da atividade de receptores cataliticos por

meio de mudangas da sua glicosilagao.
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Possivelmente ainda essa perda de acidos sialicos em glicoproteinas de
membrana resulte em uma falha da sinalizacdo de receptores inibitérios ativados por
acidos sialicos, a exemplo dos receptores Siglecs (CARLIN et al., 2009; MCMILLAN et
al.,, 2013; ALI et al., 2014; LIZCANO et al., 2017). Chen et al. (2014) mostrou que a
ativacdo do TLR4 desencadeia a mobilizacdo de NEU1 para a superficie celular e
interrompe a partir da clivagem de acidos sialicos de membrana a interagcado TLR4-Siglec-
E. Essa interagcdo é sugerida como um importante mecanismo inibitério das respostas
induzidas pelo LPS em células dendriticas de camundongos (CHEN et al., 2014).

Juntos, esses dados sugerem que a ativagdo de NEU pode estar envolvida na
formacdo de uma resposta pela qual os neutréfilos mobilizam rapidamente seus
mediadores microbicidas durante uma infecgdo. Caso esses mecanismos sejam
desregulados podem representar potenciais fontes de danos aos tecidos durante
infeccbes graves. Nesse sentido, foi evidenciado aqui que a inibigao da atividade de NEU
in vitro € capaz reduzir as respostas de neutrofilos desencadeada pela cultura celular na
presenca de altas concentragcbes do LPS. Nesse sentido, o proximo passo do estudo
compreendeu relacionar os dados encontrados in vitro e os possiveis efeitos benéficos
da inibicdo de NEU nas desordens inflamatdrias mediada por neutrdéfilos, a exemplo da
sepse.

As infecgcbes sustentadas desencadeiam a granulopoese de emergéncia na
medula éssea e posteriormente a liberagao de formas maduras e imaturas de neutroéfilos
no sangue periférico (MANZ; BOETTCHER, 2014). O excesso de neutrofilos imaturos na
periferia e infiltrados nos tecidos esta relacionada a deterioragédo clinica em pacientes
sépticos (DAIX et al., 2018). Além disso, defeitos na migragao para o local da infecgéo e
a atividade funcional aumentada, como a presenga prolongada de EROs e NETs na
vasculatura ou nos tecidos, foram identificadas durante a doenga, o que também é
considerado um fator critico para a sua progressdo (CAMICIA et al., 2014; SHEN et al.,
2017). Nesse sentido, buscar alvos moleculares baseados nos aspectos funcionais da
resposta celular de neutrofilos pode configurar possiveis alternativas terapéuticas.

Diferentes modelos animais tém sido utilizados para estudar a patogénese da
sepse, e, por conseguinte, avaliar a eficacia de novos farmacos. Dentre esses modelos

destacam-se os que utilizam a toxemia induzida pela administracédo sistémica do LPS,
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infecgdes bacterianas via inoculagao intraperitoneal, intravenosa ou pulmonar, e a ruptura
da barreira do hospedeiro por meio da CLP com infecg&o polimicrobiana (BURAS et al.,
2005; SORDI et al., 2013; YANG et al., 2018). Nenhum desses protocolos de forma
individual representa uma plataforma perfeita para testes de terapias medicamentosas, e
0 uso de modelos complementares ou combinados se faz necessario para o
desenvolvimento de novos farmacos (BURAS et al., 2005; LEWIS et al., 2016).

