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Os eosindfilos estdo envolvidos na patogénese de varias doengas inflamatérias cronicas,
incluindo doengas inflamatérias intestinais (DII), como doenga de Crohn (DC) e retocolite
ulcerativa inespecifica (RCUI). No entanto, ainda é desconhecido como os eosindfilos
contribuem para a patogénese das DII. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a
atividade dos eosindfilos isolados de sangue periférico de pacientes com DI comparada aos
voluntarios sadios. Eosindfilos dos voluntarios sadios (n=5), com DC (p=5) e RCUI (n=5)
foram purificados usando-se um gradiente de Percoll, seguido de separagio
imunomagnética. A atividade dos eosinéfilos foi avaliada usando-se os ensaios de
quimiotaxia, adesdo, liberagdo de peroxidase do eosindfilo (EPO), citometria de fluxo,
contagem histoldgica e analise morfométrica. A quimiotaxia dos eosindfilos induzida pelo
N-formyl-metionyl-leucyl-fenilanina (fMLP) foi significativamente maior para as células
isoladas de pacientes com DC e RCUI, quando comparada aos voluntarios sadios. A adesdo
basal dos eosinofilos de pacientes com DC aumentou significativamente para fibronectina
ou soro, quando comparada aos voluntirios sadios e RCUL A liberagio basal ¢ estimulada
de EPO foi reduzida em células de pacientes com DC, quando comparada aos voluntarios
sadios. Entretanto, em células isoladas de pacientes com RCUI, a liberagio de EPO basal
foi significativamente maior quando comparada aos voluntirios sadios. A expressio das
moléculas de adesdo macrophage-1 antigen (Mac-1) e very late antigen 4 (VL.A-4) ndo
apresentou diferenca em relagdo aos voluntarios sadios. A contagem histologica dos
eosinofilos em tecido intestinal e morfométrica dos grinulos destas células mostraram,
respectivamente, aumento significativo do nimero de eosindfilos e de seus grinulos em
pacientes com DC e RCUI quando comparadas aos voluntarios sadios. Nossos resultados
sugerem que os eosinofilos periféricos estdo pré-ativados em pacientes com DI A ativacio
dos eosinofilos periféricos, seguida da migracio para o tecido intestinal deve contribuir

para a patogénese das DII.

PALAVRAS-CHAVE: Eosintfilos, doengas inflamatérias intestinais, doenga de Crohn,

retocolite ulcerativa inespecifica,
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Eosinophils are involved in the pathogenesis of several chronic inflammatory diseases,
including inflammatory bowel disease (IBD), as Crohn’s disease (CD) and ulcerative
colites (UC). However, how activation of intravascular eosinophils contributes to disease
activity or IBD pathogenesis is still unknown. The aim of this study was to investigate if
eosinophils isolated from peripheral blood from IBD patients are activated compared to
healthy volunteers. Eosinophils from healthy volunteers (n=5), CD (n=5) and UC patients
(r==5) were purified using a Percoll gradient followed by immunomagnetic cell separator.
Eosinophil activity was investigated using chemotaxis, adhesion and mediator release
assays (eosinophil peroxidase, EPO), flow cytometric, histologic counting and
morphometric analysis. N-formyl-metionyl-leucyl-fenilanina (fMLP) induced eosinophil
chemotaxis was significantly augmented in cells isolated from CD and UC patients
compared to healthy volunteers. Eosinophil basal adhesion of CD significantly increased to
fibronectin or serum if compared to UC or healthy volunteers. Basal and stimulated EPO
release was reduced in cells from CD patients compared to healthy volunteers. However,
basal EPO release was significantly enhanced in cells isolated from UC patients when
compared to healthy volunteers. The expression of adhesion molecules macrophage-1
antigen (Mac-1) and very late antigen 4 (VI.A-4) isn’t different in patients with UC and CD
compared to healthy volunteers. Histologic counting of eosinophils in intestinal tissue and
morphometric analysis of granules of this cells showed, respectively, significant
augmentation in the number of eosinophils and its granules in CD and UC patients
compared to healthy volunteers. Our results suggest that peripheral eosinophils are pre-
activated in IBD patients. Activation of peripheral eosinophils followed by migration to
intestinal tissue probably contributes to IBD pathogenesis.

KEY-WORDS: Eosinophils, inflammatory bowel disease, Crohn’s disease, ulcerative

colite.
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As doengas inflamatorias intestinais (DII) tém carater etiolégico multifatorial,
sendo a Doenca de Crohn (DC) e a Retocolite Ulcerativa Inespecifica (RCUI) as formas
mais representativas destas doencgas. Segundo estudos epidemioldgicos, tem havido um
aumento das incidéncias da DC e RCUI nas ultimas décadas. Os fatores genético,
imunoinflamatorio, infeccioso, vascular e neurogénico sfio importantes para a etiologia das
DII. Entretanto, fatores sociopsicossomaticos e outros como neuropeptideos, drogas, fumo,
dlcool, dieta, imunoglobulina (Ig) A salivar e aleitamento materno podem também
contribuir para o desencadeamento das DII (DAMIAO & HABR-GAMA, 1993; NOVAES
DE MAGALHAES, 1993; ANDUS & GROSS, 2000; SCHOLMERICH, 2000). Além
disso, diversos estudos indicam que estas doencas sio mediadas por mecanismos
imunologicos, tendo caracteristicas heterogéneas, com uma variedade clinica de sintomas e
graus de severidade (PETERSON ef al., 1988, BERSTAD ez al., 1993).

A histologia do tecido intestinal inflamado € caracterizada por dano das células
epiteliais e infiltracio de linfocitos, monoécitos e neutrdfilos (LEE er al, 1993
FIOCCHI, 1998; BISCHOFF et al., 1999). A analise histoldgica da mucosa intestinal de
pacientes com DC e RCUI mostra também grande nimero de eosinéfilos
(RAAB et al ,1998). Estas células, quando ativadas, promovem liberagio de proteinas,
presentes em grinulos citoplasmaticos, as quais sfo citotOxicas para uma variedade de

células, inclusive para as células epiteliais intestinais (MOTOJIMA ef al.,1989).

O mecanismo que leva ao acumulo e ativagdo dos eosindfilos tem sido
associado a atividade de linfocitos T e a outros componentes da resposta imune que atuam
na  amplificacio  da  resposta  proliferativa dos  eosindfilos  humanos
(FERGUSON et al., 1995; SAITOH et al., 1999). Recentes estudos mostraram que a
sintese de interleucina (IL)-4 e IL-5 estd associada & recorréncia pés-operatoria da DC
(DESREUMAUX et al., 1999).

Os eosinéfilos produzem muitas classes de mediadores biologicos que
participam na patogénese das DI (LEVY & KITA, 1996), incluindo fatores de
crescimento, fatores quimiotaxicos (IL-3, IL-5 e IL-16), fatores que induzem fibrose
(IL-1, IL-6 e IL-8), citocinas envolvidas na regulagdo da resposta imune (IL-2, L4, [1.-10

Introdugdo
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e IL-12), sulfatase B, fosfolipase e histaminase (DESREUMAUX ef al, 1999;
SCHREIBER et al., 1999).

Apesar de varios estudos histopatologicos mostrarem grande aumento do
nimero de eosindfilos na mucosa intestinal de pacientes com DII (DVORAK, 1980; LEVY
et al., 1997), e também um aumento da resposta dos eosindfilos periféricos a varios agentes
quimiotéxicos (DENIS ef ai., 2001), ainda n3o foi definitivamente comprovado que os
cosmnofilos desempenham papel crucial na patogenia destas doengas; iste, provavelmente,
reflete a falta de métodos cientificos apropriados para se medir a atividade eosinofilica na

mucosa intestinal.
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2.1~ Doencas Inflamatorias Intestinais

As doengas inflamatérias intestinais afetam parte da populagio mundial ¢ tém
sido estudadas intensamente por varias décadas (BRODMERKEL & VADDI, 2003).

A patogénese das DII acomete individuos predispostos geneticamente e que
apresentam produtos da membrana celular (peptidioglicanos) ou bactérias nio patogenas da
flora intestinal servindo como um estimulo antigénico. Este conjunto de fatores desencadeia
uma resposta inflamatoria exagerada, com uma seqiéncia de eventos imunologicos em
células imunocompetentes da submucosa intestinal, que leva a liberagdo de mediadores
quimicos os quais, por sua vez, atraem mais células imunes. Isto leva 4 destruicio da
mucosa intestinal e de suas estruturas interligadas, prejudicando o tecido e os estigios de
reparo (REED ef al, 1992; MOUSER & HYAMS, 1999, SCHREIBER, 2000,
DIGNASS et al., 2004).

As reagbes auto-imunes das DII sdo favorecidas pelo aumento da
permeabilidade intestinal ¢ diminuigio da tolerdncia imunologica, particularmente, com
defeitos na funcdo das células T e B. Assim, o balango desfavoravel entre citocinas pro- e
antiinflamatérias acarreta anormalidades, como alteragbes da mucosa, da secrecdo, da
motilidade e da funcio neuronal intestinal (MADSEN, 2000, NEURATH &
SCHURMANN, 2000; CHEN ef al., 2001; GHANCHI & REMBACKEN, 2003).

A diminvicio da fungio protetora da mucosa e a destruigiio da barreira epitelial
do tecido intestinal favorecem a interaciio de antigenos bacterianos com macréfagos e
células dentriticas, que estimulam células T, resultando em resposta imune exacerbada
(DIECKGRAEFE & KORZENIK, 2002; OGAWA ef al., 2004). As células T, entre outros
componentes da resposta imune, t€m importante papel na manutencio da inflamacio
cronica em pacientes com DC. A apoptose das células T parece ser relevante no controle do
processo inflamatorio. De fato, os recentes progressos na terapéutica medicamentosa para a
DC foram obtidos com o infliximab, um anticorpo anti-TNF-o capaz de induzir apoptose
das células T (VAN DULLEMEN ef al, 1995; TARGAN et al, 1997, BAERT &
RUTGEERTS, 1999; MARINI ef al., 2003; VAN DEN BRANDE ez al., 2003).

Revisdo da Literatura
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A doenga inflamatoria intestinal pode ser dividida em dois estagios: um estagio
inicial no qual o processo inflamatério € acionado, envolvendo diferentes leucdcitos e suas
interagdes com as células endoteliais e mesenquimais, ¢ um segundo, no qual a resposta
inflamatoria ¢ ampliada e modulada pelos mediadores da inflamagio, que produzem as
mudangas histologicas e funcionais caracteristicas dos estagios inflamatérios
(LOBOS et al., 1987, RAAB ef al., 1995; JEZIORSKA et al., 2001). Em sintese, podemos
considerar que os principais mediadores inflamatérios envolvidos na imunopatogénese das
DII s3o as prostaglandinas (PG), tromboxanos (TX), leucotrienos (LT), produtos do
complemento (C), fator ativador de plaquetas (PAF), ILs, interferon gama (IFN-y), fator de
necrose tumoral (TNF), fator estimulador de col6nia de monécitos e granulocitos
(GM-CSF), histamina, serotonina e radicais livres de oxigénio (DAMIAO & HABR-
GAMA, 1993; NOVAES DE MAGALHAES, 1993).

A produgdo de IL-8 e proteina quimiotaxica de monocito (MCP)-1 por células
endoteliais, células polimorfonucleares (PMNs) e células epiteliais nas DI pode estabelecer
um gradiente quimiotdxico capaz de influenciar o aumento da migragio de
monocitos/macrofagos, granulécitos e linfocitos do sangue, através do endotélio para a
mucosa e submucosa das DII (MAZZUCCHELLI er al, 1996; MACDERMOTT
etal., 1998).

HULTEN et al. (1977) mostraram que a RCUI e a DC, agudas e severas,
apresentam tecido com hiperemia ¢ aumento do fluxo sangbineo. No entanto, o tecido
inflamado cronicamente (ativo e inativo) mostra diminui¢io da vasodilatacio e
hipoperfusdo tecidual, dificultando a cura da doenga, perpetuando a inflamagio crénica
que, histologicamente, € caracterizada pela persisténcia da ulceragio e da fibrose intestinal
(HATOUM et ai., 2003).

