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RESUMO

Os eosindfilos participam da patogénese de vérias doengas inflamatorias, incluindo
infeccdes parasiticas e doencas alérgicas. Dentre as doencas alérgicas, a eosinofilia tem
presenca marcante na asma. Atualmente, a asma afeta 300 milhdes de individuos no mundo,
sendo considerada um problema de saide publica mundial. A asma é uma doenga inflamatéria
crOnica que envolve interacOes entre fatores externos e genéticos, € tem como caracteristicas
principais a inflamacdo pulmonar e a hiperresponsividade bronquica. O recrutamento de
eosindfilos para as vias aeriferas contribui para o cardter cronico da asma. A migracdo de
eosindfilos para o tecido inflamado € um processo complexo, que € regulado por numerosos
fatores, incluindo citocinas, quimiocinas, 6xido nitrico (NO) e interagdes de moléculas de
adesdo. Estudos prévios investigaram as interagdes funcionais entre NO e CC-quimiocinas.
Young e colaboradores (1999) mostraram que o nimero de eosinéfilos no lavado
broncoalveolar (LBA) de macacos desafiados estd marcadamente aumentado 24 horas apds
o desafio, e que este aumento € acompanhado de altos niveis de NO no ar exalado e de
eotaxina no LBA. Em pacientes com rinite, a eotaxina aumentou o nimero de eosinéfilos
no fluido do lavado nasal e também os niveis de NO nasal (Hanazawa et al, 1999). Em
contraste, em modelos murinos de asma a inibi¢do seletiva da NOS induzivel resultou na
reducdo da migracdo eosinofilica para os pulmdes (Feder ef al., 1997; Iijima et al., 2001),
que estava associada com o aumento da expressdao da CC-quimiocina proteina quimiotdtica
para mondcito-1 (MCP-1) no tecido pulmonar (Trifilieff et al, 2000). Além disso, NO (ou
doadores de NO) também sdo capazes de inibir a produ¢do de RANTES (Frank et al,
2000). O NO via formagdo de peroxinitrito (ONOO") também pode reduzir a migracdo de
eosindfilos induzida por eotaxina (Sato ef al, 2000). Entretanto, o papel modulatério do
NO nas fungdes do eosindfilo mediadas por CC-quimiocinas ainda permanece
contraditorio. Portanto, o presente trabalho investigou o efeito modulatério do NO na
adesdo aumentada, quimiotaxia e desgranulacdo do eosindfilo induzidas pelas CC-
quimiocinas eotaxina € RANTES in vitro, e a expressdao de VLA-4 e Mac-1 na superficie

do eosinoéfilo.
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Nos realizamos ensaios funcionais (adesdo e desgranulacdo), andlise da expressdo de
moléculas de adesdo por citometria de fluxo (VLA-4 e Mac-1) e a investigacdo de residuos
de tirosina nitrada para avaliar interagcdes do NO com CC-quimiocinas em eosindfilos
humanos. Os ensaios de MTT mostraram que as incubagdes de eosinéfilos por 2, 3, ou 4
horas com eotaxina (10, 100 e 1000 ng/ml) ou RANTES (10, 100 e 1000 ng/ml) ndo afetam
a viabilidade celular e, em determinadas condi¢des, até promovem a ativacdo das células.
Os resultados de adesdo a fibronectina mostraram que a eotaxina (10, 100 e 1000 ng/ml) ou
RANTES (10, 100 e 1000 ng/ml) ndo aumentam a adesdo de eosinéfilos em periodos de
incubacgdo de 2 e 3 horas. Entretanto, a incubacio de eosindfilos por 4 horas com eotaxina ou
RANTES aumentou significativamente a adesdao a fibronectina. O L-NAME (0.1 mM),
individualmente, aumentou significativamente a adesao de eosinéfilos a fibronectina; porém a
co-incubagdo de L-NAME com eotaxina (ou RANTES) ndo afetou a adesdo observada com
cada agente isoladamente. Além disso, a expressdo de VLA-4 e de Mac-1 nao foi modificada
em nenhuma das condi¢cdes experimentais testadas. Eotaxina e RANTES também ndo foram
capazes de aumentar os niveis de GMPc nos eosindfilos, em condi¢des onde o SNP (0.1 mM),
usado como controle positivo, aumentou significativamente os niveis desse segundo
mensageiro. Além disso, eosindfilos tratados com L-NAME, eotaxina e RANTES,
individualmente, foram capazes de desgranular estas células, mas a co-incubacdo de L-
NAME com eotaxina (ou RANTES), ndo alterou esta resposta. Os resultados de
quimiotaxia mostraram migracdo significativa de eosindfilos (tratados ou ndo com L-
NAME) em resposta a eotaxina ou RANTES. Os resultados obtidos de Western blotting para
3-nitrotirosina mostraram auséncia de proteinas nitradas nos eosindfilos de individuos sadios
ou asmaticos. No conjunto, nossos resultados mostram que, nas condicdes experimentais
estabelecidas, o NO ndo modula adesdo, migracdo e desgranulacdo em eosindfilos

estimulados com eotaxina ou RANTES.
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ABSTRACT

Eosinophils participate in the pathogenesis of many inflammatory diseases,

including parasitic infections and allergic diseases. Of the allergic diseases, asthma is
characterized by eosinophilia. Currently, asthma affects 300 million people in world, and is
an important public health problem. Asthma is an inflammatory chronic disease that
involves interactions between external and genetic factors, and has lung inflammation and
bronchial hyperresponsiveness as major features. The recruitment of eosinophils into
airways contributes to the asthma chronic character. The eosinophil migration to inflammed
tissue is a complex process regulated by several factors, including cytokines, chemokines,
nitric oxide (NO) and adhesion molecule interactions. Previous studies have investigated
the functional interactions between NO and CC-chemokines. Young et al. (1999) showed
that the number of eosinophils in the bronchoalveolar lavage (BAL) fluid of challenged
monkeys is markedly increased at 24 h post-challenge, accompanied by higher levels of
both exhaled NO and eotaxin in BAL fluid. In rhinitis patients, eotaxin increased the
number of eosinophils in the nasal lavage fluid, and that was also accompanied by elevated
nasal NO levels (Hanazawa et al., 1999). In contrast, in murine models of asthma, selective
inhibition of inducible NOS resulted in a reduction in pulmonary eosinophil migration
(Feder et al., 1997; Iijima et al., 2001), with an increased expression of the CC-chemokine
monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) in the lung tissue (Trifilieff et al., 2000).
Moreover, NO (or NO donors) have also been shown to inhibit the production of RANTES
(Frank et al., 2000). Nitric oxide via peroxynitrite (ONOQO") formation is reported to reduce
eotaxin-induced eosinophil migration (Sato et al., 2000). However, the modulatory role of
NO in the CC-chemokines-mediated eosinophil functions is still not well understood.
Therefore, the present study was designed to investigate the modulatory effect of NO in the
enhanced eosinophil adhesion, chemotaxis and degranulation induced by the CC-
chemokines eotaxin and RANTES in vitro, and the expression of VLA-4 and Mac-1 on the

eosinophil surface.
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We therefore carried out functional assays (adhesion and degranulation), flow cytometry
analysis of adhesion molecules (VLA-4 and Mac-1 expression) and investigation of
tyrosine nitration to evaluate the interactions between NO and CC-chemokines in human
eosinophils. MTT assays showed that incubation of eosinophils for 2, 3 or 4 hours with
eotaxin (10, 100 and 1000 ng/ml) or RANTES (10, 100 and 1000 ng/ml) did not affect
cellular viability and, in some conditions, even caused cellular activation. The results of
adhesion to fibronectin showed that eotaxin (10, 100 and 1000 ng/ml) or RANTES (10, 100
and 1000 ng/ml) did not increase eosinophil adhesion at 2 or 3 hours of incubation.
Nevertheless, the incubation of eosinophils for 4 hours with eotaxin or RANTES
significantly increased adhesion to fibronectin. L-NAME (0.1 mM), alone, significantly
increased eosinophil adhesion to fibronectin; however the co-incubation of L-NAME with
eotaxin (or RANTES) did not affect the adhesion of each agent. Moreover, expression of
VLA-4 and Mac-1 were not modified by any of the experimental conditions. Eotaxin and
RANTES did not increase eosinophil cGMP levels under the same conditions in which SNP
(0.1mM), used as a positive control, significantly increased the levels of this second
messenger. Furthermore, eosinophils treated with L-NAME, eotaxin and RANTES, alone,
demonstrated degranulation, however the co-incubation of eosinophils with L-NAME and
eotaxin (or RANTES) did not alter this response. Chemotaxis assays showed a significant
eosinophil (treated or not with L-NAME) migration in response to eotaxin or RANTES.
Western blotting for 3-nitrotyrosine-3 showed a lack of nitrated proteins in eosinophils from
healthy or asthmatic donors. Taken together, results show that, under the experimental
conditions established, NO does not modulate adhesion, migration and degranulation in

eotaxin or RANTES-stimulated eosinophils.

XXViii



1. INTRODUCAO
1.1 O eosinéfilo

O eosindfilo € um leucdcito polimorfonuclear e sua primeira descricio ¢,
provavelmente, a de T. W. Jones (Jones, 1993) que em 1846 identificou no sangue uma
chamada “célula granular grosseira”, cujas caracteristicas correspondem ao eosinéfilo. O
termo eosindfilo foi primeiramente usado em 1879 por Paul Ehrlich, que demonstrou a
grande afinidade tintorial desta célula por corantes 4cidos, como a eosina (Jones, 1993;
Giembycz & Lindsay, 1999; Adamko et al., 2005).

O desenvolvimento e a diferenciacdo dos eosinéfilos acontecem no interior da
medula d6ssea e sd@o promovidos por 3 citocinas, o fator estimulador de colonias de
granuldcitos e macrofagos (GM-CSF), a interleucina-3 (IL-3) e a IL-5 (Rosenberg ef al,
2007). O GM-CSF e a IL-3 atuam em progenitores na fase inicial da diferenciacgdo, e a IL-5
parece ser ativa na fase tardia da diferenciacdo, ou seja, na diferenciacdo terminal, atuando
em precursores ja comprometidos com a linhagem eosinofilica (Denburg, 1998; Rosenberg
et al, 2007). Acredita-se que a IL-5 seja a responsdvel pela liberacdo dos eosinéfilos
maduros da medula 6ssea para o sangue (Weller, 1997; Lampinem et al., 2004; Weller et
al., 2005).

Na espécie humana, os eosinéfilos maduros tém, geralmente, o nicleo bilobado.
Porém, uma caracteristica morfolégica marcante deste tipo celular é a existéncia de
numerosos granulos citoplasmaticos. Os granulos podem ser identificados como: granulos
especificos (ou secundérios), granulos pequenos, granulos primdrios e corpusculos
lipidicos. Os granulos especificos humanos sdo de grande importancia por conterem 4
proteinas catidnicas: proteina basica principal (MBP), proteina catidénica do eosinéfilo
(ECP), peroxidase do eosindfilo (EPO) e a neurotoxina derivada do eosinéfilo (EDN).
Esses granulos tém um ndcleo, ou cristaléide, que € evidenciado por microscopia
eletronica, composto basicamente por MBP, que corresponde a mais de 50% do total de
proteina isolada dos grinulos eosinofilicos (Giembycz & Lindsay, 1999; Rothenberg &
Hogan, 2006). Os eosinéfilos podem secretar suas proteinas catiOnicas granulares, que
podem se fixar a superficie de vérios tipos celulares e também a componentes de matriz
extracelular (Gleich & Adolphson, 1986; Jones, 1993; Rothenberg & Hogan, 2006),

resultando em dano e disfuncao tecidual (Pease & Williams, 2001).
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Os granulos pequenos foram identificados em eosindfilos tissulares humanos e
contém fosfatase acida e arilsulfatase, porém ndo estdo presentes nas células circulantes e
nem nas da medula 6ssea (Giembycz & Lindsay, 1999).

Os granulos primdrios representam 5% dos granulos eosinofilicos. Nesses granulos
encontra-se a proteina que forma os cristais de Charcot-Leyden e que tem atividade de
lisofosfolipase. Tragos de cristais de Charcot-Leyden dentro do nicleo e do citoplasma de
células ativadas indicam que a proteina pode ser liberada intracelularmente (Giembycz &
Lindsay, 1999). Outras enzimas como colagenase, histaminase, beta-glucoronidase,
catepsina-D e catalase também sdo encontradas nos granulos dos eosinéfilos (Jones, 1993;
Giembycz & Lindsay, 1999).

Os corpusculos lipidicos correpondem a estruturas ndo ligadas a membrana. Sao
organelas citoplasmaticas esféricas (0.5-2 um de didmetro), elétron-densas e que funcionam
como estoque de 4cido araquidonico, que € esterificado em glicerofosfolipidios, para a
formacdo de eicosandides. Os eosindfilos apresentam baixos nuimeros de corpusculos
lipidicos; entretanto, em desordens inflamatérias como asma, doenga de Chron e sindromes
associadas a hipereosinofilia, a freqiiéncia e o tamanho dos corpusculos lipidicos estio
aumentados (Giembycz & Lindsay, 1999; Bandeira-Melo & Bozza, 2002).

Além das proteinas catidnicas, em determinadas situacdes, os eosindfilos também
sdo capazes de secretar varias citocinas (IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, IL-16, IL-
18), quimiocinas (RANTES e eotaxina) e mediadores lipidicos como o fator de ativagcdo
plaquetdrica (PAF) e o leucotrienos B4 e C4 (Kita, 1996; Rothenberg & Hogan, 2006).

Em individuos sadios, a contagem de eosinéfilos no sangue periférico &
relativamente baixa, representando de 0 a 3% dos leucdcitos circulantes (Trivedi & Lloyd,
2007). Entretanto, em determinados doencas, o eosindfilo pode ser seletivamente
acumulado no sangue periférico ou em qualquer tecido do corpo. Assim, em resposta a
diversos estimulos, os eosindfilos sao recrutados da circulagdo para o foco inflamatdrio,
onde sdo capazes de modular uma determinada resposta imunoldgica através de varios
mecanismos.

Os eosindfilos estdo implicados na patogénese de numerosos processos
inflamatérios, incluindo infec¢des parasiticas por helmintos e doengas alérgicas

(Rothenberg, 1998; Rothenberg & Hogan, 2006). Dentre as doengas alérgicas, a eosinofilia
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tem presenga marcante em determinadas condi¢cdes dermatoldgicas (como urticdria, edema
cutaneo, dermatite atopica e outras), reacdes a drogas e na asma bronquica (Desreumaux &

Capron, 1996).

1.2 Asma

Atualmente, a asma afeta 300 milhdes de individuos no mundo, sendo considerada
uma preocupa¢do mundial (Global Initiative for Asthma, 2003; Lougheed, 2007). A incidéncia
de asma e doengas alérgicas tem aumentado nos ultimos 30 anos. Evidéncias apontam para
diferencas na prevaléncia de doencas alérgicas entre as dreas urbana e rural na Europa e em
paises nao-industrializados, com alta prevaléncia de doencas alérgicas nas dreas urbanas. Os
paises da América Latina, incluindo o Brasil, vém sofrendo com o rdpido processo de
mudancas na populagdo, que inclui urbanizacido, migracdo, desenvolvimento econdmico € a
adocdo do “moderno estilo de vida”. Neste contexto, a asma e as doencas alérgicas estdo entre
os principais problemas de sadde publica em ascencdo, principalmente na populacdo infantil
(Cooper et al., 2006; Pearce & Douwes, 2006b).

A asma € considerada uma doenca inflamatoria cronica que envolve interagdes entre
fatores externos e genéticos (Vargaftig, 1999; Pearce & Douwes, 2006a; Cooper ef al., 2006),
e tem como caracteristicas principais a inflamacdo pulmonar e a hiperresponsividade
bronquica (O“Byrne et al., 1999; Cockcroft & Davis, 2006). Evidéncias cientificas associam a
existéncia de hiperresponsividade, com a inflamacdo das vias aeriferas. Entretanto, os
mecanismos exatos que relacionam a inflamacdo com a hiperresponsividade do misculo liso
das vias aeriferas ndo estdo esclarecidos (Cockcroft & Davis, 2006). Além disso, a literatura
mostra que a hiperresponsividade bronquica também pode ocorrer em individuos sem asma,
podendo ser encontrada em 10-15% da populag@o nio asmatica (Lilly, 2005).

Clinicamente, a asma se caracteriza por crises de dispnéia, tosse e sibilos. E uma
doenga episddica, alternando crises agudas com periodos assintomaticos. Embora seja rara,
uma crise aguda de asma pode levar a morte (Kroegel et al., 1993; McFadden, 1994).