O modelo de sepse induzida por CLP se assemelha a progresséao e caracteristicas
da sepse humana podendo reproduzir diferentes graus de severidade da infecgdo (RUIZ
et al., 2016). Camundongos submetidos a CLP e a uma infecgdo sem disfungdo orgénica
nao apresentam deficiéncias no recrutamento de neutrofilos para o local da infecgéo.
Entretanto, durante a sepse ocorre uma falha acentuada na infiltragao neutrofilica para o
peritbnio mesmo algumas horas ap6s a CLP. Como esperado, a carga bacteriana nao &
eficientemente controlada e a disseminagcédo de patégenos para o sangue é observada
(BENJAMIM et al., 2000). Da mesma forma, foi demonstrado que ratos desafiados
sistemicamente com LPS demonstraram defeitos no recrutamento de neutrofilos para a
cavidade peritoneal (TAVARES-MURTA et al., 2001). Ja no protocolo de sepse induzida
por pneumonia, apods 24 horas da administracdo intratraqueal de K. pneumoniae, foi
observado o pico da infiltragdo massiva de neutrdéfilos para os pulmdes (SORDI et al.,
2013). Esses dados indicam que mecanismos distintos contribuem para migragao celular,
mecanismos esses influenciados tanto pela severidade quanto pelo foco inicial da
infecgao.

A remocao de acidos sialicos na membrana de neutroéfilos altera sua adesividade,
quimiotaxia e migragao para os focos infecciosos (CROSS et al., 2003; SAKARYA et al.,
2004; FENG et al., 2011). Apesar de nao ter abordado o efeito in vivo do Oseltamivir
diretamente em neutréfilos, foi observado que nos modelos de sepse induzida por
peritonite ou pneumonia em camundongos, esse farmaco diminui a infiltracdo de
neutréfilos nos espagos broncoalveolares ou tecidos pulmonares, sugerindo que a
regulagcdo da migragcdo a partir da reducdo da atividade de NEU contribui para a
sobrevivéncia de camundongos durante a doenca.

Curiosamente, o tratamento com o Oseltamivir produziu efeitos opostos em

relagdo a migragéo de neutroéfilos para o foco de infecgéo. Isso pode ser explicado pelos
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diferentes mecanismos envolvidos na migragao de neutrdéfilos para a cavidade peritoneal
e pulmdes. Embora a expressdo de CD62L e o rolamento de neutréfilos pelo endotélio
sejam necessarios para sua migracao para a cavidade peritoneal, esse efeito n&o parece
ser necessario para a migragao para os pulmodes (PETRI et al., 2008; ALVES-FILHO et
al., 2010). Além disso, a ativagdo sistémica de neutrdfilos leva ao enrijecimento e
deformidades celulares, resultando na retencdo de neutréfilos nos pequenos capilares
dos pulmbes (WORTHEN et al., 1989).

Park et al. (2019) demonstrou que na sepse induzida pela administracdo
intraperitoneal de LPS inicialmente a motilidade dos neutrofilos nos capilares pulmonares
aumenta e progressivamente diminui até parar durante o desenvolvimento da doenca.
Entdo, os neutrofilos obstruem os vasos e liberam EROs in situ contribuindo para a
disfungdo endotelial. Esses neutrofilos sequestrados no pulm&o possuem uma alta
expressdo na membrana plasmatica de CD11b/CD18 (Mac-1) quando comparados aos
da circulagao. Ja o tratamento com um inibidor de Mac-1 reduz a infiltragdo de neutrofilos
para os vasos do pulmao e o dano vascular.

Um outro aspecto importante € a transmigragédo de neutréfilos do compartimento
vascular para o local da infeccdo, que € impulsionada pela interacdo entre
quimioatraentes e o CXCR2 na membrana de neutrdfilos, que é regulado negativamente
durante o curso da sepse (LEFKOWITZ et al., 2005; RIOS-SANTOS et al., 2006; LEE et
al., 2015). Estudos mostram que a estimulacdo prolongada ou repetida leva a
internalizacdao de CXCR2, um receptor acoplado a proteina G, de maneira dependente
de GRKs (do inglés GPCR kinases), -arrestina e clatrina (LEFKOWITZ; SHENQY, 2005;
LEE et. al., 2015). Assim, reguladores negativos que podem impedir a internalizagdo do
CXCR2 sao sugeridos como alvos promissores para regular a migragéo celular durante
a sepse (RIOS-SANTOS et al., 2006; MARTIN et al., 2010; SHEN et al., 2021). Por outro
lado, o CCR2, n&do encontrado comumente na superficie de neutrofilos em condigcdes
basais, comeca a ser expresso apos a inducao da sepse e contribui para o recrutamento
de neutrofilos para 6rgéos distantes do local da infecgcdo (SOUTO et al., 2011).