2.1.1- Doenga de Crohn

A DC foi descrita por Crohn, Ginzberg e Oppenheimer em 1932. Esta doenga
pode envolver qualquer por¢do do sistema digestivo, desde a boca até o anus, porém os
locais mais comuns incluem o ileo terminal (65%), colon (20%) ou regido perianal
(3 2 36%) (NOVAES DE MAGALHAES, 1993).
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Esta doenga € caracterizada por inflamagdo cronica do tipo granulomatosa nio
caseificante ¢ localizada. A inflamacio e os granulomas comprometem todas as camadas da
parede intestinal, desde a mucosa até a serosa, com espessamento da parede e estreitamento
da Iz intestinal, atingindo também o mesentério e os ginglios linfaticos regionais
(peritbnio e figado). Uma caracteristica da DC sdo segmentos afetados do trato
gastrintestinal com areas separadas por mucosa aparentemente normal. O segmento afetado
apresenta inflamacdo transmural com granulomas, vasculite microscOpica e ulceracio da
mucosa (NOVAES DE MAGALHAES, 1993; ARTHIRO et al., 2002).

Esta inflamacdo segmental e transmural inchui agregacio de linfdcitos e células
do plasma para a cripta da mucosa, Glceras lineares e infiltrado celular na 14mina propria.
Os eosinofilos e mastocitos estdo presentes em camadas profundas da parede intestinal,
havendo também um aumento no recrutamento de mondcitos/macrofagos nas lesdes
granulomatosas. Portanto, o infiltrado consiste em céluias imunes heterogéneas, incluindo
numerosos eosinofilos (DEUSCH & REICH, 1992; LIU et al, 1996, HANKARD
etal., 1997, GHANCHI & REMBACKEN, 2003).

Os sintomas se iniciam na fase adulta jovem e o quadro clinico se caracteriza
por manifestacdes intestinais muito variaveis, com periodos de remissio e exacerbagdo. As
manifestagdes clinicas da DC sSo muito variaveis porque dependem da extensdo, da
localizagiio das lesbes e da presenca de complicagdes (NOVAES DE MAGALHAES,
1993).

2.1.2- Retocolite Ulcerativa Inespecifica

A primeira descrigio da RCUI ocorreu hi aproximadamente um século
(SCHOLMERICH, 2000). Esta doenga é caracterizada por um processo inflamatério
cronico localizado, geralmente confinado na mucosa coldnica, iniciando no reto e
envolvendo a regiio do cdlon proximal. Na maioria dos casos, macroscopicamente, a
doenca limita-se a0 reto e sigmdide (60 a 70% dos casos), mas pode envolver o hemicolon

esquerdo (15 a 25%) ou todo o colon (15%), com periodos intercalados de exacerbagdo
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espontinea e remissiio, podendo observar-se Ulceras e abscessos, sendo o envolvimento
inflamatorio restrito 4 mucosa e is camadas superficiais da submucosa (DAMIAO &
HABR-GAMA, 1993; ARTHIRO ef al., 2002).

No processo inflamatorio, o epitélio apresenta desordem das colunas celulares e
perda do muco celular. A ldmina propria mostra infiltrado com neutréfilos, eosinofilos,
mastdcitos, linfocitos, células do plasma e macrofagos. Na RCUI ativa, os neutréfilos
migram para a cripta do epitélio, resultando em desrupgiio da arquitetura da cripta ¢
abscesso, inflamagdo e tlcera, com sua conseqiente destruigio (DEUSCH & REICH, 1992;
MOUSER & HYAMS, 1999; GHANCHI & REMBACKEN, 2003).

O balango entre os fendtipos de linfocitos T auxiliadores (Th) 1 e 2 parece
determinar as caracteristicas do processo inflamatério cronico na DC e RCUL Assim,
células Thl secretam citocinas pré-inflamatérias come IL-2, TFN-v e TNF-a, que
supostamente medeiam os danos na mucosa ¢ estio aumentadas em pacientes com DC. Por
outro lado, produtos protetores ou regulatorios das células Th2 (I1L-4, IL-5 e IL-10) estdo
pouco ativados, sendo esta resposta envolvida na alteragio imunologica humoral, estando
em maior evidéncia em pacientes com RCUI (MIDDEL et al., 2001, CARVALHO er al,
2003). Porém, outros estudos mostram que lesDes iniciais de pacientes com DC estdo
associadas com células Th 2, enquanto em lesGes cronicas observa-se mator predomindncia
de células Th 1 (MIR er al., 2002).

O recrutamento de células T periféricas nas DII aumenta a regulagdo da
resposta imune da mucosa e pode intensificar a inflamagio cronica, além de secretar uma
variedade de linfocinas que destrdem a mucosa inflamada e estdo implicadas no
recrutamento de eosindfilos (DEUSCH & REICH, 1992; MAZZUCCHELLI et al., 1996)

As citocinas sio peptideos imunomodulatérios produzidos e secretados pelas
células inflamatorias, as quais induzem a expressfo das moléculas de adesdo ¢ de outros
mediadores inflamatorios, estando envolvidas tanto na amplificagio quanto na finalizacio
da resposta inflamatéria. As IL-1, IL-6, IL-8 ¢ o TNF-o séo citocinas pro-inflamatérias
produzidas por macrofagos, linfocitos e neutréfilos PMNs. Por outro lado, as IL-4 e IL-10
apresentam atividade antiinflamatoria (MOUSER & HYAMS, 1999). As citocinas
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apresentam habilidade em induzir quimiotaxia, ativacio de leucOcitos, exocitose de
granulos, aumento da produgdo de metaloenzimas e aumento da atividade respiratoria,
indicando, assim, que pode haver diferentes mecanismos pelos quais induzem a inflamagio

crénica e destruigfio do tecido intestinal nas DIL

De maneira geral, a produgdo das citocinas, como IL-1B, IL.-4, IL-5, IL-6, TIL-8§,
IL-12, I.~17, TNFa, IFNy, eotaxina ¢ RANTES, além de neuropeptideos (substincia P) e
GM-CSF, esta aumentada nas DII, podendo ser responsaveis pela danificagio da mucosa
intestinal (DEUSCH & REICH, 1992, WIEDERMANN e al, 1993;
DUBUCQUOI ef al., 1995, OGAWA et al., 2004). Também ha um aumento na sintese de
metabdlitos do 4acido araquiddnico (PGE;, TXB,, LTBs e LTEs) e de imundcitos
(IgA, IgM e IgG) (MIDDEL et al., 2001; GHANCHI & REMBACKEN, 2003).

2.2- Eosinohlos

Os eosindfilos foram identificados pela primeira vez por Paul Ehrlich em 1879
(apud GIEMBYCZ & LINDSAY, 1999; GLEICH, 2000). Sgo granuldcitos que podem ser
distinguidos morfologicamente de outros por seu nicleo bilobado e pela presenca de
granulos secunddarios. Originam-se das células precursoras da medula Ossea e diferenciam-
se sob o controle de varios fatores de crescimento e fatores estimuladores de coldnias
derivados dos linfocitos T ¢ das células mesenquimais. Em individuos sadios, normalmente
constituem menos que 3% dos leucocitos circulantes (SPRY, 1993; KROEGEL er al,
1994; THOMAZZI, 2002). Ap6s um periodo de maturaciio e diferenciacio, a migragio dos
eosinofilos da medula Ossea para o sangue leva cerca de trés a cinco dias, passando a
circular no sangue periférico, onde apresentam meia-vida de 13 a 18 horas em resposta ao
estimulo apropriado; posteriormente, migram para o tecido onde exercem sua funcgio

(TEIXEIRA ef al., 1995; WALSH, 1997, RANKIN et al., 2000).

Ha quatro populagOes distintas de grinulos eosinofilicos, conforme mostra a
Tustracfio 1: I) grinulos secundarios, que apresentam as proteinas catidnicas peroxidase do

eosinofilo (EPQ), proteina catidnica do eosinéfilo (ECP) e proteina X do eosinéfilo (EPX),
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também denominada como neurotoxina derivada do eosindfilo (EDN). Contém ainda
fosfatase acida e arisulfatase B, além da proteina basica principal (MBP), que estd
localizada no conteido central, e estimula a liberagdo de 5-hidroxitriptamina e outras
substancias bioativas (SLUNGAARD ef al., 1993); II) pequenos granulos, os quais séo
identificados em eosinéfilos de tecido, mas nio em células circulantes ou da medula Ossea.
Estes granulos contém fosfatase acida e arilsuifatase B e podem conter catalase e EPX; III)
granulos primarios, os quais sio arredondados e uniformemente eletrodensos; I'V) corpos
lipidicos, os quais nfio estio envoltos por membrana e onde se encontra o principal
armazenamento de acido araquiddnico. Estes sio esféricos, eletrodensos e ocorrem em
nmimero aproximado de cinco, mas podem aumentar quando as células sdo ativadas
(GLEICH & ADOLPSON, 1986; BOCHNER, 2000, PETERSON et al, 2002;
THOMAZZI, 2002; SCHWAB et al., 2003; ROTHENBERG, 2004).
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Dustragio 1 — Principais Estruturas do Eosindfilo Humano. Cl=corpo lipidico;
ECP=proteina catidnica do eosindfilo; EDN=neurotoxina derivada do
eosinofilo; EPO=peroxidase do eosindfilo; GM-CSF=fator estimulador
de colénia de monocitos e granulocitos; GP=grinulo primario;
GS=grinulo secundario; IL=interleucina; MBP=proteina basica principal;
NB=nmicleo bilobado; Pg=pequeno grinulo; TNF=fator de necrose

tumoral. Extraido e adaptado de GIEMBYCZ & LINDSAY (1999).
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A migragdo dos eosindfilos da circulagio sistémica para os tecidos envolve
varios eventos responsiveis pela interacio dos mesmos com as células endoteliais, sendo
que as moléculas de adesZo ou receptores e seus respectivos ligantes possuem um papel
central nestes processos (RESNICK & WELLER, 1993; COOK-MILLS, 2002,
SANDBORN & YEDNOCK, 2003; ULBRICH ef ai., 2003; VANDERSLICE ef al., 2004).

Os eosinodfilos estfo presentes em abundéncia na superficie epitelial de certos
tecidos, sendo distribuidos predominantemente em areas da submucosa do trato respiratorio
e gastrintestinal. O tempo de sobrevivéncia dos eosindfilos nos tecidos € incerto, mas ¢
influenciado pela presenca de IL-3, IL-5, GM-CSF, que atuam também na diferenciacfo ¢
ativacdo dos eosindfilos (CARLSON ef al., 1999, WARDLAW , 1999; MIR ef al., 2002).

Varias doengas tém sido associadas ao aumento do nimero de eosindfilos
circulantes e/ou no tecido, podendo refletir aumento da produgdo de eosinéfilos na medula
Ossea, geracio e ativagio de agentes quimiotaxicos especificos para eosinofilos, adesdo
aumentada de eosindfilos € sobrevivéncia destas células no tecido (COSTA ef al., 1993
OLIVEIRA & LUKACS, 2003).

A atividade dos eosinofilos esta relacionada & habilidade em produzir e
expressar uma variedade de citocinas e fatores de crescimento, como IFN-y, IL-6, IL-10,
fator de crescimento e transformagio (TGF)-a, TGF-8;, TNF-, proteina inflamatoria de
macrofagos (MIP) 1-a, IL-1, IL-3, GM-CSF, peptideo vasoativo intestinal (VIP),
substincia P (SP), LTC4, PAF e radicais livres de oxigénio, os quais induzem e/ou mantém
a eosinofilia in vivo (HAMID et al., 1992; MELANI ef al., 1993; WIEDERMANN ef al.,
1993; METWALI ez al., 1994). Porém, h4 poucas informagdes sobre citocinas que exercem

.....

efeito inibitérioc ou mecanismos de sub-regulagio da fungio dos eosindfilos
(HAKANSSON et al., 1987; LUTTMANN ef al., 1998).