A asma € tradicionalmente dividida em 2 tipos bésicos: asma intrinseca e extrinseca
(Corrigan & Kay, 1992; Robbins ef al. 1994; Wardlaw et al., 2002; Holgate, 2007). A asma
intrinseca se caracteriza por historia negativa para alergia, testes cutaneos e niveis séricos de

imunoglobulina E (IgE) normais. Os pacientes desenvolvem os sintomas tipicos de asma apos
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contato com certos estimulos como infec¢do (viral ou bacteriana) das vias aeriferas superiores
(Corrigan & Kay, 1992; Kroegel et al, 1993; McFadden, 1994), ar frio, inalantes irritantes
(ex: didxido de enxofre), drogas (ex: aspirina), estresse emocional e exercicio fisico (Robbins
et al., 1994; Busse & Lemanske, 2001).

A asma extrinseca € caracterizada por uma reacdo de hipersensibilidade do tipo I,
induzida por um antigeno extrinseco. Este tipo inclui a asma alérgica (atépica), ocupacional e
aspergilose broncopulmonar alérgica (Robbins ef al. 1994). A asma alérgica € a mais comum,
e é fregiientemente associada a um histérico familiar de atopia. E desencadeada por antigenos
ambientais presentes na poeira, polen, pélos de animais, alguns alimentos, dentre outros. As
crises agudas podem ser precedidas por manifestacdes de doengas alérgicas, como rinite,
urticdria ou eczema, reagdes cutaneas positivas a injecdo intradérmica de extratos de antigenos
inalados, niveis elevados de IgE no soro, e/ou respostas positivas a testes de provocagdo os
quais envolvem a inalacdo de antigeno especifico (Kroegel ef al, 1993; McFadden, 1994;
Robbins et al. 1994).

Independentemente da natureza dos agentes provocadores, estudos mostram
semelhancgas histopatoldgicas entre bronquios de pacientes asmdticos, sugerindo que a
patogénese da doenga ndo estd necessariamente relacionada a coexisténcia de atopia. Deste
modo, a asma € frequentemente, mas nao invariavelmente, associada a atopia (Corrigan &

Kay, 1992; Holgate, 2007).

1.3 Eosindfilos e Asma

Individuos asmaticos apresentam nimero elevado de eosindfilos no sangue e no lavado
broncoalveolar (LBA) (Sato ef al, 1999; Prussin & Metcalfe, 2006), e infiltrado inflamatorio
pulmonar rico em células ativadas, como mastdcitos, mondcitos, linfocitos e, principalmente,
eosindfilos (Corrigan & Kay, 1992; Holgate, 2007). A importancia dos eosindfilos na asma foi
enfatizada pelos achados que correlacionavam o grau de eosinofilia no sangue e no LBA com
o grau de hiperresponsividade bronquica e gravidade da doencga (Gonzalo ef al., 1998; Sato et
al., 1999; Mould et al., 2000; Weller ef al., 2005). Entretanto, atualmente tem se admitido que
o papel dos eosindfilos na inducio da hiperresponsividade das vias aeriferas € controverso, ja
que tem se demonstrado que a hiperresponsividade pode ocorrer na auséncia de inflamacao

eosinofilica (Giembycz, 2001; Smit & Lukacs, 2006).
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Os eosindfilos ativados liberam substancias citotoxicas, como espécies reativas de
oxigénio e as proteinas téxicas MBP, ECP e EPO, além de produzirem e liberarem varios
mediadores pré-inflamatorios, incluindo citocinas, quimiocinas € mediadores lipidicos que
podem intensificar a resposta inflamatéria (Giembycz & Lindsay, 1999; Foster, 1999; Powell
et al., 2001; Rothenberg & Hogan, 2006). Estudos mais recentes mostram que os eosinéfilos
participam da patogénese da asma ndo somente através da liberacdo de proteinas
granulares, mediadores lipidicos, espécies reativas de oxigénio, citocinas e fatores de
crescimento, mas também participam de complexas interacdes célula-célula, levando a uma
inflamacdo cronica pulmonar de perfil T Aelper 2 (TH2) (Holgate, 2007; Jacobsen et al.,
2007).

Os achados obtidos de pacientes asmaticos e de modelos de asma experimental
mostram que os eosindfilos tém um papel importante nesta doenga; seu acimulo seletivo e
ativacdo na mucosa bronquica sdo considerados eventos centrais na patogénese da asma

(Welller, 1991; Shahabuddin ef al., 2000; Kay, 2005).

1.4 O papel das integrinas na migracao de eosinéfilos

Acredita-se que o recrutamento de eosinéfilos para as vias aeriferas exacerbe a asma
e contribua para o cardter cronico desta doenca (Pawankar ez al, 2003). A migracdo de
eosinéfilos para o tecido inflamado € um processo complexo, que € regulado por numerosos
fatores, incluindo citocinas, quimiocinas, 6xido nitrico (NO) e interagdes de moléculas de
adesdo; interacoes estas ndo s6 entre células, mas também de células e elementos da matriz
extracelular (Gonlugur & Efeoglu, 2004).

A passagem dos eosinéfilos do limen do vaso para os tecidos ocorre através de
etapas, que sdo o priming, rolamento pelo endotélio, adesao firme ao endotélio, diapedese
transendotelial e quimiotaxia para o sitio inflamado. As moléculas de adesdo participam de
todas as etapas da migracdo, cada uma de alguma forma. As moléculas sdo divididas em 3
sub-familias: selectinas, integrinas e a superfamilia das imunoglobulinas (Lampinen et a/,
2004; Gonlugur & Efeoglu, 2004).

As integrinas estdo entre os receptores celulares mais versateis que existem, e t€m
sido alvo de muito interesse no estudo da patogénese da asma por serem moléculas de

adesdo importantes no extravasamento dos eosindfilos do sangue para as vias aeriferas.
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Entretanto, entender as funcdes das integrinas num determinado tipo celular € complicado,
e isso se deve ao fato de cada integrina poder estar presente em diferentes estados
conformacionais, variados niveis de expressdo, e poder formar c/uster na membrana
plasmiética (Xiao et al., 2004; Humphries, 2004). As integrinas sdo heterodimeros e, cada
heterodimero, interage com seu ligante (contra-receptor), que pode estar presente na matriz
extracelular ou na superficie de outras células. Eosindfilos periféricos humanos expressam
7 integrinas: auf; (CD49d/CD29), aePi (CD49f/CD29), amB. (CD11b/CD18), oif2
(CD11a/CD18), axf2 (CD11c¢/CD18), apf: (CD11d/CD18) e a4f3; (CD49d/B7) (Barthel et
al., 2008).

O proceso de migracdo ocorre através da ligacdo de receptores de adesdo presentes
na superficie dos eosinoéfilos, aos seus respectivos contra-receptores expressos no endotélio
vascular. Assim, os eosinéfilos migram dos vasos sanguineos para o sitio inflamado,
entram na matriz extracelular e se ligam a proteinas de matriz, como a fibronectina. A
adesdo firme dos eosindfilos a fibronectina € mediada pela ligacio do VLA-4
(CD49d/CD29; a4f31) a regido CS-1 da proteina (Broide & Sriramarao, 2001). Ja que os
eosinofilos normalmente residem nos tecidos, acredita-se que a interagdo com proteinas de
matriz extracelular possa influenciar em suas func¢des. De fato, a fibronectina é uma
proteina abundante da matriz extracelular, e € conhecida por mediar inimeras interagdes
bioldgicas importantes entre células e matriz extracelular, incluindo adesdo, mobilidade
celular e aumento da afinidade das moléculas de adesdo (Burridge ef al, 1992; Meng &
Lowell, 1998; Fernvik et al., 2000).

Os eosinodfilos de pacientes alérgicos e asmdticos tém respostas migratorias,
adesivas e de desgranulagdo aumentadas em relagdo a eosindfilos de individuos sadios. Isto
provavelmente se deve a presenca das IL-3, IL-5 e do GM-CSF no sangue destes pacientes,
situacdo que pode ser mimetizada 7n vitro com o uso de citocinas recombinantes. Assim, a
exposicao dos eosindfilos a algumas citocinas modifica o fenétipo destas células tornando-
as “primadas” (ativadas), caracterizando assim a etapa de priming (Lampinen et al, 2004).

Posteriormente ocorre o rolamento, que € o contato inicial dos eosinéfilos com a
parede do vaso sanguineo, antes do extravasamento. Esta etapa ¢ mediada pelas selectinas
(E, L e P-selectinas), e a ades@o reversivel entre elas e seus ligantes faz com que os

eosinéfilos se movam devagar ao longo do endotélio. A expressdo de L- e P-selectinas nas
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células endoteliais pode ser aumentada na presenca de citocinas como IL-1 e fator de
necrose tumoral-a (TNF-a), enquanto a L-selectina € constitutivamente expressa nos
eosindfilos e se liga ao MadCAM -1 endotelial e CD34 (Gonlugur & Efeoglu, 2004).

O movimento lento auxilia os eosindfilos a aderirem firmemente através da ligacao
das integrinas a seus contra-receptores. As integrinas mais importantes na adesdo firme de
eosindfilos ao endotélio sdo Mac-1 (CD11b/CD18; oxp2) e VLA-4 (CD49d/CD29; a4f3:),
que se ligam a ICAM-1 e VCAM-1, respectivamente. [CAM-1 e VCAM-1 sdo membros da
superfamilia das imunoglobulinas; estdo presentes na superficie das células endoteliais, e
sao responsaveis pela interagdo célula-célula (Lampinen et al, 2004; Gonlugur & Efeoglu,
2004). As integrinas Mac-1 e VLA-4, além da fibronectina, também podem se ligar a
outros componentes da matriz extracelular, como fibrinogénio e ao receptor C3bi (Mac-1)
(Zhang & Plow, 1996).

Ap6s a adesdo firme, os eosindfilos sdo capazes de migrar para os tecidos em
resposta a fatores quimiotaticos produzidos no local da inflamacdo. Esta migracdo é um
movimento direcionado pelo gradiente de concentracdo, e € caracterizado por adesdo e des-
adesdo a proteinas da matriz extracelular (Lampinen ef a/, 2004).

A expressdo baixa ou ausente de ouf3; em neutréfilos humanos purificados sugere
que o reconhecimento do VCAM-1 pelo eosinéfilo via ouf; seja um importante mecanismo
pelo qual a infiltracdo seletiva de eosindfilos acontece na asma (Bochner ef al, 1991;
Weller et al., 1991; Taooka et al., 1999; Kirveskari et al., 2000). Além disso, a ligacdo de
oufl; a0 VCAM-1 resulta na modulacdo de outras fungdes além do rolamento, adesao e
migracdo do eosindfilo, como a potencializacdo da geragdo de anion superdxido (Nagata ef
al., 1995).

Em resumo, uma variedade de mediadores inflamatérios em contato com a
superficie das células endoteliais sdo reconhecidos pelos leucécitos apds o contato inicial.
Isto leva a ativacao das integrinas presentes nos leucdcitos, que resulta numa adesao estavel
(firme) e possibilitando a migracdo da célula. Finalmente, os leucdcitos transmigram por
entre as membranas das células endoteliais e entram no tecido inflamado (Vestweber &

Blanks, 1999).
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1.5 Quimiocinas

As quimiocinas representam uma grande familia de proteinas quimiotéticas de baixo
peso molecular (8-15 KDa), que sdo produzidas por numerosos tipos celulares e tém papel
essencial nas reacdes inflamatérias (Palmqvist ef al, 2007).

As quimiocinas humanas contém 2 residuos de cisteina conservados na por¢ao N
terminal de sua estrutura de aminodcidos, e é com base na posicao destes residuos que foi
feita a classificacdo das quimiocinas em 4 sub-familias: CC, CXC, C e CX3C quimiocinas
(Bandeira-Melo et al., 2001; Palmqvist et al, 2007). As CC (ou B) quimiocinas tém seus
residuos de cisteina adjacentes; as CXC (ou a) quimiocinas tém seus residuos de cisteina
separados por um aminodcido; as C (ou y) quimiocinas t€ém somente um residuo de cisteina;
e as CX3C quimiocinas (ou 0) quimiocinas t€ém 3 aminodcidos separando seus residuos de
cisteina (Giembycz & Lindsay, 1999; Palmqvist et al., 2007).

Os efeitos bioldgicos das quimiocinas sao mediados pela interagdo destas proteinas
com receptores especificos, que pertencem a superfamilia de receptores acoplados a
proteina G (Blease et al, 2000a; Palmqvist et al, 2007). At¢ o momento, quase 50
quimiocinas e 20 receptores ja foram identificados. A maioria dos receptores de
quimiocinas exibem multipla especificidade de ligagcdo, ou seja, varias quimiocinas podem
se ligar ao mesmo receptor. Além disso, uma mesma quimiocina pode se ligar a diferentes
receptores, como € o caso do RANTES, que pode se ligar aos receptores CCR1, CCR3 e
CCRS5 (Palmgqvist ef al., 2007). Entretanto, a eotaxina se liga somente ao CCR3 (Giembycz
& Lindsay, 1999). As CC quimiocinas eotaxina ¢ RANTES, que foram as utilizadas neste
trabalho, tém como alvo numerosos tipos celulares, incluindo mondcitos, eosinéfilos e
baséfilos (Blease e al., 2000a).

Embora inicialmente tenham sido descritas como citocinas quimiotéticas,
atualmente sabe-se que as quimiocinas t€ém multiplos papéis num processo inflamatoério,
incluindo a regulacdo do trafego de leucdcitos, a imunomodulacao da ativacdo do leucécito,
fibrose, angiogénese, hematopoese e o estabelecimento e manutencdo da
hiperresponsividade (Taub & Oppenheim, 1994; Boulet et al., 1997; Boulet et al.,1998).
Contudo, a expressdo de receptores de quimiocinas ndao estd limitada as células
inflamatoérias. Sabe-se que células estruturais como epiteliais, endoteliais, do musculo liso e

fibroblastos também expressam receptores e sdo capazes de produzir quimiocinas, podendo
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assim contribuir com uma enorme variedade de funcdes bioldgicas (Strieter et al., 1989;

Standiford et al., 1990).

1.6 Desgranulacao de eosinofilos

E bem estabelecido pela literatura que eosindfilos ativados produzem e liberam
muitas substancias pro-inflamatérias, como as proteinas catidnicas e espécies reativas de
oxigénio. Estudos mostraram que a MBP e a EPO tém capacidade de danificar tecidos
(Giembycz & Lindsay, 1999; Rothenberg & Hogan, 2006). Evidéncias de estudos in vitroe in
vivo mostraram que a ECP e a MBP, quando liberadas, danificam o epitélio do trato
respiratdrio (Motojima ef al., 1989).

Uma vez recrutados para os tecidos, os eosinéfilos recebem sinais que promovem a
desgranulacdo e a secrecdo de citocinas. Estudos in vifro indicam que vdrias citocinas,
quimiocinas, mediadores lipidicos e imunoglobulinas sdo capazes de induzir a desgranulacio
de eosindfilos. A IL-5 e a eotaxina estdo entre os mediadores que contribuem para a regulacio
do trafego de eosinéfilos e desgranulagao (Mould et al., 2000; Fujisawa et al., 2000).

A desgranulacdo dos eosindfilos pode acontecer, dependendo do padrio e da natureza
do estimulo (Giembycz & Lindsay, 1999), de 3 modos distintos: exocitose cldssica, exocitose
composta e desgranulacido piecemeal, assim como também através da citdlise (Logan et al.,
2003; Mogbel & Coughlin, 2006). A exocitose cldssica envolve a extrusdo dos granulos
secretdrios, ou seja, a liberacdo dos conteudos dos granulos € feita através da fusdo com a
membrana plasmadtica, mas este mecanismo ainda nao foi demonstrado 72 vivo nos tecidos das
vias aeriferas (Erjefalt & Persson, 2000; Mogbel & Coughlin, 2006). A exocitose composta
implica na fusao de multiplos granulos intracelulares, antes da liberacao (Hafez ar al., 2003).

A secrecdo do eosindfilo geralmente envolve um processo chamado desgranulacdo
piecemeal (ou seja, em etapas), onde pequenas vesiculas secretérias medeiam a depleciao dos
contetidos dos granulos (Crivellato ef al, 2003; Logan et al, 2003). A desgranulacio
piecemeal nos eosindfilos resulta na secrecdo seletiva de determinados contetidos dos
granulos, dependendo do estimulo utilizado. Apds a transferéncia do conteudo dos granulos
para as pequenas vesiculas, estas serdo subsequentemente liberadas através de exocitose.
(Dvorak & Dvorak, 1975; Capron et al., 1989; Dvorak et al., 1991; Bandeira-Melo & Weller,
2005; Trivedi & Lloyd, 2007). A desgranulacdo através da citdlise envolve a deposicio
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extracelular dos granulos intactos na lise da célula e perda da integridade da membrana
(Mogbel & Coughlin, 2006).