Dessa forma, a diminuicdo da migragao de neutrdfilos para os pulmdes apds o
tratamento com o Oseltamivir evidenciada aqui parece ser um fator determinante para

impedir a injuria tecidual tanto quando o foco inicial da infec¢ao foi a cavidade peritoneal
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quanto o trato respiratorio superior. Nos experimentos in vitro foi verificado que a inibigdo
de NEU reduziu a perda de CD62L e CXCR2 bem como o aumento de CD11b induzido
pelo LPS, sugerindo um mecanismo que favorece o redirecionamento ou regulagédo da
migracédo de neutrofilos na sepse. Esse efeito foi acompanhado do reestabelecimento
dos conteudos de acidos sialicos na superficie de neutrofilos pulmonares nos trés
modelos avaliados.

Em termos funcionais tanto a atividade oxidante quanto a capacidade de
fagocitose por neutrofilos estdo prejudicadas durante a sepse (DELANO et al., 2011,
MISHRA et al., 2012; DEMARET et al., 2015). A atividade de cinases, que medeiam as
cascatas de sinalizacdo da fungdo dos neutréfilos, também foi apontada como
amplamente prejudicada em pacientes com a doenga (HOOGENDIJK et al., 2019). Os
neutréfilos matam os patdgenos invasores por meio de proteases digestivas contidas no
fagolisossomo, que é regulado pelo pH do fagossomo (LEVINE et al., 2015). Durante a
inflamagéo, a produgdo de EROs por neutrofilos leva a acidificagcdo do fagossomo
levando a destruigdo dos microrganismos ingeridos (KOVACH; STANDIFORD, 2012).
Consistente com isso, a acidificacdo dos neutréfilos peritoneais foi associada a
mortalidade em um modelo animal de sepse induzida por peritonite (CHISWICK et al.,
2015). Aléem disso, as serinoproteases liberadas por neutréfilos podem clivar os
receptores do complemento, como o C5aR, levando a um defeito na fagocitose, em parte
devido a sua capacidade de encontrar alvos opsonizados (MORRIS et al., 2011).

Nos experimentos in vitro demonstrados aqui foi possivel observar um efeito
contrario com relagdo a fagocitose relatada durante a sepse. Foi evidenciado um
aumento da capacidade fagocitica e incorporagao de E. coli por neutréfilos estimulados,
provavelmente relacionado ao também aumento da expresséo de receptores fagociticos
CD11b na membrana. O estimulo da fagocitose devido o aumento da atividade sialidase,
em especial de NEU1, em outras células também ja foi estudado por outros grupos
(SEYRANTEPE et al., 2010; ALLENDORF; BROWN, 2022). Possivelmente os defeitos
na fagocitose durante a sepse ocorrem em estagios mais intermediarios e tardios da
infeccdo, em que também é encontrado estagios de imunossupressao (PILLAY et al.,
2012; DE KLEIJN et al., 2013).
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A manutencdo da geragdo de EROs também é fundamental para o desfecho da
sepse. Em pacientes com sepse fatal, observou-se um aumento acentuado da produgao
de EROs por neutréfilos (SANTOS et al., 2012). Essa produgéo descontrolada pode se
acumular nos leitos vasculares contribuindo para a perda da integridade da barreira
endotelial e subsequente vazamento vascular, levando a lesdes organicas, como a lesédo
pulmonar aguda (FOX et al., 2013; ZHAO et al., 2020). Os niveis excessivos de EROs
também podem induzir a NETose litica. Assim como as EROs, as NETs podem proteger
o hospedeiro devido suas propriedades antimicrobianas, enquanto a NETose excessiva
durante a sepse também demonstrou ser prejudicial ao hospedeiro por induzir trombose
intravascular, coagulagédo intravascular disseminada e disfungdo de multiplos 6rgaos
(KIMBALL et al., 2016; DELABRANCHE et al., 2017).