Os mecanismos que levam ao acimulo e ativacido dos eosinodfilos na lamina
propria tém sido relacionados com células endoteliais, epiteliais, linfocitos T
(especialmente Th2) e macrofagos (HALLGREN ef al, 1989; CHOY et al, 1990).
Mediadores lipidicos, proteinas citotoxicas e citocinas (IL-1p, TNF-a), presentes no espago
extracelular, também participam no recrutamento dos eosindfilos (BALFOUR SARTOR,
1994; LUCK et al., 1997), assim como, C3a, C5a, IgA e IgE (BERSTAD et al,, 1993).
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2.3- Eosindfilos e Doencas Inflamatorias Intestinais

Os eosindfilos s@o encontrados regularmente na mucosa intestinal, sendo sua
presenca importante ndo sO na defesa do organismo, mas também na patogénese das
gastroenterites, esofagite eosinofilica e DII (TALLEY et al., 1992; BISCHOFF e al., 1999,
DENIS et al., 2001; ARORA & YAMAZAKI, 2004; NOEL et al., 2004).

A participagio do eosinofilo pode ocorrer de duas maneiras: efeito citotoxico
direto e pro-inflamatério, ou por recrutamento de outras células inflamatdrias
(LEE et al., 1984; SHAW et al., 1984).

Ha evidéncias que os eosindfilos estdo funcionalmente envolvidos na
patogénese das DII, especialmente na formacfo de edema, destrui¢io do tecido, contracio
do musculo liso, diarréia e exacerbagio geral do processo inflamatorio (HALLGREN et al.,
1989; SAITOH et al., 1999).

Conforme relatos de DENIS er al. (2001), as citocinas pro-inflamatorias
provenientes das células Thl (TNF-«, IL-1(3, IL-6 ou IFN-y) estio aumentadas na DC
ativa, mas ndo em individuos sadios ou na DC inativa. Embora a lesdo intestinal crfnica ¢
dominada pela resposta imune do tipo Thl, lesGes recorrenies presentes na DC
clinicamente inativa comportam-se como resposta imune do tipo Th2. Ainda, os eosinéfilos
periféricos isolados de pacientes com DC clinicamente inativa respondem de forma

significativa a varios agentes quimiotaxicos.

A ativagiio dos eosinofilos nas DI, indicada pela presenca extracelular de ECP
¢ MBP, sugere que potentes mediadores sdo liberados concomitantemente, incluindo
neurotoxinas, LTs, peroxidase, citocinas ¢ uma variedade de proteinases e enzimas. A
ativagdo dos eosinofilos e a liberagdo de varias citocinas, como IL-2, IL-4, GM-CSF e
RANTES, podem ser observadas na exacerbacdo da inflamagio. Apesar dos estudos ndo
indicarem a seqiéncia dos eventos que levam ao acimulo dos eosinofilos nas DII, sabe-se
que todas as células vizinhas aos eosindfilos ativados mostram mudanga na fungdo celular
(JEZIORSKA et al., 2001).
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Em estudos in vitro realizados por DVORAK (1980) e LEVY et al. (1997),
mostraram que o aumento das proteinas liberadas pelos eosinofilos periféricos refletem a
atividade da RCUI e da DC, podendo ser usado como pardmetro laboratorial para
determinagdo da atividade inflamatoria crdnica intestinal (LUCK. et al, 1997).
Concentragdes elevadas destas proteinas sdo observadas nas fezes de pacientes com pii
(BERSTAD ef al, 1993; RAAB ¢ al, 1995 BISCHOFF ef al, 1997,
TRONCONE et al., 1999). Neste caso, analisando o contetido fecal de pacientes com
RCUI, se observou uma alta concentragio de ECP, principalmente nos segmentos retal e
sigmoidal (VENGE et al,, 1983; RAAB et al., 1998).

TRONCONE et al. (1999) também realizaram estudos em criangas com DCe
com RCUI e observaram, no tavado intestinal, grandes concentragdes de ECP, em relagdo
aos individuos sadios, sugerindo novamente que esta doenca é acompanhada pela ativacio

dos eosinofilos no trato gastrintestinal.

Segundo YOUNG et al. (1986) e RAAB et al. (1998), muitos pacientes com
RCUI apresentam infiltragdo pronunciada de eosinofilos na lamina propria € no exsudado
da mucosa intestinal. Proeminentes infiltrados destas células também 530 observados na

mucosa intestinal de pacientes com DC (DEUSCH & REICH, 1992; CHEN et al., 2001).

Alguns estudos demonstraram que oS eosinofilos estio presentes nos diferentes
estagios de evolugio da doenga, sugerindo sua participagdo desde cedo nos danos da
mucosa (TALLEY et al,, 1992, DUBUCQUOI et al., 1995).

Também foi observado em soro, nas fezes e na mucosa colénica de pacientes
com RCUI um aumento significativo das concentragdes de PGE, proveniente de eosinofilos
e/ou macrofagos (LOBOS et al., 1987). A relagio entre o aumento das concentracdes de
EPO e PGE, sugere que a primeira tem importante papel no aumento dos niveis desta PG
no célon retal de pacientes com RCUI (BERSTAD et al., 1993).

Os neutrofilos e mastocitos podem também participar do acimulo de
eosinofilos e, portanto, na patogénese das DIL Estas células estio em nimero elevado nas
lesdes de pacientes com DC (HAKANSSON e al, 1987, DENIS e al, 2001,
WINTERKAMP ef al., 2002).
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Em decorréncia de dados na literatura sobre a atuagio do eosindfilo no processo
inflamatorio intestinal, justificam-se os objetivos do presente trabalho, em avaliar a

atividade desta c€lula para maior esclarecimento de sua importancia nas DIL
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O presente trabalho tem como objetivo geral estudar o papel dos eosindfilos na

patogénese das DII, usando, para tanto, células isoladas de sangue periférico humano.

Os objetivos especificos foram investigar em pacientes com DC e com RCUIL

assim como, em voluntarios sadios, os seguintes aspectos:

e A atividade quimiotaxica in vifro dos eosinofilos periféricos, usando-se o

N-formyl-metionyl-leucyl-fenilanina (fMLP) como agente quimiotaxico,

e A adesio in vitro dos eosindfilos periféricos em placas recobertas com
fibronectina ou soro humano, usando-se o PAF, forbol-12-miristato-13-

acetato (PMA) ou eotaxina como estimulos para induzir a adesdo celular;

e A liberagiio de peroxidase do eosinofilo in vifro, usando-se o fMLP, PMA ou
soro ativado por zimozan (SAZ) como estimulos para induzir desgranulagio

dos eosinofilos;

e A expressio das moléculas de adesdo macrophage-1 antigen (Mac-1) e very

late antigen 4 (VLA-4) na superficie dos eosinofilos;

e O numero de eosindfilos presentes em tecidos biopsiados do intestino dos trés

grupos de individuos (voluntarios sadios, DC e RCUI);

» A morfometria dos eosindfilos periféricos e de seus granulos, por microscopia

eletrénica.
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4.1~ Critérios de Levantamento dos Prontuirios Clinicos e Casuistica

A historia clinica e os devidos exames laboratoriais de todos os pacientes
inchiidos no estudo foram obtidos através de consulta aos prontuarios clinicos solicitados
ao Servigo de Arquivo Médico (S.AM.E), do Hospital das Clinicas da Universidade
Estadual de Campinas (Unicamp) e revisados sob a orientagio do Prof. Dr. José Geraldo

Paraiso Ferraz.

Tipo de Estudo: Estudo de trés grupos independentes, sem pareamento. Sendo
um grupo de voluntarios sadios, representando o controle; outro grupe de pacientes com
DC e um tercetro grupo de pacientes com RCUL Os pacientes apresentavam sintomatologia
clinica compativel com a doenga em atividade moderada, observado também em exames de

colonoscopia e laboratoriais.

4.1.1- Critérios de Inclusio

s Pacientes com DC ou RCUI diagnosticados através das analises clinica,

radiologica e/ou endoscopica e laboratonial.
» Prontuarios clinicos disponiveis para avaliagio da evolugdo clinica até a
definicio diagnostica.

e Pacientes com DC submetidos a procedimentos cirirgicos (enterectomia,

plastia de estenoses), mas que possuiam doenca residual, como recorréncia,

em intestino grosso e/ou delgado.

* O uso de aminossalicilatos (mesalazina, sulfassalazina) nfio foi interrompido

para a realizagio do estudo.
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4.1.2- Critérios de Exclusdo
» Historias clinicas inconclusivas quanto ao diagnostico definitivo.

e Abandono do tratamento pelo paciente ou transferéncia para outro servigo

apos os primeiros exames laboratoriais.
e Pacientes que se recusaram a assinar o Termo de Consentimento.
e Pacientes com niveis de hemoglobina < 10 mg/dL.

¢ Aqueles em uso de imunossupressores (azatioprina, metotrexate, ciclosporina,
predmisona).

e Aqueles em uso continuo por mais de quatro semanas, dos seguintes
farmacos: corticosterdides, talidomida, inflixtmab, antimicrobianos e
antiinflamatorios n3o esterdides; pois estes farmacos podem alterar a

produgio, maturagio e diferenciagio dos eosinofilos na medula ossea.

e Presenca de neoplasia, infecgdes por parasitas e manifesta¢des alérgicas.

4.1.3- Comité de Etica em Pesquisa

Para a realizagfio deste estudo, os pacientes e os voluntarios sadios receberam e
assinaram um Termo de Consentimento (Anexos 1 e 2, respectivamente). Nosso trabalho
foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da
UNICAMP e por ele aprovado (parecer n° 318/2000) (Anexo 3).

4.2- Amostras de Sangue

Pacientes com DIl em atividade, atualmente em seguimento junio ao
Ambulatério de Gastroenterologia Clinica do Hospital das Clinicas da Unicamp, foram
convidados a participar do estudo no momento da consulta ambulatorial de rotina (Anexo
4). Foram utilizados para os ensaios de quimiotaxia, adesiio e liberacio de EPO dez
pacientes com DII, sendo cinco com DC e cinco com RCUI, e cinco voluntarios sadios,

ambos os sexos, idade entre 18 a 60 anos. Para citometria de fluxo e microscopia eletrénica
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foram utilizados seis pacientes com DII, sendo trés com DC e trés com RCUIL e seis
voluntarios sadios. Para a contagem histologica foram utilizados dez pacientes com DII,
sendo cinco com DC e cinco com RCUIL Como controle, utitizamos cinco individuos com
queixas digestivas baixas, com coloscopia e analise histo-patologica do tecido intestinal

normal.

Os dados clinicos foram rotineiramente coletados durante o acompanbamento
ambulatonial, fazendo parte de seu tratamento. A participagio de cada paciente foi restrita a
coleta de sangue para processamento, ndc trazendo qualquer beneficio ou prejuizo

terapéutico.

Para a realizag@o dos diferentes ensaios, foram obtidas coletas de sangue de
pacientes e voluntarios sadios, sendo respeitado o intervalo de pelo menos um més entre as
coletas do mesmo doador. Cada protocolo experimental foi realizado com no minimo trés
doadores diferentes. Manteve-se a rotina clinica e laboratorial dos pacientes para o controle
da atividade da doenga e o tratamento ndo foi modificado. Neste periodo, nenhum paciente

precisou de medicacfio adicional.

O sangue venoso (60 a 120 mL) foi colhido na presenca de citrato de sodio
3,13% (1:10), sendo coletado pela manhi (08h 00min), em jejum, em dia de consulta de
rotina de acompanhamento ambulatorial, por pessoal habilitado do Laboratério
Especializado em Gastroenterologia do Centro de Diagnéstico de Doengas do Aparelho
Digestivo (Gastrocentro) - Unicamp, através de pungio venosa em veia de antebraco direito
ou esquerdo com materiais descartdveis e sob rigorosas condicdes de assepsia. O volume da
amostra coletado nfio trouxe prejuizo na evolugio ou tratamento da doenca, sendo a
quantidade necesséria para o 1solamento do nimero minimo de eosinofilos que permita a
realizagdo dos ensaios, em funcio da pequena porcentagem desse tipo celular no sangue
periférico. O tratamento dos pacientes ndo foi interrompido ou modificado pela sua

participagdo ou nfo no estudo.