Estudo realizado com bidpsias nasais apds desafio com alergeno revelaram que 67%
dos eosindfilos encontrados estavam em processo de desgranulacido piecemeal (Erjefalt et
al.,1999). De fato, a desgranulacdo piecemeal parece ser o mecanismo predominante de
liberag@o de granulos na inflamacao alérgica (Dvorak et al, 1980; Ahlstrom-Emanuelsson e#
al., 2004).

Embora os efeitos quimiotdticos das quimiocinas sejam bastante estudados, pouco se
sabe sobre a precisa contribui¢do das quimiocinas seletivas para eosinéfilos sobre as fungdes
efetoras dos mesmos. Fujisawa e colaboradores (2000) demonstraram que, quando comparada
com outros estimulos como IgG imobilizada e IgA (que induzem a desgranulagdo liberando
aproximadamente 25 % do total da EDN), as CC-quimiocinas sdo fracas (aproximadamente
12 %). Horie e colaboradores (1996) mostraram que RANTES induz liberagdo de EDN por
eosindfilos humanos, embora esta liberacdo seja menor quando comparada com eosinéfilos
estimulados por GM-CSF, IL-3 e IL-5. Um outro estudo mostrou que eosin6filos humanos
estimulados com eotaxina ou RANTES liberam quantidades de EDN equivalentes e
comparaveis as quantidades liberadas por eosinéfilos estimulados com PAF, potente ativador
de eosindfilos (El-Shazly et al., 1998).

Outro estudo usou um modelo de transgene em camundongos naive para analisar o
efeito seletivo da inalacdo do antigeno sobre a desgranulacdo do eosindfilo e a
hiperresponsividade, na presenca de eotaxina e IL-5. Os resultados mostraram que a expressao
de eotaxina e IL-5 nas vias aeriferas ndo é capaz de induzir a desgranulagdo do eosindfilo e
nem induzir hiperresponsividade, embora induza significativa eosinofilia no LBA e nas vias
aeriferas. A desgranulacido dos eosindfilos e a hiperresponsividade se mostraram fendmenos
dependentes de células TCD4". Resultados prévios dos mesmos autores confirmam estes
resultados pois mostram que a inalagdio do antigeno ovalbumina ndo predispde a
desgranulacdo ou a hiperresponsividade em camundongos deficientes para MHC II apés a
transferéncia dos genes para IL-5 e eotaxina. Os resultados destes estudos sugerem que a
captacdo e o processamento do antigeno por células apresentadoras de antigeno (APC)
profissionais no pulmao resulta na expansio de células TCD4", que subsequentemente levam 2

desgranulacao dos eosindfilos das vias aeriferas (Mould ef al., 2000).
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Enfim, embora nao seja clara, a contribuicio das quimiocinas na desgranulacdo de
eosinofilos parece ter grande significancia devido a presenca delas no sitio inflamatério, em

resposta ao estimulo imunolégico.

1.7 Nitracao de tirosina em eosinofilos

O NO pode reagir com o anion superéxido (ou com o oxigénio) levando a formacgao
de espécies reativas de Oxido de nitrogénio. Estes efeitos indiretos do NO costumam
ocorrer na presenca de altas concentracdes deste mediador, sendo subdivididos em trés
tipos: nitrosacdo, oxidacdo e nitracdo. O NO pode levar a formacdo de intermedidrios
altamente reativos, como o peroxinitrito (ONOQO"), o qual possui a capacidade de oxidar
lipidios e nitrar proteinas (Beckman & Koppenol, 1996). O ONOO™ ou um de seus
intermedidrios reativos, pode reagir com compostos fenélicos como a tirosina para formar
produtos da nitragdo (3-nitrotirosina; 3NT) (Ischiropoulos ez al., 1992; Van Der Vliet et al.,
1995). Virios estudos mostram a presenca de 3NT em doencas humanas e em modelos
animais como aterosclerose (Beckman ef al, 1994; Buttery et al, 1996), doenca de
Alzheimer (Good et al., 1996; Smith ef al., 1997), deficiéncia renal cronica, choque séptico
(Fukuyama et al., 1997), artrite (Kaur & Halliwell, 1994) e asma (Saleh ez al, 1998;
Andreadis et al., 2003).

Estudos tém identificado vias alternativas para a formagdo de reativos oxidantes
derivados de NO, incluindo as peroxidases de leucdcitos. Van Der Vliet e colaboradores
(1997) demonstraram que a mieloperoxidase (MPO) pode usar nitrito (NO,™), principal
produto final do metabolismo do NO, como substrato para nitrar residuos de tirosina.
Estudos subseqiientes com neutréfilos € mondcitos demonstraram que espécies restivas de
nitrogénio geradas a partir de MPO podem desempenhar papéis significativos na
modificacdo oxidativa de biomoléculas (Eiserich er al., 1998; Schmitt ez al., 1999; Hazen et
al., 1999; Podrez et al., 1999; Podrez et al., 2000).

Estudo prévio sugeriu a existéncia de nitracdo na asma, a qual seria mediada pelo
ONOO' (Saleh er al., 1998). De fato, além de 0o ONOO™ modular a migracdo de eosinofilos
induzida pela eotaxina (Sato ef al, 2000), ha relato da formacdo de 3NT e aumento na
expressao de iNOS em eosindfilos de LBA de camundongos (Iijima ef al., 2001). Estudos

de imunolocalizacao revelaram que o epitélio das vias aeriferas e os eosinéfilos sdo a maior

39



fonte celular para a formacdo de nitrotirosina em vias aeriferas de individuos asmaéticos
(Dweik et al., 2001).

Um estudo demonstrou que a EPO € significativamente mais eficaz que a MPO em
promover a nitracdo de proteinas em concentragdes fisiologicamente relevantes de NO,
(Wu et al., 1999). Trabalho realizado com eosinéfilos humanos mostrou que os eosinéfilos
sdo a principal fonte de oxidantes durante a asma e que eles usam mecanismos distintos
para a geracdo de oxidantes de NO, identificando a EPO como uma fonte enzimatica de
intermedidrios nitrados nos eosindfilos (MacPherson et al., 2001). De fato, outros trabalhos
também sugerem que as peroxidases, inclusive a peroxidase do eosinéfilo, possam ser
responsaveis pela nitracdo de proteinas nestas células (Duguet ef a/., 2001; Brennan et al.,

2002; Van Dalen et al., 2006).

1.8. O papel da eotaxina e do RANTES na asma

O mecanismo que promove o recrutamento de eosinéfilos para o sitio inflamatério
ainda nao estd completamente elucidado, porém evidéncias apontam para o envolvimento
de citocinas (ex: IL-3, GM-CSF e IL-5) e quimiocinas nesse processo (Giembycz &
Lindsay, 1999; Shahabuddin et al., 2000; Murray et al., 2006; Pease & Williams, 2006). As
quimiocinas sdo consideradas moléculas potentes na regulacdo do recrutamento seletivo de
leucécitos para sitios inflamados (Kaburagi et al, 2001). Vérias quimiocinas t€m sido
descritas como quimiotdticas para eosinofilos, e assim supostamente importantes na
patogénese da asma (Shahabuddin er a/, 2000). Estas incluem a sub-familia das CC-
quimiocinas, como as eotaxinas (1, 2 e 3), RANTES, MCP-3 e MCP-4 (Shahabuddin ef al,
2000; Teran, 2000; Kaplan, 2001).

A eotaxina foi a primeira quimiocina eosinofilo-especifica a ser descoberta. Ela foi
primeiramente identificada no LBA de cobaias sensibilizadas apds o desafio com
ovalbumina (Jose et al, 1994). Posteriormente, a eotaxina também foi identificada em
camundongo (Rothenberg et al, 1995), rato (Williams et al., 1998) e humanos (Garcia-
Zepeda et al., 1996).

A eotaxina € o fator quimiotético para eosinéfilos mais importante; e isso se deve a
sua poténcia e sua seletividade para o receptor CCR3, que estd presente principalmente em

eosindfilos e basofilos (Powell et al, 2001; Kaburagi et al, 2001). Estudos feitos com
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modelos de asma experimental mostraram que a delecdo do gene para CCR3 prejudica o
recrutamento de eosinéfilos (Humbles et al, 2002; Pope et al, 2005; Fulkerson et al.,
2006). Acredita-se que esta quimiocina se liga ao CCR3 presente na superficie dos
eosindfilos, levando ao aumento da expressdo de integrinas, como ouf3;. As integrinas
ligam-se aos seus receptores complementares presentes no endotélio, resultando na
migracdo da célula através da parede do vaso (Pease & Williams, 2006).

Estudos feitos em pacientes asmaticos mostraram que os niveis de eotaxina se
encontram significativamente aumentados na mucosa bronquica, no LBA e no escarro,
quando os mesmos parametros foram analisados em individuos sadios (Brown ef al., 1998;
Yamada et al., 2000).

Evidéncias experimentais mostraram que a expressdao de RNA mensageiro (RNAm)
para eotaxina estd aumentada no tecido pulmonar de cobaias apdés o desafio com o
antigeno, e que a administracio nasal de eotaxina induz influxo de eosinoéfilos para as vias
aeriferas. Camundongos knockout para o gene da eotaxina t€ém o recrutamento de
eosindfilos suprimido, na fase inicial, apds o desafio (Teran, 2000).

Os efeitos da eotaxina humana in vitro sobre eosinéfilos incluem quimiotaxia,
migracdo transendotelial (Shahabuddin ef al, 2000), indu¢do da mobilizagdo de cdlcio e
polimerizacdo de actina, aumento de CD11b (Powell ef al,, 2001) e inducdo e liberacao de
metabolitos reativos de oxigénio (Honda & Chiara, 1999; Teran, 2000). A eotaxina in vivo
parece agir conjuntamente com a IL-5, induzindo recrutamento de eosindfilos. A IL-5
promove a mobilizacdo dos eosindfilos da medula dssea, enquanto a eotaxina os recruta
para os tecidos.

Em humanos também se observou aumento da expressdo de RNAm para eotaxina
em bidpsias de pacientes asmaticos e no LBA apds o desafio com o alérgeno. A presenga e
a concentracdo de eotaxina solivel no soro destes pacientes asmaticos parece estar
relacionada com a gravidade da doenca, particularmente em casos agudos de asma (Kaplan,
2001). Além disso, foi demonstrada uma associagdo direta entre os niveis aumentados de
eotaxina, o diagndstico da asma e o comprometimento da funcdo pulmonar (Nakamura et
al, 1999). De fato, pacientes com asma aguda apresentam niveis de eotaxina

significativamente maiores dos que os que t€m asma estavel (Lilly et al., 1999).
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Outros estudos com humanos revelaram que a eotaxina (eotaxina-1) parece ser
detectada imediatamente apds o desafio alergénico, enquanto a eotaxina-2 e, possivelmente,
a eotaxina-3, aparecem mais tardiamente, contribuindo para a persisténcia da eosinofilia
(Ravensberg et al., 2005).

O RANTES se liga ao CCR3, porém também se liga a outros receptores, sendo
assim menos seletivo que a eotaxina (Powell et al, 2001; Pease & Williams, 2006). Deste
modo, além de quimiotatico para eosindfilos, atrai também mondcitos, basoéfilos, células T
e mastocitos (Kaburagi ef al, 2001).

Trabalho realizado 7n vivo mostrou que a injecdo intradérmica de RANTES € capaz
de induzir a formacdo de exsudato rico em eosinéfilos (Meurer et al., 1993). Um estudo in
vitro mostrou que 0 RANTES representa um importante ativador do metabolismo oxidativo
do eosinodfilo (Kapp ef al., 1994). Estes trabalhos caracterizam a importancia do RANTES
para o recrutamento e a ativacao de eosinofilos.

Entretanto, as evidéncias para um papel in vivo do RANTES como fator
quimiotatico na inflamacgao alérgica surgiram posteriormente, a partir de evidéncias que a
neutralizacdo desta quimiocina por um antagonista do receptor (Met-RANTES) inibe o
recrutamento de linfécitos e eosindfilos (Gonzalo ef al, 1998; Teran, 2000). Teran e
colaboradores (2000) identificaram RANTES como quimiotatico para eosinéfilos no LBA
de asmaticos apds o desafio com o alérgeno. Este estudo mostrou que baixas concentracdes
de RANTES sdo capazes de induzir quimiotaxia de eosindfilos, e que os niveis desta
quimiocina estdo correlacionados com o numero de eosindfilos presentes no LBA,
sugerindo que o0 RANTES estd envolvido diretamente no recrutamento eosinofilico durante
a fase tardia da asma (Teran, 2000). De fato, o uso de anticorpo anti-RANTES durante a
resposta alérgica das vias aeriferas causa redugdo significativa do recrutamento de
eosindfilos para a regido peribronquica (Lukacs ef al, 1996; Lukacs et al.,, 1997; Gonzalo et
al., 1998).

Estudo em humanos mostrou que o desenvolvimento do estado asmatico estd
relacionado com os niveis elevados de MCP-1, MIP-1o. ¢ RANTES no LBA (Tillie-
Leblond et al., 2000).

Outros achados apdiam as observacdes anteriores, pois revelaram o aumento da

expressao de RNAm para RANTES em bidpsias bronquicas de individuos asmaéticos
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(Teran, 2000; Kaburagi et al, 2001), e também o aumento dos niveis plasmadticos de
RANTES em pacientes com ataques agudos de asma (Kaburagi ef a/., 2001).

As informagdes da literatura aqui relatadas caracterizam a importancia da eotaxina e
do RANTES principalmente na inflamacao alérgica. Embora RANTES seja menos seletivo
que a eotaxina, também é uma quimiocina importante quando se discute recrutamento
eosinofilico. Enfim, as quimiocinas em geral ndo sé asseguram a presenga de leucdcitos
especificos no foco inflamatério agindo diretamente nos mesmos, mas também regulam a
expressdo de outras quimiocinas € a ativagdo de vdrios mediadores inflamatorios

produzidos por diferentes tipos celulares (Gonzalo ef al., 1998).

1.9 Oxido Nitrico e Asma

1.9.1 Biossintese de 6xido nitrico

O NO € um géas produzido por vérios tipos celulares (Nathan, 1992) e tem papel-
chave na regulacdo de multiplas funcdes bioldgicas (Moncada et al., 1991; Tulic et al,
2000). Muitas de suas acdes sdo mediadas pela ativacdo da guanilato ciclase solivel e
conseqiiente aumento da concentracdo de guanosina monofosfato ciclico (GMPc) nas
células-alvo (Moncada & Higgs, 1993; Giembycz & Lindsay, 1999).

O NO ¢ formado a partir do aminodcido L-arginina, por uma familia de enzimas
coletivamente conhecidas como NO sintases. Atualmente sdo conhecidas 3 NO sintases.
Duas delas, a eNOS (6xido nitrico sintase endotelial ou NOS III) e a nNOS (6xido nitrico
sintase neuronal ou NOS I) sdo expressas constitutivamente e sdo assim chamadas porque
expressam o nome dos tecidos onde foram primeiramente identificadas. Ambas sdo
reguladas pelo complexo Ca**/Calmodulina, produzem pequenas quantidades de NO por
curtissimos periodos de tempo (de segundos a alguns minutos) e desempenham funcdes
regulatrias na neurotransmissdo € no sistema cardiovascular. A terceira isoenzima € a
iNOS (6xido nitrico sintase induzivel ou NOS II) e € assim chamada por poder ser induzida
por LPS (lipopolissacarideo) e certas citocinas. Esta isoforma é independente de Ca*™ e
pode produzir maiores quantidade de NO por periodos de tempo mais longos (Ignarro &
Murad, 1995; Giembycz & Lindsay, 1999).

As NOS sao ativas na forma de homodimeros de pesos moleculares entre 250-300

kDa (Knowles & Moncada, 1994; Forstermann et al, 1998). A ligacdo da calmodulina
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aumenta a transferéncia de elétrons no dominio redutase e permite a redug¢do do
grupamento heme com conseqiiente atividade da NOS (Matsuoka et al., 1994; Abu-Soud et
al., 1994). Todas as isoformas da NOS podem ser inibidas, em graus varidveis, por
andlogos da L-arginina substituidos no grupamento guanidino (N®; Mayer & Andrew,
1998; Boucher et al., 1999), como o N”-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) (Mayer &
Andrew, 1998; Boucher ef al., 1999).

1.9.2 O papel do NO na asma

O NO tem sido apontado como potencial mediador na inflamacdo asmadtica
(Moncada & Higgs, 1993). Animais submetidos a modelos de asma experimental e
pacientes asmaticos apresentam niveis aumentados de NO no ar exalado (Thomassen ef al.,
1999; Eynott et al., 2002; Donnelly & Barnes, 2002) e, embora a fonte exata deste NO ndo
esteja esclarecida, altos niveis de iNOS foram observados nas vias aeriferas de individuos
asmaticos (Donnelly & Barnes, 2002). Xiong e colaboradores (1999) mostraram em um
modelo de inflamacao alérgica das vias aeriferas que camundongos knockout para iNOS t€ém
as manifestagdes da doenga bastante reduzidas, incluindo a infiltracdo de leucdcitos,
principalmente eosindfilos.