Nesse contexto, fazendo um paralelo entre os dados in vitro e in vivo encontrados
nesse estudo, a inibicdo da NEU endogena regulou a fagocitose, a produgao de EROs e
a liberagdo de NETs por neutréfilos, sugerindo que durante a sepse a inibicdo dessa
enzima é um fator benéfico. O papel da ativagédo de neutrdfilos induzida por NEU sugerido
aqui concorda com um estudo anterior no qual a delecdo de NEU1 em células
hematopoiéticas conferiu resisténcia a endotoxemia (CHEN et al., 2014). No mesmo
estudo, o inibidor de NEU Neu5Gc2en aumentou a sobrevivéncia de camundongos
sépticos (CHEN et al., 2014). Em um outro estudo, a inibicdo de NEU no sangue também
aumentou a sobrevivéncia de animais submetidos a sepse induzida por E. coli. O
aumento da atividade de NEU soluvel no soro leva a uma reducdo dos conteudos de
acidos sialicos presentes em glicoproteinas e a sua depuragéo na circulagdo, como no
caso da fosfatase alcalina (FAL) intestinal, envolvida na desintoxicagdo pelo LPS
circulante (YANG et al., 2018). Portanto, o tratamento de camundongos com inibidores
de NEU parece levar a uma inibicdo sistémica da enzima, que esta amplamente
distribuida e pode contribuir para desregulagao celular e interferir na atividade de
proteinas envolvidas na remogéo de PAMPs do organismo.

A ativacdo desregulada de NEU enddgenas na sepse é reforgada indiretamente
pelo fato de que acidos sialicos na sua forma livre podem ser encontrados na circulagéo
de pacientes com a doenga. Juntamente com a dosagem de outros marcadores

importantes para o diagndstico, em especial a procalcitonina, a determinagao dos niveis
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séricos desse carboidrato no soro se mostrou como uma alternativa de alta eficacia,
principalmente em casos de sepse viral (YAO et al., 2020).

A infecgao pelo SARS-CoV-2 em individuos n&o vacinados desencadeia doenga
leve na maioria dos pacientes, porém uma parcela pode evoluir para doenga grave com
muitas caracteristicas semelhantes a sepse, incluindo sindrome do desconforto
respiratorio agudo, a tempestade de citocinas e a desregulagao de neutréfilos (GUAN et
al.,, 2020; WANG et al.,, 2020). Os programas de transcrigdo encontrados em
subconjuntos de neutrofilos do sangue e pulmdes de pacientes graves com COVID-19
estdo relacionados a disfuncdo celular, coagulacéo e formagado de NETs (SCHULTE-
SCHREPPING et al., 2020; SILVIN et al., 2020; VERAS et al., 2020).

No presente estudo foi observado que neutréfilos de pacientes com COVID-19
grave estéo ativados conforme relatado anteriormente (SCHULTE-SCHREPPING et al.,
2020). Também foi mostrado que NEU1 tem uma alta percentagem de expresséo em
neutréfilos do trato respiratério de pacientes com COVID-19 critica, mas ndo nos
convalescentes. O aumento da presenca de NEU1 na membrana plasmatica de
neutrofilos também foi identificada. Ainda neutrdfilos circulantes desses pacientes
também apresentaram niveis diminuidos de acidos sialicos de superficie, sugerindo um
papel relevante de NEU para a patologia da COVID-19.