Amostras de sangue dos voluntarios sadios, definidos como controles, foram

processadas e utilizadas como descrito anteriormente.
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4.3~ Obtencio de Eosinofilos
4.3.1- Isolamento de Neutrofilos e Eosindfilos

O sangue ndo coagulado {60 a 120 mL) foi imcialmente diluido (1:1; v/v) com
PBS (phosphate buffered saline), pH 7,2-7,4. Aliquotas de 35 mL de sangue diluido foram
colocadas sobre 15 mL de um gradiente de Percoll (densidade 1,082 + 0,005 g/mL., pH 7.4,
340 mOs/kg H>O de osmolaridade) contendo 9,5 mL de Percoll (Sigma Chemical CO., St.
Lows, MO, EUA), 4,0 mL de agua e 1,5 mL de HANKS (HBSS: Hank’s Balanced Salts
Solution) concentrado 10 vezes, em um tubo plastico graduado de 50 ml (Becton
Dickinson, NJ, USA). Apos centrifugagdo (20 min; 1000xg; 4°C), a camada de células
mononucleares junto a interface foi delicadamente removida e descartada. A seguir,
aspirou-se o sedimento contendo eritrocitos, neutrofilos e eosindfilos. Os eritrécitos foram
lisados (13 min; 0°C) por adig¢do de cinco volumes de sclugio isotdnica gelada de cloreto
de aménio (NH4Cl 155 mM, KHCO; 10 mM e EDTA 0,1 mM) para um volume do
sedimento. Apos a lise, a suspensdo celular foi centrifugada por 10 min a 500xg e 4°C. A
mistura resultante de neutrofilos e eosinofilos foi entdo lavada uma vez (10 min; 500xg;
4°C)y em PBS enriquecido com albumina de soro bovino (BSA, 0,5%), sendo

posteriormente realizadas as contagens total e diferencial (descritas a seguir).

4.3.2- Separagiio Imunomagnética de Células

Utilizamos o sistema magnético de separaco celular (MACS; Miltenyi Biotec,
Bergisch-Gladbach, Alemanha; e Becton-Dickinson, Oxford, Reino Unido) para separar
eosinofilos, conforme descrito por HANSEL et al, 1991. O sistema incorpora um
adaptador de magneto de ferro (tipo VS®) no qual acoplamos uma coluna de separacio,
contendo uma matnz de fibras de aco (tipo CS; volume da matriz de 6,3 mL) e uma agultha
hipodérmica 21 g (Ilustragdo 2). Antes do uso, a coluna foi lavada quatro vezes com
PBS/BSA 0,5% e posteriormente incubada com PBS/BSA & temperatura ambiente por uma
hora. Imediatamente antes do uso, foi resfiiada por meio de quatro lavagens com
PBS/BSA gelado.
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Tustragiio 2 — Coluna de Separagio Imunomagnética MACS. Extraido e adaptado do

manual de instru¢des do fabricante.

4.3.3- Selegdo Imunomagnética Negativa de Eosinofilos

A mistura de neutréfilos/eosindfilos e microbeads contendo CD16 aderido foi
incubada por 30 min a 6-12°C, sendo utilizados 32 pl de microbeads para cada 5x10°
células. Foi entdo adicionade PBS/BSA gelado (q.s.p. 1 ml.) & suspensfo de células, a qual
foi transferida para o alto da coluna de separagiio, sob campo magnético. Abrindo
totalmente a torneira de trés vias junto a base da coluna, a suspensfo celular entrava na
coluna, passando pela mesma mais trés volumes (1 ml) de tampdo PBS/BSA adicionats.
As células CD16" (neutréfilos) ficaram presas a coluna, ao passo que as células CD16
(eosinofilos) foram coletadas em dois tubos de 15 ml (volume de eluigio de 30 mlL)
(Ilustragdo 2). As CD16" foram centrifugadas (10 min; 500xg; 4°C) antes da realizagio dos
testes funcionais, das contagens total e diferencial e do teste de viabilidade celular
(descritos a seguir). A coluna foi entio removida do campo magnético e as células

identificadas magneticamente foram retiradas, usando-se PBS/BSA e desprezadas.

Casuistica ¢ Métodos

43



4.3 4- Contagem de Células

A determinacdo total de células foi realizada usando-se a cdmara de Neubauer,
obtendo o nimero de células x 10%mL. As laminas foram preparadas na citocentrifuga por
10 min, contendo 2x10° células/limina (2}‘:106 células/ml; 100 pL; 1800xg), e
posteriormente coradas com May-Griinwald-Giemsa antes da determinagio diferencial de
células em microscopio oOptico. No minimo 500 células foram contadas e classificadas em
neutrofilos, eosindfilos e mononucleares, baseadas no critério morfolégico normal. As
células foram entdo ressuspensas na concentracio desejada, dependendo do ensaio a ser

realizado posteriormente.

Em todos os experimentos realizados obtivemos um grau de pureza superior a
98%, sendo a rara contaminagio ocasionada por neutrdfilos (0-2%) e mondciios (0-2%). A
viabilidade dos eosinofilos observada no método de exclusdo pelo Azul de Trypan sempre

foi superior a 95%. Em cada purificagio conseguiamos uma suspensio celular entre
5-30x10° eosinofilos.

Os experimentos para obtencio de eosinOfilos, assim como, os ensaios de
guimiotaxia, adesdo e liberagdo de EPO foram realizados no Laboratorio de Farmacologia

da Faculdade de Ciéncias Médicas — Unicamp.

4.4- Ensaio de Quimiotaxia “in vitro”

Os ensaios de quimiotaxia foram realizados, usando-se camara de
microquimiotaxia com 48 pogos (RICHARDS & MCCULLOUGH, 1984). Aliquotas de 50
uL da suspensio de eosindfilos (5x10° células/ml, em MEM/OVA 0,1% [Meio minimo
essencial de Eagle/Ovalbumina]) foram colocadas no compartimento superior da cimara e
28 pl do agente quimiotaxico (FMLP; 3x10® - 10° M) colocados no compartimento
ioferior. Os dots compartimentos foram separados com filtro de policarbonato com poro de
5 pm (Nuclepore Pleasanton, CA, EUA). A migracdo espontdnea foi verificada,
substituindo-se o agente quimiotaxico por 28 ut. de MEM. Apos incubagio por duas horas
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a 37°C em atmosfera de 5% de CO, (ar tmido), os filtros foram fixados por dois minutos
em metanol 70%, corados com Diff-Quik® (Baxter Healthcare Corporation, DE, EUA) e
montados sobre uma ldmina de microscopia. A migragdo dos eosindfilos foi determinada,
guantificando-se ¢ namero de células que migraram através do filire {(que migraram
totalmente, chegando ao lado inferior do filtro), em cinco campos aleatdrios por pogo,
usando-se microscopio com objetiva de imersio. Em cada experimento, os ensaios foram

realizados em triplicata.

4.5- Ensaio de Adesido “in vifro”

O método utilizado consiste em quantificar a EPO nas células aderidas para
podermos inferir sobre a quantidade de eosinofilos aderidos em cada amostra. Sendo assim,

¢ uma relagfio direta da absorbéncia com o namero de eosinofilos aderidos.

O ensaio de adesio foi realizado como descrito previamente por
HAKANSSON ef al. em 1994, com algumas modificacdes. Os ensaios foram realizados,
usando-se placas de 96 pocgos de alta ligacio, sendo a mesma previamente tratada com
60 pl. de fibronectina humana (20 ug/ml. em PBS) ou de soro humano
(a 10% em PBS; v/v).

As placas foram deixadas overmight a 4°C. Os pocos foram lavados no dia
seguinte, dia do experimento, com 200 pl. de PBS por duas vezes, e as ligacdes nio
especificas foram bloqueadas com a adi¢iio de 100 pl de PBS/BSA 0,1% (p/v) por uma
hora a 37°C. Depois disso, as placas foram lavadas mats duas vezes com 200 pL de PBS e
deixadas secar a 37°C.

Apos ressuspensdo dos eosindfilos na concentragio final de 7x10* células/mL
(MEM/OVA), as células foram incubados por 15 min a 37°C com MEM (adesdo
espontinea), PAF (107 - 10° M), PMA (10® - 10° M), DMSO [dimetil sulfoxido]
(0,0125%, veiculo de diluicio do PMA na maior concentragido utilizada) e eotaxina

(100 - 1000 ng/mL). A eotaxina nfio foi utilizada em células isoladas de pacientes com
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RCUI, pois, previamente observou-se que ndo houve diferenca significativa ao estimular os
eosinofilos isolados de voluntdios sadios e este agente apresentou o mesmo perfil de

resposta dos agentes PAF e PMA, anteriormente utilizados.

Depois desse periodo de incubagdo, 50 uL das amostras foram adicionados aos
pogos, em triplicata. A placa foi entdio incubada por 15 min a 37°C com 5% CO; e ar
umido, e posteriormente lavada por duas vezes com 200 pL. de PBS, para que as células
ndo aderidas fossem retiradas. Os pogos ensaiados receberam 50 pi. de MEM/OVA e os
pogos reservados a curva padrio receberam 50 pl. de concentragbes variadas da suspenséo
celular original, em trplicata, ou seja, de 0 a 100% da suspensio celular original
(7x10* eosinéfilos/mL). Foram acrescidos a todos os pogos das amostras ¢ da curva padrio,
50 pL do substrato para EPO (1 mM H,0,, 1 mM o-fenilenediamina, 0,1% triton X-100 em
tampdo Tris 0,05 M, pH 8,0). Sob leve agitagdo, a placa foi mcubada a4 temperatura
ambiente por 30 min, e apds este periodo, 25 pL de H,SO4 (4 M) foram adicionados a cada
pogo para interromper a reagdo. A absorbidncia foi determinada a 490 nm no leitor de
ELISA (Multiscan MS, Labsystems, EUA).

A adesdo dos eosindfilos foi calculada pela medida da liberagio de EPO das

células aderidas das amostras, comparando-as com a curva padrio (NAGATA et al., 1995).

4.6- Dosagem de Peroxidase do Eosinofilo (EPO)

Apds o isolamento dos eosinofilos obtidos de sangue periférico, os mesmos
foram ressuspensos na concentragdo final de 5x10° células/mL (MEM/OVA).

A suspensfo celular foi pré-incubada com 2,5 pg/ml. de diludrocitocalasina B
por 10 min em 5% de CO; a 37°C. Posteriormente, as células foram estimuladas com fMLP
(107 - 10° M), PMA (10 - 1000 ng/mL), DMSO (0,02%, veiculo de diluicio do PMA na
maior concentra¢io utilizada) e SAZ (0,25 - 1 mg/mL). Esta mistura foi incubada por uma
hora a 37°C com 5% CO; e ar amido. Em experimentos pilotos foi determinado que este

tempo seria suficiente para o completo processo de desgranulagio dos eosinéfilos. O SAZ
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foi preparado pela prévia incubagfio de soro humano por uma hora a 37°C com zimozan,
posterior centrifugacio a 2000xg por 15 min 4 temperatura ambiente, com descarie do
sedimento. Apés este periodo de incubacgfio, a reacio foi blogueada no gelo por trés
minutos, ¢ as amostras centrifugadas por 10 min a 600xg (4°C), com excegio da amostra
utilizada para controle positivo, onde obtinhamos 100% de EPO (EPO total), ou seja, EPO
estocada e EPQ liberada por células sem tratamento. Ao término da centrifugaciio; 50 uL
de cada amostra foram dispensadas por pogo (2,5x10° células/pogo), em triplicata, em uma

placa de 96 pogos.

Foi acrescido a todos os pogos, ensatados e controles, 50 pl. do substrato para
EPO (1 mM H;0,, 1 mM o-fenilenediamina e 0,1% Triton X-100 em tamp&o Tris 0,05 M,
pH 8,0). Sob leve agitagdo, a placa foi incubada a temperatura ambiente por 30 min, € apos
este periodo, 25 pl de H.8O4 (4 M) foram adicionados a cada pogo para interromper a
reacio. A absorbincia foi determinada a 490 nm no leitor de ELISA (Multiscan MS,
Labsystems, EUA).

A liberagio de EPO foi medida pelo método de o-fenilenediamina (OPD)
modificado (KROEGEL ef al., 1989).

A EPO foi calculada pela comparagio da absorbéncia dos grupos estimulados

com o grupo controle positivo (100%) e os valores foram expressos como porcentagem.

4.7~ Citometria de Fluxo

A expressdo das moléculas de adesdo, VI.LA-4 e Mac-1, sobre a superficie dos
eosinéfilos foi detectada usando-se o citdmetro de fluxo no Laboratério de Imunologia
Celular do Centro Integrado de Pesquisa Oncohematoldgica da Infancia — Unicamp. Os
eosinofilos isolados foram centrifugados (300xg, 10 min, 4°C) e ressuspensos em $oro
humano AB (10 pL/tubo; inativado a 56°C por uma hora) e incubados por 10 min a 4°C,
para bloquear as ligages inespecificas. Posteriormente, as amostras (1x10° células/amostra,
MEM/OVA) receberam 1 mLl de tampZio PBS/BSA 0,5% contendo azida a 0,2%,
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centrifugadas por 10 min a 300xg (4°C). Apos a lavagem, as células foram incubadas com
anticorpos monoclonais de camundongo conjugado a ficoeritrina (PE) anti-moléculas de
adesdo humanas (CD49d, clone 9F10, anti-VL.A-4; CD11b, clone ICRF 44, anti-Mac-1; 20
uL/10° células) ou com o anticorpo controle (IgG;,de camundongo conjugado & ficoeritrina
(PE), monoclonal, isotipo x, obtido da linhagem celular mieidide de camundongo
MOPC-21; 20 pL/10° células) por 20 min (4°C; ar amido). Apds a incubagdo, fez-se
lavagem com PBS e azida 0,2% (1 mL/ tubo) a 300xg, por 10 min (4°C) e removeu-se 0
sobrenadante. A seguir, foi adicionado & suspensdo, 500 ul de tampéo PBS/BSA 0,5% e
azida 0,2%. As células (50.000) foram analisadas a 488 nm no FACS (Becton-Dickinson
FACScalibur). As imagens provocadas pelas diépersﬁes lateral e dianteira foram usadas
como registro da populagdo de eosinofilos, assegurando-se que somente as populacbes
celulares de interesse fossem analisadas. A intensidade de fluorescéncia de cada célula foi

comparada aquela das células que reagiram com o controle.

4.8- Contagem Histologica

Durante 0 exame rotineiro de colonoscopia, realizou-se biopsia de locais

especificos do intestino, segundo a localizagdio da doenga de cada individuo.

Com o fragmento do tecido intestinal obtido através da colonoscopia por
biopsia foram realizadas Idminas histologicas, com corte de 5 um e coloragio com
hematoxilina/eosina, no laboratorio de Anatomia Patolégica do Gastrocentro. Apds o
preparo das laminas procedeu-se a contagem de eosinofilos em cinco campos aleatorios do
fragmento, utilizando microscopio Optico biocular (BH-2, Olympus, Japo). Tomou-se o
cuidado de obter ldminas histologicas da mesma localizagdo intestinal de todos os pacientes

estudados, tais como: sigmoide, colon descendente, colon ascendente e ileo terminal.

4.9- Microscopia Eletronica

A morfometria dos eosindfilos foi detectada, usando-se microscopio eletrdnico
no Laboratorio de Microscopia Eletrénica da Anatomia Patologica - Unicamp. Os

eosinofilos isolados (5x10° células/mL em 50 ul) foram centrifugados, ¢ o sedimento
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fixado em solugdo de Karnovsky (pH 7.2); (KARNOVSKY, 1965) durante uma hora.
Posteriormente, foram pos-fixados em tetroxido de Osmio a 2% durante duas horas. Em
seguida, lavados com tampéo cacodilato de sodio (pH 7,2) e overnight deixados em solugdo
de acetato de uranila 0,5%. A desidratacio foi realizada em uma série crescente de acetona,
30% durante 30 minutos, 50%, 70%, 90% e 100% (duas vezes), durante 15 minutos cada.
As amostras foram colocadas em uma mistura de resina Araldite e acetona pura (1:1) e
permaneceram por duas horas no processador de microscopia eletrénica de tecido -
autotécnico (Leica Inc., Deerfield, Illinois, EUJA). Ap6s permanéncia em resina Araldite, na
estufa a 37°C, por uma hora, foram incluidas em resina Araldite pura, em forma de silicone,

e conservadas na estufa a 60°C, durante 48 horas para polimerizagio dos blocos.

Depois de trimados e desbastados os blocos, efetuaram-se os cortes semifinos
com navalhas de vidro, numa espessura em tomo de 300 nm. Posteriormente, foram
corados com azul de toluidina 2% para uma melhor selegio de area com fibras
longitudinais.

Os cortes ultrafinos foram realizados com navalha de diamante (Diatome), no
ultramicrétomo MT 6000 XL, com uma espessura de aproximadamente 90 nm, e colocados
em telas de cobre. Foram examinados diretamente com microscopio eletronico EM 10

Zeiss.

Para obter-se maior seguranca em relacdo a variagio de espessura dos cortes,

foram colocados nas telas de cobre somente aqueles que apresentaram a cor amarelo-ouro.

4.106- Analise Estatistica

Os resuitados foram expressos como média £ erro padrio da média (EPM) de n
experimentos. Diferencas significativas foram determinadas, utilizando-se anilise de
varidncia (ANOVA) para multiplas comparagdes, seguido pelo teste de Tukey. Valores de

P < 0,05 foram considerados significativos.

Nio foi realizada anélise estatistica para citometria de fluxo, devido 4 pequena

amostragem de pacientes apresentada nos grupos testados.
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5.1- Dados dos Pacientes

Os pacientes com DII incluidos neste estudo apresentaram doenga ativa e
iniciaram recentemente o uso de sulfassalazina e mesalazina para controle terapéutico. Os
imunossupressores, quando necessarios, foram empregados apds a coleta sangiinea
realizada para o estudo. Pacientes com RCUI apresentaram pancolite (n=3} e colite do lado-
esquerdo (n=2). Pacientes com DC apresentaram doenga ileal (n=2}), col6nica (n=1) e ileo-
colbnica (n=2); dois pacientes com DC apresentaram doenga perianal concomitante. O
namero de leucocitos e eosindfilos no sangue periférico, quantificados por exames
laboratoriais de rotina, foi similar entre os voluntarios sadios e pacientes com DII. As
analises de amostras fecais para observagiio de ovos/parasitas foram negativas em todos os

pacientes incluidos neste estudo.

5.2- Ensaio de Quimiotaxia

Os eosinofilos isolados (5%10° células/mL) de voluntarios sadios ndio migraram
de forma significativa em condicGes basais (MEM). Porém, a ativacdo dos eosindfilos pelo
fMLP acarretou um aumento significativo da migragio (P<0,001) nas concentra¢bes de
10 2 3x107 M (Figura 1).

A quimiotaxia espontinea dos eosindfilos de pacientes com DC e RCUI foi
maior (P<0,001) do que a quimiotaxia de eosindfilos dos voluntarios sadios (Figura 1). Na
presenca de fMILP, a quimiotaxia dos eosinofilos de pacientes com DC e RCUI foi
significativamente maior em relagdo aos eosinodfilos de voluntarios sadios. Entretanto, a
quimiotaxia dos eosindfilos de pacientes com DC é marcantemente maior que dos pacientes
com RCUI (Figura 1).
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Figura 1- Efeito Quimiotixico do fMLP sobre a Migraciio de Fosinofilos Periféricos
de Voluntdrios Sadios, Pacientes com DC e com RCUI in vifre. A migracio
foi induzida pelo fMLP (3x10® - 10° M). MEM representa a migragio
espontdnea (auséncia de fMLP). Os resultados estio expressos como
média +£ EPM de eosin6filos que migraram por campo, em cinco experimentos
independentes, realizados em triplicata cada. * P<0,05, ** P<0,01 e
¥** P<0,001 comparado ao mesmo estimulc e concentracio usados em

voluntarios sadios; # P<0,05, ¥ # p<0,01 e ¥ * P<0,001 comparado ao

respectivo grupo controle (MEM).
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5.3~ Ensaio de Adesio

5.3.1- Efeito do PAF, PMA e Eotaxina sobre a Adesdo de Fosinofilos Periféricos para

Fibronectina in vitro

A ades3o espontinea de eosinOfilos (MEM) foi significativamente maior em
pacientes com DC (P<0,001), quando comparada & adesdo de células dos voluntarios sadios

ou pacientes com RCUI (Figura 2).

A pré-incubagiio de eosinéfilos isolados de voluntarios sadios com PAF 10° M

aumentou de forma significativa, quando comparada & respectiva adesio espontinea
(Figura 2).

A pré-incubagio de eosinofilos (7x10* células/mL) com PAF (107-107 M),
PMA (10%-10° M) ou eotaxina (100-1000 ng/mL), por 15 min (5% CO, a 37°C), em placas
recobertas com fibronectina humana, nio modificou significativamente a adesio dos
eosindfilos isolados de pacientes com DC e RCUI, quando comparada com suas respectivas
adesdes espontineas (MEM) (Figura 2). Porém, houve um aumento significativo dos
eosindfilos isolados de pacientes com DC quando comparade ao mesmo estimulo e

concentragio usados em voluntarios sadios.
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Figura 2- Adesfio de Eosindfilos Periféricos de Voluntarios Sadios, Pacientes com DC
¢ com RCUI para Fibronectina in vitro. A suspensdo de eosindfilos humanos
(7x10* células/mL) foi pré-incubada (5% CO; a 37°C por 15 min) com PAF
(107-10°° M), PMA (10°%-10° M) ou eotaxina (100-1000 ng/mL). Posteriormente,
as células foram incubadas em placas recobertas com fibronectina (20 pg/mL), em
5% COz a 37°C por 15 min. As células que nfio receberam pré-tratamento com
droga foram consideradas controle (MEM - adesdo espontinea). Os resultados
estdo expressos como porcentagem de células aderidas &+ EPM, de cinco
experimentos independentes feitos em triplicata cada. * P<0,05, ** P<(0,01 e
¥** P<0,001 comparadoc ac mesmo estimulo e concentragio usados em

voluntérios sadios; * P<0,05 comparado ao respectivo grupo controle (MEM).
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5.3.2- Efeito do PAF, PMA e Eotaxina sobre a Adesdo de Eosinéfilos Periféricos para

Soro in vitro

Os eosindfilos isolados de pacientes com DC apresentaram, de forma
significativa, uma maior adesdo espontinea quando comparada 4 adesdo de eosmofilos de

voluntarios sadios ou de pacientes com RCUI (P<0,001) (Figura 3).

A pré-incubacio de eosindfilos (7x10* células/mL) com PAF (107-107 M),
PMA (10%-10° M) ou eotaxina (100-1000 ng/mL), por 15 min (5% CO, a 37°C), em placas
recobertas com soro humano, aumentou de forma significativa a adesio dos eosindfilos
isolados de voluntarios sadios, quando comparada a respectiva adesio espontinea
(P<0,001) (Figura 3). Em eosinéfilos de pacientes com DC estimulados com PAF, PMA ou
eotaxina, niio notamos diferencas significativas em relagiio ao grupo de voluntarios sadios,
nem em relagdo i respectiva adesdo espontinea. Entretanto, em células de pacientes com
RCUI estimulados com PAF ou PMA, notamos reducfio significativa em relagio ao mesmo

estimulo e concentragio usados em voluntarios sadios (Figura 3).
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Figura 3- Adesiio de Eosindfilos Periféricos de Voluntarios Sadios, Pacientes com DC
e com RCUI para Sorec Humano in vitro. A suspensio de eosinofilos humanos
(7x10* células/mL) foi pré-incubada (5% CO; a 37°C por 15 min) com PAF
(107-10° M), PMA (10%10° M) ou eotaxina (100-1000 ng/mL)
Posteriormente, as células foram incubadas em placas recobertas com SOTO
humano (10%), em 5% COz a 37°C por 15 min. As células que ndo receberam
pré-tratamento com droga foram consideradas controle (MEM - adesdo
espontdnea). Os resultados estfio expressos como porcentagem de células
aderidas + EPM, de cinco experimentos independentes feitos em triplicata cada.
*% P<0,01 ¢ *** P<0,001 comparado ao mesmo estimulo e concentracio usados
em voluntérios sadios; * P<0,05, * * P<0,01 e * #* P<0,001 comparado a0

respectivo grupo controle (MEM).
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5.4- Ensaio de Dosagem de Peroxidase do Eosinofile (EPO)

Em eosindfilos isolados de pacientes com DC houve uma redugfo significativa
na liberagiio espontinea de FPO (MEM) quando comparada aos voluntarnios sadios
(P<0,05). Entretanto, os eosindfilos isolados de pacientes com RCUI mostraram, de forma
significativa, uma maior libera¢io espontinea de EPO, quando comparada aos voluntarios
sadios (P<0,01) (Figura 4).

A incubagiio de eosindfilos (5x10° células/mL) com MLP (107 - 10° M) ou
SAZ (0,25 - 1 mg/mL) por 1 h (5% COs a 37°C), produziu uma redugfo na liberagdo de
EPO dos eosindfilos de pacientes com DC, quando comparada ac grupo de voluntarios
sadios (P<0,05) (Figura 4).

Por outro lado, a liberagio de EPO mostrou-se aumentada significativamente
em eosinofilos de pacientes com RCUI, quando comparada aos voluntarios sadios, para os

grupos estimulados com fMLP (107 e 10° M), PMA (10, 100 e 1000 ng/mL) e SAZ (0,25 ¢
0,5 mg/ml) (Figura 4).
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Figura 4- Liberacio de EPO em Voluntirios Sadios, Pacientes com DC e com RCUIL in
vifro. A suspensio de eosinofilos humanos (5x10° células/mL) foi pré-incubada
(5% COz 37°C; 10 min) com 2,5 pg/mL de dihidrocitocalasina B e,
posteriormente, incubada com fMLP (107 - 10° M), PMA (10 - 1000 ng/mL) ou
SAZ (0,25 - 1 mg/mL), por 1h (5% CO,, 37°C). A EPO foi calculada pela
comparagdo da sbsorbincia dos grupos estimulados com o grupo controle
positivo (100%) ¢ os valores foram expressos como porcentagem + EPM, de
cinco experimentos independentes feitos em triplicata cada. * P<0,05,
** P<0,01 e *** P<0,001 comparado a0 mesmo estimulo e concentragio usados

em voluntarios sadios; * P<0,05 ¢ ™ P<0,001 comparado ao respectivo grupo

controle (MEM).
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5.5~ Citometria de Fluxo

A expressdo das moléculas de adesio Mac-1 ¢ VLA-4, tanto sobre a populagio
total de eosinofilos, dada em células marcadas (% do total) como na média de igagdes por
célula, dada em unidades de fluorescéncia/célula, ndo apresentou diferenga e/ou aumento

significativo entre os eosindfilos de voluntéarios sadios, pacientes com DC e com RCUI

(Figura 5).
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Figura S- Expressio das Moléculas de Adesio Mac-1 e VLA-4 em Eosinéfilos Periféricos de
Voluntirios Sadios, Pacientes com DC e com RCUI in vitro. A suspenéﬁo de
eosinofilos humanos (1x10° células/amostra) foi pré-incubada com soro humano AB, em
temperatura ambiente, por 10 min. Posteriormente, as células foram incubadas, a 4°C
por 20 min, com anticorpos CD11b (Mac-1), CD49d (VLA-4) e 1gGy represéntande ]
controle negativo. Os resultados estio expressos como média = EPM, da expressio das
moléculas de adesio nas células marcadas (% do total) e unidades de

fluorescéncia/célula, de trés experimentos independentes.
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5.6- Contagem Histolégica

Ao analisar o tecido intestinal obtido por bidpsia, observou-se um aumento
significativo do niimero de eosin6filos na mucosa intestinal, em pacientes com DC ¢ com
RCUI quando comparado aos controles (P<0,05) (Figura 6).

Numero de Eosindfilos/campo

Controles De RCUI

Figura 6- Contagem Histolégica de Eosinofilos em Tecido Intestinal de Controles,
Pacientes com DC ¢ com RCUL Foram utilizados controles (n=5), pacientes
com doenga de Crohn (n=5) e retocolite ulcerativa inespecifica (n=4). * P<0,05

em relago aos controles,
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5.7- Microscopia Eletrénica

Os eosindfilos isolados de pacientes com DC ¢ com RCUI apresentaram um
aumento significativo no nimero de grinulos intracelulares, quando comparado aos
voluntarios sadios. Entretanto, o nimero de grinulos dos eosindfilos de pacientes com

RCUI ¢ marcantemente maior do que em eosindfilos de pacientes com DC (Figura 7).

Voluntarios Sadios (VS)
DC
3 RCUL

50+

Nimero de
Grinulos/eosindfilo

Eosindfilos

Figura 7- Quantificacio do Numero de Grianulos dos Eosinéfilos Periféricos Humanes
em Voluntarios Sadios, Pacientes com DC e com RCUL Foram utilizados
voluntarios sadios (n=3), pacientes com doenga de Crohn (n=3) e retocolite
ulcerativa inespecifica (n=3). * P<0,05 e ** P<0,01 em relagfio aos voluntarios

sadios.
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Os eosindfilos isolados de pacientes com DC e com RCUI apresentaram um
aumento significativo no perimetro e no didmetro dos seus grdnulos, quando comparados
aos voluntérios sadios (P<0,001) (Figuras 8 e 9).

Voluntérios Sadios (VS)

CZORCUI
12000~ i
& Ak

2 10000+ T
5% 8000+
<8 60004
£3
EE 4000
g
A 2000+

0-

Eosindfilos

Figura 8- Analise do Perimetro dos Gréinuloes de Eosinéfilos Periféricos Humanos em
Voluntarios Sadios, Pacientes com DC e com RCUL Foram utilizados
voluntarios sadios (n=3), pacientes com doenca de Crohn (n=3) e retocolite

ulcerativa inespecifica (n=3). *** P<0 001 em relacio aos voluntirios sadios.
s Y
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Figura 9- Anilise do Diimetro dos Grinulos de Eosinofilos Periféricos Humanos em
Voluntirios Sadios, Pacientes com DC e com RCUL Foram utilizados
voluntérios sadios (n=3), pacientes com doenca de Crohn (n=3) e retocolite

ulcerativa inespecifica (n=3). *** P<0,001 em relagfo aos voluntarios sadios.
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Neste trabalho, nos preocupamos em avangar 0s conhecimentos sobre o papel
dos eosindfilos humanos nas DII, usando, para tanto, alguns modelos in vitro de
investigacdo, como quimiotaxia, adesfio, liberacio de EPO, expressio de moléculas de
adesdio, além da contagem histologica de eosindfilos em tecido intestinal e medida dos

granulos citoplasmaticos.

O desenvolvimento deste ftrabatho sO foi possivel devido a coluna
imunomagnética de separagdo de eosinofilos, disponivel ha um pouco mais de uma década
(HANSEL ez al., 1989; MILTENYI ef al., 1990). A coluna imunomagnética permite o
isolamento dos eosindfilos do sangue humano em elevado grau de pureza (> 98%),
conseguindo entdo estudar, as propriedades fisiopatoldgicas do eosindfilo, em grandes
detalhes, o que era muito limitado no passado pela falta de metodologia adequada
(HANSEL et al., 1990, HANSEL et al., 1991; HAKANSSON et al., 1994).

Deve-se ressaltar que nossos estudos foram realizados in vitro e que a
manipulagio celular até a realiza¢io dos ensaios também pode influenciar na ativacio ou
inibi¢do celular. E ainda, deve-se salientar que, durante a manipulagio para os ensaios, os
eosindfilos ficaram eximidos das influéncias de substincias e agentes presentes no soro
sangtiineo. De fato, KIRK ef al. (1983) constataram que a pré-incubagio com soro alterou a
capacidade de migragio e adesio de leucocitos PMNs em pacientes com DIL Portanto,
deve-se ter cautela na interpretagdo dos resultados obtidos através de estudos in vivo e

aqueles obtidos de estudos in vitro.

Existem muitos mecanismos responsaveis pela infiltracio de eosindfilos,
incluindo aumento da vida destas células na mucosa, aumento da producio dos agentes
quimiotixicos pela mucosa, modificagio das moléculas de adesdo expressas nas vénulas
sangiiineas da mucosa, ou ainda, modificagio dos eosinéfilos sangiiineos em resposta aos
agentes quimiotéxicos (DEUSCH & REICH, 1992; DENIS ez al., 2001).

Discussdo

66



6.1- Ensaio de Quimiotaxia

Considera-se a magnitude da resposta quimuotixica do eosindfilo periférico
como um dos fatores envolvidos nas DII, a0 lado do aumento da produgdo de agentes

quimiotaxicos pela mucosa e aumento da sobrevida local dos eosindfilos.

Na quimiotaxia induzida por fMLP observamos um aumento acentuado na
migracgio in vitro dos eosindfilos de pacientes com DII, especialmente em pacientes com
DC, quando comparada a migracgéo dos eosinofilos de voluntéarios sadios. Estes resultados
sugerem que os eosinofilos de pacientes com DII se encontram ativados antes da migragdo
para o tecido intestinal. Além disso, a diferenca na magnitude da resposta migratoria entre
os eosinofilos de pacientes com DC e RCUI pode contribuir na diferenciagio

imunopatogeénica e clinica entre estas doengas.

Apesar do fMLP provocar uma variedade de efeitos em células isoladas, até o
momento, nio ha dados moleculares sobre a natureza do(s) receptor(es) do fMLP
expresso(s) em eosindfilos. Em neutrofilos e outras células, o fMLP age através da proteina
G, aumentando os niveis intracelulares de nucleotideos e célcio, levando a polimerizagio da
actima ¢ ativando a resposta celular migratoria (KNOL & ROOS, 1996;
MUNOZ et al., 1997, GIEMBYCZ & LINDSAY, 1999).

Segundo DENIS ef al. (2001), um aumento da expressdo dos sitios de ligagdo
de alta afinidade na membrana plasmatica dos eosindfilos, principalmente para o PAF, pode
estar envolvido na quimiotaxia exacerbada observada em eosinofilos isolados de pacientes
com DC inativa. Esta variagio da resposta quimiotaxica também pode estar relacionada
com a atividade da doenga e a cronicidade das lesGes, assim como, da terapéutica

medicamentosa empregada ao paciente.

DENIS ef al. (2001) mostraram que a migragio espontinea dos eosindfilos foi
similar em pacientes com DC inativa e individuos sadios. Os nossos achados, mostraram
que os eosinofilos de pacientes com DC em atividade moderada apresentaram aumento da

migracio espontinea em relagio aos eosindfilos de voluntarios sadios. Por outro lado,
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BELSHEIM et al. (1984), observaram uma diminui¢do da quimiotaxia de granulocitos em

pacientes com RCUL

Devemos levar em consideracio que tanto os pacientes com DC como os
pacientes com RCUI estdo em atividade moderada da doenga, podendo ser este o fator que
contribui com a resposta migratoria espontanea acentuada em eosindfilos de pacientes com
DiI.

6.2- Ensaio de Adesdo e Citometria de Fluxe

A semelhanca dos ensaios de quimiotaxia, observamos nos ensaios de adesdo
que os eosinéfilos isolados de pacientes com DC apresentam maior adesdo espontdnea ao
soro e a fibronectina. Qu seja, provavelmente seus sitios de ligac3o estdo em maior numero

ou mais ativados, respondendo prontamente ao estimulo.

Em nossos resultados, também podemos observar que os eosinéfilos de
pacientes com DC, ao serem estimulados com PAF, PMA ou eotaxina, nio foram capazes
de aumentar a capacidade de adesfio além do basal, provavelmente por ja estarem na
maxima ativacdo celular. Entretanto, através da citometria de fluxo, ndo observamos
aumento da expressio das moléculas de adesio Mac-1 e VLA-4 nos eosindfilos destes
pacientes, sugerindo que outras moléculas, como platelet endothelial cells adhesion

molecule 1 (PECAM-1), devem estar contribuindo para este efeito.

Os eosinofilos de pacientes com RCUI pdo apresentaram uma adesfo
significativa nas células sem ou com estimulo, para fibronectina e soro, sugerindo um
mecanismo intracelular negativo de controle, e, assim, diminuigio da reatividade de adesfo
aos estimulos externos. Quanto & expressdo das moléculas de adesdio Mac-1 e VLA-4,
também ndo houve diminui¢do em relagdo aos voluntarios sadios. No entanto, deve-se
salientar que h& uma variabilidade razoavel entre as amostras testadas na citometria de
fluxo, possivelmente devido ac pequeno niimero de pacientes incluidos no estudo. Ressalta-
se uma limitagio para o ensaio, pois o isolamento de eosindfilos do sangue periférico

requer a coleta de um grande volume de sangue do paciente.
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Portanto, as células isoladas de pacientes com DC aderem prontamente i
fibronectina e ao soro, enquanto os eosindfilos isolados de pacientes com RCUI ndo
aderem. Estes resultados indicam que os eosinofilos do sangue periférice de pacientes com
DC estdo ativados e sdo capazes de migrar para o espaco extravascular, e assim, contribuir
para a inflamagio. Sugere-se que em eosinofilos de pacientes com RCUIL, ha um

mecanismo que previne a adesio celular e diminui a magnitude da resposta migratoria.

A inibig¢go das moléculas de adeso é importante para o tratamento de doengas
humanas, apresentando potencial para diminuir a infiltragfo e ativagio dos eosinofilos na
inflamac&o. Os agentes antiinflamatérios esterdides e ndo-esterdides reduzem a adesdio dos
leucécitos, podendo contribuir nos resultados observados, principalmente, em pacientes
com RCUI (SANDBORN ef al, 2003; ULBRICH ef al, 2003; VANDERSLICE
et al., 2004).

Estudos prévios mostraram que as concentragdes da molécula de adesio
intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1) aumentaram com a atividade das DII. As
diferencas nas concentragdes das moléculas de adesdo entre a RCUI e DC sustentam a
hipétese que sdo doengas com mecanismos patogénicos distintos (VAINER &
NIELSEN, 2000; VAINER et al., 2000; BRAUN ef al., 2001). A diferenca na expressio de
moléculas de adesdio deve refletir diferencas nas concentracSes de citocinas locais
(JONES et al., 1995).

O aumento nas concentragdes das moléculas de adesdo é compativel com a
injuria vascular da patogénese da DC; se as concentragdes das moléculas de adesfio em
células sangiiineas sdo um reflexo da inflamagfo vascular, o aumento da concentracio de
ICAM-1 em pacientes com DC ativa pode ser compativel com a continuidade da
inflamacio vascular nestes pacientes (JONES ef al., 1995). Também observa-se aumento de
E-selectina nas células endoteliais microvasculares e de PECAM-1 nos vasos sangiiineos
(BINION et al., 1998, VAINER ef al., 2000).

QOutros estudos in situ mostraram uma maior atividade na expressio de
moléculas de adesdo em DI e indicaram expressio aumentada de mucosal addressin cell
adhesion molecule 1 (MAdCAM-1) em mucosa inflamada da DC e RCUI, e também na
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base da ulcera e nos agregados linféides que sfo formados nas camadas profundas da
parede intestinal, caracterizando a DC, a qual pode contribuir nio s para a inflamacio em

mucosa, mas também para a inflamacio transmural da DC (ARTHIRO ez al., 2002).

A vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1), a qual se liga & integrina
VLA-4, ndo apresentou aumento significativo na distribuigdo da mucosa em pacientes com
DII com processo inflamatorio ativo (KOIZUMI ef al., 1992).

Porém, em outro estudo observaram-se concentragdes significativamente altas
de VCAM-1 em pacientes com RCUI ativa comparada com RCUI inativa, DC ativa e
inativa, e individuo sadio. Também observou-se diminuicdo significativa da concentragio
de VCAM-1 com a remissdo da RCUI ativa (JONES ef al., 1995). Entretanto, a literatura é
controversa quanto a expressio de VCAM-1, e seu papel nas DII
(COOK-MILLS et al., 2002).

6.3- Dosagem de EPO e Analise Morfométrica

Quanto a liberagio de EPO, em nossos resultados, observamos maior liberagio
espontianea de EPO pelos eosindfilos de pacientes com RCUI e, quando estimulados, nfo
apresentaram aumento significativo em relacio 4 liberagdo espontinea, sugerindo que estas
células estdo na sua capacidade maxima de libera¢io desta proteina. Mesmo sendo

estimuladas, nfio conseguem aumentar, ainda mais, a liberagio de EPO.

Entretanto, a liberacio de EPO esta reduzida nas células de pacientes com DC,
tando na liberagio espontanea como estimulada, em comparagio aos voluntarios sadios,
sugerindo um mecamsmo de downregulation celular, apesar da anilise morfométrica
mostrar aumento do numero de granulos intracelular quando comparados aos voluntarios
sadios. Os grinulos dos eosindfilos de pacientes com DC estdo em menores quantidades,
porém mais volumosos quando comparados aos grinulos dos eosindfilos isolados de
pacientes com RCUIL, que por sua vez, apreseniam maior numero de grinulos com menor
volume, Estas diferencas na liberacido de EPO dos pacientes com DII podem contribuir para

a diferenciagio clinica e patogénica entre a DC ¢ RCUL Estes resultados indicam que os
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eosinéfilos de pacientes com DC apresentam menor estoque de EPO, indicando uma
liberagio ativa de mediadores, oposto ao das células de pacientes com RCUI, que

aparentemente apresentam alto contetido de mediadores.

Segundo CARVALHO ef al. (2003), alteragBes no numero de eosindfilos
podem indicar aumento da ativacdo celular com desgranulagdo, que estd implicada na

patogénese das DII.

Em seus estudos LEVY er al. (1997), mostraram que a concentragdo média de
eosinofilos e de seus grinulos protéicos (neurotoxinas e proteina catibnica) €
significativamente alta em pacientes com DII, tanto nos estagios inicial como tardio da
doenca. Porém, a secrecio de FPO € maior no estigio inicial da les3o, nido havendo

diferenca significativa entre pacientes com RCUI e DC,

A EPO nio ¢ encontrada em nenhuma outra célula além do eosinéfilo, portanto
a EPO pode servir como um marcador especifico de eosinofilos ativos, principalmente em
RCUI (CARLSON et al., 1999).

Recentemente foi reportada a infiltracio de EPO na ldmina propria de pacientes
com RCUIL Além disso, nfo houve relago entre o aumento da liberac@o pelos grinulos de
proteinas eosinofilicas ¢ a estrutura morfolégica do intestino ou a atividade clinica dos
pacientes. A medicagio com glicocorticosteroides e sulfassalazina também pode modificar

e reduzir a liberagdo intestinal dessas proteinas (CARLSON ez al., 1999).

Em estudos realizados por CARLSON et al. (1999) mostraram que, durante a
perfusdo intestinal de pacientes com colite, a liberacdo de EPO na mucosa estava
aumentada em dez vezes no sigmoide e quinze vezes no reto, comparado aos controles. Em
pacientes com proctite isolada, a liberagio de EPO foi nove vezes maior que em controles;
entretanto, no segmento sigmoidal foram obtidos niveis normais. A concentragio média de
EPO no segmento retal ndo apresentou diferenca significativa entre os pacientes com colite

€ com proctite isolada.
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Niveis aumentados de outras proteinas eosinofilicas como ECP ¢ EPX foram
observados em fezes e em lavados gastrintestinais de pacientes com DC e RCUI, segundo
BERSTAD et al (1993), DESREUMAUX ef al. (1999), SAITOH e al. (1999) ¢
PETERSON et al. (2002). A mensuragio dos niveis fecais de ECP e EPX podem ajudar no
diagnédstico da extensio da ativacio eosinofilica e da doenca (BISCHOFF ef al., 1999).

6.4- Contagem Histologica

Quanto a contagem histologica de eosindfilos em tecidos intestinais, nossos
resultados mostram aumento significativo do nimero de eosinéfilos em pacientes com DII
comparado aos voluntarios sadios, principalmente, pacientes com RCUL, que apresentam
também maior nimero de grinulos eosinofilicos em seu interior, avaliados através da

microscopia eletrOnica.

Condizentes com nossos resultados, outros estudos mostraram aumento nos
niveis de eosinofilos ativados na mucosa de pacientes com DII (DEUSCH & REICH, 1992,
CARLSON et al., 1999; JEZIORSKA ef al., 2001; MIR et al., 2002). Os eosindfilos estdo
em numero aumentado ndo apenas dentro da mucosa inflamada, mas aparentemente dentro

da mucosa sadia dos pacientes com DIL

Biopsias do trato gastrintestinal de pacientes com DI contém infiltracio de
eosindfilos na ldmina prépria (PETERSON er al, 2002). O numero de eosindfilos na
lamina propria intestinal de paciemtes com DI ¢ dependente do diagndstico, atividade
clinica da doenga e tipo de terapia medicamentosa, visto que os corticoides orais reduzem o
nimero de eosinofilos intestinais na RCUI, além de inibirem a ativagio eosinofilica ¢ a
liberagdo de mediadores. Visto que os esterdides sdo efetivos no tratamento da inflamacgio
desta doenca, € plausivel que a redugio do nimero de eosindfilos possa contribuir na

melhora clinica.

BERSTAD ef al. (1993) constataram diferenca significativa no nimero de
eosinofilos (14 vezes mais) em pacientes com atividade clinica das DII e em pacientes com

remissdo da doenga comparados aos controles.
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Conforme JEZIORSKA et al. (2001), claras evidéncias foram observadas no
aumento do nimero de eosindfilos em ambas as doengas em comparacio ao tecido normal
de individuos sadios. Na DC ativa, houve um aumento do mimero de eosindfilos através de
toda camada do tecido da parede intestinal. Entretanto, estdo reduzidos em amostras de
pacientes com DC em estado crénico. Em contraste, a mucosa e submucosa da RCUI ativa
mostraram elevado nimero de eosindfilos, similar a DC, mas a RCUI crénica contém
niimeros insignificantes de eosindfilos em tecido. O niimero aumentado de eosinéfilos na
DC ¢ RCUI mostrou-se diferente em relacfio a distribuicio nas biépsias da mucosa, onde

alguns tiveram distribui¢do uniforme, e outros mostraram acumulo mais focal.

Estudos realizados por CHOY er al. (1990) relataram que em cortes
histolégicos do colon transverso, realizados em criancas, a infiltracio de eosinofilos € a
elevagdo das concentragbes de PGE; foram mais pronunciadas na DC do que na RCUIL,
estando estes resultados de acordo com HALLGREN et al. (1989) e RAAB ef al. (1998),
discordando, portanto, dos achados de BISCHOFF et al. (1996), que n3o constataram

aumento significativo de eosinofilos em pacientes com DC e RCUL

Sugere-se que as diferengas nas respostas dos eosinofilos isolados de pacientes
com DC e com RCU]I, observados entre os ensaios realizados, possam estar relacionados as
diferencas dos fendtipos de linfécitos T auxiliadores entre as doengas. De fato, a ativagiio
de células T apresentam componentes importantes da imunidade adaptativa na patogénese
das DII, podendo resultar na faléncia da imunidade inata em responder 208 antigenos
expostos, como resultado da complexa intera¢fio da flora intestinal, dos antigenos intra-
luminal, da predisposicdo genética e dos fatores do meio ambiente desencadeando a
destruidio da mucosa intestinal (MARTEAU et al, 2004). A ativagio da resposta
inflamatoria secunddria se torna necessaria, na forma dos mecanismos imunoldgicos
adaptativos, associados ao controle inadequado dos mecanismos que podem inibir o
processo inflamatorio (GIEMBYCZ & LINDSAY, 1999).

E certo que os eosindfilos participam na defesa do organismo contra parasitas e
também na resposta imunoinflamatéria intestinal, com a produgio de mediadores
biologicos, assim como, proteinas citotoxicas € que a redugdo da atividade dos eosindfilos

pode resultar na melhora dos sintomas clinicos e na atividade da doenga. Porém, ainda ndo
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€ bem esclarecido em que etapa a fungio destas células pode ser modulada pelas células
epiteliais, neutrdfilos, macrofagos, linfocitos ou por outros tipos celulares, resultando na

ativacio celular, seja na medula 6ssea ou na circulagio periférica.

Discusséo
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Nas condigdes experimentais, avaliando os eosinofilos periféricos de pacientes

com DII e voluntarios sadios € possivel concluir que:

® A quimiotaxia induzida por {MLP esta aumentada em eosindfilos de pacientes

com DII, especialmente de pacientes com DC;

e A adesio espontinea de eosinofilos em placas recobertas com soro ou
fibronectina, € maior para as células obtidas de pacientes com DC. A adesfio
estimulada pelo PAF, PMA e eotaxina ndo foi modificada nos pacientes com
DII;

e A liberaciio espontinea de EPQO é maior em eosindfilos de pacientes com
RCUL Eosinéfilos de pacientes com DC apresentam reducio da adesdo

espontdnea e estimulada;

e Para a expressio das moléculas de adesio Mac-1 e VLA-4, nio houve
diferenca entre os eosinéfilos isolados de pacientes com DII e voluntarios

sadios;

e Para os tecidos histologicos intestinais, houve um aumento do mimero de

eosindfilos nos pacientes com DII comparado aos controles;

e Para a analise morfométrica, houve um aumento no nimero, perimetro e
didmetro dos granulos de eosindfilos isolados de pacientes com DII quando

comparados aos controles,

Conclusses
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ANEXO 1- Modelo de Termo de Consentimento Informado para Pacientes

Madelo do Consentimento Livre e Esclarecido para Pesquisas com Seres Biumanos

“Avaliagdo da Atividade de Eosindfilos Periféricos em Pacientes com Doengas

Inflamatoérias Intestinais™

O abaixo assinado, ,HC , declara que é de livre e

espontinea vontade que estd participando como paciente do projeto de pesquisa supra-

citado, de responsabilidade dos pesquisadores Luciane Cristina Coppi ¢ José Geraldo P.

Ferraz, da Disciplina de Gastroenterologia Clinica, Faculdade de Ciéncias Médicas da

Unicamp. O abaixo assinado est4 ciente que:

i O objetivo do estudo € avaliar o papel de ecsindfilos periféricos na origem/patogénese das doengas inflamatérias
intestinais (DI — retocolite vlcerativa (RCUI) ¢ doenga de Crohn (DC), contribuindo para o entendimento
dessas doengas.

i. A participagdo neste estudo ndo prejudicard o diagnéstico e/ou tratamento da DIL deierminado e em andamento pela
equipe médica do Ambulatério de Gastroenterologia Clinica — HC/Unicamp.

iii. O seu acompanbamento através de exames clinicos e de laboratério nfo serda modificado ou prejudicado apds
inclusdio no estudo. O ratamento em andamento ndo sofrers prejuizo e as medicacdes em uso serfio mantidas.

iv. Uma vez incluide no estudo, serd submetido a pungBo venosa em veia de antebrago direito on esquerdo por pessoal
especializado — utilizando material descartdvel ¢ sob rigorosas condigles de assepsia ~ no Laboratério
Especializado em Gastroenterologia, Gastrocentro/Unicamp. Ser feifa uma lmica coleta de sangue (volume =
100 ml) no dia da consulta ambulatorial de rotina. O sapgue serd utilizado para isolamento de cosindfilos em
laboratério.

v.  Acoleta da amostra de sangue nfo resultard em qualquer dano & saa saide, tampouco afetard o curso ou evolugéo do
tratamento em andamento ¢ nfo ird trazer qualguer beneficio terapéutico,

vi. Sua participagfio no estudo estard encerrada ap6s a coleta de sangue. Serd contactado pelos responsdveis pela
pesquisa caso seja preciso nova coleta, quando serd orientado sobre os motivos para o novo procedimento.

vii. Obteve as informagdes necessarias pars poder decidir conscientemente sobre a participacho no referido estudo.

viii. Os resultados obtidos durante este ensaio serfio mantidos em sigilo, e a Disciplina de Gastroenterologia Clinica nfio
identificar o paciente por ocasifio da exposicio e/ou publicacfio dos mesmos.

ix. A Disciplina de Gastroertterologia Clinica o mantera informado em relagdo ao progresso da pesquisa, caso julgue a
informag#o relvante para o paciente.

% Caso surja alguma intercorréncia apds a coleta de sangue, deverd procurar o servigo de Pronto-Socorro do Hospital
de Clinicas da Unicamp e solicitar que o mesmo contacte os médicos responsdveis pelo ensaio clinico (vide
telefones abaixo).

xi. Podera contactar a Sectetaria da Comissfio de Etica (fone 3788-8936) para apresentar recursos ou reclamagdes
relacionadas ao processo de coleta das amostras.

Membres da Equipe
Luciane C. Coppi | Prof. Dr. José Geraldo P. Fermaz
Telefone: (19) 3451-3377 Telefone: (19) 3788-7604

Nome do paciente e RG: |

Endereco e telefone de contato:

Data: / / Assinatura:
Responsavel pesquisa:

Data: / / Assinatura:
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ANEXO 2 - Modelo de Termo de Consentimento Informado para Voluntarios Sadios

(controle)

Maodelo de Consentimento Livre ¢ Esclarecido para Pesquisas com Seres Humanes

“Avaliagio da Atividade de Eosinofilos Periféricos em Pacientes com Doengas

Inflamatorias Intestinais™

O abaixo assinado, , HC , declara que é de livre e
espontinea vontade que esta participando como paciente do projeto de pesquisa supra-
citado, de responsabilidade dos pesquisadores Luciane Cristina Coppi ¢ José Geraido P.

Fe

rraz, da Disciplina de Gastroenterologia Clinica, Faculdade de Ciéncias Médicas da

Unicamp. O abaixo assinado esta ciente que:

i

iit.
iv.

O objetivo do estudo ¢ avaliar o papel de ecosindfilos periféricos na origem/patogénese das doencas
inflamatérias intestinais (DII) — retocolite ulcerativa (RCUI) ¢ doenga de Crohn (DC), contribuinde para o
entendimento dessas doengas.

Uma vez incluido no estudo, serd submetido a puncgio venosa em veia de antebrago direito ou esquerdo por
pessoal especializado ~ utilizando material descartave] ¢ sob rigorosas condigdes de assepsia — no Laboratério
Especializado em Gastroenterologia, Gastrocentro/Unicamp. Serd feita uma dnica coleta de sangue (volume =
120 ml.) no dia da consnlta ambulatorial de rotina. O sangue serd utilizado para isolamento de eosindfilos em
Iaboratorio.

A coleta da amostra de sangue nfio resultard em qualquer dano 3 sua saide.

Sua participacfio no estudo estard encerrada apos a coleta de sangue. Serd contactado pelos responsaveis pela
pesquisa caso seja preciso nova coleta, quando serd orientado sobre os motivos para o novo procedimento.

Obteve as informagBes necessarias para poder decidir conscientemente sobre a participagiio no referido estudo.
Os resultados obtidos durante este ensaio serfio mantidos em sigilo, e a Disciplina de Gastroenterologia Clinica
ndo identificard o paciente por ocasifio da exposico e/ou publicagiio dos mesmos.

A Disciplina de Gastroenterologia Clinica o manterd informado em relagfio ao progresso da pesquisa, caso
julgue a mformacio refevante para o paciente.

Caso surja alguma intercorréncia apés a coleta de sangue, deverd procurar ¢ servigo de Pronto-Socoro do
Hospital de Clinicas da Unicamp e solicitar que o mesmo contacte os médicos responséveis pelo ensaio clinico
(vide telefones abaixo).

Poder4 contactar a Secretaria da Comissdo de Etica (fone 3788-8936) para apresentar recursos ou reclamagdes
relacionadas ac processo de coleta das amostras.

Membros da Equipe
Luciane C. Coppi | Prof. Dr. José¢ Geraldo P. Ferraz
Telefone: (19) 3451-3377 Telefone: (19) 3788-8554

Nome do paciente e RG: |

Endereco ¢ telefone de contato:

Data: / / Assinatura;

Responsavel pesquisa:

Data: [/ / Assinatura;
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ANEXO 3 - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

. EACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS

&” COMITE DE ETICA EM PESQUISA

S A £3 Caba: Postal 6111

- * 13083-970 Campinas-S.P.

f‘.\' ®0__ 197888936

UNICAMP & cenh f“‘!,;mt 1375&925!
CEP. 2400

{Grupo 1)

PARECER PROJETO: N® 318/2000

HDENTFICACAO:

PROJETO: EOSINOFLOS E DOENGAS INFLAMATORIAS INSTESTINAIG
PESQUISADOR RESPONSAVEL: Luciane Crigting Coppi

INSTITUICAD: GASTROCENTRO/UNICAMP

APRESENTAGAD A0 CEP: 310/2000

- OBJETVOS

A pesauisa visa ivestigor o papel de eosindfilos na petogérese daos dogngas
Infarnatérias intestingl, inclusive retocolite Licerotive e doenga de Crohn, avaiicnde suc
otvidade otravés do enscic de quimictaxia k1 vitre em pacientes portadores do doengd
em fase ativa.

il - SUMARD

Serd redizade um estudo descritvo do cortagem, vicbiidade e quimiotoxic dos
eosinéflos em sangue periférico de pacientes com RCLJ e doenca de Crohn. Serd
coletada umo lrica omostra de sangue, no volume de 1CCmI, de & pociertes de cada
doenca (NSIB). O material seré colhido em um dia de atendimento normal de pocientes
em ombulatério. -Os setos deverdio +er idade entre 18- e &5 oros, metade de cade
sexo. Serdo incividos apenas os casos com hemegiobuiing Z\0Omg/di, em fase ativa do
doenga, Independentemente do tratamento especiico. Serdo excluides pacientes em
usc de imunossupressores, pacientes com neoplasios, patdegios dlérgicos e Infecgbes
parasitérias. Essa cmostro sers submetido ao lsdamento dos eosinéfios e posterior.
estudo da quimictaxio. Serd uthizado come comtrole o sangue de doadores de sangue
(N=5) do Hemocemro/UNICAMP. O estude ndo Implicard em modificocdes no
acompanhomento £ ra conduta terapbutica des pacientes,
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N - COMENTAROS DOS RELATORES

O projeto apresenta-se claro em seus objetivos, com critérios de incluslo € ce
exclisdo bem defridos. O Terme de Censentimente Livre e Esclarecido estd bem
recigdo e crende 4s normas da Rescluglo 196/96 do NS5,

V - PARECER DO CEP

O Comis de Evico em Pesquso do Focudade de Ciéncios Médicos co
UNICAMP, apés acasar 0s soreceres dos membros-relgtores previamente designados
parg o preserre caso e arendendo todos 05 dispositivos dos Resougdes 196/9C e
BV27, sem como todos s anexos nclidos no Pesquisc, resove corovar sem
restricies o Protocolo de Pescuisa supracitede.,

VI - DATA DA REUNAO

Homolagacs ne X Reunido Ordindria do CEP, em "2 de dezembro de 2000

AR

do COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM | UNICAMP
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ANEXO 4- Dados dos Pacientes com Doengas Inflamatérias Intestinais
Pacientes com RCUI:

Paciente n. 1

Sexo: Masculino Idade: 29 anos
Acometimento: pancolite

Tratamento: Sulfassalazina, dose de manutengéo

Paciente n. 2

Sexo: Masculino Idade: 35 anos
Acometimento: pancolite

Tratamento: Sulfassalazina, dose de manuten¢io

Paciente n. 3

Sexo: Feminino Idade: 40 anos
Acometimento: colite do lado esquerdo
Tratamento: Mesalazina, dose de manutencdo

Paciente n. 4

Sexo: Masculinoe Idade: 33 anos
Acometimento: pancolite

Tratamento: Sulfassalazina, dose de manutencio

Paciente n. 5

Sexo: Feminino Idade: 60 anos

Acometimento: colite do lado esquerdo
Tratamento: Sulfassalazina, dose de manutengéo

Pacientes com DC:

Paciente n. 1

Sexo: Masculino Idade: 48 anos
Acometimento: ileal

Tratamento: Mesalazina, dose de manutengio

Paciente n. 2

Sexo: Feminino Idade: 33 anos
Acometimento: colénica

Tratamento; Mesalazina, dose de manutencio
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Paciente n. 3

Sexo: Feminino Idade: 18 anos
Acometimento: ileal

Tratamento: Mesalazina, dose de manutencio

Paciente n. 4

Sexo: Feminino Idade: 24 anos
Acometimento: ileo-colGnica

Tratamento: Sulfassalazina, dose de manutengio

Paciente n. 5

Sexo: Masculino Idade: 37 anos
Acometimento: ileo-coldnica

Tratamento: Sulfassalazina, dose de manutengio
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