Eynott e colaboradores (2002) mostraram que ratos tém os niveis de NO exalado,
ap6s a provocacdo alergéncia, suprimidos pelo SC-51 (inibidor seletivo da iNOS),
indicando que o aumento do NO exalado deve ser derivado da iNOS. Por outro lado, apesar
da hiperresponsividade bronquica induzida pelo alérgeno ter sido suprimida, estes ratos nao
apresentaram a inflamacéo eosinofilica pulmonar diminuida.

Outro trabalho com ratos mostrou que L-NMMA e aminoguanidina (ambos
inibidores de NOS) inibiram o influxo de células inflamatdrias induzido pelo alérgeno. A
L-arginina (substrato da NOS) reverteu o fendmeno e aumentou o influxo celular, enquanto
a D-arginina ndo causou efeito. Esse trabalho ap6ia o conceito de que a producdo de NO,
através da iNOS, tem um papel importante na migracdo das células inflamatérias (Tulic et
al., 2000).

Um estudo com pacientes asméaticos mostrou que o desafio com alérgeno nas vias

aeriferas eleva os niveis de NO local, e que o LBA tem niveis aumentados de eosinéfilos e
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citocinas (GM-CSF e MIP-1), apoiando a correlacdo entre a presenca de NO nas vias
aeriferas e o estabelecimento de parametros inflamatérios (Thomassen ef al., 1999).

O uso de inibidores de NOS em eosindéfilos de ratos (Zanardo ef al, 1997) e
humanos (Thomazzi et al, 2001) mostraram que essas drogas inibem a quimiotaxia de
eosindfilos in vitro. O tratamento cronico de ratos com L-NAME (inibidor néo seletivo de
NOS) reduz a migracdo de eosindéfilos in vivo no modelo de pleurisia (inflamag¢do nao-
alérgica) (Ferreira et al., 1996). Em ratos sensibilizados com ovalbumina, o L-NAME foi
também capaz de inibir a infiltracdo de eosindfilos nas vias aeriferas (Ferreira ef al., 1998).
Outro trabalho realizado com inibidores de NOS, doadores de NO, inibidor da guanilato
ciclase solivel e dibutiril GMPc mostrou que os mecanismos que controlam a quimiotaxia
in vitro de eosindfilos humanos, através da via NO-cGMP, sdo parecidos em individuos
com rinite alérgica e individos sadios (Ferreira ef al., 2002).

Landgraf e colaboradores (2005) investigaram a infiltracdo de linfécitos e outros
parametros da inflamacgdo alérgica pulmonar em camundongos tratados agudamente com
inibidores da sintese de NO (L-NAME e aminoguanidina), e em camundongos knouckout
para iNOS. Surpreendentemente, os parametros analisados (incluindo numero de
eosinéfilos no LBA) em camundongos iNOS " ndo foram significativamente diferentes dos
animais controle; além disso, o tratamento de camundongos iNOS knockoutcom L-NAME
ou aminoguanidina ndo afetou estes parametros.

Resultados de um estudo recente feito com camundongos sensibilizados mostraram
que o NO gerado pela super-expressdo de eNOS (através do uso de camundongos
transgénicos) protege da inflamacgdo alérgica através da reducdo da produgdo de eotaxina
pelas células epiteliais das vias aeriferas e/ou da expressao de moléculas de adesao (ICAM-
1 e VCAM-1) no endotélio pulmonar. Este estudo mostra que, embora a maior parte da
literatura indique a iNOS como muito importante na inflamacao pulmonar alérgica, o papel
da eNOS na resposta alérgica niao deve ser negligenciado (Kobayashi et al., 2006).

Enfim, € indiscutivel que, apesar de controverso, o NO tem um papel importante na
migracdo de eosindfilos durante o processo inflamatorio, principalmente na patogénese da

asma.
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1.10 Quimiocinas e Oxido Nitrico

Alguns trabalhos tém abordado a relacdo e/ou interacdo entre quimiocinas e NO.
Young e colaboradores (1999) mostraram aumento do NO no ar exalado de macacos
alérgicos 24 horas apds o desafio com antigeno. Nestes animais, os niveis de eosinofilos
presentes no LBA persistem elevados por muitas semanas apds 3 desafios com o antigeno.
Paralelamente, foi mostrado que estes animais produzem uma eotaxina que apresenta
reacdo cruzada com anticorpos anti-eotaxina humana. Os niveis desta eotaxina se
apresentaram consideravelmente aumentados apds o desafio. Deste modo, a produgdo de
eotaxina e de NO podem ser considerados marcadores da inflamacao alérgica neste modelo
experimental.

Um estudo feito com pacientes com rinite alérgica mostrou que a eotaxina induz
aumento do nimero de eosindéfilos no lavado nasal, acompanhado de aumento nos niveis de
NO nasal (Hanazawa et al., 1999). Este estudo apdia o de Xiong e colaboradores (1999),
pois sugere que o NO nasal possa ser ttil na avaliacdo do status patofisiologico da resposta
inflamatdria na mucosa nasal.

Em um modelo murino de asma alérgica foi mostrado que a inibi¢do da iNOS (com
o inibidor AMT), durante o desafio com ovalbumina, reduziu a expressao das quimiocinas
MIP-2 (quimiotatica para neutréfilos) e MCP-1 (envolvida no recrutamento de células
mononucleares) no tecido pulmonar. Isto sugere que a inibicio da iNOS reduz o
desenvolvimento do processo inflamatorio através da modulagdo negativa da expressao de
quimiocinas (Trifilieff er al., 2000). Outros trabalhos mostraram que o NO e doadores de
NO podem inibir a producdo das quimiocinas como IP-10, Mig e RANTES (Wetzler et al,
2000; Frank et al., 2000; Romagnani et al., 2002).

Existem evidéncias que demonstram que o NO € capaz de suprimir as CC-
quimiocinas em vdrios tipos celulares durante inflamacdes das via aéreas (Zeiher et al,
1995; Thomassen et al, 1997). Blease e colaboradores (2000b) demonstraram que a
inibicao aguda do NO com o uso do L-NAME exacerba a hiperresponsividade, a eosinofilia
e a produc¢do das CC-quimiocinas eotaxina e MCP-1.

Deste modo, as evidéncias indicam que o NO pode atuar como mensageiro

intracelular nas vias de sinaliza¢do de quimiocinas (Cherla & Ganju, 2001).
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi investigar a interacdo das CC-quimiocinas

eosinofilotdticas eotaxina e RANTES e da via de sinalizacio NO-cGMP em eosindfilos

periféricos de humanos.

2.1 Objetivos especificos

L.

IL.

I1I.

IV.

VL

VIL

Avaliar o efeito da eotaxina ou RANTES sobre a viabilidade de eosindfilos;

Avaliar em eosino6filos deficientes de NO o efeito da eotaxina ou RANTES na
adesao a fibronectina;

Avaliar em eosindfilos deficientes de NO o efeito da eotaxina ou RANTES na
expressao das integrinas VLA-4 e Mac-1;

Avaliar em eosindfilos deficientes de NO o efeito da eotaxina ou RANTES na
desgranulacdo;

Avaliar em eosindfilos deficientes de NO o efeito da eotaxina ou RANTES na
quimiotaxia;

Avaliar em eosinéfilos deficientes de NO o efeito da eotaxina ou RANTES sobre os
niveis de cGMP;

Investigar em eosindfilos de individuos sadios e asmdticos deficientes de NO o
efeito da eotaxina ou RANTES sobre a presenca de proteinas contendo residuos de

tirosina nitrada.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Amostras de sangue

Sangue venoso foi coletado de voluntérios sadios ou asméticos, entre 21 e 45 anos,
de ambos os géneros, através de consentimento escrito aprovado pelo comité de ética local
(n°. 048/2004). O sangue foi colhido na presenca de citrato de s6dio (3,13%; 1:10). Foram
utilizados individuos sadios, sem histéria prévia de asma ou outras doengas alérgicas e que
nao fizeram uso de medicamentos (corticéide sist€émico, antiinflamatérios nao hormonais)
nas duas ultimas semanas. A selecio dos pacientes quanto ao grau do estado asmatico, bem
como o controle dos mesmos quanto a abstencdo de drogas antiinflamatoérias porventura em
uso corrente (glicocorticéides, p.ex.) foi feita pelo Dr. Antonio Condino Neto (Faculdade

de Ciéncias Médicas / UNICAMP).

3.2 Isolamento de eosinéfilos

O sangue ndo coagulado (60-120 ml) foi inicialmente diluido (1:1; v/v) com PBS
(pH 7,2-7,4). Aliquotas de 35 ml de sangue diluido foram colocadas sobre 15 ml de solugao
1sotonica de Percoll (9,5 ml de Percoll, 4,0 ml de dgua e 1,5 ml de solugdo salina de
HANKS concentrado 10x; densidade 1,082 + 0,005 g/ml; pH 7,4; 340 mOs/kg H,O de
osmolaridade; Sigma Chem. Co., EUA) em tubos plasticos de 50 ml. Apds centrifugacao
(20 minutos; 1000 x g; 4°C), a camada de células mononucleares foi descartada, e o pellet
contendo eritrdcitos, neutréfilos e eosinofilos foi aspirado e transferido para um tubo limpo.
Os eritrécitos foram lisados (13 minutos; 0°C) por adicdo de 5 volumes de solugdo
isotonica gelada de cloridrato de amodnia (NH4Cl 155 mM, KHCO; 10 mM e EDTA 0,1
mM) para 1 volume do pellet. Ap6s a lise, a suspensao celular foi centrifugada (10 minutos;
500 x g; 4°C) e o pellet resultante foi lavado 1x (10 minutos; 500 x g; 4°C) em PBS. Em

seguida, foi feita a contagem de células (corante Turk) em camara de Neubauer.

3.3 Separacao imunomagnética de eosinéfilos

Utilizamos o sistema magnético de separacdo celular (MACS; Miltenyi Biotec,
Alemanha; e Becton-Dickinson, Reino Unido) para separar eosinéfilos, conforme descrito
por Hansel e colaboradores (1991). Inicialmente a coluna foi lavada 4x com PBS/BSA

0.5% e, posteriormente, incubada com PBS/BSA 0.5% a temperatura ambiente por 1 hora.
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Imediatamente antes do uso, a coluna foi resfriada por meio de 4 lavagens com PBS/BSA
0.5% gelado. A mistura de neutr6filos/eosinéfilos foi incubada com microbeads revestidos
com anticorpo anti-CD16, por 30 minutos (6-12°C; 32 ul microbeads / 5x10’células).
PBS/BSA gelado (qg.s.p. 1ml) foi entdo adicionado a suspensdo de células, a qual foi
transferida para o alto da coluna, sob campo magnético. Apds aplicarmos a suspensao
celular na coluna, mais 3 volumes (Iml) de tampao PBS/BSA foram passados pela mesma.
As células CD16" (neutréfilos) permaneceram presas a coluna, ao passo que as células
CD16 (eosindfilos) foram coletadas (volume de elui¢do de 30 ml). As células CD16™ foram

centrifugadas (10 minutos; 500 x g; 4°C) e utilizadas nos ensaios.

A determinagdo total de células foi realizada usando-se a camara de Neubauer,
obtendo o n° de células x 10%ml. As laminas foram preparadas na citocentrifuga (10
minutos; 2x10°céls/ml; 100 pl; 1800 x g), e coradas com Diff-Quick para determinagdo
diferencial em microscopio Optico. As células foram ajustadas na concentracdo desejada

para cada ensaio.

3.4 Ensaio de atividade celular pelo MTT

Adaptamos o ensaio de MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il1)-2,5-
difeniltetrazolico] descrito por Ribeiro-Dias e colaboradores (2000). Sendo assim,
utilizamos uma suspensdo celular na concentracio final de 2x10° eosinéfilos/ml em meio de
cultura RPMI 1640 (sem vermelho de fenol). As células foram estimuladas ou ndo com
eotaxina ou RANTES (10, 100 e 1000 ng/ml) e incubadas em estufa (37°C, 5% CO,, ar
umido) por 2, 3 e 4 horas. Apds os diferentes periodos de incubagdo, adicionamos 100 ul
das amostras/ poco, a uma placa de 96 pocos (cada amostra foi feita em triplicata) e
acrescentamos 10 pl de MTT (5 mg/ml em PBS). Incubamos por 3 horas em estufa (37°C,
5% CO,, ar umido) e, ap6s este periodo, adicionamos 100 pl de SDS 10% em HCI 0,01 M
e incubamos por 18 horas em estufa (37°C, 5% CO,, ar imido). Por fim, realizamos a

leitura da absorbancia no comprimento de onda de 540 nm.
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3.5 Citometria de fluxo

A expressdao das integrinas VLA-4 e Mac-1 na superficie de eosindfilos foi
detectada através de citometria de fluxo. Para isto, apds os periodos de incubagdo (2, 3 ou 4
horas), os eosinéfilos na concentragio final de 3x10° células/ml (100 ul suspensio celular/
tubo) tratados ou ndo com eotaxina ou RANTES (10, 100 e 1000 ng/ml), foram submetidos
a técnica de marcagado celular. Todos os anticorpos usados eram conjugados a ficoeritrina:

CD49d (anti-VLA-4), CD11b (anti-Mac-1) e o IgG1(isotipo controle).

Antes da marcacgdo, cada tubo contendo as células foi centrifugado (500g - 4°C) com
500ul de PBS / BSA 0.5% /azida 0.2% por 10 minutos. Posteriormente, os sobrenadantes
foram descartados e a cada tubo foi adicionado 10ul de soro humano inativado (para
bloqueio de ligacdes inespecificas). Os tubos foram incubados em geladeira (4°C) por 20
minutos. Apds isso, os tubos foram novamente centrifugados (500g - 4°C) com 500ul de
PBS / BSA 0.5% /azida 0.2% por 10 minutos e os sobrenadantes foram descartados. Em
seguida, foi adicionado a cada tubo Sul de anticorpo e os tubos foram incubados em
geladeira (4°C) por 20 minutos. Apds esta incubacao, os tubos foram centrifugados por 10
minutos (500g - 4°C) com 500ul de PBS / BSA 0.5% /azida 0.2% e os sobrenadantes foram
descartados. Por fim, a cada tubo foi adicionado 300ul de paraformaldeido 0.5% em PBS e
os tubos foram mantidos em geladeira (4°C) até o dia seguinte, quando foi feita a anélise.
As células foram analisadas a 488 nm no FACS (Becton-Dickinson FACScalibur). A

intensidade de fluorescéncia foi comparada a do grupo controle.

3.6 Adesao de eosinofilos a fibronectina

Pocos de placas de 96 pocos foram revestidos com 60 ul de uma solugdo de
fibronectina (20 pg/ml em PBS) e incubados overnight a 4°C. No dia seguinte 0s pogos
foram lavados 2 vezes com 200 ul de PBS e, em seguida, foram tratados por 1 hora (37°C)
com uma solu¢do de BSA 0.1% em PBS (100 ul/poco) para bloqueio das ligacdes
inespecificas. Apds a incubagdo, os pocos foram novamente lavados com PBS e as placas
foram deixadas em estufa (37°C) para secagem dos po¢os. Em quanto isso, foram feitas as
incubagdes dos eosinéfilos em meio de cultura RPMI 1640 (sem vermelho de fenol) por 2,

3 e 4 horas, na presenga ou auséncia das quimiocinas e/ou outras drogas (L-NAME e PAF).
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Posteriormente as incubagdes, a cada poco foi adicionado 50 ul da suspensdo de eosindéfilos
(7x10* células/ml). Em seguida, a placa foi incubada por 30 minutos em estufa (37°C, 5%
CO,) para permitir a adesdo das células. As células ndo aderidas foram removidas e os
pocos foram lavados delicadamente 2 vezes com PBS. 50 ul de RPMI foi adicionado a cada
poco previamente recoberto com fibronectina e, aos pocos ndo recobertos, foram
adicionadas concentracdes variadas da suspensdo celular original (em RPMI) para a
formacdo de uma curva padrao de células. A adesdo dos eosindfilos foi calculada através da
medida da atividade da EPO das células aderidas (Nagata ef al, 1995). 50 ul do substrato
da EPO (ImM H;0,, ImM OPD e 0.1% Triton X-100 em tampao Tris, pH 8) foi
adicionado a cada poco. Ap6s 30 minutos de incubacdo a temperatura ambiente,
adicionamos a cada pog¢o 25 ul de H,SO4 4M para interromper a reacdo. A absorbancia foi
medida a 490 nm no leitor de microplaca (Multiscan MS, Labsystems, USA). A adesdo foi
calculada através da comparagdo das absorbancias das amostras (desconhecidas), com as da

curva padrdo de células.