Interessantemente, o tratamento ex vivo com os inibidores da NEU Oseltamivir e
Zanamivir regularam a densidade de acidos sialicos e a superativagado de neutrofilos de
pacientes com COVID-19. Esses dados podem indicar que a inibigado de NEU permitiu
que sialiltransferases enddgenas restaurem os residuos desses carboidratos nos
glicoconjugados de superficie. Mudangas rapidas do conteudo de acidos sialicos por
sialidases e sialiltransferases parecem ser um mecanismo importante para controlar a
resposta dos neutréfilos (RIFAT et al., 2008). Além disso, em neutrofilos ndo estimulados
de doadores saudaveis ou de pacientes convalescentes, a inibigdo de NEU n&o interfe
no estado de repouso ou ndo alterou o contetido de acidos sialicos de membrana. E
provavel que a atividade basal de NEU n&o esteja envolvida na clivagem de acidos
sialicos em neutrofilos ndo ativados.

Para entender como neutréfilos se tornam superativados durante a COVID-19

estudos mostram que essas células podem ser estimuladas diretamente pelo SARS-CoV-
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2 (VERAS et al., 2020), citocinas (WANG et al., 2020), e por alarminas, como o complexo
S100A8/A9 (SILVIN et al., 2020), um ligante de TLR4 (VOGL et al., 2018). Concentragbes
elevadas de S100A8/A9 no soro parecem mediar o aparecimento de subpopulagdes de
neutrofilos com um fendtipo relacionado a ativacao celular, e também estdo implicados
com a gravidade e no mau prognéstico clinico da COVID-19 (CHEN et al., 2020; GUO et
al., 2021).

A partir dos resultados encontrados por esse estudo é possivel sugerir que a NEU
soluvel, juntamente com outros fatores circulantes, também é responsavel pela ativagéao
de neutréfilos na COVID-19, a medida que mesmo na presenga do plasma inativado pelo
calor os efeitos atribuidos a NEU ainda acontecem, mesmo que reduzidos. Foi
demonstrado aqui que a rh S100A8 é capaz de mimetizar os efeitos do LPS e induzir
atividade sialidase. Considerando que durante a COVID-19 o aumento dos niveis
circulantes de S100A8/A9 ¢ dos fatores que definem a severidade da doencga, é possivel
qgue esse complexo contribua fortemente para retroalimentacao positiva da atividade de
NEU e induza a superativagao celular.

O uso terapéutico de inibidores da NEU para COVID-19, especialmente o
Oseltamivir, tem sido abordado ao longo da pandemia e os desfechos clinicos associados
ao tratamento parecem ser contraditérios. (TAN et al., 2020) mostraram que o uso clinico
de Oseltamivir ndo melhorou os sintomas dos pacientes e ndo retardou a progresséo da
doenga. Por outro lado, (LIU et al., 2020) realizaram um estudo de coorte em Wuhan
(China) com 1190 participantes e apontou que o tratamento com Oseltamivir foi benéfico
na COVID-19 e associado a uma diminuicdo do risco de morte em pacientes graves.
Alguns estudos também sugerem como a progressao e o desfecho da doenca podem ser
melhorados em uma terapia combinada com o Oseltamivir (CHIBA, 2021; JIE et al., 2021;
RAMATILLAH; ISNAINI, 2021; TAN et al., 2021).

Varios modelos animais foram propostos como alternativas para elucidar de forma
pré-clinica a patogénese e possiveis candidatos para tratar a COVID-19, incluindo
camundongos, furdes, hamsters sirios e primatas (SHOU et al., 2021). A resisténcia de
camundongos a infecgao por SARS-CoV-2 levou ao estabelecimento de estratégias para
adaptar esses roedores a infecgdo modificando o hospedeiro ou o virus. Uma das

estratégias mais comuns tem sido a infecgdo de camundongos transgénicos expressando



99

ACE2 humano (hACE2) (DINNON et al., 2020). No entanto, esses modelos animais em
geral ndo conseguem reproduzir a pneumonia prolongada com manifestagcdes graves e
comprometimento de multiplos 6rgaos, além de apresentar alta taxa de replicagdo do
SARS-CoV-2 em tecidos n&o-alvo (BAO et al., 2020). Além disso, devido as diferengas
interespécies, um conjunto de modelos é necessario para uma compreensao mais ampla
do tropismo viral, replicagéo, disseminagao, sinais clinicos, patogénese e resposta imune
causada pelo SARS-CoV-2 (MUNOZ-FONTELA et al., 2020).

O uso de outros betacoronavirus, como o coronavirus murino, foi sugerido como
uma estratégia para mimetizar os principais aspectos da infec¢do por coronavirus
humanos. Entre os coronavirus murinos, o grupo conhecido como coronavirus da
hepatite murina (MHV) é o protétipo desse género e capaz de induzir uma doenga grave
e letal em camundongos e algumas de suas variantes podem apresentar tropismo
pulmonar inicial quando inoculadas por via intranasal, antes da disseminagéao sistémica
se assemelhando a sindrome respiratoria aguda grave evidenciada na COVID-19 (YANG
et al., 2014; KORNER et al., 2020). Uma vantagem importante de usar este modelo
murino é a exigéncia de nivel de biossegurancga 2 (BSL2), o que o torna significativamente
menos oneroso e mais seguro para a triagem de compostos de interesse terapéutico
(ANDRADE et al., 2021).

Camundongos C57BL/6J inoculados com MHV-3 desenvolvem uma resposta
inflamatoria robusta levando a lesbes pulmonares agudas, incluindo edema alveolar, e
hemorragia, prejudicando a fungao respiratoria com aumento da frequéncia respiratoria.
Apoés a manifestagdo respiratéria, a infecgdo pelo MHV-3 torna-se sistémica e a carga
viral pode ser detectada em multiplos 6rgaos. A manifestagéo sistémica € marcada pela
gueda acentuada do numero de plaquetas e linfécitos circulantes bem como um aumento
significativo na porcentagem de neutrofilos e macréfagos/mondcitos. Além disso, ocorre
uma elevagao da concentragao das citocinas pro-inflamatoérias IL-18, IL-6, IL-12, IFN-y e
TNF-a, espelhando assim algumas caracteristicas clinicas observadas em casos
moderados e graves de COVID-19 (ANDRADE et al., 2021).

Por fim, os dados encontrados com neutréfilos humanos de pacientes com COVID-
19 ex vivo foram correlacionados ao efeito do Oseltamivir in vivo mostrando que o

tratamento de camundongos infectados com o betacoronavirus MHV-3 reduziu a carga
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viral e diminuiu a infiltracdo de neutréfilos para os pulmdes, consequentemente
melhorando o dano tecidual. No entanto, para o estabelecimento dessa terapia, mais
estudos serdo necessarios, € 0 uso off-label do Oseltamivir deve ser realizado com

cautela e sob supervisdo médica.
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7. CONCLUSAO

Coletivamente, os resultados contidos neste trabalho indicam que a ativacdo de
NEU do hospedeiro, em especial NEU1, é dependente da interacdo com a MMP-9 na
membrana celular de neutroéfilos humanos estimulados com LPS. Uma vez ativada, NEU1
cliva acidos sialicos de membrana levando a ativagdo celular e a consequente
estimulacdo exacerbada da funcao de neutrdfilos.

Em modelos experimentais de sepse em camundongos a inibicdo de NEU do
hospedeiro regula a migragdo de neutréfilos para os focos infecciosos, melhorando o
controle da infecgdo e a lesao tecidual, resultando em altas taxas de sobrevivéncia.

Em pacientes com COVID-19 grave a elevagao da expresséo e atividade de NEU1
também foi associada a desregulacédo da fungédo de neutrofilos. Durante um modelo de
inflamagé&o pulmonar induzida por um betacoronavirus, semelhante a COVID-19 em
humanos, a inibicado de NEU também se mostrou benéfica a partir, pelo menos em parte,
do controle da migragao e danos induzidos por neutrofilos.