3.7 Desgranulacao de eosinoéfilos

Primeiramente, os tubos que receberam as células foram tratados com 1 ml de
albumina de soro humano (HSA) 2.5 % por 2 horas a 37°C para bloquear a ativagdo nao-
especifica dos eosinéfilos. Em seguida, os tubos foram lavados com 1 ml de PBS antes de
receberem as aliquotas de eosindfilos. A suspensdo de eosindfilos (em meio de cultura

RPMI 1640 sem vermelho de fenol) foi ajustada para 5,5x10° células/ml (100 pl/tubo) da

suspensdo (cada ponto experimental foi feito em triplicata). Posteriormente, os tubos com
eosindfilos, na presenca ou auséncia das quimiocinas eotaxina ou RANTES (100 ng/ml)
e/ou 0.1 mM de L-NAME, foram incubados em estufa (37°C, 5% CO,) por 4 horas. O
ionéforo de cdlcio (A23187) foi usado como controle positivo (5 uM, 30 minutos)
(Adamko et al, 2004). Apds a incubagdo, os tubos foram centrifugados por 15 minutos
(250 x g) e aliquotas de 50 ul do sobrenadante de cada tubo foram transferidas para pogos
de placas de 96 pocos. 50 ul do substrato da EPO (1mM H,0,, ImM OPD e 0.1% Triton
X-100 em tampao Tris, pH 8) foi adicionado a cada poco. Apds 30 minutos de incubagdo a

temperatura ambiente, adicionamos a cada pogo 25 ul de H,SO4 4M para interromper a
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reacdo. A absorbancia foi medida a 490 nm no leitor de microplaca (Multiscan MS,

Labsystems, USA).

3.8 Quimiotaxia de eosinofilos

Os ensaios de quimiotaxia 7n vitro foram realizados usando-se camaras de
quimiotaxia de 96 pogos (ChemoTx 101-5). Aos pogos da camara foram adicionados 29 ul
do agente quimiotético (eotaxina 100 ng/ml e/ou RANTES 100 ng/ml) e, em seguida, o
filtro de policarbonato (poro 5 um) foi posicionado na placa sobre os pocos. Adicionou-se
25 ul da suspensio de eosinéfilos (4 x 10°células/ml) na presenca ou auséncia de L-NAME
(0.1 mM), sobre o filtro nos locais delimitados em forma de anel (sobre cada pogo). A
quimiotaxia espontanea foi verificada substituindo-se o agente quimiotitico pelo RPMI
1640. A camara foi incubada por 2 horas em estufa (5% de CO,, 37°C). A pds a incubagdo,
a suspensao celular restante na parte superior do filtro foi removida com o auxilio de uma
gaze, e a placa foi centrifugada a 200 x g por 5 minutos a 20 °C. O filtro foi
cuidadosamente removido e o volume restante dos pocos foi reajustado para 29 ul. Este
volume foi diluido 1:10 e aliquotas de 50 ul foram transferidas para placas de 96 pogos. 50
ul do substrato da EPO (ImM H,0,, ImM OPD e 0.1% Triton X-100 em tampao Tris, pH
8) foi adicionado a cada poco. Ap6s 30 minutos de incubagdo a temperatura ambiente,
adicionamos a cada pog¢o 25 ul de H,SO4 4M para interromper a reagdo. A absorbancia foi
medida a 490 nm no leitor de microplaca (Multiscan MS, Labsystems, USA). O numero de
células que migraram para a parte inferior da placa foi determinado através da medida da

EPO residual.

3.9 Extracao e dosagens de ¢cGMP
3.9.1 Extracao de GMP ciclico

Os eosindfilos foram ressuspensos em PBS numa concentragdo final de 1 x 10’
células/ml e, em seguida a suspensdo celular foi incubada com 2 mM de IBMX por 30
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, os eosinofilos tratados ou ndo com as

quimiocinas e/ou L-NAME foram incubados por 4 horas em estufa (37°C, 5% CO,). O
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doador de NO nitroprussiato de sédio (SNP) foi utilizado como controle positivo nos
ensaios de dosagem de GMPc. A incubacdo foi interrompida adicionando-se etanol
absoluto acidificado gelado (concentracdo final de 67%). As amostras foram agitadas
vigorosamente por 30 segundos, incubadas em gelo por 30 min, e centrifugadas a 4000xg
por 30 minutos (4°C). Os sobrenadantes das amostras foram recolhidos e guardados. Os
pellets foram lavados com 0,5 ml de etanol acidificado gelado (67%), centrifugados a
14000xg por 5 minutos e, estes sobrenadantes foram adicionados aos primeiros. As
amostras foram secas a 55-60°C em banho-maria, sob fluxo de nitrogénio, e estocadas (-

20°C) até a dosagem do nucleotideo.
3.9.2 Dosagens de GMP ciclico

As dosagens foram realizadas com kits comerciais especificos para o nucleotideo GMPc
(Cayman Chemical Co., USA). As amostras foram previamente acetiladas de acordo com
as recomendacdes do fabricante. Cada poco recebeu material proveniente de 1,5 x 10°
células (50 pl), e cada amostra foi feita em triplicata. A leitura foi realizada a 405 nm

(Pradelles ef al., 1989; Maxey et al., 1992).

3.10 Nitraciao da albumina de soro bovino (BSA) com peroxinitrito
3.10.1 Preparacao do peroxinitrito

A BSA nitrada foi usada como controle positivo para a detec¢do de proteinas
nitradas. Inicialmente preparamos 3 solugdes: NaNO, 0.6 M, H,0, 0.6 M em 50 ml de HCl
0.7 M e NaOH 1.2 M. A preparacdo da reagdo foi feita com 10 ml de cada solucdo. As
foram colocadas em 3 béqueres separadamente, sendo que o becker que continha a solugao
de NaOH foi colocado sob o agitador magnético. Em seguida, sobre a solucio de NaOH
foram acrescentadas as solugdes de NaNO, e H,O,, simultanea e rapidamente. A solugdo
resultante da mistura das 3 solucdes iniciais obteve uma coloracdo amarela. Em seguida, a
solucdo final foi colocada em tubos de 50 ml e estocada a -20°C overnight. No dia seguinte,
os tubos foram retirados do freezer, coletando-se rapidamente a parte mais amarelada,
presente na parte superior da solu¢do congelada, que € o peroxinitrito. As diluicdes do

peroxinitrito foram feitas em NaOH 1.2 M. A determinacdo da concentragdo do
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peroxinitrito foi feita através do espectrofotometro a 302 nm, e com o auxilio da seguinte

equagdo: Abs=bxcxe

C = Abs x dil
1670

C = concentragdo final de peroxinitrito
Abs = absorbéncia
b (dil) = fator de diluicao

e (coeficiente de extingdo do peroxinitrito) = 1620 M. cm’

3.10.2 Nitracao da BSA

O peroxinitrito (concentragdo final de ImM) foi adicionado a uma solucdo de BSA
Img/ml e incubado a temperatura ambiente por 5 minutos. Em seguida foi feita a

neutralizacdo com %2 volume de HCI1 0.4 M.

3.11 Western blotting para 3-nitrotirosina

Os eosinéfilos foram isolados, ajustados para a concentracdo de 1x10’ células/ml
em RPMI 1640 (sem vermelho de fenol) e incubados em estufa (37°C, 5% CO,) por 4

horas, na presenca ou auséncia das quimiocinas eotaxina ou RANTES (100 ng/ml) e/ou 0.1
mM de L-NAME. Apés a incubacdo, a cada tubo contendo eosinéfilos foi adicionado 5 ul
do coquetel de inibidores de proteases (AEBSF 2 mM, aprotinina 1.6 uM, leupeptina 42
uM, bestatina 72 uM, pepstatina A 30 uM e E-64 28 uM) e os mesmos foram estocados a -
80°C. Para o ensaio, as amostras de eosinofilos foram descongeladas, sonicadas (5 minutos)
e centrifugadas (10000 x g, 4°C) for 15 minutos. O sobrenadante e o precipitado foram
separados. O sobrenadante foi aliquotado e congelado. O precipitado foi resuspenso em
tampao (1% NP-40, 20 mM Tris-HCI pH 7.5, 400 mM NaCl, ImM EDTA), sonicado (5
minutos) e centrifugado (10000 x g, 4°C) por 15 minutos. O pellet desta segunda
centrifugacdo foi descartado e o sobrenadante foi congelado. Foram feitas dosagens de
proteina nas amostras (sobrenadantes da primeira e segunda centrifugacdo), usando o kit
Bio-Rad DC protein assay (BioRad). Quantidades equivalentes de proteina (40 wug) foram
adicionadas ao gel de poliacrilamida (SDS-PAGE, 7.5 %). As proteinas foram transferidas
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eletroforeticamente para membranas de PVDF, que foram bloqueadas com por 30 minutos
a temperatura ambiente com leite desnatado 5% em TBS (Tris 200 mM, NaCl 1.5 M, pH
7.6) contendo 0.1% de Tween (TBS-T). As membranas foram incubadas overnight (4°C)
com o anticorpo monoclonal anti-nitrotirosina (1:2000). No dia seguinte, as membranas
foram lavadas 6 vezes (10 minutos / vez) com TBS-T, e posteriormente incubadas com o
anticorpo secundério conjugado com peroxidase (1:8000) diluido em uma solu¢do 5% de
leite desnatado em TBS-T por 1 hora. As membranas foram lavadas por mais 6 vezes com
TBS-T. A deteccdo de proteina nitrada foi feita através do aumento de

quimioluminescéncia (ECL plus Western blotting detection system).

3.12 Analise dos resultados

Os resultados foram expressos como média + erro padrao das médias (EPM) de n
experimentos, quando apropriado. Diferengas estatisticamente significativas foram
determinadas utilizando-se andlise de varidancia (ANOVA) para mdltiplas comparagdes
seguido pelo teste de Tukey, ou teste ¢ de student ndao pareado quando apropriado. Valores

de P<0,05 foram considerados significativos.
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4. RESULTADOS
4.1 Efeitos das quimiocinas eotaxina e RANTES sobre a viabilidade dos eosinofilos

Inicialmente, realizamos ensaios de atividade celular pelo MTT com o objetivo de
verificar a viabilidade dos eosinéfilos apds os 3 periodos de incubacdo. Diante disso,
realizamos experimentos com eosindfilos purificados, estimulados ou nao (controle) com
eotaxina (10, 100 e 1000 ng/ml) ou RANTES (10, 100 e 1000 ng/ml) ap6s 2, 3 e 4 horas de
incubagdo.

A tabela 1 mostra que os eosindfilos permanecem vidveis apds 2, 3 e 4 horas de
incubagdo em estufa a 37°C. Além disso, podemos notar que alguns pontos experimentais
com células estimuladas com quimiocinas apresentaram valores de porcentagem
significativamente aumentados em relagdo ao controle. No tempo de 2 horas, este aumento
pode ser observado com ambas as quimiocinas nas concentragdes de 100 e 1000 ng/ml. Em
3 horas, 0 aumento ocorre com eotaxina nas concentragdes de 100 e 1000 ng/ml e em todas
as concentracdes de RANTES testadas. Em 4 horas, o aumento ocorre com eotaxina nas
concentracdes de 100 e 1000 ng/ml na presenca de eotaxina ou RANTES.

Estes resultados nos permitem concluir que as células permanecem vivas em todos
os tempos de incubacdo estudados, além de estarem ativadas na maioria dos pontos

experimentais testados.

Tabela 1. Efeito das quimiocinas eotaxina e RANTES sobre eosindfilos

Tratamento Reducao do MTT (% controle)
2h 3h 4h
Eotaxina (10 ng/ml) 84.6 £ 6.6 113.0+6.1 91.0+£2.7
(100 ng/ml) 113.8 £5.0%* 130.7 £2.3%* 127.3 £ 3.6*
(1000 ng/ml) 124.7 £5.0%* 138.4 £2.0%* 146.0 £ 11.8*
RANTES (10 ng/ml) 104.8 + 1.6 128.8 + 8.0* 105.8 + 1.0
(100 ng/ml) 118.9 +2.8* 133.4 + 3.6* 138.4 £ 6.0*
(1000 ng/ml) 117.4 £3.8* 118.0 £ 1.0%* 147.0 £ 6.9*

A suspensdo de eosinéfilos (2x10°células /ml) foi incubada por 2, 3 ou 4 h com eotaxina (10-1000
ng/ml) ou RANTES (10-1000 ng/ml). Cada experimento foi realizado em triplicata (z = 3). Os
resultados sdo expressos como % de reducdo do MTT em relacdo ao controle. *p<0.05 quando
comparado com células ndo tratadas.
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4.2. Adesao de eosinéfilos a fibronectina

Apo6s 2, 3 e 4 horas de incubacgao, os eosindfilos purificados, estimulados ou nao
com eotaxina ou RANTES, foram adicionados a pogos previamente revestidos com
fibronectina e incubados em estufa umida (37°C, 5% CO,) para aderir por 30 minutos.

A figura 1 (painel A) mostrou que a pré-incubacdo por 2 horas das células com
eotaxina ou RANTES ndo modificou a porcentagem de células aderidas a fibronectina em
relagdo ao controle ndo estimulado (CTRL), em nenhuma das concentracdes testadas (10,
100 e 1000 ng/ml). O tratamento com PAF (10" M) também ndo modificou a porcentagem
de células aderidas a fibronectina em relagdo ao controle nao estimulado (CTRL).

Ap6s 3 horas (painel B) de incubacdo com eotaxina ou RANTES, houve um
discreto aumento da adesdao dos eosinéfilos estimulados com eotaxina (7.9+1.7%;
10.9£3.0%; 11.6+3.39%, para 10, 100 e 1000 ng/ml, respectivamente) ou RANTES
(9.2+2.0%, 11.4£3.4%, 12.5+£2.9%, para 10, 100 e 1000 ng/ml, respectivamente), quando
comparamos com as células ndo estimuladas (CTRL) (5.8+£1.7%). Entretanto, este aumento
nao alcancgou diferenca estatistica usando-se ANOVA.

O painel C ilustra os resultados obtidos apds 4 horas de incubagdo na presenca ou
auséncia das quimiocinas. Com este tempo de incubagdo, podemos observar um aumento
estatisticamente significativo da adesdao dos eosinéfilos estimulados com o controle
positivo PAF (10° M; 12.841.9%), eotaxina (14.142.2% e 11+2.0%, para 100 e 1000
ng/mL) e RANTES (13.8+2.1%, para 100 ng/ml), em relacdo as células ndo estimuladas
(CTRL) (6.6£1.0%).

E importante relembrar que os eosinéfilos permanecem vidveis (ensaio de MTT) em
todas as condi¢Oes experimentais, quer na auséncia, quer na presenca de quimiocinas.
Diante disso, estabelecemos 4 horas e 100 ng/ml de eotaxina ou RANTES, como o tempo e
concentracdo-6timos para os experimentos posteriores.

Com o objetivo de investigar uma possivel interacdo da via de sinalizacdo das
quimiocinas com a do NO, resolvemos verificar, em experimentos separados, o efeito do L-
NAME (inibidor ndo seletivo de NOS) sobre o aumento da adesdo induzido pela eotaxina e
RANTES nas placas recobertas com fibronectina.

Analisando a figura 2 podemos notar que o controle positivo PAF (10° M;

153£1.8%) e o L-NAME 0.1 mM (10.3£1.5%) foram capazes de aumentar
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significativamente a adesdo dos eosindfilos a fibronectica, quando comparados aos
eosinéfilos ndo estimulados (CTRL) (6.1£1.1%). Entretanto, a co-incubacdo de L-NAME
com eotaxina (14.912.1%) ou com RANTES (14.7+2%) nao modificou a adesdo vista

isoladamente com a eotaxina (15.722%) ou RANTES (15.7+2%).
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Fig 1. Efeito das quimiocinas sobre a adesdo de eosinéfilos a fibronectina. Eosinéfilos
(7x10*células/ml - 50ul/poco) foram incubados por 2, 3 e 4 h com (CTRL) ou sem PAF (10°M),
eotaxina (10-1000 ng/ml) ou RANTES (10-1000 ng/ml). Em seguida, as células foram incubadas
por 30 minutos em pogos recobertos com fibronectina . Os resultados sdo expressos como média
das porcentagens de células aderidas + EPM (n=6). 'P<0.05 quando comparado com CTRL.
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Fig 2. Efeito do L-NAME sobre a adesio de eosinéfilos a fibronectina. Eosinéfilos
(7x104células/ml - 50ul/poco) foram incubados por 4 h com (CTRL) ou sem PAF (10'6M), L-
NAME (0.1 mM), eotaxina (100 ng/ml) ou RANTES (100 ng/ml). Em seguida, as células foram
incubadas por 30 minutos em pocos recobertos com fibronectina para permitir a adesdo. Os
resultados sdo expressos como média das porcentagens de células aderidas + EPM (n=6). "P<0.05

quando comparado com CTRL.
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4.3 Deteccao da expressao das integrinas VLA-4 e Mac-1

As integrinas VLA-4 e Mac-1 sdo consideradas as moléculas de adesdo mais
importantes na adesdo firme do eosindfilo ao endotélio, e por isso t€ém papel importante no
recrutamento destas células para o tecido inflamado. Diante disso, decidimos avaliar
através da técnica de citometria fluxo a expressdo destas moléculas de adesdo em
eosindfilos purificados, estimulados ou nao com eotaxina e RANTES, ap6s 2, 3 e 4 horas
de incubacio.

4.3.1 Apos 2 horas de incubacao

A figura 3 mostra que eosindfilos tratados ou ndo com quimiocinas apresentaram
um perfil de resposta semelhante tanto para VLA-4 (painel A) como para Mac-1 (painel B),
ou seja, nenhuma das concentracdoes de eotaxina ou RANTES utilizadas foi capaz de
aumentar a intensidade de fluorescéncia em relagdo ao controle (CTRL).

4.3.2 Apos 3 horas de incubacao

Analisando a figura 4 podemos observar que o periodo de 3 horas de incubag¢do com
eotaxina ou RANTES também nio foi capaz de alterar a expressdao das integrinas. Assim,
nao houve diferenca significativa entre a expressdo de VLA-4 (painel A) e Mac-1 (painel
B) entre células estimuladas e ndo estimuladas com quimiocinas.

4.3.3 Apés 4 horas de incubacio

A incubagdo de 4 horas (figura 5) com eotaxina ou RANTES, novamente, ndo foi
capaz de modificar a expressdo de VLA-4 e Mac-1, mostrando padrdo de resposta
semelhante ao observado apds 2 e 3 horas de incubacao.

4.3.4 Apés 4 horas de incubacio (co-incubac¢io com L-NAME)

Neste tempo de 4 horas de incubagdo decidimos verificar o efeito da co-incubacao
do L-NAME (0.1 mM) com eotaxina ou com RANTES (100 ng/ml) sobre a expressao de
VLA-4 e Mac-1. A andlise da figura 6 nos mostra que a co-incubacido do L-NAME com a
eotaxina ou com RANTES ndo alterou significativamente a expressao de VLA-4 (painel A)

ou Mac-1 (painel B).
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Fig 3. Deteccdo da expressio de VLA-4 e Mac-1 apés 2 horas de incubacio. Eosinéfilos
(3x1060élulas/ml— 100 pl/tubo) foram incubados por 2 h; sem (CTRL) ou com eotaxina (10-1000
ng/ml) ou RANTES (10-1000 ng/ml). Em seguida, as células foram marcadas com anticorpo anti-
VLA-4 (painel A) e anti-Mac-1 (painel B). Os resultados estdo expressos como média £ EPM (n=3-
4).
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Apos 3 horas de incubacio
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Fig 4. Deteccio da expressio de VLA-4 e Mac-1 apés 3 horas de incubacio. Eosinéfilos
(3X1060élulas/ml -100 ul/tubo) foram incubados por 3 horas; sem (CTRL) ou com eotaxina (10-
1000 ng/ml) ou RANTES (10-1000 ng/ml). Em seguida, as células foram marcads com anticorpo
anti-VLA-4 (painel A) e anti-Mac-1 (painel B). Os resultados estdo expressos como média + EPM
(n=4).
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Apos 4 horas de incubacio
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Fig 5. Deteccio da expressio de VLA-4 e Mac-1 apés 4 horas de incubacio. Eosinéfilos
(3X106células/ml -100 pl/tubo) foram incubados por 4 horas; sem (CTRL) ou com eotaxina (10-
1000 ng/ml) ou RANTES (10-1000 ng/ml). Em seguida, as células foram marcads com anticorpo
anti-VLA-4 (painel A) e anti-Mac-1 (painel B). Os resultados estdo expressos como média + EPM
(n=4).
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Fig 6. Efeito do L-NAME sobre a expressio de VLA-4 e Mac-1 em eosinéfilos. Eosin6filos
(3x10°élulas/ml -100 pl/tubo) foram incubadas por 4 horas na auséncia (CTRL) ou presenca de L-
NAME (0.1 mM), eotaxina (100 ng/ml) ou RANTES (100 ng/ml). As células foram marcadas com
anticorpo anti-VLA-4 (Painel A) ou anti-Mac-1 (Painel B). Os resultados sdo expressos como
média da intensidade de fluorescéncia + SEM (n= 4).
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4.4. Desgranulacao de eosinofilos

Eosinoéfilos purificados de sangue periférico de individuos sadios foram tratados ou
nao por 4 horas com eotaxina (100 ng/ml), RANTES (100 ng/ml) e/ou L-NAME (0.1 mM).

De acordo com Adamko ef al. (2004), utilizamos o A23187 (ionéforo de célcio — 5
uM, 30 minutos) como controle positivo dos ensaios. D-NAME (0.1 mM) foi usado como
controle negativo. A desgranulacdo foi avaliada através da deteccdo da atividade da EPO
nos sobrenadantes coletados apds as incubagdes.

Analisando a tabela 2 notamos que os eosindfilos tratados com o L-NAME,
eotaxina ¢ RANTES, individualmente, mostraram valores de densidade Otica elevados e
estatisticamente maiores do que o valor das células-controle (RPMI). A co-incubagio de L-
NAME com eotaxina ou RANTES, ndo alterou os valores de densidade otica para EPO.
Eosindfilos estimulados por 30 minutos com o A23187 (controle positivo) apresentam
marcante liberacdo de EPO (135 % do basal) comparado com as células ndo estimuladas

(dado ndo mostrado).

Tabela 2. Efeito das quimiocinas eoatxina e RANTES e do L-NAME sobre a
desgranulacao de eosinéfilos

Tratamento Densidade odtica
CTRL 0.39 £0.02
A23187 0.87 £ 0.04*
D-NAME (0.1mM) 0.27 £ 0.01
L-NAME (0.1mM) 0.70 £ 0.04*
Eotaxina (100 ng/ml) 0.70 £ 0.03*
RANTES (100 ng/ml) 0.71 £ 0.05*
L-NAME + Eotaxina 0.77 £ 0.02*
L-NAME + RANTES 0.69 +0.04*

Eosindfilos purificados de individuos sadios foram tratados ou ndo com eotaxina (100 ng/ml),
RANTES (100 ng/ml) e/ou L-NAME (0.1 mM) por 4 horas. D-NAME (0.1 mM) foi usado como
controle negativo. Os eosindfilos foram incubados com A23187 (SuM) por 30 minutos. A
EPO contida nos sobrenadantes apds as incubac¢des foi medida e expressa como média + EPM das
densidades oticas (n=6). *P<0.05 quando comparado com o controle (CTRL).

67



4.5. Quimiotaxia de eosinéfilos

Com o objetivo de investigar o papel do NO sobre a quimiotaxia de eosindfilos em
resposta aos conhecidos agentes quimiotéticos eotaxina € RANTES, realizamos ensaios de
quimiotaxia /11 vitro com eosindfilos na presenca de L-NAME.

Eosindéfilos purificados foram incubados por 2 horas em camaras de quimiotaxia de
96 pocos (ver Materiais e Métodos), na presenga ou ndo (CTRL) de L-NAME (0.1 mM), e
a migracdo das células foi analisada em resposta a eotaxina (100 ng/ml), RANTES (100
ng/ml) ou RPMI (migracdo espontanea). Analisando a figura 7, podemos notar que houve
migracdo significativa de eosindfilos (tratados ou ndao com L-NAME) em resposta a
eotaxina ou RANTES. Analisando separadamente a migracao espontanea (grupos RPMI),
podemos perceber uma pequena, porém significativa reducdo da migracdo dos eosinoéfilos

tratados com L-NAME quando comparados com os nao tratados (CTRL).
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Fig 7. Efeito do L-NAME sobre a quimiotaxia de eosinéfilos. Eosindfilos (4x10°células/ml -
25ul/pogo) foram incubados por 2 h na presenca ou auséncia (CTRL) de L-NAME (0.1 mM) e o
nimero de células que migraram em resposta a eotaxina (100 ng/ml) ou RANTES (100 ng/ml) foi
analisado através da medida da EPO residual. Os resultados sdo expressos como média do nimero
de células que migraram + EPM (n=3). 'P<0.05 quando comparado com RPMI, # quando
comparamos RPMI CTRL com RPMI L-NAME.
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4.6. Dosagem de GMP ciclico

A maioria das agdes do NO é mediada pela ativagdo da guanilato ciclase soldvel,
levando ao aumento da concentracdo de GMPc dentro das células. Por isso, resolvemos
dosar os niveis de GMPc intracelular em eosinoéfilos etimulados com eotaxina ou RANTES
(100 ng/ml), na auséncia e na presenga do L-NAME.

A tabela 3 mostra que a incubacdo de eosindfilos por 4 horas com SNP 0.1 mM
(doador de NO), usado como controle positivo, foi capaz de aumentar significativamente os
niveis de GMPc. Entretanto, as quimiocinas testadas isoladamente (eotaxina e RANTES)
ou co-incubadas com L-NAME ndo foram capazes de aumentar os niveis de GMPc em

relac@o ao controle nao estimulado (CTRL).

Tabela 3. Efeito das quimiocinas eotaxina e RANTES e do L-NAME sobre os niveis de
GMPec.

Tratamento [cGMP] (pmol/ml)
CTRL 4.45+0.54
SNP (0.1mM) 6.23 +0.50%*
L-NAME (0.1mM) 4.31 £0.62
Eotaxina (100 ng/ml) 4.63+0.51
RANTES (100 ng/ml) 4.47 +0.59
L-NAME + Eotaxina 4.31+0.45
L-NAME + RANTES 4.19£0.42

A suspensio de eosinéfilos (1.5 x 10° células / poco) foi incubada por 4 h com L-NAME e/ou
eotaxina, RANTES e SNP. As células ndo tratadas sdo representadas por CTRL. Cada experimento
foi realizado em triplicata (2 = 4-6). Os resultados sdo expressos como média + EPM. “P < 0.05
quando comparado com CTRL.
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4.7. Anélise de nitracao de tirosina em eosinéfilos

Inicialmente nitramos BSA para ser nosso controle positivo. Para constatarmos a
eficacia do processo de nitragdo, fizemos um gel de poliacrilamida com diferentes
concentracoes da BSA nitrada (1, 3, 5 e 10 pug), que posteriormente foram transferidas
eletroforeticamente para uma membrana de PVDF, e finalmente reveladas (ver Materiais e
Métodos). O procedimento de nitracdo da BSA foi eficaz, ja que a revelagdo no filme de
autoradiografia mostrou positividade para 3-nitrotirosina. Entdo, a concentragdo de BSA
nitrada escolhida por nés como controle positivo de nossos experimentos foi a de 10 pg.

A figura 8 € representativa de 3 experimentos feitos com eosinoéfilos de individuos
sadios estimulados ou ndo por 4 horas com L-NAME (0.1 mM), eotaxina (100 ng/ml),
RANTES (100 ng/ml), L-NAME + eotaxina e L-NAME + RANTES (6). Entretanto,
nenhum dos sobrenadantes testados apresentou positividade, exceto a BSA nitrada usada
como controle positivo (figura 8 painel B). Para confirmarmos que todo o conteudo
protéico do gel havia sido realmente transferido para a membrana, coramos ambos (o gel e
a mambrana) com o corante Comassie Blue. O gel ndo apresentou nenhuma banda protéica,
indicando que a transferéncia da amostras foi total e eficiente para a membrana (figura 8).
Em resumo, a transferéncia das proteinas para a membrana foi realmente eficaz, porém nos
sobrenandantes testados ndo observou-se nenhuma proteina nitrada, mesmo quando

deixamos o filme de autoradiografia exposto overnight.
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Fig 8. Membrana de PVDF corada com Comassie Blue (painel A). PM (peso molecular), N-
BSA (BSA- nitrada, controle positivo), linha 1: Sobrenadante de eosinéfilos ndo-estimulados; linha
2: Sobrenadante de eosindfilos tratados com L-NAME; Ilinha 3: Sobrenadante de eosinoéfilos
tratados com eotaxina; linha 4: Sobrenadante de eosinéfilos tratados com RANTES; linha 5:
Sobrenadante de eosindfilos tratados com L-NAME + eotaxina e linha 6: Sobrenadante de
eosinodfilos tratados com L-NAME + RANTES. Western blotting para 3-NT (painel B)
(Positividade somente no controle positivo N-BSA).

Além de testarmos os sobrenadantes, verificamos também se haveria a presenca de
proteinas nitradas no pellet. Aos precipitados formados foi adicionado tampao contendo o
detergente NP-40, para a lise das células. Posteriormente foi feita uma nova centrifugacio e
estes novos sobrenadantes (formados a partir da lise das células contidas nos pellets)
também foram testados para a presencga de proteinas nitradas.

Analisando a figura 9 podemos ver um padrio de resposta muito semelhante ao da
figura 8. Podemos notar que a membrana possui uma coloracao mais fraca das bandas em

relacdo as bandas da figura 8. Porém € necessdrio esclarecer que quantidades equivalentes
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de proteina foram adicionadas aos pogos de ambos os géis, aquele feito com amostras de
sobrenadante (figura 8), e aquele feito com amostras de pel/et (figura 9).

Ao corarmos o gel (figura 9) com Comassie Blue confirmamos que a transferéncia
para a membrana ocorreu com sucesso, ja que no gel ndo apresentava mais nenhuma banda
protéica. Porém, exceto o controle positivo (figura 9 painel B), ndo houve reatividade para

nitrotirosina.
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Fig 9. Membrana de PVDF corada com Comassie Blue (painel A). PM (peso molecular), N-
BSA (BSA- nitrada, controle positivo), linha 1: Pellet de eosinéfilos nao-estimulados; linha 2:
Pellet de eosindfilos tratados com L-NAME; linha 3: Pellet de eosindfilos tratados com eotaxina;
linha 4: Pellet de eosinofilos tratados com RANTES; linha 5: Pellet de eosinéfilos tratados com L-
NAME + eotaxina e linha 6: Pellet de eosindfilos tratados com L-NAME + RANTES. Western
blotting para 3-NT (painel B) (Positividade somente no controle positivo N-BSA).

Resolvemos investigar a presenca de proteinas nitradas também em eosindfilos de
individuos asmdticos, em crise de asma e sem tratamento. O mesmo procedimento que
realizamos nos eosinéfilos de individuos sadios foi feito com eosinéfilos de individuos

asmaticos.
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Enfim, a semelhanga do observado com eosindfilos de individuos sadios, apesar da
transferéncia de proteinas para a membrana ter sido completa, nenhum dos sobrenadantes
ou pellets testados foi reativo para 3-nitrotirosina (figuras ndo mostradas).

E importante mencionar que em todos os experimentos realizados nos certificamos
da qualidade da transferéncia das proteinas para a membrana, e sempre deixamos um filme
de autoradiografia exposto overnight, pois deste modo garantimos que se tivéssemos uma
positividade, mesmo que fosse fraca, seria detectada. Em resumo, em nosso sistema
experimental, nenhum dos estimulos testados em eosinéfilos humanos, de individuos sadios

ou asmdticos, foi capaz de nitrar proteinas.
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5. DISCUSSAO

A migragdo de eosindfilos para o tecido inflamado € um processo complexo, que é
regulado por numerosos fatores, incluindo citocinas, quimiocinas, NO e interagOes de
moléculas de adesdo; interagdes estas ndo sO entre células, mas também de células e
elementos da matriz extracelular. Os papéis das quimiocinas e do NO sobre as funcdes dos
eosin6filos nos processos alérgicos t€m sido extensamente estudados; entretanto, estudos
que investiguem a interacdo de CC-quimiocinas (particularmente eotaxina e RANTES) e a
via NO-GMPc ndo tém sido explorados. Este trabalho, através do uso de eosindfilos
humanos in vitro, sugere claramente que o NO ndo modula a adesdo, quimiotaxia e
desgranulacdo de eosindfilos estimulados com eotaxina ou RANTES a fibronectina, nem a
expressao de Mac-1 e VLA-4 na superficie dos eosinéfilos.