Esses achados destacam o papel de NEU como reguladores-chave das fungbes
dos neutrofilos e sugerem o reposicionamento de inibidores ja utilizados na clinica, a
exemplo do Oseltamivir, como uma interveng¢ao direcionada ao hospedeiro para regular

as respostas dessas células durante a sepse e a COVID-19.

Figura 26. NEU endégenas na desregulagao
de neutréfilos durante a inflamagcdao. Em
contextos inflamatorios, sejam eles mimetizado
in vitro na presenga do LPS, in vivo em modelos
animais de sepse ou até mesmo durante
doencas virais como a COVID-19, o aumento
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da atividade de NEU ao clivar carboidratos de
membrana leva ao aumento das funcodes
citotoxicas de neutrofilos. A  inibicdo
farmacologica dessa enzima, por sua vez,
parece regular a atividade dessas células e
pode representar um novo alvo para desordens
as quais a atividade excessiva de neutrdéfilos é
um fator determinante para a patogénese. NEU
= neuraminidases; LPS = lipopolissacarideo.
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Caracteristicas demograficas e clinicas dos doadores saudaveis incluidos no estudo

Caracteristicas demograficas e clinicas na inclusao

Género (Masculino/Feminino)

|Idade (Anos, Mediana (IQR))

Eventos inflamatoérios recentes

Fumantes domésticos

21/16

46 (18 - 64)

0 (0%)

2 (5.7%)

Dados laboratoriais na inclusdo

Hemoglobina (g/dL, Mediana (IQR))
Hematdcrito (%, Mediana (IQR))
Leucdcitos (/mm?3, Mediana (IQR))
Neutrofilos (/mm?3, Mediana (IQR))
Linfécitos (/mm3, Mediana (IQR))
Mondcitos (/mm?3, Mediana (IQR))

Plaquetas (103/mm?3, Mediana (IQR))

17.2 (14.2 - 19.3)

43.8 (38.5 — 49.6)

5312 (1002 — 5992)

4541 (1992 — 5392)

4932 (3002 - 6392)

612 (413 — 702)

571 (302 — 643)

IQR: interquartile range
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ANEXO B

Caracteristicas demograficas, clinicas e bioldgicas dos pacientes com COVID-19

incluidos no estudo

Caracteristicas demograficas e clinicas na inclusao

Género (Masculino/Feminino) 18/10
Idade (Anos, Mediana (IQR)) 68 (25 - 84)
Obesidade (n, (%)) 6 (21.4%)
Diabetes (n, (%)) 10 (35.7%)
Cancer (n, (%)) 4 (14.2%)
Imunodepresséao (n, (%)) 5 (17.8%)
Duragao da Hospitalizagao durante a inclusao (Dias, 4.5 (2.25-6.75)

mediana (IQR))

Duracéo dos sintomas antes da inclugéo (Dias, 12 (10.25 - 15.13)
mediana (IQR))

Duragéao do tratamento com dexametasona (Dias, 5(2.25-6)
mediana (IQR))

Gravidade durante a hospitalizagao

Fluxo de oxigénio maximo <3L/mn 14 (50%)
Fluxo de oxigénio maximo >3L/mn 8 (28.6%)
Necessidade de fluxo de oxigénio nasal (n, (%)) 6 (21.4%)

Alta extra-hospitalar 6 (27.3%)



Morte

Tempo de hospitalizagc&o (Dias, mediana (IQR))
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7 (25%)

14 (8.25 — 27.25)

Dados laboratoriais na inclusdo

Hemoglobina (g/dL, Mediana (IQR))
Hematocrito (%, Mediana (IQR))
Leucdcitos(/mm?3, Mediana (IQR))
Neutrofilos (/mm?3, Mediana (IQR))
Linfécitos (/mm3, Mediana (IQR))
Mondcitos (/mm?3, Mediana (IQR))
Plaquetas (103/mm?3, Mediana (IQR))
Fibrinogénio ativado (g/L, Mediana (IQR))
ELISA D-dimeros (ng/mL, Mediana (IQR))

Proteina C reativa (mg/L, Mediana (IQR))

14.1 (11.25-15.8)

39.2 (32.6 — 41.13)

8214 (3995 — 11660)

7214 (2956 — 11225)

1385 (565 — 3224)

415 (168 — 975)

222 (117 — 444)

5.44 (5.125 — 6.93)

1120 (622 — 3123)

96.4 (22 — 216)

IQR: interquartile range
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Estratégia de gate representativa usada para analise de neutréfilos. Um grafico de pontos
caracteristico plotado em fungao do side scatter (SSC) versus forward-scatter (FSC) foi usado
para selecionar a populagao de neutrdéfilos (A) do sangue periférico coletado de doadores
saudaveis e pacientes com COVID-19. A autofluorescéncia (B) e os eventos duplos (C-D)
foram removidos da analise e as células viaveis foram selecionadas (E). Células
CD66b*/CD15" (F) foram selecionadas e o MFI de marcadores de superficie como o CD62L
(G) foi avaliado. Cerca de 96% das células CD66b" sdo neutréfilos maduros
(CD66b""/CD16"9") e 4% das células CD66b* sdo CD66b""/CD16"", o que é sugestivo de
neutrofilos imaturos ou eosindfilos (H). Para a analise de neutrdfilos isolados, foi realizada
uma estratégia de gate semelhante. Para mondcitos isolados, as células CD14" foram
selecionadas. Aproximadamente 100.000 eventos foram adquiridos em cada analise. A
analise foi realizada em um FACSVerse utilizando o software FACSuite (BD Biosciences) e o
software FlowJo (FlowJo LLC).
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ANEXO D

A Controles técnica de imunofluorescéncia indireta — Neutrofilos de doadores suadaveis

Merge 100X

Controles técnica de imunofluorescéncia indireta — Neutréfilos de Pacientes com COVID-19

B Controles técnica de Duolink PLA — Neutréfilos de doadores saudaveis incubados com LPS

1) Incubagdo com apenas uma da probes (minus ou plus)

DAPI MINUS PROBE

2) Incubagéo com apenas um dos anticorpos primarios (anti-NEU1 ou anti-MMP-9)

only NEU1

3) Avaliagao de uma interagédo/proximidade que n&o ocorre

DAPI NEU1-p47phox

Controles negativos técnicos para os experimentos de imunofluorescéncia indireta e
Duolink PLA. Neutrdfilos isolados de doadores saudaveis ou de pacientes com COVID-19
foram testados em laminas contendo 0,3 x 10° células. A marcac&o do anticorpo secundario
Alexa Fluor 555 anti-rabbit (vermelho) foi usada na auséncia de um anticorpo primario e usada
como controle negativo nos protocolos de imunofluorescéncia indireta (A). Para o ensaio de
ligagdo de proximidade Duolink PLA, trés controles diferentes foram usados para garantir
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resultados positivos. Primeiramente, os experimentos foram conduzidos com a incubagao com
um mouse anti-human NEU1 (1:100) mais um rabbit anti-human MMP-9 (1:100), no entanto,
apenas a sonda MINUS foi utilizada (1). Outro controle técnico foi adicionado realizando o
protocolo com a incubacg&o primaria apenas na presenga de um dos anticorpos primarios alvo
no ensaio, o anti-NEU1 (1:100) (2). O ultimo controle técnico consistiu em direcionar uma
interagdo que nao existe. Neste caso foi avaliada a interagdo entre NEU1 e a subunidade
p47phox da NADPH-oxidase (3) (B). O DAPI foi usado para coloragdo de DNA (azul) em
ambos os protocolos (A e B). Fotos representativas sobrepostas (ampliagdo de 100x)
demonstram fluorescéncia minima ou inexistente. As fotos foram capturadas de pelo menos
de 3 campos diferentes e analisadas usando o software ImageJ® 1.53J (A-B). DAPI = 4',6-
diamidino-2-fenilindol; NEU = neuraminidase; MMP = matriz metaloproteinase.
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