A literatura tem acumulado informacdes sobre o papel das quimiocinas e do NO na
migracdo de eosindfilos durante processos alérgicos. Alguns estudos t€m mostrado que o
NO é capaz de alterar a expressdo de algumas quimiocinas (ver item Quimiocinas e Oxido
Nitrico). Dos fatores quimiotaticos para eosinéfilos descritos até o momento, as CC-
quimiocinas, particularmente eotaxina, eotaxina-2, RANTES, MCP-3 e MCP-4 tém sido
apontadas como importantes para o desenvolvimento da eosinofilia bronquica presente em
pacientes asmaticos (Ying ef al, 1999). De maneira geral, quimiocinas podem induzir a
expressdo de integrinas na superficie de leucdécitos, permitindo a adesao firme do leucécito
a parede da célula endotelial proxima ao sitio inflamado (Ono er al, 2003), e
posteriormente estimular a migracdo transendotelial (Gale & McColl, 1999). As integrinas
VLA-4 e Mac-1 tém um importante papel na fun¢do do eosinéfilo (Conran et a/, 2001) e
por isso foram escolhidas para serem estudadas em nossas condi¢des experimentais.

A revisdo da literatura especializada nos mostrou que numerosos estudos realizados,
principalmente com as quimiocinas eotaxina € RANTES, utilizavam tempos de incubacio
muito variados, de minutos a horas. Deste modo, escolhemos estudar tempos de incubagao
intermedidrios (2 horas) e/ou longos (3 e 4 horas), que no nosso conhecimento nao tém sido
explorados na literatura.

Inicialmente, precisdvamos garantir que as nossas condi¢des experimentais ndo
afetariam a viabilidade dos eosindfilos, ou seja, que eles continuariam vidveis apds as

incubagdes. Para tal, utilizamos o método de MTT, que foi originalmente descrito por
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Mosmann (1983) e pode ser utlilizado para medir citotoxicidade, proliferacdo e ativagcao
celular. E um ensaio colorimétrico que se baseia na reducio do MTT pelas desidrogenases
mitocondriais de células vivas. Esta reagdo produz o sal formazan que € insolivel em dgua,
porém solivel em solventes organicos. Através de ensaios utilizando este método, pudemos
comprovar que em todos os tempos de incubacgdo testados as células continuavam vivas, e
em determinadas condicoes, até ativadas.

Jia e colaboradores (1999) demonstraram em eosindfilos murinos, através de
citometria de fluxo, que a eotaxina aumenta a expressdo de CD11b, e que este aumento é
maximo apds 1 hora de incubacdo. J4 a expressdo de VLA-4, alcanca o pico apds 2 horas
de incubacdo. Entdo, os autores sugerem que Mac-1 seja mais importante na transmigragao
(estagio inicial) induzida por eotaxina, enquanto VLA-4 participa mais ativamente em
estdgios tardios da resposta induzida por eotaxina. Por outro lado, um estudo realizado com
eosindfilos de pacientes com rinite alérgica mostrou que a incubagdo dos mesmos com
eotaxina por 30 minutos ndo foi capaz alterar a expressdo de integrina o4 (Sung et al,
2000). Ebisawa e colaboradores (1994) mostraram que RANTES, apesar de induzir
migra¢ado transendotelial, ndo foi capaz de aumentar a expressao de CD11b.

Entretanto, um estudo demonstrou que a citocina GM-CSF € capaz de aumentar a
ligacdo de eosindfilos a VCAM-1 (ou ao CS-1) através do aumento da afinidade de ligacio
do VLA-4 ao VCAM-1 ou CS-1. Este aumento da afinidade de ligacdo induzido pela
citocina ndo estd associado a alteracdes no numero de receptores expressos ou a
redistribuicao de receptores para VLA-4, sugerindo que uma mudanca conformacional no
receptor de VLA-4 pode ser responsavel por esta mudanga na afinidade de ligagcdo (Sung et
al, 1997).

Evidéncias tém indicado que o NO tem papel importante na inibi¢do da interacao
leucécito-endotélio e leucocito-matriz extracelular interferindo na expressdo e atividade
funcional de moléculas de adesdo expressas pelo leucdcito e pelas células endoteliais. O
trabalho de Conran e colaboradores (2001) foi realizado com eosinéfilos de voluntarios
sadios e os resultados obtidos estdo de acordo com as evidéncias. Os autores demonstraram
que o L-NAME aumenta a adesdo destas células a matriz extracelular em 30 minutos, e
aumenta também a expressao e funcdo de moléculas de adesdo, em particular, a expressao

da integrina Mac-1 e a funcdo da integrina VLA-4 (Conran et al., 2001).
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Com base nestas informagdes, decidimos investigar a existéncia de interacdo das
vias de sinalizacdo das CC-quimiocinas eotaxina ¢ RANTES com NO-GMPc em
eosinofilos. Deste modo, o uso do inibidor de NOS L-NAME foi a ferramenta escolhida
por nds para este estudo. Porém, € importante lembrar que nenhum dos trabalhos da
literatura, até o momento, utilizou os mesmos periodos de incubagdo utilizados por nés.

Assim como fizemos nos experimentos de MTT, os experimentos de citometria de
fluxo também foram feitos apds 2, 3 e 4 horas de incubagdo. Nao observamos diferengas
significativas entre os controles e os tratados com eotaxina, RANTES ou L-NAME, nem
para a expressdo de Mac-1, e nem para a expressdo de VLA-4. A co-incubag¢do com L-
NAME com cada quimiocina isoladamente também ndo afetou a expressao das integrinas
testadas.

Pelas informacOes da literatura relatadas anteriormente, notamos que ha
controvérsias, € que a estimulacdo de eosindfilos com quimiocinas pode resultar em
diferentes respostas na expressao de moléculas de adesdo, podendo resultar em aumento ou
nao da expressdao das mesmas. No caso de haver um aumento de alguma resposta funcional
(ex: adesdo), este aumento pode ndo estar necessariamente relacionado com aumento da
expressdao de moléculas de adesdo na superficie das células, assim como foi demonstrado
por Sung e colaboradores (1997). Deste modo, devemos ter em mente que, embora nio
tenhamos observado aumento da expressdo das integrinas Mac-1 e VLA-4, existe a
possibilidade de que as quimiocinas testadas tenham modificado a funcdo destas integrinas.

O estudo do recrutamento de eosindfilos se faz principalmente através de modelos
in vitro como quimiotaxia, adesdo e migracdo transendotelial . Neste trabalho, a técnica
escolhida foi a adesdo de eosindfilos a fibronectina. J4 que os eosindfilos aderem
especificamente a fibronectina via VLA-4 (oa4f;, CD49d/CD29), e como o Mac-1(owfo,
CD11b/CD18) também pode se ligar a esta proteina, esta técnica nos permitiu investigar,
mesmo que indiretamente, se a funcio e/ou afinidade destas moléculas de adesdo estariam
alteradas apds o tratamento com alguns fatores.

O actimulo seletivo de eosindfilos nas vias aeriferas de asmdticos ¢ um evento
central da fisiopatologia desta doenca, porém os mecanismos exatos responsaveis por este
fendmeno ainda ndo estdo completamente esclarecidos. Alguns estudos clinicos e

experimentais t€ém mostrado associag@o positiva entre o aumento do nimero de eosinéfilos
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(no sangue e LBA) e a gravidade da asma (Gonzalo et al,, 1998; Sato et al., 1999). Como se
sabe, os eosindfilos sdo importantes células efetoras envolvidas na lesdo da mucosa
bronquica, uma vez que sdo capazes de sintetizar e liberar substincias pro-inflamatorias
como proteinas catidnicas, espécies reativas de oxigénio e citocinas pré-inflamatdrias e pro-
fibréticas (Lampinen ef al., 2004).

A capacidade dos eosinéfilos de migrar para o sitio de inflamacdo é dependente da
expressdo e ativacdo de suas integrinas de superficie, e da ligacdo das mesmas a seus
contra-receptores correspondentes presentes no endotélio vascular pulmonar (Sedgwick et
al., 2005). Como j4 relatado, quimiocinas podem induzir a expressdo de integrinas na
superficie de leucécitos, permitindo a adesdo firme ao endotélio préximo ao sitio inflamado
(Ono et al, 2003), e estimulando posteriormente a migracdo transendotelial (Gale &
McColl, 1999). A integrina a4 € constitutivamente expressa nos eosindfilos, e por isso a
interacdo dos mesmos com células endoteliais via integrina ou /V-CAM € considerada um
mecanismo de recrutamento seletivo de eosindfilos para as vias aeriferas (Broide er al.,
2001). Por outro lado, é provdavel que um ou mais fatores adicionais sejam necessarios para
a adesdo firme dos eosinéfilos a VCAM-1 presente no endotélio, para que posteriormente
ocorra uma transmigragao eficiente (Yamamoto et al., 2005).

Os eosinodfilos podem aderir especificamente a fibronectina utilizando VLA-4 como
receptor para a mesma. Dessa forma, usamos o ensaio de adesdo a fibronectina afim de
investigar os possiveis mecanismos de adesdo de eosindfilos em nossas condig¢des
experimentais. Nossos resultados mostraram que somente no periodo mais longo de
incubagdo (4 horas) hd aumento significativo da adesdo dos eosindfilos estimulados com
eotaxina ou RANTES. Além disso, vimos também que eosinéfilos estimulados somente
com L-NAME também tém adesdo aumentada a fibronectina. De fato, L-NAME ja tinha
sido descrito como capaz de aumentar a adesdo de leucdcitos de gato n vivo (Giembycz &
Lindsay, 1999) e também de eosindfilos a fibronectina (Conran et al., 2001).

O aspecto original deste trabalho foi a investigacdo de uma possivel interacao entre
quimiocinas e NO e, por isso, analisamos a adesdo de eosindfilos etimulados com L-NAME
e eotaxina ou RANTES, simultaneamente. Os dados destas co-incuba¢des mostraram que a
adicao de L-NAME néo interfere no aumento da adesdo que ja era observado com cada

quimiocina isoladamente.
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As CC-quimiocinas t€ém se mostrado capazes de aumentar a adesdo de leucdcitos
em diversos sistemas 7n vitro (Weber et al., 1996), inclusive no sistema por nés utilizado,
porém também sao capazes de reduzir a adesao de eosindfilos (Weber ef al. 1996; Vaddi &
Newton, 1994; Tanaka et al, 1998; Bochner et al, 1999). Parece que a desativacdo de
integrinas induzida por quimiocinas é importante no movimento dos leucécitos em direcio
aos tecidos (Bochner et al, 1999; Carr et al., 1996). Deste modo, parece que a acdo de
quimiocinas sobre as integrinas presentes nos eosinéfilos tém uma cinética complexa
(ativacdo e desativacgdo).

Nossos resultados estdo em contraste com os de Jia e colaboradores (1999),
mencionado anteriormente, que demonstraram em eosin6filos murinos que a eotaxina pode
aumentar a expressdo de CD11b e VLA-4, porém com picos de expressdo em tempos
diferentes. Tal contraste pode ser devido a diferencas experimentais ou na espécie e fonte
dos eosindfilos, sendo plausivel especular que eosindfilos peritoneais de camundongos
transgénicos (Jia et al, 1999) respondam de maneira diferente a eotaxina, quando
comparados com eosindfilos periféricos humanos. Esta linha de raciocinio faz sentido, uma
vez que a literatura mostra que um mesmo modelo experimental de asma, quando
empregado em camundongos de linhagens diferentes, pode resultar em diferencas nas
respostas inflamatérias das vias aeriferas, particularmente na inflamacdo eosinofilica
(Ichinose et al., 2004). Isto indica também que o background genético ndo pode ser
negligenciado. Além disso, também ndo podemos esquecer que, assim como nos, Sung e
colaboradores (2000), ja tinham demonstrado em eosinéfilos de pacientes com rinite que a
expressdo da integrina o4 ndo € afetada pela eotaxina. Entretanto, devemos prestar ateng¢ao
no status imune dos individuos (alérgico ou naive), o tempo de exposi¢do a quimiocina, ou
ambos os fatores, sejam importantes para a resposta da célula a quimiocina, e devem ser
levados em consideracdo durante a comparagao de resultados descritos na literatura.

Ebisawa e colaboradores (1994) mostraram que RANTES induz migracao
transendotelial, porém ndo € capaz de aumentar a expressao de CD11b. Do mesmo modo,
Jia et al. (1999) também ndo observaram modulag@o positiva de CD11/CD18 na presenca
de RANTES, sugerindo que o mecanismo de migracdo de eosindfilos induzido por

RANTES ¢ diferente da migracdo induzida por eotaxina. Nossos dados de eosinéfilos
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estimulados com RANTES concordam com os de Ebisawa (1994) e Jia (1999), uma vez
que também ndo observamos aumento da expressao de Mac-1.

Em nossos experimentos, o L-NAME foi capaz de aumentar a adesdo de eosinéfilos
a fibronectina em 4 horas, porém as expressdes de VLA-4 e Mac-1 permaneceram
inalteradas. Sung e colaboradores (1997) demonstraram que integrinas o4 expressas por
eosindfilos podem existir em diferentes estdgios de ativacdo, caracterizados por baixa ou
alta afinidade de ligacdo aos seus contra-receptores, como o VCAM-1.

Analisando nossos resultados de citometria de fluxo e adesdo a fibronectina
podemos sugerir que talvez esteja acontecendo um mecanismo semelhante ao proposto por
Sung e colaboradores (2000). Sugerimos que talvez a afinidade das integrinas testadas por
nés tenha sido aumentada nos eosindfilos estimulados com L-NAME ou com as
quimiocinas. Desta maneira, podemos supor que a fun¢do (avidez ou afinidade), possa ser
modificada por estes estimulos. Esta seria uma explicacdo razodvel para a adesdo
aumentada a fibronectina, sem ter havido aumento da expressao das integrinas.

E importante deixar claro que uma pequena quantidade de células estimuladas é
capaz de aderir a placa recorberta com fibronectina, porém isso parece ser uma
caracteristica comum aos modelos que estudam adesdo celular in viftro. A adesdo basal
(células ndo estimuladas) observada em modelos que usam placas recobertas com soro,
fibrinogénio, fibronectina ou VCAM- 1 recombinante varia normalmente de 5 a 30%,
dependendo do tipo de célula usada (eosinéfilos, neutrdfilos, plaquetas) e das condicdes
experimentais (Conran ef al., 2001; Sano et al, 2001; Marcondes ef al., 2006). Assim, a
estimulagdo celular com diferentes fatores costuma aumentar a adesao cerca de 20 a 100%
acima do basal.

Em nossas condicdes experimentais, a adesdao do eosindfilo a fibronectina mediada
pela eotaxina ou RANTES nio parece ser dependente de NO enddégeno. Assim, nossos
dados apdiam a idéia de que, embora quimiocinas e NO participem do processo de
migracdo de eosindfilos in vivo e in vitro, até agora ndo parece existir /n viftro uma
interacdo entre ambos. Nessa drea, a literatura mostra resultados muito variados e até
contrastantes, que pode ser resultado diferencas metodoldgicas, de espécie animal, de fonte
da célula, ou como dito antes, do tempo de exposi¢cdo a quimiocina. Devemos ter em mente

também que o fato de ndo observarmos aumentos de adesdo superiores aos ja determinados
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pela eotaxina (ou RANTES) e L-NAME isoladamente seja resultado de uma limitagao
metodolégica; ou seja, a resposta maxima ja teria sido atingida por cada agente
individualmente.

Embora indmeras evidéncias mostrem que os eosinéfilos t€m participacdo
importante na patogénese de doencas alérgicas, os mecanismos que regulam o trifego e a
desgranulacdo destas células nas vias aeriferas ainda ndo estdo completamente elucidados.
Eotaxina e RANTES sd3o importantes fatores quimiotaticos para eosinoéfilos, portanto
contribuem para o movimento dos mesmos do sangue para os sitios inflamatérios. Uma vez
recrutados para os tecidos, os eosinéfilos recebem sinais para desgranularem, resultando na
liberacao de suas proteinas granulares como a MBP, EPO e ECP, que tém sido associadas a
indu¢do de dano epitelial, edema e hiperresponsividade das vias aeriferas, desempenhando
papel importante na patogénese de doengas alérgicas (Rothenberg & Hogan, 2006).

Noss objetivo a seguir foi investigar uma possivel interacdo destas CC-quimiocinas
e da via de sinalizacdo NO-cGMP na desgranulacdo de eosinéfilos. Assim, investigamos o
efeito das quimiocinas eotaxina e RANTES, e do L-NAME (inibidor de NOS),
individualmente ou em associacdo (L-NAME + quimiocina), sobre a desgranulacdo de
eosindfilos de individuos sadios. Para tal, medimos a quantidade de EPO liberada nos
sobrenadantes de eosindfilos estimulados ou ndo, durante a incubacdo de 4 horas.
Escolhemos o tempo de incubacdo de 4 horas e 100 ng/ml das CC-quimiocinas tendo em
vista que foi neste periodo e nesta concentracdo que observamos aumento de adesdo
significativo. Além disso, escolhemos a dose de L-NAME (0.1 mM) com base em trabalhos
anteriores de nosso grupo (Conran et al., 2001) e nossa experi€ncia nesta drea.

El-Shazly e colaboradores (1998) demonstraram que a eotaxina induz liberacdo
significativa de EDN quando comparada com o controle negativo. Este efeito €
concentracdo-dependente, alcangando a resposta mdxima na concentragdo de 100 ng/ml.
Mostraram também que a quantidade de EDN liberada por eosinéfilos estimulados com
eotaxina foi equivalente a observada com RANTES e compardvel com o PAF. Ja que as
quimiocinas estdo presentes em altas quantidades nos sitios inflamatérios alérgicos,
acredita-se que elas contribuam significativamente para a desgranulacio eosinofilica local.

Outro estudo mostrou que a desgranulacdao de eosindfilos é mediada por CCR3, que € o
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principal receptor de quimiocinas responsavel pela quimiotaxia de eosinéfilos (Fujisawa ef
al., 2000).

Trabalho realizado com uma linhagem de eosindfilos (clone 15 HL-60) analisou o
efeito das eotaxinas 1, 2 e 3 sobre a desgranulagdo. Os resultados mostraram que o aumento
da porcentagem de liberacdo de EPO foi concentragdo-dependente para as 3 eotaxinas.
Além disso, foi investigada também a liberacdo de EPO em eosinéfilos estimulados
primeiramente com as eotaxinas, e posteriormente estimulados com A23187. Estes
resultados mostraram uma potenciagdo significativa da desgranulacdo (com as 3 eotaxinas)
na presenca do A23187 (Badewa et al., 2002).

Nossos resultados de desgranulacdo reproduzem o que a literatura mostra, ou seja,
mostram através do aumento da densidade Gtica em relacdo ao controle negativo, que
eotaxina (100 ng/ml) e RANTES (100 ng/ml) induzem a desgranulagdo através da liberagcao
de EPO. Os resultados originais que obtivemos mostram que o L-NAME per se também ¢é
capaz de induzir a desgranulacdo. Porém, a co-incubacdo com as quimiocinas ndo alterou o
efeito que ja era observado com cada uma individualmente. Assim, o fato de o L-NAME
nao modificar a desgranulagdo induzida por eotaxina € RANTES indica que o NO ndo
modula a desgranulacio nos eosinéfilos ativados pelas CC-quimiocinas testadas. E
interessante o fato do L-NAME per se ser capaz de aumentar significativamente a
quantidade de EPO liberada, e em quantidade equivalente as obtidas com as CC-
quimiocinas. De fato, em outros tipos celulares, como o mastdcito, inibidores da sintese de
NO também se mostraram capazes de causar desgranulacdo celular (Salvemini ef al., 1991;
Kimura et al., 1999). Entretanto, até o presente momento, este estudo € o primeiro a mostrar
que a inibicdo 7n vitro do NO em eosindfilos humanos leva a desgranulacao celular. Sabe-
se que a liberagdo das proteinas granulares estocadas nos eosinofilos pode acontecer através
da exocitose cldssica, desgranulacdo piecemeal (em etapas) ou através da citdlise (Clark ef
al., 2004); entretanto, estudos adicionais sao necessdrios para elucidagdo do mecanismo (s)
pelo qual o NO ¢ capaz de influenciar a desgranulagdo do esosindfilo.

O NO ¢ produzido por varios tipos celulares (Nathan, 1992) e regula inumeras
fungdes bioldgicas (Moncada et al, 1991; Tulic er al, 2000). Muitas de suas acdes,
incluindo regulacdo do rolamento, adesdo e extravasamento de leucdcitos sdo mediadas

pela ativagcdo da guanilato ciclase solivel, com o conseqiiente aumento da concentragdo de
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GMPc nas células-alvo (Kubes et al., 1991; Giembycz & Linday, 1999). Estudos feitos com
inibidores de NOS em eosinéfilos de ratos (Zanardo ef al., 1997) e humanos (Thomazzi et
al., 2001) mostraram que essas drogas inibem a quimiotaxia /n vitro dos eosinodfilos,
sugerindo um papel fundamental para o NO na quimiotaxia de eosinéfilos. Por isso,
resolvemos analisar a quimiotaxia de eosindfilos tratados ou ndo com L-NAME em
resposta a eotaxina e RANTES.

Nossos resultados mostraram que houve significativo aumento do nimero de células
que migraram em resposta a eotaxina ou RANTES em eosinéfilos tratados ou nao com L-
NAME. Entretanto, o tratamento com L-NAME ndo alterou o nimero de células migradas
quando comparado com as células ndo tratadas. Um fato curioso e que vai ao encontro a
literatura, foi a observacdo de que células tratadas com L-NAME tiveram a migragdo
espontanea (em resposta ao meio de cultura somente) significativamente reduzida, quando
comparado com células ndo tratadas. Assim, a inibicdo da NOS nestas condi¢des
experimentais, parece prejudicar a migragao dos eosindfilos.

Resolvemos investigar o efeito da estimulagdo de eosindfilos com eotaxina ou
RANTES, e também da co-incubagdo com o L-NAME, sobre os niveis de GMPc. A
existéncia da via de sinalizagdo NO-GMPc funcional foi claramente demonstrada em
eosindfilos, mas existem poucos estudos na literatura que tenham medido niveis de GMPc
nestas células.A excec¢do dos nossos dados, nenhum outro estudo avaliou os niveis de
GMPc em eosindfilos tratados com inibidores de NO (como o L-NAME) em condicdes
basais ou estimuladas. Nossos resultados confirmam que as dosagens funcionaram, ja que o
nitroprussiato de sédio (SNP) (controle positivo) foi capaz de aumentar significativamente
os niveis de GMPc, quando comparado aos niveis de GMPc de células ndo estimuladas.
Entretanto, os niveis de GMPc de eosindfilos estimulados com cada quimiocina
isoladamente, ou em co-incuba¢do com L-NAME, foram semelhantes aos dos eosinéfilos
ndo estimulados, indicando que a estimulagdo com as quimiocinas ndo interfere nos niveis
de GMPc dos eosindfilos. Esperdvamos que a incubacdo com L-NAME baixasse os niveis
basais de GMPc nas células controle (CTRL). Nao achamos na literatura nenhum outro
trabalho que tenha dosado GMPc em eosino6filos na presenca de L-NAME. Em plaquetas, o
L-NAME também se mostrou incapaz de reduzir os niveis de GMPc (De La Cruz et al.,

2000), mas os autores ndo discutem este aspecto. Embora ndés nao tenhamos uma

83



explicacdo para o L-NAME ndo reduzir os niveis basais de GMPc, nés achamos que talvez
isso seja reflexo de uma limitacdo metodologica. Neste trabalho, as condicoes
experimentais envolveram o uso do meio de cultura RPMI 1640 (meio de cultura
suplementado) para resuspensdo dos eosindfilos, além de um tempo prolongado de
incubacao (4 horas). Sob estas condi¢des, os niveis basais de GMPc foram
aproximadamente 3,5 vezes maiores que os niveis observados em eosinéfilos resuspensos
em MEM (meio minimo essencial) por 30 minutos (Conran et al., 2001; Thomazzi ef al,
2005). Assim, € metodologicamente dificil mostrar diferengas nas concentracdes de GMPc
entre amostras quando os niveis basais sdo relativamente altos.

A resposta inflamatéria eosinofilica na asma estd associada com a nitragdo de
proteina, detectada por imunohistoquimica para 3-nitrotirosina (3NT), possivelmente sendo
resultado da a¢do do peroxinitrito. Aliado a isto, foi constatado que a 3-NT estava associada
ao aumento da expressdo de iNOS, e que o tratamento com glicocorticdides foi capaz de
reduzir ambos, expressdao de 3NT e iNOS (Saleh er al, 1998). Neste caso, o NO parece
exercer um efeito toxico, oxidativo na asma, ja que a nitrac@o de tirosina altera a funcdo de
ambas, proteinas regulatodrias e estruturais (Van Der Vliet ef al., 1999).

Um trabalho feito em camundongos mostrou que a producdo de NO e a inflamacao
eosinofilica estdo intimamente relacionadas. Embora a inflamacdo eosinofilica seja, em
parte, modulada pelo NO, os eosinéfilos per se sdo fontes de NO, sugerindo assim que eles
sejam importantes fontes de nitracdo de tirosina (Iyjima ef al, 2001). Com base nestas
informagdes, decidimos investigar a presenca de proteinas nitradas em nosso modelo
experimental. Apesar das informacdes da literatura, nossos resultados obtidos de
eosindfilos de individuos asmaticos e sadios mostraram auséncia de proteinas nitradas em
todos os pontos experimentais testados. Deste modo, parece que nas condigdes
experimentais estabelecidas por nés ndo ha nitracdo de proteinas, nem mesmo nos
eosindfilos obtidos de individuos asmaticos.

Sato e colaboradores (2000) demonstraram que o peroxinitrito € capaz de diminuir a
atividade quimiotatica de eosindfilos estimulados com eotaxina, sugerindo que a nitragdo
do residuo de tirosina € responsdvel por este efeito. Embora fosse nossa inten¢do verificar
também o efeito direto do peroxinitrito (adicionando-o aos eosinoéfilos e incubando por 4

horas) sobre ensaios funcionais (adesdo a fibronectina e desgranulacdo) com eosindfilos de
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individuos sadios e asmaticos, o tempo e a dificuldade de obten¢do de sangue de asmaticos
nao nos permitiu realizar estes experimentos.

Todos os resultados mostraram que nas condi¢des estabelecidas por nds nao existe
interacdo entre as vias destas CC-quimiocinas e a via de sinalizacgdio NO-cGMP. Em
resumo, nosso estudo mostrou que as CC-quimiocinas eotaxina ¢ RANTES aumentam a
adesdao e desgranulagdo in vitro através de mecanismos independentes de NO. A
incapacidade das quimiocinas em alterarem a expressdo de VLA-4 e Mac-1 na superficie
do eosindfilo sugere que mudangas na fun¢do da integrina (avidez ou afinidade) estdo
envolvidas no aumento da adesdo observado nos eosindfilos estimulados com as

quimiocinas.
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6. SUMARIO E CONCLUSOES

Nossos resultados nos permitem concluir que:

L.

IL.

III.

IV.

VL

VIL

O ensaio de MTT mostrou que os eosinofilos permanecem vidveis na presenga de
eotaxina ou RANTES, em todos os tempos de incubacao;

A adesdo foi significativamente aumentada na presenca de L-NAME, eotaxina ou
RANTES; porém, a co-incubacdo do L-NAME com eotaxina ou RANTES nao
afetou a adesdo observada na presenca de cada uma das quimiocinas
individualmente;

A expressdo de VLA-4 e Mac-1 ndo foi alterada em nenhuma das condigdes
testadas;

A desgranulacio de eosinofilos foi significativamente aumentada na presencga de L-
NAME, eotaxina ou RANTES; porém, a co-incubac¢do do L-NAME com eotaxina
ou RANTES ndo afetou a desgranulacdo observada na presenca somente de cada
uma das quimiocinas;

A quimiotaxia de eosindfilos foi significativamente aumentada em resposta a
eotaxina ou RANTES; porém, o pré-tratamento dos eosinéfilos com L-NAME ndo
afetou a migracdo em repostas as quimiocinas;

Nao detectamos residuos de proteinas nitradas nos eosinéfilos sadios ou asmaticos,
estimulados ou nao com L-NAME e/ou quimiocinas;

Os niveis de GMPc ndo se mostraram alterados em eosinéfilos estimulados ou nao

com L-NAME e/ou quimiocinas.

Podemos concluir que em nossas condi¢cdes experimentais o tratamento 7z vitro com

as quimiocinas eotaxina € RANTES aumenta a adesdo, desgranulacdo e quimiotaxia de

eosindfilos por mecanismos independentes de NO.
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PARECER PROJETO: N 0452004

IDENTIFICACAD:

PROVETO: “EFEITO DO OXIDO NITRICO E CC-QUIMIOCINAS - SOBRE
ESINOFILOS DE PACIENTES ASMATICDS™

PESOUISADOR RESPONSAVEL: Laticia intamen

TNETITUICAD, Departamento de Farmacologia FCM/UNICAMP
APRESENTACAD AQ CEP. 2301/2004

APRFSENTAR RELATORIO EM: 150603

Il - OBJETIVOS

Imvestigar a imteragiio de algumas CC-quimiocinas em eosinofilotiticas @ di via de
sinalizagio NO-cGMP em eosindfilos perifericos de pacientes asmiticos, comparando-os com
EOS de supeitos sadio.

101 = SUMARIO

Os métodos pars este estude compreendem varws etapas laborstorias pars analise,
resummdamente, ¢ sangue seri diluide, cemmfugade para remoglio das oflulas monanuclesres,
contimmnds apenas oS eritrocitos, meutrdfilos ¢ cosindfilos. Apds & lise dos eritrocitos, &
suspensdo celular sera novamerte cemrifigada, lavads (em PBS) e realizads separagho
imunomagnitica de células para a separagho dos eosindlilos, que serlo coletados e preparados
em liminas para determinacho diferencial em microscopio Optico. A expressio de CC-
gquimiccinas, iNOS e a producio de NO serflo investigadas pelo método de Western Blotting. de
mRNA por RT-PCR e de dosagem dos niveis de mitrito/mitrato.

(ks resuliados serbo expressos como média € aro padriio de n experimentos, e amalsados
pesla amilise de variincia (ANOVA) para miltiplas comparagdes; mbém pelo teste de Tukey.
Serd comsidernda P< 0,05 como significative.

O item "Aspectos Eticos da Pesquisa® deste trabalho apenas descreve tecnicaments &
caletn de sengue periférico, considerando exclusivamenie & coleth como o aspecto SHca

A descrigho dos sujeitos refere-se novamente ao procedimente de coleta; a incluir
sujeitos asmaticos e saudiveis, de ambos os sexos, apos aprovagdo do CEP e stravés de
corsenimento escrite. Quanto 4 sebscko, esclarecs que esta & o3 controle dos sujeitos, serh feita
pelo Dr. Amtonso Candido Neto, especialista em doengas alérgicas, que serd um colaborador
desie projeto.

(0 TCLE apresentado consta de uma pigine, com odto semtengas (16 linhas) que
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descrevem resumidamente o objetive; o sigilo, a retirada de 60 ml de sangue: auséncia de
aeneficio terapéutico; confirmacio de gue obteve todas as informagdes necessarias, que em caso
de intercoméncia o aterdimente sera no OS/HC e o valor de ressarcimento de 10 resis pela
participagio.

A bibliografia é extensa e pertinente an assunto de estudo.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

E um projeto que tem por finalidade investigar a interagio de CC-guimiocinas
eosinofilotaticas e da via de sinalizagio NO-cGMP em eosindfilos periféricos de pacientes
asmaticos, comparando-os com cosindfilos Jde sujeitos sadios. Lsses "marcadores” serie
analisados em leboratorio apos & retirada de 60ml de sargue dos pacientss asmatcos e do grupo
controle.

Apresents um desenho metodologico bem estruturado com todas as fases que compden
um projeto. O termo de consentimento ¢ bastante simples, mas claro ¢ objetivo

Por se tratar de um projeto desenvolvido basicamente através de pesquisa laboratonial da
amostra sanguirea, ndo ha qualquer fator de risco envolvendo os pacientes ¢ o grupo controle
Em relaghio aos sujeitos da pesquisa ndio ha nenhuma referéncia ao nimero, a origsm dos
mesmos {ambulatorio, enfermaria, etc.) ¢ faixa etaria

V - PARECER DO CEP

0 Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncizs Médicas da UNICAMP, apos
acatar ¢s pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositives das Resolugdes 196/06 e complementares, hem como ter
aprovado o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido, assim como todos s anexos incluidos
na Pesquisa, resolve aprovar sem restrigdes o Protocolo de Pesquisa supracitado.

O comeudo e 85 conclusOes ayui apresentados slio de responsadilidade exchsiva do
CEP/FCM/UNICAMP ¢ nllo representam a opinidio da Universidade Estcual de Campinas nem
8 comprometem

Vvl - INFORMACOES COMPLEMENTARES

0 sujeits da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fas: da pesquisa, sem penalizagio alguma ¢ sem prejuizc ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Iten V. 1.0) e deve receber uma copia do Termo de Consertimento
Livre ¢ Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item I'V.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinnar o estudo somente apos andlise das razbes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item 1L 1.z), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesdquisa (Item V.3, ).

0 CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantss que alterem o
curso mormal do estudo (Res. CNS Iiem V. 4). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas fiente a evento adverse grave ocerrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificaciio ao CEP e & Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA -
JUnto com Seu poSICIoNEMmento.

=ventuais modificagdes ou emendas ac protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
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Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envid-las também & mesma junto com o parecer aprovatorio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item 111.2.€)

Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com 0s prazos
estabelecidos na Resolugio CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAQ

Homologado na V1 Reunifio Ordindria do CEP/FCM, em 15 dejunho de 2004,

Profa. Dra. Carmen Silvia Bertuzzo
PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP



