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CD18 integrina beta 2; integrin beta-2

cDNA DNA complementar; complementary DNA

céls células; cells

CH50 atividade total do complemento; total complement activity

CLC cristais de Charcot-Leyden; Charcot-Leyden crystals

COs dioxido de carbono; carbon dioxide

COX ciclooxigenase; cyclooxygenase

D.O. densidade Optica; optical density

D.P. desvio padréo; standard deviation
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DEPC
DNA
dNTP
ECP
EDN
EDTA
eNOS
Ephr
EPO
fMLP
GCs
GMPc
GP
GTP
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diacilglicerol; diacylglycerol

dietilpirocarbonato ou dicarbonato de dietila; diethylpyrocarbonate
acido desoxiribonucléico; deoxyribonucleic acid
desoxinucleotideos trifosfatados; deoxynucleotide triphosphates
proteina catiénica do eosindfilo; eosinophil cationic protein
neurotoxina derivada do eosindfilo; eosinophil-derived protein
acido etilenodiaminotetraacético; ethylenediaminetetraacetic acid
oxido nitrico sintase endotelial; endothelial nitric oxide synthase
receptores tirosina quinase; tyrosine kinase receptor

peroxidase do eosindfilo; eosinophil peroxidase
Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanine

guanilato ciclase soluvel; guanylate cyclase

monofosfato ciclico de guanosina; cyclic guanosine monophosphate
glicoproteina; glycoprotein

trifosfato de guanosina; guanosine triphosphate

molécula de adesao intercelular 1; intercellular adhesion molecule 1
interferon-gama; interferon gamma

imunoglobulina E; immunoglobulin E

interleucina 5; interleukin 5

receptor para prostaciclina; prostacyclin receptor

inositol trifosfato; inositol trisphosphate

cloreto de potéssio; potassium chloride

meio de cultura “Luria-Bertani”’; Luria-Bertani culture medium
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MBP
MEM
Mg
Mg®*
MgCl,
Milli-Q
MNs
mRNA
NO
NOS
Oligo (dT)

PAF
pb
PBS
PCR
PDGF

PECAM-1

PF4
PGD,
PGE;

PGE:

leucocitos mononucleares; mononuclear leukocytes

proteina basica principal; major basic protein

meio minimo essencial; minimum essential medium eagle

magnésio; magnesium

ion magnésio; magnesium ion

cloreto de magnésio; magnesium chloride

agua ultra pura de tipo 1; ultrapure water of type 1

celulas mononucleares; mononuclear cells

RNA mensageiro; messenger RNA

Oxido nitrico; nitric oxide

oxido nitrico sintase; nitric oxide synthase

Oligo desoxitimidina trifosfato (oligonucleotideo poli- T); a short sequence
of deoxy-thymine nucleotides

fator ativador de plaquetas; platelet-activating factor

pares de base; base pairs

tampao fosfato salino; phosphate buffered saline

reacdo em cadeia da polimerase; polymerase chain reaction

fator de crescimento derivado de plaquetas; platelet-derived growth factor
molécula de adesao cellular endothelial plaquetéaria; platelet endothelial
cell adhesion molecule

fator plaquetério 4; platelet factor 4

prostaglandina D»; prostaglandin D,

prostaglandina E+; prostaglandin E;

prostaglandina E,; prostaglandin E,
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PGl
PIP,
PKC
PLC
PMNs
PPP
primer
PRP
RNA
RNAm
RNAse

RT-PCR

TFA
TNF-a
TXA2
VCAM-1
VLA-4

FvW

prostaciclina; prostacyclin

fosfatidilinositol bifosfato; phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate
proteina quinase C; protein kinase C

fosfolipase C; phospholipase C
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RESuUMO

Os eosindfilos participam de processos inflamatorios e alérgicos. Estando
relacionados com o sistema de imunidade inata do organismo, eles representam uma
linha fundamental de defesa contra invasao microbiana e, quando ativados, produzem
uma série de mediadores soluveis que atuam nas respostas inflamatérias e alérgicas.

A relacédo entre a atividade dos eosindfilos e plaquetas foi observada nas ultimas
décadas por muitos cientistas. Estas observac¢des incluem o aumento do numero de
eosindéfilos associados a desordens plaquetérias, incluindo alteracbes na cascata de
coagulagao e agregacao plaguetaria. Com base nessas observacgdes, a interacao entre
os eosinofilos e plaquetas foram analisadas na agregagao plaquetaria.

Plaquetas humanas foram incubadas com a fracao citosélica de eosindfilos, linhagem
celular promielocitica humana HL-60 clone 15 e proteina catiénica do eosinofilo (ECP).
A agregacao em plasma rico em plaquetas (PRP) foi induzida por difosfato de
adenosina, fator de ativacao plaquetaria, acido araquidonico e colageno, e as plaquetas
lavadas (PL) foram ativadas por trombina.

A agregacéo induzida por todos os agonistas foi inibida de maneira concentragéo de
células dependente pela fragdo citosélica de eosindfilos. Esta inibicao foi apenas
parcialmente revertida pela prévia incubagao dos eosinéfilos com L-Nitro-Arginina-metil-
éster (L-NAME). A prévia incubagdo com indometacina nao impediu a inibicao induzida
pela fragao citosélica.

A separacao da fragao citosélica de eosindfilos por gel filtracdo em Sephadex G-75
mostrou que a atividade inibitéria foi concentrada na fragdo de peso molecular mais
baixo. As células HL -60 clone 15 diferenciadas em eosindfilos por 5 e 7 dias foram
capazes de inibir a agregacao plaquetaria. A proteina de ECP inibiu a agregacao
plaquetaria em PRP e PL. Esta inibicdo foi mais evidente em PL, e o ensaio de
citotoxicidade com MTT demonstrou a viabilidade de plaquetas testadas, indicando que
a inibicdo observada pela proteina ECP nao ocorre simplesmente pela morte celular.

A proteina EDN, clonada e expressa em sistema eucarioto, também apresentou
efeito de inibicdo sobre a agregacao plaquetaria em PRP, enquanto que a proteina
MBP nao apresentou efeito de inibicado da agregacao plaquetaria significativo.

Os nossos resultados indicam que os eosindfilos desempenham um papel
fundamental na inibicado da agregacao plaquetaria.
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ABSTRACT

Eosinophils participate in allergic and inflammatory processes, being related to innate
immunity system of the body, they represent a fundamental line of defense against
microbial invasion and when activated produce a number of soluble mediators that act in
inflammatory and allergic responses.

The relationship between the activity of eosinophils and platelets has been observed
in recent decades by many scientists. These observations include increased numbers of
eosinophils associated with platelet disorders, including changes in the coagulation
cascade and platelet aggregation. Based on these observations, the interaction between
eosinophils and platelets in platelet aggregation was analyze.

Human platelets were incubated with eosinophil cytosolic fraction, promyelocytic
human HL-60 clone 15 cell lineage, and eosinophil cationic protein (ECP). Platelet rich
plasma (PRP) aggregation was induced by adenosine diphosphate, platelet activating
factor, arachidonic acid, and collagen, and washed platelets (WP) were activated by
thrombin.

Aggregation induced by all agonists was dose dependently inhibited by eosinophil
cytosolic fraction. This inhibition was only partially reversed by previous incubation of the
eosinophils with L-Nitro-Arginine-Methyl-Ester (L-NAME). Previous incubation with
indomethacin did not prevent the cytosolic fraction induced inhibition.

The separation of eosinophil cytosolic fraction by gel filtration on Sephadex G-75
showed that the inhibitory activity was concentrated in the lower molecular weight
fraction. HL-60 clone 15 cells differentiated into eosinophils for 5 and 7 day were able to
inhibit platelet aggregation. The ECP protein inhibited the platelet aggregation on PRP
and WP. This inhibition was more evident in WP, and the citotoxicity MTT assay proved
the viability of tested platelets, showing that the observed inhibition by the ECP protein
does not occur simply by cell death.

The EDN protein, cloned and expressed in eukaryotic system, also showed inhibitory
effect on platelet aggregation in PRP, whereas the protein MBP had no effect
significative inhibiting platelet aggregation.

Our results indicate that eosinophils play a fundamental role in platelet aggregation
inhibition.
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1. INTRODUCAO

1.1. Morfologia e Funcao dos Eosinéfilos

Os eosinofilos sao células sanguineas produzidas na medula 6ssea por células
tronco pluripotentes (Rothenberg, 1998). Esta célula foi observada pela primeira vez por
Wharton Jones em 1846 em preparacdes nao coradas de sangue periférico, no entanto,
apenas em 1879 é que essa célula foi descrita como eosindfilo por Paul Ehrlich. Ela foi
assim denominada devido a sua intensa coloracao por corantes acidos, como a eosina,
que as distinguem de outros granulécitos (Giembycz e Lindsay, 1999; Kita, 2011).

Eosindfilos humanos possuem diametro de aproximadamente 8 um, volume
aproximado de 275 fl. Geralmente, eosindéfilos possuem nucleo bi-lobulado preenchido
com cromatina parcialmente condensada, mas também podem ser observados trés ou
mais I6bulos. A caracteristica mais proeminente nestas células é a presenca de
diversos granulos esféricos ou ovoides, ocupando aproximadamente um quinto do
citoplasma, e que sao divididos em quatro populagdes distintas: granulos primarios,

secundarios, pequenos e corpos lipidicos (Figura 2).

o Granulos
wipares ___~ primérios

bi-lobulado 74 ® .

Granulos
Corpos secundarios

lipidicos

Granulos
pequenos

Figura 1. Representacao esquematica do eosindfilo e seus granulos.
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O acumulo de eosindfilos esta implicado na patogénese de diversas doencgas:
infeccbes helminticas parasitarias; doencgas alérgicas, tais como asma, rinite alérgica e
dermatite atdpica; doencas pulmonares, como histiocitose, pneumonia eosinofilica
cronica e sarcoidose; doengas vasculares granulomatosas, como vasculite temporal e
sindrome de Churg-Strauss; doencas neoplasicas e mieloproliferativas, como sindrome
hipereosinofilica, linfomas de células T e doenga de Hodgkin; e mais recentemente, os
eosindéfilos também foram associados com as respostas imunoregulatérias, em reacoes
autoimunes como esclerose multipla. Em resposta a diversos estimulos, os eosindfilos
sao recrutados da circulagcao sanguinea para os pontos de inflamagédo, onde modulam a
resposta imune através de uma vasta variedade de mecanismos (Munitz e Levi-
Schaffer, 2004; Rothenberg e Hogan, 2006; Muniz, Weller e Neves, 2012).

Eosindfilos ativados sdo capazes de fagocitar bactérias e liberar mediadores
lipidicos, no entanto, seu principal mecanismo de destruicdo é a liberacdo de proteinas
citotdxicas do interior de seus granulos, além da producao de radicais livres de oxigénio

(Lampinen et al., 2004).

1.2. Granulos dos Eosinéfilos
Os granulos primarios representam 5% do total de granulos dos eosindéfilos e
constituem o local onde s&o encontrados os chamados cristais bipiramidais hexagonais
de Charcot-Leyden. Esta proteina pode ser encontrada difusamente no nucleo e
citoplasma de eosindfilos ativados e em basoéfilos numa quantidade aproximada da

encontrada em eosindfilos. Os cristais de Charcot-Leyden sao encontrados nas fezes e
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expectoracdo de individuos com disturbios gastrointestinais e doencas respiratérias,
como a asma (Giembycz e Lindsay, 1999; Kita, 2011).

Os granulos secundarios sao constituidos por duas regides distintas, sendo uma
regiao elétron-densa onde se encontra o nucleo cristaléide ou internum alongado e
outra regidao denominada matriz ou externum. Na regiao do nucleo cristaléide encontra-
se 0 seu principal componente, a proteina basica principal (major basic protein, MBP),
proteina esta rica em arginina, que representa 50% das proteinas do granulo
secundario e é responsavel por sua acidofilia. A regido da matriz é constituida por uma
fase liquida que circunda o internum e contém enzimas granulares, citocinas,
quimiocinas e fatores de crescimento, bem como as outras trés proteinas
caracteristicas do eosindfilo, a proteina catidnica do eosindéfilo (eosinophil cationic
protein, ECP), neurotoxina derivada do eosinéfilo (eosinophil-derived neurotoxin, EDN)
e peroxidade do eosindfilo (eosinophil peroxidase, EPO) (Giembycz e Lindsay, 1999;
Kita, 2011).

Os granulos pequenos sao melhores identificados em eosinéfilos humanos que
migraram para tecidos e ndo sao visualizados em células circulantes ou na medula
Ossea. Estas estruturas sao intensamente coradas por arilsulfatase B e fosfatase acida
e podem conter também catalase (Giembycz e Lindsay, 1999).

A (ltima populagdo de granulos é conhecida como corpo lipidico, sendo
encontrados aproximadamente cinco desses granulos por eosinéfilos, embora este
numero possa ser maior em células ativadas. Os corpos lipidicos sdo organelas
esféricas (0,5 a 2 um de diametro), elétron-densas e caracterizam-se como o principal

sitio de armazenamento e metabolismo do &cido araquidénico (AA), além de
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representar um local para biossintese de mediadores lipidicos, onde podemos
encontrar os seguintes componentes do metabolismo lipidico: acido araquidénico,
leucotrienos, PAF, tromboxano, prostaglandinas, 5-lipoxigenase, 15-lipoxigenase e

ciclooxigenase (Junqueira, Carneiro e Kelley, 1998; Giembycz e Lindsay, 1999).

1.3. Proteinas dos Eosinéfilos
Os eosinodfilos contém varias proteinas com fortes cargas positivas e citotdxicas
armazenadas em seus granulos. Quando ativados, os eosindéfilos liberam essas
proteinas e produzem um arsenal de enzimas e mediadores lipidicos, que estéo
implicados nas funcdes efetivas do eosindfilo. Entre as principais proteinas granulares
liberadas estdo: MBP, MBP-2, ECP, EDN e EPO (Giembycz e Lindsay, 1999; Kita,

2011).

1.3.1. Proteina MBP

Tal como uma das proteinas mais catidnicas sintetizadas pelos eosindfilos a
MBP é uma proteina expressa como duas proteinas homologas diferentes, a MBP-1 e
MBP-2 (Hogan et al., 2008). A proteina MBP €& uma proteina com uma cadeia
polipeptidica na forma de mon6mero, rica em arginina e cinco cisteinas ndo pareadas.
Ela possui aproximadamente 13,8 kDa (117 residuos de aminoacidos), forte
caracteristica basica, com ponto isoelétrico (pl) de 11,4 e uma carga liquida de +15,0
em pH 7,0. Em humanos, a proteina MBP é encontrada numa concentragcdo de 5-10
pg/célula (Giembycz e Lindsay, 1999; Hogan et al., 2008).

A proteina MBP ¢é sintetizada inicialmente como proMBP. Ela possui em torno de

23 a 25,2 kDa (222 aminoécidos) e pl de 6-6,2. A diferenca entre o tamanho da proMBP
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e a proteina final, que é de 9,9 kDa parece ser responsavel por proteger a célula
durante o transporte da proteina citotéxica a partir do Aparelho de Golgi até o granulo
do eosindfilo onde ela fica armazenada (Giembycz e Lindsay, 1999; Kita, 2011).

Recentemente foi descoberta a MBP-2, uma proteina homologa a MBP, que
possui pl calculado de 8,7 e peso molecular teérico calculado em torno de 13,4 kDa. As
proteinas MBP e MBP-2 possuem identidade de 42 dos 117 aminoacidos totais. A
MBP-2 é 100 vezes mais basica que a MBP. Além disso, a MBP-2 parece ter os
mesmos efeitos da MBP, no entanto, parece ter uma eficacia mais reduzida (Wagner et
al., 2007; Kita, 2011).

A proteina MBP-1 também pode ser encontrada nos granulos dos basdbfilos,
enquanto que a MBP-2 é expressa exclusivamente em eosinéfilos. Por isso a MBP-2
apresenta atividade como marcador biolégico em pacientes asmaticos ou com outras
doencas associadas ao eosinéfilo, onde os fluidos biol6gicos (como fluidos de lavado
broncoalveolar e secrecao) apresentam uma concentracdo elevada desta proteina
(Wassom et al., 1981; Hogan et al., 2008).

A proteina MBP é uma potente helmintotoxina e é citotéxica para bactérias e
células mamiferas in vitro. Ela se liga e rompe a membrana de schistomula’s,
danificando diretamente o S. mansoni. A MBP é citotoxica contra outros helmintos,
como larvas recém-nascidas de T. spiralis, Brugia pahangi, Brugia malayi,
Trypanosoma cruzi, e certas bactérias como Staphylococcus aureus e Escherichia coli.
(Kita, 2011). A proteina MBP parece danificar as células pelo rompimento da bi-camada
lipidica da membrana celular ou alterando a atividade de enzimas no interior de tecidos
(Hastie et al., 1987a; b). Esta proteina, assim como os cristais de Charcot-Leyden

(CLC), que sao proteinas encontradas principalmente na membrana plasmatica de
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células, também pode ser encontrada em baséfilos, porém em menor quantidade do

que nos eosindfilos (Lampinen et al., 2004).

1h8u st

1h8u

Figura 2. Estrutura 3D da proteina MBP humana'.

1.3.2. Proteina ECP

A proteina ECP é um membro da subfamilia de ribonucleases (RNAse), e é
constituida de uma cadeia polipeptidica Unica com massa molecular de 15,5 kDa,
contendo grandes quantidades de residuos de arginina, resultando em um pl de 10,8. A
concentragdo dessa proteina em eosindéfilos humanos é de aproximadamente 15-25
pg/célula. Analise da seqUéncia de aminoacidos revelou que a proteina ECP e a
proteina EDN s&o altamente homdlogas (66% de homologia), sendo que dos primeiros
57 residuos de aminoécidos, 37 sdo idénticos. A proteina ECP, assim como a proteina
EDN, também apresenta homologia com a ribonuclease pancreatica humana (32%), no
entanto, ela € 100 vezes menos potente que a EDN (Giembycz e Lindsay, 1999; Hogan

et al., 2008; Kita, 2011).

! http://www.ebi.ac.uk/pdbe-srv/view/entry/1h8u/visualisation.html
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Ap6s cromatografia de afinidade em resina Sepharose-Heparina, dois picos
cromatograficos foram identificados e definidos como ECP-1 e ECP-2. As duas formas
tém sido identificadas imunologicamente, onde o anticorpo monoclonal EG1" interage
com a proteina armazenada nos granulos de eosinéfilos em repouso (nao ativados) e
com a proteina secretada, que € proveniente das células ativadas, enquanto que o
anticorpo EG2" apenas interage com a proteina secretada. Estas diferengcas podem
ocorrer devido a uma mudanca estrutural que ocorre quando a proteina é excretada por
exocitose. O gene para a ECP humana (RNS3) esta localizado na regiao g24-g31 do
cromossomo 14, que codifica uma pré-proteina que é subseqlientemente processada
para ser armazenada na matriz dos granulos especificos (Giembycz e Lindsay, 1999).

Além de sua atividade RNAse, a proteina ECP é citotoxica contra helmintos,
bactérias e células epiteliais mamiferas, possui atividade antiviral em infeccdes

respiratorias e promove a degranulacao de mastécitos (Hogan et al., 2008; Kita, 2011).

1hlh it 3

1hlh

Figura 3. Estrutura 3D da proteina ECP humana®.

2 http://www.ebi.ac.uk/pdbe-srv/view/entry/4a2o/summary.html
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1.3.3. Proteina EDN

Outro membro da subfamilia de ribonucleases (RNAse, 36% identidade), a
proteina EDN possui cadeia polipeptidica simples com massa de aproximadamente
18,6 kDa, pl de 8,9 e como as demais proteinas dos granulos de eosindfilos, tem forte
caracteristica catiénica (Giembycz e Lindsay, 1999). A expressao do RNAm da EDN
pode ser detectada em células HL-60 diferenciadas em eosindfilos por IL-5 ou acido
butirico (Rosenberg, Tenen e Ackerman, 1989; Tiffany, Handen e Rosenberg, 1996;
Van Dijk et al., 1998) e sua concentragdo em eosinéfilos humanos normais é de
aproximadamente 10 pg/célula, embora exista variagdo entre individuos, e a quantidade
seja menor em pacientes com diferentes formas de eosinofilia (Giembycz e Lindsay,
1999; Hogan et al., 2008).

O gene para a EDN humana (RNS2) assim como o da proteina ECP também
esta localizado na regiao g24-g31 do cromossomo 14, que também codifica uma pré-
proteina que €& subseqlentemente processada para ser armazenada na matriz dos
granulos especificos (Giembycz e Lindsay, 1999).

Apesar do nome, a expressao da proteina EDN nao é exclusiva dos eosindfilos,
ela também pode ser detectada em células mononucleares (MNs) e possivelmente em
neutréfilos (Giembycz e Lindsay, 1999; Hogan et al., 2008).

A proteina EDN é uma potente neurotoxina e ela apresenta 100 vezes mais
atividade RNAse do que a proteina ECP, além disso, ela apresenta toxicidade contra
parasitas e células mamiferas e atividade antiviral em infec¢des respiratorias (Hogan et

al., 2008; Kita, 2011).
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Figura 4. Estrutura 3D da proteina EDN humana®.

1.3.4. Proteina EPO

A EPO é uma proteina membro de uma familia de peroxidases mamiferas. A
sequéncia de aminoacidos deduzida da proforma desta proteina, que é rica em arginina
e leucina, resulta numa proteina altamente basica (pl 10,9), com uma massa molecular
de aproximadamente 79,5 kDa. Esta proteina é constituida por duas cadeias
polipeptidicas, uma das cadeias é de alto peso molecular, denominada cadeia pesada,
apresentando de 50-58 kDa, e a outra é de baixo peso molecular, ou cadeia leve,
apresentando de 11-15 kDa. As propriedades e os niveis de expressao da EPO séo as
mesmas em eosinofilos purificados de individuos normais e individuos com eosinofilia.
Esta proteina pode ser encontrada numa concentragcdo de aproximadamente 15
pg/célula e também pode ser encontrada em basoéfilos e neutréfilos (Giembycz e

Lindsay, 1999; Hogan et al., 2008; Kita, 2011).

® http://www.ebi.ac.uk/pdbe-srv/view/entry/2c02/summary.html
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Esta proteina apresenta 68% de identidade com a mieloperoxidase (presente em
neutréfilos e mondcitos) e entre as suas fungdes, a proteina EPO apresenta toxicidade
contra células mamiferas, citotoxicidade contra o epitélio das vias respiratorias, efeitos
bactericidas, atuando na lise de membrana e via de sinalizagao bacteriana e induz

defeito oxidativo e mutagénese de DNA e RNA (Hogan et al., 2008; Kita, 2011).

Figura 5. Estrutura 3D da proteina EPO*.

1.4. Ativacao e adesao dos eosindéfilos
A migragao seletiva do eosindfilo da circulagdo através do endotélio e tecidos
ocorre através de diversas etapas em sequéncia. Inicialmente, ocorre ativacdo de
algumas moléculas de adesdo nas células endoteliais e ligantes especificos para os
eosindfilos. A seguir, ocorre a passagem dos eosinéfilos entre as células endoteliais. Os
seguintes fatores estao envolvidos nestas etapas: 1) ligacao reversivel do eosindfilo as
células endoteliais ativadas e subsequente rolling do eosindfilo; 2) firme adesdo do

eosindfilo ao endotélio; 3) transmigracao do eosindfilo aderido através do endotélio até

* http://modbase.compbio.ucsf.edu/modbase-
cgi/model_details.cgi?searchmode=default&displaymode=moddetail&seq_id=&model_id=27ed41c6e59bf5731a346fe

c6208b7b8&queryfile=1367944173_8337
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tecidos. Mais especificamente, os eosinodfilos aderem ao endotélio por meio de
selectinas (moléculas de adesdo sobre as células endoteliais) e seus ligantes
correspondentes (Rothenberg, 1998). O rolling dos eosindfilos circulantes sobre o
endotélio € mediado primeiramente pela P-selectina (Symon et al., 1994; Wein et al.,
1995). Apoés ativacao celular (isto é, apds exposicao a quimiotaticos tais como PAF e
eotaxina), os eosindéfilos aderem firmemente ao endotélio através das moléculas de
adesao da familia das integrinas. Estas incluem a familia CD18 (integrinas p2) e
moléculas VLA-4 (antigeno de ativacdo tardia-4; integrinas p1). As integrinas p2
interagem com molécula de adeséao intercelular 1 (ICAM-1) nas células endoteliais,
enquanto as integrinas B1 interagem com molécula de adesdo de célula vascular 1
(VCAM-1) (Rothenberg, 1998; Hogan et al, 2008). As moléculas de adesédo ou
receptores sdo reconhecidas como o centro do processo de migracdao dos eosinofilos
da circulacao sistémica para tecidos. Além disso, os eosindfilos, diferentemente dos

neutréfilos, expressam VLA-4 (Giembycz e Lindsay, 1999; Hogan et al., 2008).

1.5. Eosinofilia
Eosindfilos representam de 1 a 3% do total de leucécitos no sangue periférico.
Seus valores com relagdo a porcentagem e a contagem absoluta normal ndo devem
exceder 5% e 0,5 x 10%/L, respectivamente. A eosinofilia ocorre em uma variedade de
disturbios e pode ser classificada como leve (0,5-1,5 x 10%L), moderada (1,5-5 x 10%/L)
ou grave (> 5 x 10%L) e ocorre como resultado de quatro processos, que sdo: 1) a
diferenciacao de células progenitoras e a proliferacdo de eosindéfilos na medula 6ssea;

2) interacoes entre eosinofilos e células endoteliais que envolvem o rolling, adesao e
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migracdo dessas células; 3) a quimiotaxia que direciona os eosindéfilos a locais
especificos; 4) ativacao e destruicao destas células (Rothenberg, 1998; Tefferi, Patnaik

e Pardanani, 2006).

1.6. Eosinéfilos e hemostase (disfungao plaquetaria)

Com relacao aos efeitos de eosindéfilos na hemostase, uma relagao foi observada
entre a presenca e a atividade destas células e o inicio da cascata de coagulacao e a
agregacao de plaquetas (Takai, Kawada e Kohriyama, 1992). Estes autores
observaram que em dois casos estudados os pacientes apresentavam eosinofilia e uma
diminuicao da agregacdo de plaquetas induzida pelo ADP, colageno, ou epinefrina
(Takai, Kawada e Kohriyama, 1992).

Uma sindrome rara, conhecida como disfungdo plaquetaria adquirida com
eosinofilia, (APDE) tem sido relatada nas ultimas décadas principalmente no sudeste da
Asia, em paises como Tailandia, Singapura e Malasia, assim como em outros paises,
tais como a China e Venezuela, no entanto, sua verdadeira incidéncia ndo foi estudada
(Lim et al., 1989; Ruiz-Saez et al., 2005; Lee, 2012). A APDE é uma sindrome que afeta
normalmente criancas, mas também pode se apresentar em jovens adultos. Ela é
caracterizada pela apresentacdo de didtese hemorragica adquirida associada a
disfungéo plaquetaria com tempo de sangramento prolongado e eosinofilia. Aléem disso,
0s pacientes portadores dessa doenca podem também apresentar hematomas,
equimoses, petéquias e exames parasitoldgicos alterados (Hathirat et al., 1993; Ruiz-
Saez et al., 2005; Lee, 2012). Habitualmente a hipereosinofilia é a primeira pista para o
diagnostico, que é suportada pelos resultados associados com alteragcdes plaquetéarias

(Lee, 2012).
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Um estudo realizado em um grupo de 168 criangas com idade entre 13 meses e
12 anos, apresentando elevado numero de eosinéfilos mostrou que nesses pacientes o
numero de plaquetas era normal, mas em 8% dos individuos os sintomas de
sangramento foram considerados graves, enquanto que em 53%, o0 tempo de
sangramento apresentou-se marcadamente aumentado. A adesividade das plaquetas
foi menor em 33% dos individuos estudados. A agregacédo plaquetaria induzida por
colageno, ADP e epinefrina apresentou-se diminuida, ndo sendo observada a segunda
onda de agregacao (fase irreversivel) tipica em agregacdes induzidas por ADP e
epinefrina (Laosombat et al., 2001).

Em outro estudo realizado na Venezuela, a disfuncao plaquetaria associada a
eosinofilia foi avaliada em um grupo de seis criancas, sendo dois meninos e quatro
meninas, com idade média de oito anos, que apresentavam moderados episddios de
sangramento mucoso ou epitelial, intensa reagéo eosinofilica (> 650 cél/uL) e infeccao
intestinal. Neste estudo, todas as criancas apresentaram uma disfungdo plaquetaria
caracterizada pela auséncia constante da agregacgao plaquetaria induzida por colageno
(100%). Em quatro pacientes, foi observada uma diminuicdo da agregacao plaquetaria
induzida por adrenalina (66%) e ADP (66%), bem como a auséncia da segunda onda
de agregacao. Foi avaliado também o tempo de sangramento, e trés criancas do grupo
o apresentaram prolongado, maior que 360 segundos (Ruiz-Saez et al., 2005).

Na China, sete homens previamente saudaveis com idade entre 19 e 22 foram
estudados. Eles apresentavam hematomas nos membros superiores e inferiores.
Nenhum deles possuia histérico pessoal ou familiar de tendéncias a sangramento e

também nao haviam tomado qualquer tipo de medicamento recentemente. O exame
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fisico em todos apresentou resultados normais, exceto para os hematom, que limitaram-
se aos membros, especialmente em torno dos cotovelos e joelhos. Todos os pacientes
apresentaram eosinofilia, variando de 1,8-7 x 10%L. Em estudos anteriores havia sido
demonstrado que os pacientes apresentavam apenas defeitos plaquetarios qualitativos
e nenhuma contagem havia sido menor que 100 x 10%L, no entanto, novos resultados
demonstraram que em trés destes casos ocorreram trombocitopenia moderada,
sugerindo que esta pode ser outra extremidade do espectro desta condicdo. Esses
autores indicam que a associacdo entre a reacdo mediada por IgE e a disfuncao
plaquetaria variavel permanece especulativa e que os resultados observados em seus
estudos, bem como os de outros pesquisadores apontam para um defeito adquirido no
pool de armazenamento plaquetario e que este defeito pode ser devido provavelmente
a uma ativagao plaquetaria in vivo (Lim et al., 1989).

Outro caso estudado foi o de um menino caucasiano de 11 anos que
apresentava hematomas e equimoses cutaneas recorrentes durante cinco meses. A
crianga apresentava em seu histérico médico eventuais ataques de asma quando era
pequeno, mas nao havia histéria prévia de tendéncia ou excessivo sangramento, além
disso, a histoéria familiar era negativa para diatese hemorragica. Quinze meses antes a
familia mudou-se dos Estados Unidos para Indonésia. Nos exames a crianca
apresentou-se com hematomas, petéquias nos membros, couro cabeludo, térax e
parede abdominal. Investigagdes laboratoriais revelaram eosinofilia (7,4 x 10%L) com a
presenca de plaquetas cinzentas. O numero de plaquetas era normal, mas os ensaios
de agregacado plaquetaria demonstraram ser deficientes na presenca de colageno e

epinefrina. Assim, foi feito o diagndstico para APDE (Lee, 2012).
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Outros estudos tem se concentrado na interacdo de células polimorfonucleares
(PMNs) com plaquetas. Esta interagcdo pode provocar o aumento da inflamacdo e da
resposta de plaquetas, como por exemplo, metabdlitos do acido araquidénico, 5-HT,
liberacao de ATP e radicais de oxigénio (Schattner et al., 1990; Zatta et al., 1990;
Maugeri et al., 1992).

Em ensaios com PMNs nao estimulados (95-98% de neutréfilos) demonstraram
uma inibicdo da agregacao plaquetaria de 100% em plaquetas lavadas (PL), enquanto
que em plasma rico em plaquetas (PRP), o efeito de inibicdo foi menos efetivo (74% de
inibicdo), ambos com o agonista colageno (Schattner et al., 1990). PAF foi capaz de
induzir a inibicdo da agregacado plaquetaria a partir de sangue total desprovido de
leucécitos, o que sugere que os PMNs ndo estimulados podem liberar um fator que
inibe a agregacgao plaquetéria e libera B-tromboglobulina (Zatta et al., 1990).

Outras células inflamatérias, como leucécitos mononucleares (LMs), também inibem
a agregacao plaquetaria em PL induzida por trombina e colageno (59% e 31%,

respectivamente) (Schattner et al., 1990).

1.7. Inflamacao / Processo Inflamatério

A quimiotaxia de plaguetas e subsequente infiltracdo de leucécitos podem ser
igualmente importantes na geracdo da inflamacéo alérgica das vias respiratérias,
sugerindo que as plaquetas sdo necesséarias para infiltracdo de eosindfilos, como
demonstrado em um estudo com camundongos, onde a exposicao a alérgenos pareceu
induzir a migracdo de plaquetas nas vias respiratorias, que era uma condicao

necessaria para o recrutamento e ativagdo de eosinéfilos. Assim as plaquetas tiveram
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um importante papel na via respiratéria na presenca de eosinofilia e no
desencadeamento de reagdes inflamatorias (Pitchford, 2007; Huang e Chang, 2012).

A inflamagédo (do Latim inflammatione, que significa atear fogo) ou processo
inflamatdrio, consiste em uma resposta complexa do organismo a estimulos endégenos
ou exbgenos, sejam eles de natureza quimica, fisica ou biolégica, que podem causar
lesdo tecidual ou reacdo imunolégica. E uma resposta de defesa do organismo, que
promove a protecao aos tecidos, restringindo os danos no local em que ocorreu a injuria
(Tincani et al., 2007).

Nas primeiras fases da inflamacdo, células endoteliais, epiteliais e leucdcitos
infiltrantes teciduais produzem uma série de mediadores inflamatérios, como citocinas e
lipideos, sendo que a agdo combinada dessas moléculas atrai e ativa outros leucécitos
para o sitio reativo, promovendo a angiogénese e a remodelagao do tecido, orientando
a imunidade especifica. Duas classes de moléculas sdo responsaveis por essa
regulacdo do recrutamento dos leucocitos: os mediadores quimiotaticos (citocinas,

quimiocinas, lipideos bioativos) e as proteinas de aderéncia (selectinas e integrinas)

(Tincani et al., 2007).

1.8. Resposta Inflamatéria / Mecanismos da resposta imune
Em individuos saudaveis a protecdo do organismo contra a invasdao de micro-
organismos ocorre através de duas vias inter-relacionadas do sistema imune, a
imunidade inata ou inespecifica (resposta natural) e a imunidade adaptativa ou
especifica (resposta adquirida). Na imunidade inata a principal estratégia € identificar
e destruir. J& na imunidade adaptativa os processos sdo a detecgdo especifica e

morte seletiva com regulagdo e memoria (Liaskou, Wilson e Oo, 2012).
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1.8.1. Imunidade inata ou inespecifica

A inflamagdo aguda esta relacionada com a imunidade inata e as principais
células envolvidas incluem os mastécitos, granuldcitos, fagécitos mononucleares,
varios tipos de linfocitos inatos e as células epiteliais. Entre os granulécitos,
destacam-se trés tipos, os basdfilos, os neutréfilos polimorfonucleares e os
eosinofilos (Minnicozzi, Sawyer e Fenton, 2011).

Os basoéfilos sdo granulocitos circulantes que deixam o sangue e entram nos
tecidos. Quando ativadas, essas células liberam mediadores da inflamacédo e da
resposta alérgica. Os neutréfilos polimorfonucleares sdo os leucécitos circulantes
mais abundantes nos seres humanos e representam uma das primeiras linhas de
defesa contra micrébios invasores, com base na sua capacidade para rapidamente
reconhecer, fagocitar e maté-los.

Os eosindfilos sdo granulécitos circulantes que migram do sangue para as
mucosas, representando uma linha fundamental de defesa contra a invaséo
microbiana nas barreiras epiteliais. Quando ativados produzem uma série de
mediadores soluveis que atuam nas respostas inflamatérias e alérgicas (Minnicozzi,

Sawyer e Fenton, 2011).

1.8.2. Imunidade adaptativa
A inflamagédo crbnica esta relacionada com a imunidade adaptativa, que é
caracterizada pela persisténcia do agente lesivo, levando a uma concomitancia entre

destruicao e reparo tecidual.
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As principais células envolvidas nesta fase do processo inflamatério sdo as
células mononucleares, representadas pelos monécitos, macréfagos e linfocitos. O
tecido apresenta caracteristicamente um infiltrado desses tipos celulares, além de
sinais de angiogénese e fibrose.

Além das células do sistema imunolégico, as células endoteliais e as
plaguetas estdo ativamente envolvidas na inflamacédo aguda e crénica. Elas liberam
seus mediadores pro-inflamatérios, expéem moléculas de adesao e receptores,
proteases e seus inibidores, fatores de coagulacao e proteinas associadas, além de
também recrutarem os leucécitos (Strukova, 2006). As interacdes plaqueta-leucécito
contribuem para a troca de sinais entre as plaquetas e diferentes tipos de leucécitos

que fazem ponte frente a reagbes imunes inflamatérias (Huang e Chang, 2012).

1.9. Plaquetas e inflamacao

Uma caracteristica importante das doencas inflamatérias € o recrutamento de
leucocitos para o tecido inflamado e isto envolve alguns processos, como a interacao
inicial entre plaquetas, leucécitos e células endoteliais, através de receptores de adesao
expressos nas superficies. Entre as varias moléculas envolvidas nessas interagées, a
P-selectina, que € uma proteina transmembranar da familia selectina dos receptores de
adesao, € uma molécula essencial no recrutamento de leucocitos e as respostas
inflamatdrias subsequentes (Huang e Chang, 2012).

Plaquetas ativadas e células endoteliais podem translocar a P-selectina para a
superficie celular para mediar as interagdes leucocito-plagueta e leucocito-células
endoteliais. As plaquetas sédo essenciais para o recrutamento de leucécitos e

subsequente firme adesdo as células endoteliais no local da inflamacdo, o que,

54



consequentemente, provoca processos de ativacdo autdcrina e paracrina na parede
vascular (Huang e Chang, 2012).

Diversos estudos tem revelado uma alteracdo nas fungdes plaquetarias de
pacientes com doencas alérgicas inflamatérias, como asma, rinite alérgica, dermatite
atopica, entre outras. Dados clinicos de pacientes que sofrem com reacdes alérgicas
inflamatérias mostram que a contagem de plaquetas e marcadores da ativacao
plaguetaria no plasma sao significativamente alterados apds exposi¢cao a um alérgeno.
As plaquetas e seus mediadores inflamatérios desempenham um papel importante em
muitas doencas inflamatérias, isso porque envolve uma série de mudancas na
expressao de moléculas de superficie, além de adesao, agregacdo e metabolismo do
acido araquidénico. A ativagdo plaquetaria transforma o acido araquidénico em
mediadores lipidicos que exarcebam a resposta alérgica. Portanto, as plaquetas
provavelmente estdo mais diretamente envolvidas na iniciacdo alérgica do que
simplesmente exercendo um papel acessoério para facilitar o rolamento e adesao de

leucocitos (Pitchford, 2007; Huang e Chang, 2012).

1.10. Plaquetas (morfologia, fisiologia e funcao)

As plaquetas, também conhecidas como trombdcitos, sao fragmentos celulares
anucleados com forma discéide e achatada, medindo cerca de 2-4 um de didmetro,
provenientes da fragmentacao citoplasmatica de megacariocitos a partir da medula
0ssea, com uma vida média de aproximadamente 8-10 dias na circulagdo sanguinea.
Sob condigdes normais, as plaquetas circulam livremente no sangue numa

concentragdo de 150-400 x 10%L de sangue, ndo aderindo a elas mesmas ou a parede
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dos vasos sanguineos (Gachet, 2006; Thon e ltaliano, 2012). As plaquetas, assim como
outros tipos celulares, contém organelas e complexos moleculares tais como granulos,
lisossomos, mitocondrias, complexo de golgi, ribossomos e sistema tubular denso,
porém carentes de DNA nuclear (Junqueira, Carneiro e Kelley, 1998; Jurk e Kehrel,
2005; Thon e ltaliano, 2012).

Apesar de serem anucleadas e nao possuirem DNA nuclear, as plaguetas
conservam pequenas quantias de mRNA derivado de megacaridcitos. Plaquetas
também contém reticulo endoplasmatico e poliribossomos, conservando a capacidade
para biossintese de proteinas do mMRNA citoplasmatico. Plaquetas inativadas
apresentam minima atividade translacional. Contudo a ativacdo plaquetaria induz a
rapida translacdo do mRNA pré-existente, com a liberacdo de proteinas plaquetarias
secretadas, citocinas, exosomos e microparticulas (Gnatenko, Perrotta e Bahou, 2006).
Sua principal funcao é atuar na fase inicial da hemostasia, através de sua habilidade na
rapida aderéncia as proteinas da matriz subendotelial (adesao plaquetéaria) e a outras
plaquetas ativadas (agregacao plaquetaria) formando o tampéao plaquetario (Zahedi et
al., 2006).

Trés tipos de granulos sdo encontrados nas plaquetas: granulos a, granulos
densos (ou delta; 8) e lisossomos (ou granulos lambda; A). Nesses granulos sao
armazenados uma grande variedade de moléculas biologicamente ativas, que séo
depositadas nos locais de lesao vascular e também responsaveis por recrutar outras

células sanguineas (Nurden, 2005; Thon e ltaliano, 2012).
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1.10.1. Receptores plaquetarios

Em locais de lesdo vascular, a interacdo ligante-receptor € essencial para o
recrutamento de plaquetas da circulacdo aos componentes da matrix extracelular
subendotelial exposta, além da ativacdo de plaquetas e subsequente agregacao.

Os receptores plaquetarios expressos na membrana plasmatica das plaquetas
sao diversos e estruturalmente distintos, e atuam em trés fases. 1) Fase de
recrutamento, adesao e agregacao plaquetaria: integrinas (oupBs, awPs, o2P1, asP1, oePi,
agP1), leucina (GPIb/IX/V) e imunoglobulinas (GPVI); 2) Fase de amplificacao:
receptores acoplados as proteinas G (P2Y, PAR, TPa, receptores PGE, e PAF,),
receptores tirosina quinase (c-mpl) e ion canal (P2X;); 3) Fase de estabilizacdo e
regulacdo negativa da ativagdo plaquetéria: receptores tirosina quinase (Ephr),
selectinas (P-selectina), imunoglobulinas (PECAM-1) e os receptores acoplados as
proteinas G (PGl,, PGD, e PGEy); (Shattil, Kashiwagi e Pampori, 1998; Jurk e Kehrel,

2005; Kauskot e Hoylaerts, 2012).

1.11. Agonistas Plaquetarios
Uma série de substancias € capaz de se ligar as plaguetas e iniciar reacoes
bioguimicas que levam a formacdo de agregados plaquetarios e secrecdo granular
(Fitzgerald, 2001; Ruggeri e Mendolicchio, 2007). Estes agonistas plaguetarios séo
classificados como fortes e fracos, dependendo da capacidade destes em estimular a
secrecao de granulos plaquetarios na auséncia (forte) ou na presenca (fraco) de

agregacao plaquetaria.
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O difosfato de adenosina (ADP) foi o primeiro agonista plaquetario a ser
identificado e é considerado um fraco agonista. Esta substdncia é secretada dos
granulos densos apos ativacdo plaquetaria e também é liberado a partir de células
danificadas nos locais de lesdo vascular servindo como um estimulo para o
recrutamento de mais plaquetas e estabilizacdo do tampao hemostatico (Holmsen e
Weiss, 1979; Stalker et al., 2012). Este agonista, quando adicionado as plaquetas in
vitro provoca a formacdo de tromboxano A2 (TXA2), fosforilacdo de proteina, um
aumento do célcio (Ca®*) citosélico, mudanca de forma (shape change), agregacio e
secrecao. Além disso, ele também induz inibicdo da adenilato ciclase, resultando em
diminuigao dos niveis de AMPc no citoplasma. Plaquetas humanas e de camundongos
expressam dois grupos distintos de receptores acoplados a proteina G para o agonista
ADP, denominados P2Y; e P2Y.. A ativacdo maxima de plaquetas por ADP requer
ativagao de ambos os receptores (Haslam, Davidson e Desjardins, 1978; Stalker et al.,
2012). O receptor P2Y; medeia a mobilizacdo de Ca?*, mudanca de forma e agregacéo
transitéria, ja o receptor P2Y 1> é conhecido por potencializar a secre¢ao plaquetaria e
esta envolvido na sustentacao irreversivel da agregacao (Jurk e Kehrel, 2005).

A trombina é considerada o mais forte agonista plaquetéario, e é capaz de ativar
as plaguetas a concentragbes muito baixas, como 0,1 nM (Ofosu, 2002; Abrams, 2005;
Stalker et al., 2012). Plaquetas ativadas por trombina liberam rapidamente fragmentos
pro-coagulantes adicionais dos seus granulos o e muitas destas entidades proé-
coagulantes, ligam-se a superficie de plaquetas ativadas para ajudar a localizar a
formagdo de trombina nos sitios de lesdo extravascular (Ofosu, 2002). Entre os

agonistas fisiolégicos conhecidos, a trombina possui uma forma particular de ativacao
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do receptor, como varios outros receptores com sete dominios intramembranares, a
extremidade N-terminal do receptor para trombina é extracelular enquanto a C-terminal
€ intracelular. A trombina cliva o receptor apés o residuo Arg 41 na extremidade amino-
terminal, e a nova extremidade N-terminal funciona como ligante do préprio receptor,
promovendo sua ativacao (Vu et al, 1991; Stalker et al., 2012). As respostas
plaquetarias a trombina sdo mediadas através dos receptores de protease ativados
(PAR), membros da familia de receptores acoplados a proteina G. Existem quatro
receptores desta familia, no entanto apenas trés deles, o PAR-1, PAR-3 e PAR-4
podem ser ativados pela trombina. Os receptores PAR-1 e PAR-4 sdo expressos em
plaguetas humanas, enquanto que plaquetas de camundongos expressam PAR-3 e
PAR-4 (Stalker et al., 2012).

O colageno é mais um conhecido agonista plaguetario e considerado um dos
componentes mais potentes do vaso sanguineo na iniciacdo da adesdo e agregacao
plaguetaria. Dependendo do tipo de colageno e das condicdes de fluxo, as plaquetas se
ligam direta ou indiretamente a ele através de uma série de receptores de membrana,
que podem ser o complexo GPIb/V/IX, GPVI e GPla/lla (ou integrina a2p1) (Nguyen,
Packham e Rand, 1999; Andrews e Berndt, 2004; Cimmino e Golino, 2013). Apesar de
muito estudado, os papéis exatos dos receptores relativos a ativacdo e adesao
plaguetaria ainda sdo alvos de debates, questionando se o0 GPVI pode mediar sozinho
a adesdo e ativacdo das plaquetas ou se os receptores funcionam de maneira
independente em sua interacao com o colageno, mas operam de forma sinérgica para

atuar de forma ideal (Broos et al., 2012).
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O termo PAF (fator ativador de plaquetas) surgiu, pois esta substancia foi
primeiramente descrita como responsavel pela agregacdo de plaquetas que era
liberada de baséfilos de coelho apds estimulacdo com IgE (imunoglobulina E). A
estrutura quimica do PAF foi posteriormente determinada em 1979 por trés laboratérios
como sendo 1-O-alkyl-2-acetyl-sn-glycero-3-phosphocholine (Ishii, Nagase e Shimizu,
2002; Liu e Xia, 2006). O PAF atua por ligacao a seu receptor especifico, PAFr, e apds
a ligacao ao seu receptor induz a sinalizacado mediada por proteinas G. Este composto
possui muitas acdes além da ativacdo de plaquetas, como ativacdo de leucécitos
polimorfonucleares, mondcitos e macrofagos, aumento da permeabilidade vascular,
hipotensao, diminuicdo do volume cardiaco, estimulacdo da contracdo uterina, entre
outros. Estas acbes parecem acontecer em ambos 0s eventos fisiol6gicos normais e,
particularmente, na inflamacao e alergia (Prescott, Mcintyre e Zimmerman, 1990; Liu e

Xia, 2006).

1.12. Ativacao, Adesao e Agregacao Plaquetaria

A ativacao inicia-se pela interacdo de um determinado agonista a um receptor
especifico presente na superficie externa da membrana plasmatica plaquetaria, que
desencadeia uma série de reacOes, tais como a adesdo, agregacao plaquetaria e
secrecgao de granulos (Figura 1).

A adesdo, bem como a agregagao plaquetaria, sdo considerados processos
distintos pelos quais as plaguetas estabelecem contatos individuais com uma superficie
extracelular ou umas com as outras. No entanto, estas consideracdes sdo baseadas
mais na interpretacdo dos estudos experimentais, visto que ambas adeséo e agregacao

envolvem a transicdo das plaquetas de um fluxo livre de sangue para determinada
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superficie, frequentemente mediado pelos mesmos ligantes adesivos ou pares de
receptores (Ruggeri e Mendolicchio, 2007).

A adesao de plaguetas a matriz subendotelial é o passo inicial na hemostase
primaria. As plaquetas circulam passivelmente pela circulagdo sanguinea, e apés uma
lesdo na parede vascular ou exposicao a superficies estranhas as plaquetas interagem
com proteinas da matriz extracelular via glicoproteinas (GP) adesivas especificas e
assim iniciam-se rapidamente alguns processos, denominados: shape change, que é a
mudanca da forma discéide da plaqueta para a forma esférica, além de apresentar uma
extensa formacao e emissdo de pseuddpodes provenientes da membrana plasmatica;
adesdo plaquetaria, que é o processo onde as plaquetas se ligam a superficies
extracelulares, que nao a de outras plaquetas, tais como membrana de outras células e
outros componentes da matriz extracelular; agregacao plaquetéaria, processo onde as
plaguetas se ligam exclusivamente a superficie de outras plaquetas; secrecao, que é a
liberacdo do conteudo dos granulos plaquetarios que modulam as interacdes entre
plaguetas, sangue e células vasculares durante a adesao, agregacao ou mesmo na
auséncia de ambas (Ofosu, 2002; Woulfe, 2005).

Uma distincdo didatica é feita para indicar as sequéncias de sinalizacbes
desencadeadas durante a ativacdo plaquetaria, e estas sdo conhecidas como
sinalizacao inside-out e sinalizagéo outside-in (Shattil, Kashiwagi e Pampori, 1998).

Na sinalizacéo inside-out as reagdes sao iniciadas pela ligagdo de um ou mais
agonistas aos seus receptores de membrana plasmatica especificos, que em sua
maioria sao receptores acoplados a proteina G e que levam a ativagao da fosfolipase C
(PLC). A PLC cataliza a hidrélise de fosfatidil-inositol-2-fosfato (PIP2) em inositol

trifosfato (IPs) que atua aumentando o Ca*? intracelular a partir do sistema tubular
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denso, além da ativacao de uma série de enzimas dependentes deste ion. Além disso,
a PLC também leva a formacéao de diacilglicerol (DAG), que ativa a proteina quinase C
(PKC). Esta cascata de sinais intracelulares conduz a conversao do receptor GPIIb/Illa
de um estado de baixa atividade, para um de alta afinidade, permitindo assim a ligacao
de seu ligante (Shattil, Kashiwagi e Pampori, 1998; Jurk e Kehrel, 2005; Li et al., 2010).

Quando o receptor GPIIb/llla se liga ao seu ligante inicia-se uma série de
eventos intracelulares, denominado sinalizacdo outside-in. Nesta fase, mudancas
conformacionais nos dominios extracelulares da integrina llb3 apdés ativacao promove a
interacdo com os ligantes do receptor GPIIb/llla, principalmente o fibrinogénio e fator de
Von Willebrand (FvW), mas outros ligantes, tais como a vitronectina e fibronectina
também podem ser ativados. Esta sinalizacdo é responsavel pela segunda onda de
agregacao (fase irreversivel) e reorganizagao do citoesqueleto, importante etapa para a
firme adesdo bem como para a estabilizagdo dos grandes agregados plaquetarios (Li et
al., 2010; Goggs e Poole, 2012).

A agregacao plaquetaria € modulada por substancias como a prostaciclina (PGly)
e 0 6xido nitrico (NO), ambos liberados pelo endotélio vascular lesionado. A PGl, se
liga ao receptor IP que é acoplado a proteina Gs, que ativa a adenilato ciclase (AC)
convertendo o ATP em AMPc. Ja o NO, ativa a guanilato ciclase soluvel (GCs)
convertendo o GTP em GMPc. Os aumentos nos niveis desses nucleotideos ciclicos

regulam a ativacao plaquetaria (Bennett, 2001; Broos et al., 2012).
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Figura 6. Representacdo esquematica dos processos de ativagdo, adesdo, secregao e
agregacao plaquetaria. ADP: difosfato de adenosina, TXA,: tromboxano A2; PAF: fator
de ativagdo de plaquetas; PGly: prostaciclina; 5-HT: serotonina; PLC: fosfolipase C;
PIP,: fosfatidilinositol bifosfato; IP3s: inositol trifosfato; DAG: diacilglicerol; PKC:
fosfolipase C; AC: adenilato ciclase; ATP: trifosfato de adenosina; AMPc: monofosfato
ciclico de adenosina; PLA;: fosfolipase A2; PG: prostaglandina; TX: tromboxano; COX:
ciclooxigenase; AA: &acido araquidénico; NO: oxido nitrico; GCs: guanilato ciclase

soluvel; GTP: trifosfato de guanosina; GMPc: monofosfato ciclico de guanosina.
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2. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi verificar o papel dos eosinéfilos e de suas principais

proteinas na agregacao de plaguetas humanas, in vitro.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Investigar se os eosinofilos de rato e provenientes da cultura da linhagem celular
promielocitica humana (HL-60 clone 15) interferem na agregacédo de plaquetas

humanas in vitro.

v' Avaliar o efeito da(s) proteina(s) do eosinéfilo na agregacdo de plaquetas
humanas in vitro.
v' Avaliar o efeito citotoxico da(s) proteina(s) do eosindfilo na agregacdo de

plaguetas humanas in vitro.

v' Realizar a clonagem das principais proteinas dos eosinéfilos, e avaliar seu(s)

efeito(s) na agregacao de plaquetas humanas in vitro.
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4. METODOS (PARTE 01)

AGREGACAO PLAQUETARIA cOM EOSINOFILOS DE RATO E EOSINOFILOS DIFERENCIADOS A
PARTIR DA LINHAGEM HL-60 CLONE 15

4.1. Isolamento de eosinéfilos de ratos

Foram utilizados ratos machos da raca wistar com aproximadamente 200-230g.
Os ratos foram submetidos a anestesia por inalacdo com Halotano e sacrificados por
aprofundamento anestésico. Os eosinofilos foram purificados a partir da cavidade
peritoneal dos ratos, utilizando-se gradiente descontinuo de metrizamida (Vadas et al.,
1979). Inicialmente, 20 mL de PBS foram injetados intraperitonealmente, e a o
abdomem massegeado por 5 minutos. A seguir, o lavado peritoneal foi coletado em
banho de gelo e centrifugado a 1.000 x g por 10 min a 20 °C. O precipitado foi
ressuspendido em solugcao de metrizamida 18% (em tampao Hepes enriquecido com
MEM e 1 mg/mL de gelatina).

A mistura foi adicionada sobre o topo de um gradiente descontinuo em dois
niveis, consistindo de 2,5 mL de metrizamida a 23,5% coberta por 2,5 mL de
metrizamida a 20%. O tubo com o gradiente foi centrifugado primeiro a 90 x g por 11
min a 4 °C e a seguir a 1.000 x g por 14 min a 4 °C. Os eosinofilos, concentrados na
interface destas duas solugdes (entre 20 e 23,5%), foram coletados, lavados uma vez
com solugdo MEM + Ovoalbumina hidrolisada (1mg/mL ou 0,1%), centrifugados a 1.200
x g por 10 min & 4 °C e ressuspendido novamente na mesma solu¢gdo em um volume de

aproximadamente 1 mL.
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4.1.1. Contagem de células

A determinacdo total de células foi verificada utilizando-se a camara de
Neubauer, obtendo-se 10° células /mL.

As laminas foram preparadas na citocentrifuga por 10 min contendo 2 x 10°
células/lamina, posteriormente coradas com May-Griinwald-Giemsa antes da
determinacao diferencial de células em microscépio éptico.

A solucdo de eosindfilos de rato foi ajustada para uma concentragédo de 5 x 10’

células/mL em solugédo Hanks balanceada (pH 7,2).

4.2. Preparo da fracao citosoélica de eosinodfilos de rato

A fim de investigar a interferéncia da liberagdo do NO ou de prostaglandinas, os
eosindfilos foram tratados com L-NAME (10 uM) e/ou indometacina (10 uM) durante 60
e 20 min a temperatura ambiente, respectivamente. Os dois inibidores foram utilizados
em associacao ou separadamente antes da lise dos eosindfilos.

As células foram lisadas por sonicacao (Sonic Dismembrator, Model 100; Fischer
Scientific) em banho de gelo utilizando 3 ciclos de 10 segundos em intensidade maxima
e armazenadas imediantamente a -80 °C. Ap6s o completo congelamento, o
homogenado de células foi descongelado a temperatura ambiente. Apds o processo de
congelamento e descongelamento as amostras foram centrifugadas a 12.000 x g por 5
min a 4 °C e o sobrenadante coletado e utilizado para os testes de inibicao da

agregacao plaquetaria (item 4.6).

68



4.3. Teste de termoestabilidade
Uma aliquota de 20 ul de fracao citosoélica de eosindfilos foi aquecida em banho-maria
a 100 °C por 20 min, em seguida foi analisada no ensaio de agregacao plaguetaria

(item 4.6).

4.4. Gel Filtracao

A fracdo ativa foi isolada utilizando gel filtracdo em Sephadex G-75. A fracédo
citosdlica de eosindfilos de rato liofilizada foi dissolvida em tampé&o Tris-HCL (0,05 M;
pH 7,2), e centrifugada a 10.000 x g por 5 min. O sobrenadante foi aplicado em uma
coluna (1,5 x 24 cm) com Sephadex G-75 e eluida com 0 mesmo tamp&o sob um fluxo
de 10 mL/h e coletando amostras de 0,5 mL por tubo. As fragcdes coletadas foram
agrupadas em seus respectivos picos, conforme perfil cromatografico e armazenados a
-20 °C para futuras analises. O perfil de eluigdo foi monitorado pela leitura a 280 nm em
espectrofotdmetro (Espectrofotémetro 700, FEMTO), utilizando-se cubetas de quartzo
com 1,0 cm de caminho 6ptico. Posteriormente cada pico foi analisado quanto a sua

atividade na agregacao plaquetaria (item 4.6).

4.5. Analise por cromatografia liquida (RP-HPLC) e espectrometria de massa
4.5.1. Cromatografia de alta pressao
Antes de injetar a amostra da fracédo citosdlica de ratos, a mesma foi preparada
através de um processo de desalinizacao utilizando-se uma coluna Pepmap C-18 e a
eluicao do material foi realizada com solucao de agua contendo 0,1% de TFA (acido

trifluoroacético) em fluxo de 30 uL/min, durante 3 min.
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A amostra foi injetada em cromatégrafo de alta pressdo (HPLC), utilizando
coluna de fase reversa C 18 (75 um) com fluxo de 200 nL/min sendo constituida de fase
movel A (dgua com 0,1% TFA) e fase mével B (Acetonitrila, ACN, com 0,1% de TFA).
As amostras foram eluidas em gradiente linear de 30 a 65% de fase movel B durante 60

min e detectadas por espectrometria de massa.

4.5.2. Analise por espectrometria de massa

Todos os espectros de massa foram adquiridos usando um espectrémetro de
massa hibrido, de aceleragcédo ortogonal, quadrupolo e tempo de véo (Q-TOF Ultima,
Micromass, Manchester, UK, Ltd), equipado com uma fonte nano Z spray operando em
modo positivo. As condi¢des de ionizagao utilizadas incluiam a voltagem capilar de 2,3
kV, voltagem do cone e das lentes RF1 de 30 e 100 V, respectivamente, e energia de
colizdo de 10 eV. A tempetratura da fonte foi de 70 °C, com gas interno de N e fluxo de
arraste de 80 L/h, nao foi utilizado gas nebulizador no eletrospray.

O Argbnio foi usado para o collisional cooling e para a fragmentagcédo dos ions na
célula de colisdo. Foi utilizado um spectro no intervalo de 800-2800 m/z e a leitura
realizada a cada 2,8 seg. Todos os spectros foram adquiridos com analise em Q-TOF,
modelo "V" (Q-TOF voltage D 9,1 kV) e a voltagem MCP em 2150 V.

Aliquotas da fracdo ativa liofilizada e purificada por RP-HPLC foram dissolvidas
em acetonitrila com 0,1% de TFA e introduzida no espectrometro de massa com uma
seringa sob um fluxo de 500 nL/minuto. Todas as massas foram relatadas como média,
e foram calculados utilizando o procedimento "find manual' ou usando o algoritmo de

deconvolugao MassLynx-MaxEnt 1.
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4.6. Ensaio de Agregacao plaquetaria

4.6.1. Obtencao de plasma rico e pobre em plaquetas para teste de
agregacao plaquetaria

Sangue humano obtido de voluntarios sadios, que nao receberam qualquer
medicamento durante 10 dias anteriores ao experimento, foi coletado em tubos de
plastico contendo citrato tri-sédico 3,8% (9 partes de sangue para 1 parte de citrato). O
plasma rico em plaquetas (PRP) foi obtido coletando-se o sobrenadante da
centrifugacdo do sangue total a 200 x g, em temperatura ambiente por 15 min. O
sobrenadante (PRP) foi coletado e armazenado a temperatura ambiente para os testes
de agregacao plaquetaria. O sangue remanescente foi novamente centrifugado a 2.000
X g, em temperatura ambiente por 15 min, para obtencdo do plasma pobre em
plaquetas (PPP) utilizado para calibrar o agregdmetro. O sangue do mesmo individuo

nunca foi usado mais de uma vez para o0 mesmo protocolo experimental.

4.6.2. Obtencao de plaquetas lavadas para teste de agregacao plaquetaria

Sangue humano obtido de voluntarios sadios, que ndo receberam qualquer
medicamento durante 10 dias anteriores ao experimento, foi coletado em tubos de
plastico contendo 9 partes de sangue para 1 parte de ACD-C (citrato tri-sédico 12 mM,
acido citrico 13 mM e glicose 11 mM). O PRP foi obtido coletando-se o sobrenadante da
centrifugacédo do sangue total a 200 x g, em temperatura ambiente por 15 min. Ao PRP

foi adicionado lloprost (0,8 uM) e centrifugado a 800 x g por 12 min a temperatura
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ambiente. O sobrenadante foi descartado, o pellet foi cuidadosamente ressuspendido
em solucdo Krebs-Ringer desprovida de calcio (NaCl 118 mM, NaHCO3; 25 mM,

KH2PO4 1,2 mM, MgS0O4.7H,0O 17 mM, glucose 5,6 mM). Apos nova adi¢cao de lloprost

(0,8 uM), a suspensao de células foi centrifugada a 800 x g por 10 min. O pellet foi
ressuspendido em solucado Krebs-Ringer desprovida de calcio e o numero de plaquetas
ajustado para 2 x 10® plaquetas/mL através de contagem em camara de Newbauer.
Finalmente, 1 mM de cloreto de calcio (CaCl,) foi adicionado a suspensao plaquetaria

imediatamente antes do ensaio de agregacao plaquetaria.

4.6.3. Monitoramento da Agregacao Plaquetaria

A agregacao plaquetaria foi monitorada utilizando-se um agregdmetro de dois
canais (Chrono-Log Corporation; Aggregometer model 560-Ca, Havertown, PA, EUA)
calibrado para 0% com PRP ou PL e 100% utilizando-se PPP ou solugdo de Krebs-
Ringer.

Em cada ensaio, utiliza-se uma amostra de 400 ul de PRP ou PL adicionado em
cubetas siliconizadas, mantidas sob agitacdo constante a 37 °C no agregbmetro. As
plaguetas foram mantidas nestas condi¢cdes por 1 min antes da adicdo do agonista ou
inibidor. Nos testes de inibicdo, ap6s esse periodo o PRP ou as PL foram pré-
incubadas com o inibidor antes da adicao do agonista e a agregacao registrada por 5
min. Os resultados sdo expressos como a porcentagem do maximo de transmissao de
luz obtida quando o agregbmetro foi calibrado para 100% de transmissdo com PPP ou

solugao de Krebs-Ringer.
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Em PRP, os agonistas utilizados foram: Fator de ativacdo de plaquetas (PAF, 1
uM), colageno (4 ug/mL), Difosfato de adenosinda (ADP, 5 uM) e acido araquidénico (1

mM). Nos experimentos com PL, utilizamos trombina humana na concentragdo de 50-

100 mU/mL.
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Figura 7. Representacao esquematica do procedimento de agregacao (painel A) e
inibicao (painel B) da agregacéo plaquetaria.

4.7. Cultura de Células HL-60 clone 15
A linhagem celular promielocitica humana HL-60 clone 15 foi cultivada em meio
RPMI-1640 (Zagai et al., 2004), contendo soro bovino fetal (10 % v/v), L-glutamina (2
mM), penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 ug/mL), numa densidade de 0,5-1,0 x
10 células/mL, & 37 °C, em atmosfera imida (5% CO,). Para diferenciacdo celular, foi
adicionado ao meio de cultura, acido butirico (0,5 mM), por um periodo maximo de 7
dias (Fischkoff, 1988). A contagem absoluta, assim como a estimativa da viabilidade

celular foi realizada pela técnica de exclusdo com azul de tripan.
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4.7.1. Preparo da fracao citosolica células HL-60 clone 15
As células foram obtidas em diferentes dias de diferenciacdo. Apds a contagem
total da suspensdo de células contida na garrafa de cultura (50-60 mL), as células
foram ajustadas numa concentracdo final de 5 x 10 células/mL e incubadas com
indometacina (10 uM) por 20 min a temperatura ambiente, a fim de inibir a agdo da
ciclooxigenase e a sintese de prostaglandinas. Posteriormente, as células foram
centrifugadas a 200 x g por 5 min a 20 °C e ressuspendidas em agua Milli-Q. Para
confirmacédo da lise total das células e das suas organelas, incluindo os granulos onde
as proteinas de interesse ficam armazenadas, as células foram lisadas por sonicacao
(Sonic Dismembrator, Model 100; Fischer Scientific) em banho de gelo utilizando 3
ciclos de 10 segundos em intensidade méaxima e armazenadas imediantamente a -80
°C. Apdés o completo congelamento, o homogenado de células foi descongelado a
temperatura ambiente.
ApGs o processo de descongelamento as amostras foram centrifugadas a 12.000 x g
por 5 min a 4 °C e o sobrenadante coletado e utilizado para os testes de inibicao da

agregacao plaquetaria (item 4.6).
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5. METODOS (PARTE 02)

PROTEINA ECP NA AGREGACAO PLAQUETARIA

5.1. Proteina ECP
A proteina ECP pura foi adiquirida do laboratério Lee Biosolutions, Inc. (St. Louis,
Missouri, USA), proveniente de eosinéfilos humanos, numa concentracao de 2 mg/mL.
A proteina foi obtida numa concentragdo de 2 mg/mL e as diluicbes foram realizadas
utilizando o tampao préprio da proteina (Acetato de Aménio 50 mM, NaCl 0,2 M, pH

4,7).

5.2. Agregacao Plaquetaria em PRP e PL
A obtencao do PRP e PL, bem como os testes de agregacao plaquetaria, foram

realizados conforme descrito anteriormente (item 4.6).

5.3. Atividade plaquetaria por MTT (Teste de citotoxicidade)

Com o objetivo de avaliar a citotoxicidade da proteina ECP sobre as plaquetas,
utiizamos o método originalmente descrito por Mosmann (Mosmann, 1983) e
modificado por Xia et al. (Xia et al., 2000). Este teste é um ensaio colorimétrico baseado
na reducao do MTT [3-(4,5-dimethythiazol-2-yl)-2,5 diphenyl tetrazolium bromide] pelas
desidrogenases mitocondriais de plaquetas metabolicamente ativas. A reacao produz o
sal formazan que é insoluvel em 4gua, mas soluvel em solventes organicos. Para tanto,

foram adicionados 50 ul/poco de suspensdo plaquetdria contendo 1,2 x 10%
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plaguetas/mL a uma placa de 96 pocos. Os ensaios foram realizados com plaquetas
nao ativadas e ativadas com Trombina (50 mU/mL). A proteina ECP foi adicionada a
placa numa concentracao final de 10 ng/mL e incubada a 37 °C por 15 e 60 minutos na
presenca ou auséncia de Trombina (50 um/mL). Apds o periodo de incubacéo foi
adicionado a cada pogo solugédo de Krebs-Ringer para um volume final de 100 pL e, em
seguida, 10 uL de MTT (5 mg/mL em Krebs-Ringer). Finalmente, apds incubacao por 3
horas a 37 °C, a reacéo foi interrompida com 100 puL de SDS 10% em HCI (0,01 M).
Mais uma incubacéo adicional foi realizada por 1h a 37 °C, no final da qual se seguiu a
leitura da placa em leitor de microplacas (Spectra Max 340, Molecular Devices,

Sunnyvale, CA, E.U.A.), no comprimento de onda de 570 nm.
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6. METODOS (PARTE 03)

CLONAGEM DAS PROTEINAS DO EOSINOFILO EM SISTEMA EUCARIOTO

6.1. Cultura de Células HL-60 clone 15
A cultura de células HL-60 clone 15 foi cultivada e diferenciada em eosindéfilos na

concentragao final de 5 x 107 células/mL conforme citado anteriormente (ltem 4.7).

6.2. Analise do mRNA pela técnica de RT-PCR e obtencao do cDNA das

proteinas do eosinéfilo

6.2.1. Extracao do RNA total

O RNA total foi extraido da cultura de células HL-60 clone 15 (diferenciada
durante 7 dias) utilizando o reagente Trizol (kit GIBCO BRL) numa concentracao de 5-
10 x 10° células/mL do reagente. As células foram homogeneizadas em Trizol e
incubadas por 5 min a temperatura ambiente (15 a 30 °C) para completa dissociagcao
dos complexos nucleoprotéicos. Apds a incubacao foi adicionado 0,2 mL de cloroférmio
para cada 1 mL de Trizol utilizado inicialmente e os tubos agitados manualmente e
vigorosamente (15 segundos) para a extragdo dos lipideos. A seguir os tubos foram
incubados durante 2 a 3 minutos a temperatura ambiente e posteriormente
centrifugados a 12.000 x g, (15 min a 2-8 °C). Os sobrenadantes, que correspondem a
fase aquosa, foram coletados e o RNA precipitado pela adicdo de 0,5 mL de
isopropanol para cada 1 mL de Trizol utilizado na homogeneizagéo inicial. Apés 10

minutos a temperatura ambiente, os tubos foram centrifugados (12.000 x g, 10 min a 2-
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8 °C), e o sobrenadante descartado. Os precipitados de RNA foram lavados uma vez
com etanol 75% em agua tratada com DEPC, adicionando pelo menos 1 mL de etanol
75% para cada 1 mL de Trizol utilizado na homogeneizacdo. As amostras foram
agitadas em voértex e centrifugadas a 7.500 x g (5 min a 2-8 °C). Os sobrenadantes
foram descartados e o etanol removido por evaporacgao.

Posteriormente, o RNA foi dissolvido em 50 uL de agua livre de RNAse e a
solucao incubada por 10 minutos a 55-60 °C.

Aliquotas desta solucdo foram diluidas 1:100 e as concentracbes de RNA
calculadas com base nas leituras da absorbancia a 260 e 280 nm. A integridade do
RNA isolado foi verificada através de eletroforese em gel de agarose (1% em tampéao
TAE contendo 0,5 ug/mL de brometo de etidio) e as bandas reveladas sob luz

ultravioleta. As amostras foram armazenadas a -80 °C.

6.2.2. Sintese do cDNA por transcricao reversa (RT-PCR)

Utilizando um tubo eppendorf de volume apropriado e livre de RNAse, adicionou-
se 1 uL de oligo (dT)1s (125 ng/uL), 1 ng de RNA (500 ng/uL), 1 uL de dNTP Mix (10
mM) e 17 uL de agua tratada com DEPC. Esta solucdo foi aquecida a 65 °C durante 5
minutos e posteriormente incubada em gelo por 1 min.

A seguir, adicionamos o0s reagentes na ordem estabelecida: 4 uL de tampéao de
reacao (5X First-Strand Buffer), 1 uL de DTT (0,1 mM), 1 uL de Transcriptase reversa
(SuperScript Il RT; 200 U/uL) e 1 uL de inibidor de RNAse (RNA guard). A amostra foi

incubada a 50 °C durante 1 hora e posteriormente a reacdo foi inativada por
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aquecimento a 70 °C por 15 min. As amostras foram mantidas a —20 °C até serem

submetidas ao PCR.

6.3. Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

As reacoes de PCR foram realizadas para um volume final de 50 uL de amostra.
Adicionou-se 2 uL de cDNA, 5 uL de tampao para PCR (10X), 1,5 uL de MgCl, (50
mM), 1 uL de dNTP Mix (10 mM), 1 uL do primer forward (10 uM), 1 uL do primer
reverse (10 uM), 38,1 uL de agua tratada com DEPC e finalmente 0,4 uL de Taq DNA
polimerase (5 U/uL). Os ciclos de amplificacao foram realizados da seguinte maneira:

v' Desnaturacao inicial (Hot Start): 2 minutos a 94 °C;
v" Amplificacao (30 ciclos): 30 segundos a 94 °C (desnaturacao), 30 segundos com

a temperatura de anelamento especifica para cada par de primer e 1 minuto a 72

°C (extensao);

v Extensao final: 7 minutos a 72 °C.

Ao final dos ciclos a reacgéao foi interrompida por esfriamento a 4 °C e as amostras

armazenadas a -20 °C.

6.3.1. Oligonucleotideos (primers)

Os primers utilizados nas reagdes de PCR para amplificacao especifica do cDNA
das proteinas MBP, ECP/EDN e EPO (Tabela 1), bem como os primers para
amplificagdo da regido transcrita em proteina contendo sitios de restricdo para

clonagem em vetores (Tabela 2) foram desenhados utilizando como referéncia os
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dados contidos no GenBank (Tabela 1). Os primers foram sintetizados pela empresa

IDT (Integrated DNA Technologies).

Tabela 1. Lista dos oligonucleotideos (primers) utilizados no presente trabalho para

amplificagdo do cDNA total das proteinas eosinofilicas.

Ref. Sequéncia
Nome Sentido* Sequéncia
Gen Bank
MBP-F1 F 5 — ACTGGGCTTTGGGAAGATC -3 NM_002728.4
MBP-F2 F 5 — CTAAAGACCCAGGAAGGTC - % NM_002728.4
MBP-R R 5 —TTTATTGCAGGGAGGTGGAG - 3 NM_002728.4
ECP/EDN-F1 F 5 — CAGGAGCCACAGCTCAGAGA -3’ NM_002935.2
NM_002934.2
ECP/EDN-F2 F 5 — AGCTGGATCAGTTCTCACAG - 3
NM_002935.2
NM_002934.2
ECP/EDN-F3 F 5 — ATCAGTTCTCACAGGAGC - 3
NM_002935.2
NM_002934.2
ECP/EDN-R R 5 - TGATTGAGGAGCTTGGCAGA - 3
NM_002935.2
EPO-F F 5 — ATGCATCTGCTCCCAGCC -3 NM_000502.2
EPO-R
R 5 - TCATGTCCCTCGCCAGGCTGAT -3 | NM_000502.2

* F (Forward): Oligonucleotideo que equivale a pequena porgao 5’ da fita do DNA ou do
RNA que codifica a proteina (fita molde). R (Reverse): Oligonucleotideo que equivale a

pequena porcao 5 da fita de DNA complementar aquela que codifica a proteina.
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Tabela 2. Lista dos oligonucleotideos (primers) para amplificacdo da regido transcrita
em proteina contendo sitios de restricdo para clonagem em vetores, utilizados no

presente trabalho.

Nome Sentido* Sequiéncia
MBP-BamHI F 5 - CGGGATCCCCACCATGAAACTCCCCCTACTTC - &
MBP-Xhol R 5 - CCGCTCGAGGCTCAGTAGGAACAGATG - 3
ECP/EDN-BamHI F 5 — CGGGATCCCCACCATGGTTCCAAAACTGTTC - 3
ECP/EDN-Xhol R 5 — CCGCTCGAGGCTTAGATGATTCTATCCAGG -3’

* F (Forward): Oligonucleotideo que equivale a pequena porgao 5’ da fita do DNA ou do
RNA que codifica a proteina (fita molde). R (Reverse): Oligonucleotideo que equivale a

pequena porcao 5 da fita de DNA complementar aquela que codifica a proteina.

6.3.2. Enzimas
A combinagédo das enzimas de restricdo utilizadas foi escolhida com base nas
possiveis combinacbes dos pares de primers utilizados e os sitios de restricdo

presentes no vetor de clonagem utilizado (Tabela 3).

Tabela 3. Lista de enzimas de restricao utilizadas no presente trabalho (New England

BioLabs Inc.)

Tipo de
Nome Microorganismo Sequiéncia Alvo
restricao*
5 -GVGATC C-3
BamHI | Bacillus amyloliquefaciens H S
3'—-C CTAGTG -5
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5 _CITCGAG-73
Xhol Xanthomonas holcicola S
3 -GAGCTTC-5

* S (Sticky): Restricdo que gera extremidades do tipo coesivas no DNA.

6.4. Eletroforese em gel de agarose para PCR

Aliquotas dos produtos da reacdo de PCR (aproximadamente 10 ulL) foram
submetidas a um gel de agarose 1% (agarose de alta resolugdo; Sigma-Aldrich) em
tampao TAE 1 X (diluido a partir do tampao TAE 50 X: 242 g de Tris base; 57,1 mL
Acido Acético Glacial e 100 mL EDTA 0,5 M, pH 8,0). A migracdo eletroforética foi
realizada sob uma corrente de 80 mA, 100 V, durante aproximadamente 30 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente o gel foi incubado em solucdo contendo 0,5
ug/mL de brometo de etidio. Os géis foram visualizados sob luz UV, as imagens

captadas e as intensidades das bandas determinadas. Utilizamos como controle

negativo o mix de reagcao sem a adi¢cao dos primers.

6.5. Vetor de clonagem (Sistema Eucarioto)

O vetor de clonagem utilizado foi o pcDNA3.1+ (Figura 8).
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pcDNA3.1 (+/-)
3428/5427 bp

Figura 8. Mapa do plasmideo pcDNA3.1 (+/-) contendo os sitios de restricao
(modificado a partir de: Invitrogen Catalog®).

6.6. Estoque das bactérias E. coli DH5a.

As bactérias E.coli foram cultivadas em meio liquido LB (Luria-Bertani) por 16
horas, a 37 °C e aliquotas de 1 mL do meio contendo 10% (v/v) de glicerol estéril foram
congeladas a -80 °C. Quando necessario, uma aliquota era descongelada e inoculada
no meio apropriado. As bactérias contendo o plasmideo pcDNA3.1+ que possuem

resisténcia a ampicilina (100 ug/mL) foram estocadas na presenca deste antibiotico.

? http://tools. lifetechnologies.com/content/sfs/vectors/pcdna3. 1+.pdf
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6.7. Extracao de DNA plasmidial da bactéria E. coli DH5a

Este protocolo foi modificado a partir do original de Sambrook et al. (Sambrook e
Russell, 2001). Uma colbnia bacteriana com o vetor de clonagem pcDNA3.1+ foi
inoculada em 10 mL de meio LB contendo ampicilina (100 ug/mL). As bactérias foram
cultivadas a 37 °C overnight sob vigorosa agitagdo. Em seguida, a cultura foi transferida
para um tubo e centrifugada a 12.000 x g por 5 minutos em microcentrifuga,
descartando-se o0 sobrenadante. Apds a centrifugacdo o precipitado bacteriano foi
ressuspendido em 100 pL de Solugao | (Tris-HCI 25 mM, pH 8,0; EDTA 50 mM, pH 8,0;
1% Glicose) e agitado em vortex. Em seguida foram adicionados 200 uL da Solucao |
(NaOH 20 mM; 1% SDS), os tubos foram agitados por inversdo e incubados a
temperatura ambiente por 5 minutos. Apds a incubagéo, foram adicionados 150 uL de
Solugao Il (60 mL de Acetato de Potassio 5 mM; 11,5 mL de Acido Acético Glacial; 28,5
mL de Agua), em seguida os tubos foram agitados por inversdo e incubados novamente
a temperatura ambiente por mais 5 minutos. Posteriormente a solucao foi centrifugada a
12.000 x g por 5 minutos e o sobrenadante transferido para outro tubo limpo. Ao
sobrenadante foram adicionados 500 ulL de isopropanol, os tubos invertidos e
centrifugados a 12.000 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado, o pellet
lavado com 500 ul de etanol 70% gelado, os tubos agitados em vortex e centrifugados
novamente a 12.000 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi cuidadosamente descartado
e o pellet ressuspendido em 60 uL de tampéo TE (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA 1

mM, pH 8,0) e incubados por 5 minutos a 65 °C.
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6.8. Clivagem do DNA plasmidial
As endonucleases de restricdo utilizadas para este procedimento foram as
enzimas especificas para os sitios de restricdo criadas no PCR para a clonagem do
gene de interesse. Inicialmente, escolhnemos a seguinte combinacdo, baseado nos
resultados observados nas reagdes de PCR: BamHI (20 U/uL) + Xhol (20 U/uL) para o
vetor de clonagem pcDNA3.1+. Apds a preparacao da reagdo, a amostra foi incubada
por 2 horas a 37 °C. Posteriormente purificamos a amostra com o kit Wizard DNA

Clean-Up System (Promega) segundo as especificacdes do fabricante.

6.9. Ligacao com T4 DNA ligase
A amostra da reacao previamente clivada foi purificada com o kit DNA Clean-Up
System (Promega) conforme utilizado anteriormente. A reagéo de ligacdo foi realizada
adicionando-se 2 uL do DNA plasmidial e 4 uL do DNA do inserto juntamente com a
enzima T4 DNA ligase (400 U/uL), BSA (100 X), T4 DNA ligase buffer (10 X) e agua
Milli-Q para um volume final de 10 uL, e incubada overnight a 16 °C. As concentracoes

do DNA plasmidial e do inserto utilizadas foram 30 ng/uL e 90 ng/uL, respectivamente.

6.10. Eletroforese em gel de agarose para analise da integridade dos
produtos de clonagem
Os géis foram preparados utilizando-se agarose de alta resolucdo numa
concentracao de 1% em tampéao TAE 1 X (diluido a partir do tampao TAE 50 X: 242 g
de Tris base; 57,1 mL Acido Acético Glacial e 100 mL EDTA 0,5 M, pH 8,0). A migragéo

eletroforética foi realizada sob uma corrente de 80 mA, 100 V, durante
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aproximadamente 30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida o gel foi corado
com brometo de etideo, visualizado sob luz UV, as imagens captadas e as intensidades

das bandas determinadas.

6.11. Preparacao de células competentes para transformacao pelo método de
eletroporacao

Para a preparacao de células competentes foi utilizada a bactéria E. coli DH5a.

Uma colénia bacteriana foi inoculada em 10 mL de meio LB sem antibiético e cultivada
overnight a 37 °C sob agitacao vigorosa. Apds esse periodo, 0 meio de cultura com as
bactérias foi adicionado em um frasco contendo 990 mL de meio LB e cultivado como
anteriormente. As células foram mantidas em cultura até atingirem a densidade éptica
(D.O. 660) entre 0,5 e 0,8. Posteriormente, as células foram centrifugadas a 4.000 x g
por 15 min a 4 °C e o sobrenadante descartado. As bactérias foram ressuspendidas
cuidadosamente em 1 litro de agua Milli-Q estéril gelada, os tubos foram centrifugados
conforme anteriormente citado e em seguida o sobrenadante descartado. O conteludo
dos frascos foram ressuspendidos em um Unico tubo com 500 mL de agua Milli-Q estéril
gelada e centrifugado conforme anteriormente. Apds a centrifugacéo o sobrenadante foi
descartado, o pellet ressuspendido em glicerol 10% gelado (20 mL por tubo), e
centrifugado novamente nas mesmas condigbes. Em seguida o sobrenadante foi
descartado e as bactérias ressuspendidas em glicerol 10% em um volume final de 2-3
mL, numa concentragao final de 1-3 x 10'° cél/mL. Para estocagem das bactérias, 100
uL das células competentes foram adicionadas em tubos de crioconservacgao e os tubos

mantidos em nitrogénio liquido para posterior armazenagem a -80 °C.
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6.12. Transformacao bacteriana pelo método de eletroporacao

O procedimento de transformagéo foi realizado com os materiais e amostras em
banho de gelo. Uma aliquota de célula competente foi descongelada a temperatura
ambiente e em seguida armazenada em banho de gelo. As cubetas de eletroporagao
foram mantidas em gelo por 10 minutos anteriormente ao inicio do experimento.
Foram adicionados na cubeta do eletroporador 40 uL de células competentes, e em
seguida 1-2 uL de DNA (produto de ligacdo) e mantidos em banho de gelo por 30
minutos. Posteriormente a cubeta com mistura de célula competente com o DNA foi
inserida no equipamento de eletroporacao (EC 100 Electroporator; ThermoEC) nas
seguintes condi¢des: 1260 uF, 220 Q2 e 400 V. Apds o shock, a cubeta foi retirada da
base e colocada imediatamente em banho de gelo e o material ressuspendido em 1
mL de meio SOC. Em seguida o material foi transferido para um tubo e incubado a

37 °C por 1 hora sob agitacao (225 rpm).

6.12.1. Verificacao das Unidades Formadoras de Coldnias (UFCs).

A verificagdo de UFCs transformadas foi baseada no crescimento de colénias em
placas com meio LB contendo ampicilina (100 ug/mL) e na analise de restricdo do
DNA plasmidial dos clones resistentes.

Apo6s confirmagdo do crescimento das colbnias, diferentes colénias foram
selecionadas, repicadas e transferidas em diferentes tubos contendo 2 mL de meio

LB com antibiético (ampicilina; 100 ug/mL) e mantidos em estufa a 37 °C overnight.

6.12.2. Isolamento de DNA plasmidial
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O isolamento de DNA plasmidial foi realizado pela técnica de lise celular
alcalina seguida de precipitacdo com etanol conforme o protocolo anteriormente
descrito e modificado a partir do original de Sambrook et al. (Sambrook e Russell,
2001). As enzimas BamHI e Xhol foram novamente empregadas na restricao dos
plasmideos obtidos de possiveis transformantes.

Posteriormente a extracdo do DNA plasmidial, as amostras foram purificadas
com o kit Wizard DNA Clean-Up System (Promega) segundo as especificacoes do
fabricante e submetidas a um gel de agarose para a confirmagcdo do tamanho do

fragmento de DNA e posterior sequénciamento.

6.13. Sequenciamento do inserto subclonado no vetor de expressao

O sequenciamento foi realizado em colaboragdo com o Laboratério de Biologia
Molecular do Laboratério Nacional de Luz Sincroton (LNLS), utilizando um
sequenciador ABI Prism 377 DNA Sequencer™ (Applied Biosystems — Foster City, CA,
EUA). O equipamento possui dois softwares produzidos para a analise dos dados, onde
o software Sequencing Analysis € utilizado para analisar os dados de sequenciamento
de DNA, enquanto o software GeneScan™ permite que se faga analises de tamanho e
de quantidade de fragmentos de DNA.

O sequenciamento das amostras foi realizado utilizando o kit DYEnamic ET
Terminator Kit (Amersham Biosciences) de acordo com as especificacées do fabricante.
O DNA plasmidial extraido de cada um dos clones foi amplificado com o primer T7
(forward) para ambos os clones e os primers contendo o sitio de restricdo Xhol para

ambas as proteinas MBP e ECP/EDN (reverse).
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6.13.1. Analise dos produtos de sequenciamento

Apds o sequenciamento do inserto subclonado no vetor de expresséo, a fim de
se identificar se as sequéncias dos fragmentos clonados correspondem com as
sequUéncias das proteinas, os eletroferogramas das amostras foram comparados com
as sequéncias das proteinas depositadas no banco de dados GenBank com o auxilio

do programa BLAST ™°.

6.14. Cultura de Células U937 para expressao de proteinas
A linhagem celular humana U937 foi cultivada em meio RPMI 1640, contendo
soro bovino fetal (10% v/v), L-glutamina (2 mM), penicilina (100 U/mL) e estreptomicina
(100 pg/mL), numa densidade de 0,5-1,0 x 10° células/mL, a 37 °C, em atmosfera
Umida com 5% CO., a fim de serem utilizadas para o processo de transfeccdo e

expressao das proteinas do eosindfilo.

6.14.1. Transfeccao

Este protocolo foi modificado a partir do original de Sambrook et al. (Sambrook e
Russell, 2001).

As células U937 foram cultivadas numa concentracdo de 0,5-1 x 10° células/mL.
A suspensao de células contida na garrafa de cultura foi centrifugada a 200 x g por 5
minutos e a concentracdo de células ajustadas em 20 x 10° células/mL em meio RPMI-
1640 puro (sem antibi6ticos). Em seguida, a suspensao de células e as amostras de

DNA (inserto) foram mantidas em banho de gelo por aproximadamente 10 minutos.

"% http://www.ncbi.nlm.nih.gov
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Foram adicionados em cada cubeta do eletroporador 800 uL da suspenséo de
células (20 x 10° células/mL) juntamente com 5 pg de DNA. Em seguida, as cubetas
com as suspensdes de células e o DNA foram inseridas no equipamento de
eletroporagcao (EC 100 Electroporator; ThermoEC) nas seguintes condigbes: 1.260 pF,
220 Q e 400 V.

Apés o shock, as cubetas foram retiradas da base do eletroporador e mantidas
em banho de gelo por aproximadamente 10 minutos. Posteriormente, cada amostra de
célula transfectada foi transferida para as garrafas de cultura de células juntamente com
meio RPMI-1640 completo (com antibiéticos e soro fetal bovino). As culturas de células
transfectadas foram mantidas numa concentracdo de aproximadamente 1 x 10°

células/mL, a 37 °C, em atmosfera umida com 5% CO»

6.15. Preparacao da fracao citosolica de células U937
A preparagdo da fragdo citosolica de células U937 foi realizada da mesma
maneira que a fragéo citosdlica de células HL-60 clone 15 diferenciadas em eosindfilos

(Item 4.7.1).

90



7. ANALISE ESTATISCA

Os resultados foram expressos como a média + desvio padrdo das médias (D.P.) de
n experimentos. Diferengas estatisticas significativas foram determinadas por analise de
variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Bonferroni.

Valores de p < 0,05 foram considerados significativos.

Todas as analises estatisticas foram realizadas usando o software Prism versdo 5

(GraphPad Inc., La Jolla, CA, EUA).
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8. RESuLTADOS (PARTE 01)

8.1. Purificagao de eosinofilos de ratos
Obteve-se uma média de pureza > 90% de eosindfilos apds a contagem

diferencial das células.

8.2. Efeito da fracao citosolica de eosinofilos de rato sobre a agregacao
plaquetaria

A agregacao plaquetaria em Plaquetas Lavadas (PL) induzida pela trombina foi
inibida de maneira dose-dependente pela fragao citosolica dos eosindfilos isolados da
cavidade peritoneal de ratos. Esta inibi¢cdo foi apenas parcialmente revertida pela prévia
incubacdo dos eosindfilos com L-NAME (Figura 9). A inibicdo da sintese de
prostaglandinas pela incubagdo das células com indometacina 10 uM nao reverteu a
inibicdo induzida pela fracao citosélica.

Mesmo com adicdo de L-NAME na plaquetas lavadas ocorreu inibicdo da
agregacao, embora menor que sem L-NAME.

Em PRP, a fracdo citosélica de eosindfilos inibiu a agregacdo plaquetaria
induzida por ADP 5 uM (Figura 10), PAF 1 uM (Figura 11), acido araquidénico 1 mM
(Figura 12) e colageno 40 ug/mL (Figura 13). O efeito inibidor mais potente foi
observado em plaquetas estimuladas com PAF. Da mesma forma que o observado com
plaguetas lavadas, a inibicdo induzida pela fracdo citosélica de eosinéfilos nao foi
revertida pela incubacao prévia destas células com indometacina ou L-NAME (dados

nao mostrados).
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O fator ativo sobre a agregacado plaquetaria proveniente de eosindfilos foi
inativado apds incubagéo da fracdo citosélica a 100 °C por 20 min (Figura 10). Apos
este tratamento, o efeito inibidor sobre a agregacao plaquetaria induzida por ADP foi
drasticamente reduzido: 76,5 + 25,6% de inibicdo antes do aquecimento e 25,3 * 6,3%

de inibicdo ap6s o aquecimento.

o  100- [ L-NAME 0,1 mM
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Figura 9. Inibicdo da agregacao plaquetaria em plaquetas lavadas (PL). As PL foram
incubadas com a fracao citosélica de eosinéfilo de rato por 1 min antes da adicao da
Trombina (50-100 mU/mL). Os resultados representam a média + D.P. de 4
experimentos independentes. * p < 0,001 foi considerado significativo quando
comparado ao controle (trombina) e ** p < 0,01, quando comparado a inibicdo da

agregacdo plaquetaria pela fracéo citosélica de eosinéfilos (6,3 x 10° células/mL) sem

L-NAME.
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Figura 10. Inibicdo da agregacao plaquetaria em plasma rico em plaquetas (PRP). O
PRP foi incubado com a fragdo citosdlica de eosindfilos de rato por 1 min antes da
adicao do agonista ADP. A fragdo citosolica denaturada foi obtida por aquecimento a
100 °C for 20 min. Os resultados representam a média + D.P. de 4 experimentos
independentes. * p < 0.05, ** p < 0.01, ** p < 0.001 foram considerados significativos

quando comparados ao controle e # p < 0.01 comparado com a fracédo citosdlica de

eosindfilos normal (2,5 x 10° células/mL).
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Figura 11. Inibicdo da agregacao plaquetaria em plasma rico em plaquetas (PRP). O
PRP foi incubado com a fragdo citosélica de eosindéfilos de rato por 1 min antes da
adicdo do agonista PAF 1uM. Os resultados representam a média + D.P. de 4
experimentos independentes. * p < 0.01, ** p < 0.001 foram considerados significativos

guando comparados ao controle.
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Figura 12. Inibicdo da agregacao plaquetaria em plasma rico em plaquetas (PRP). O
PRP foi incubado com a fragdo citosélica de eosindéfilos de rato por 1 min antes da
adicdo do agonista Acido araquidonico 1mM. Os resultados representam a média +
D.P. de 4 experimentos independentes. * p < 0.001 foram considerados significativos

guando comparados ao controle.
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Figura 13. InibicAdo da agregacao plaquetaria em plasma rico em plaquetas (PRP). O
PRP foi incubado com a fracao citosdlica de eosinéfilos de rato por 1 min antes da
adicao do agonista Colageno 40 ug/mL. Os resultados representam a média + D.P. de
4 experimentos independentes. * p < 0.001 foram considerados significativos quando

comparados ao controle.

8.3. Gel filtracao

Apés a gel filtracao as fragdes cromatograficas foram coletadas e agrupadas em
dois principais picos cromatograficos, classificados como P-1 e P-1l (P-1 mostra proteinas
com peso molecular maiores do que P-Il), de acordo com o perfil de leitura a 280 nm

(Figura 14, painel A). Cada pico cromatografico foi testado na agregacao plaquetaria
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induzida por PAF, demosntrando que P-ll apresenta maior atividade inibitéria da

agregacao plaquetaria in vitro (Figura 14, painel B).
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Figura 14. Gel filtracdo em Sephadex G-75 da fragao citosoélica de eosinéfilos de rato e
inibicdo da agregacao plaquetaria em plasma rico em plaquetas (PRP). A coluna foi
equilibrada com Tris-HCI 0,05 M, pH 7,2. O material foi eluido a 4 °C utilizando fluxo de
10 mL/hora e amostras de 0,5 mL foram coletadas. As amostras foram agrupadas em
duas fracdes principais, P-1 e P-ll (painel A), de acordo com o perfil da leitura da
absorbancia a 280 nm. As fracdes foram testadas na agregacao plaquetaria utilizando o

agonista PAF (1 uM; painel B).

8.4. Espectrometria de Massa
Apés a gel filtragdo o pico P-Il foi submetido a uma cromatografia de fase
reversa, 0 cromatograma resultante demonstrou dois picos principais denominados P-
11 e P-112, eluidos em 30,2 e 25 minutos respectivamente (Figura 15). A analise por
espectrometria de massa das duas fracdes identificou cadeias polipeptidicas com peso
molecular de 15053, 15070 (Figura 16) e 13790 (Figura 17). Essas massas sao

proximas as das proteinas de rato: proteina catibnica do eosinéfilo (ECP; 15334,43),
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neurotoxina derivada do eosinéfilo (EDN; 15463,56) e proteina principal do eosindfilo

(MBP; 13451,58). UniProt ID'": P70709, P10153 e Q63189, respectivamente.

100 q-é-—F’-IIZ

P-111 \
o

20.00 30.00 40.00 50.00 60.00

Tempo (min)

Figura 15. Cromatografia de fase reversa da fracdo ativa P-Il obtida em Gel Filtragdo

(Sephadex G-75).

" http://www.uniprot.org/
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Figura 16. Espectro de massa obtido da fragdo P-111 em cromatografia de fase reversa.
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Figura 17. Espectro de massa obtido da fragao P-lI2 em cromatografia de fase reversa.
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8.5. Cinética de diferenciacao das células HL-60 clone 15 na avaliacao do

efeito de inibicao da agregacao plaquetaria

A fim de investigar se os eosinéfilos humanos também apresentam o fator de
inibicdo da agregacao plaquetaria utilizamos as células HL-60 clone 15. Apéds a
diferenciacao durante 3, 5 e 7 dias a fracao citosdlica foi capaz de aumentar a inibicao
da agregacao plaquetaria. Foi observado que as células diferenciadas apds 3 dias
apresentaram 34,7 + 12,8% de inibicido da agregacao plaquetaria (Figura 18). As
células diferenciadas por 5 dias inibiram 70,8 + 11,8% e aquelas diferenciadas por 7

dias inibiram 75,6 + 1,8% da agregacao plaquetaria induzida por PAF (Figura 18).

100+ [ HL-60 indiferenciadas

[ 3 dias diferenciagao
Bl 5 dias diferenciagao
Bl 7 dias diferenciacdo

~
T

Plaquetaria (%)
S

Inibicdo da Agregacéo
&

L

Fragao citosdlica de eosindfilo
(0,1 x 10° células/ml)

Figura 18. Diferenciacao de células HL-60 clone 15 e inibicdo da agregacao plaquetaria
em PRP induzida por PAF. O PRP foi incubado com a fragao citosélica de células por 5
min antes da inducdo da agregacdo plaquetaria utilizando PAF. Os resultados
representam a média £ D.P. (n = 3). * p < 0,01 foi considerado significativo quando

comparado as células HL-60 clone 15 indiferenciadas.
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9. RESULTADOS (PARTE 02)

9.1. Efeito da proteina ECP sob a Agregacao Plaquetaria
A fim de confirmar se as proteinas catibnicas do eosinéfilo podem ser a
responsaveis pelo efeito de inibicado da agregacao plaquetaria, nds utilizamos a proteina
ECP pura nos testes de agregacao plaquetaria.
Os resultados demonstraram que a proteina ECP causa inibicado da agregacao

plaguetaria em PRP e esta inibicao ocorre de maneira tempo dependente (Figura 19).
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Figura 19. Inibicdo da agregacgéo plaquetaria em PRP pela proteina ECP. As plaquetas
(PRP) foram incubadas com a proteina ECP por 15 e 30 minutos a 37 °C utilizando o
ADP como agonista. Os resultados representam a media + D.P. de 3 experimentos

independentes. * p< 0.01 quando comparado com o controle com ADP.
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Em PL a inibicdo foi maior que observada em PRP, 74 + 33,8%, e esta inibicdo

também ocorreu de maneira tempo dependente (Figura 20).
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Figura 20. Inibicdo da agregacéo plaquetaria em PL pela proteina ECP. As plaquetas
(PL) foram incubadas com a proteina ECP por 15 e 30 minutos a 37 °C utilizando
Trombina como agonista. Os resultados representam a media + D.P. de 5 experimentos

independentes. * p< 0.01 quando comparado com o controle com Trombina.

9.2. Atividade Plaquetaria por MTT (Teste de citotoxicidade)
O ensaio de viabilidade celular pelo teste de reducdo do MTT demonstrou que a

proteina ECP (10 ng/mL) ndo causa efeito citotdxico sob as plaquetas humanas com 15

e 60 minutos de incubacao (Figura 21).
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Figura 21. Ensaio de MTT para avaliar a citotoxicidade da proteina ECP sob as
plaquetas humanas. As plaquetas (1,2 x 10° plaquetas/mL) foram incubadas com a
proteina ECP (10 ng/mL) e o MTT (5 mg/mL) por 15 e 60 minutos na presenca ou
auséncia de Trombina (50 mU/mL). Os resultados representam a média + D.P. dos

valores de densidade 6ptica (570 nm) de 3 experimentos independentes em duplicata.
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10. RESULTADOS (PARTE 03)

10.1. PCR para obtencao dos cDNAs de proteinas eosinofilicas

A reacao de PCR para obtencdo do cDNA da proteina MBP foi realizada em um
volume final de 25 ul utilizando como template 2 ul do pool de cDNA (obtido no RT-
PCR) e as seguintes combinacdes de primers: MBP-F1 + MBP-R (reacédo 1); MBP-F2 +
MBP-R (reagéo 2, Figura 22). Utilizamos como controle negativo o mix de reagdo sem a
adicao dos primers.

Pode-se observar na primeira reagdo trés bandas, sendo a primeira com
tamanho entre 739-861 pb, a segunda com 492 pb e a terceira em torno de 246-369 pb.
Na segunda reagédo observa-se apenas a primeira banda com tamanho entre 739-861
pb (Figura 22). As bandas observadas nas duas reagdes possuem 0 mesmo numero de
pares de base, correspondendo ao tamanho do fragmento esperado quando avaliado o

cDNA da proteina MBP.

Figura 22. Eletroforese em gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio

representando os produtos de amplificagcdo por PCR da proteina MBP, utilizando dois
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diferentes primers forward e um reverse. M: marcador de peso molecular de DNA (123
bp DNA ladder), (-) controle negativo, (1) reacao com os primers MBP-F1 + MBP-R, (2)

reacao com os primers MBP-F2 + MBP-R.

Na amplificagdo do cDNA para a proteina EPO ndo obteve-se resultados
satisfatorios. O gel apresenta diversas bandas inespecificas, com numero de pares de
base abaixo do esperado (reacdo 1; Figura 23). Ja na amplificacdo do cDNA para as
proteinas ECP/EDN, pode-se observar uma Unica banda significante com tamanho de
aproximadamente 600 pb (reacdo 2, Figura 19). As reacdes 3 e 4 amplificaram muitos

produtos inespecificos e ndo foram utilizadas nas reagdes subsequentes (Figura 23).

M 1 (-) (-) 2 3 (-) 4

564/567pb —>  emite

Figura 23. Eletroforese em gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio
representando os produtos de amplificacdo por PCR das proteinas EPO e ECP/EDN.
M: marcador de peso molecular de DNA (123 bp DNA ladder), (-) controle negativo, (1)
reacdo com os primers EPO-F + EPO-R, (2) reagdo com os primers ECP/EDN-F1 +
ECP/EDN-R, (3) reacdo com os primers ECP/EDN-F2 + ECP/EDN-R, (4) reacédo com
os primers ECP/EDN-F3 + ECP/EDN-R.
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10.2. Analise da integridade dos produtos de clonagem
A fim de se avaliar a integridade do plasmideo pcDNA3.1+ circular (reagao 1,
Figura 24) e do plasmideo linear clivado com as enzimas de restricdo BamHI e Xhol
(reacao 2, Figura 24), os mesmos foram avaliados por eletroforese em gel de agarose.
Também avaliou-se as amostras de RNA utilizadas inicialmente para a obtencdo do
cDNA das proteinas, demonstrando nas reacdes 3, 4 e 5 a integridade do material

utilizado (Figura 24).

Figura 24. Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio
representando a integridade dos produtos de clonagem: M: marcador de peso
molecular de DNA (1 kb plus DNA ladder), (1) plasmideo pcDNAS3.1+ circular, (2)
plasmideo pcDNAS.1+ linear clivado com as enzimas de restricdo BamHI e Xhol, (3)

amostra de RNA 1, (4) amostra de RNA 2 e (5) amostra de RNA 3.
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10.3. PCR para amplificacao do cDNA das proteinas MBP e EDN/ECP
contendo sitios de restricao

Para a amplificacdo das proteinas criando sitios de restricao, efetuou-se a
reacao para amplificacdo do cDNA das proteinas em um volume final de reagédo de 50
ulL, utilizando-se como molde 2 uL do poo/ de cDNA. Os sitios de restricao adicionados
as extremidades do produto da reacdo foram BamHI| + Xhol, para ambas proteinas
MBP e ECP/EDN. Observou-se nas duas reacoes a amplificacdo de bandas com peso
molecular de aproximadamente 700 pb (reacdo 1, Figura 25), que corresponde ao
tamanho esperado de 669 pb para a proteina MBP com o sitio de restricdo e uma
banda com aproximadamente 500 pb (reagédo 2, Figura 25), que também corresponde
ao tamanho esperado de 483 pb para a proteina ECP e 486 pb para a proteina EDN

com o sitio de restricao (Figura 25).

10.4. Ligacao com T4 DNA ligase

Apbs a reacao de ligacao do DNA plasmidial com a sequéncia das proteinas de
interesse, as amostras foram submetidas a um gel de agarose para a confirmacao da
reacao de ligacao, onde a reacao 3 representa a ligacdo com o DNA da proteina MBP e
a reacgao 4 representa a ligacdo com o DNA da proteina EDN/ECP (Figura 25).

Apb6s a reacao de ligacdo, os mesmos foram submetidos a uma clivagem do
DNA plasmidial com as enzimas de restricdo BamHI e Xhol para a confirmacao da
liberacdo do inserto, onde pode-se constatar que os tamanhos dos fragmentos

liberados correspondem novamente ao tamanho esperado para as proteinas MBP

110



(reagdo 6, Figura 25) e EDN/ECP (reagdo 5, Figura 25), conforme descrito

anteriormente.

Mi 1 2 3 4 &5 6 M

Figura 25. Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio
representando os produtos de amplificagdo por PCR da proteina MBP, ECP/EDN;
produtos de amplificacdo para as proteinas criando os sitios de restricdo com as
enzimas BamHI e Xhol; produto de clivagem do plasmideo pcDNA3.1+ com a liberagéao
do inserto. My: marcador de peso molecular de DNA (1 kb Plus DNA ladder), (1) reacao
de PCR da proteina MBP contendo os sitios de restricdo BamHI e Xhol, (2) reacéo de
PCR das proteinas EDN/ECP contendo os sitios de restricdo BamHI e Xhol, (3) reacao
de ligacao do plasmideo pcDNA3.1+ com o cDNA da proteina proteina MBP, (4) reagao
de ligacdo do plasmideo pcDNA3.1+ com o cDNA da proteina proteina ECP/EDN, (5)
clivagem do DNA plasmidial para proteina EDN/ECP, (6) clivagem do DNA plasmidial

para proteina MBP e M,: marcador de peso molecular de DNA (100 bp DNA Jadder).

10.5. Transformacao
Apoés o periodo estabelecido para o crescimento das col6nias bacterianas, pode-

se observar o crescimento de colénias em ambas as placas que continham o inserto

111



para as proteinas MBP e EDN/ECP. Para a proteina MBP selecionou-se duas colbnias,
e para as proteinas EDN/ECP. Selecionou-se seis coldnias, visto que as proteinas sao
homélogas e os primers utilizados proporcionam a possibilidade de obter-se a

seqliéncia das duas proteinas.

10.6. Sequenciamento
Apoés o alinhamento dos produtos de sequenciamento com os dados contidos no
GenBank para as proteinas de interesse, os resultados demonstraram uma identidade
de 91% do sequenciamento de 79,82% da proteina MBP (Figura 26).

Quando analisou-se os produtos de sequenciamento para as proteinas EDN e

7

ECP, pode-se confirmar que o clone obtido € o da proteina EDN, onde pode-se

demonstrar uma identidade de 97% (Figura 27).

ATGAAACTCCCCCTACTTCTGGCTCTTCTATTTGGGGCAGTTTCTGCTCTTCATCTAAGG

1 ATGAAACTCCCCTTACTTCTGGCTCTTCTATTTGGGGCAGTTTCTGCTCTTCATCTAAGG 60
TCTGAGACTTCCACCTTTGAGACCCCTTTGGGTGCTAAGACGCTGCCTGAGGATGAGGAG

61 TCTGAGACTTCCACCTTTGAGACCCCTTTGGGTGCTAAGACGCTGCCTGAGGATGAGGAG 120
ACACCAGAGCAGGAGATGGAGGAGATCCCTTGCAGGGAGCTGGAGGAAGAGGAGGAGTGG

121 ACACCAGAGCAGGAGATGGAGGAGACCCCTTGCAGGGAGCTGGAGGAAGAGGAGGAGTGG 180
GGCTCTGGAAGTGAAGATGCCTCCAAGAAAGATGGGGNTGTTGAGTCTATCTCAGTGCCA

181 GGCTCTGGAAGTGAAGATGCCTCCAAGAAAGATGGGGCTGTTGAGTCTATCTCAGTGCCA 240
NATATGGTGGACAAAAACCTTACGTGTCCTGAGGAAGAGGACACAGTNAAAGTGGTGGGC

241 GATATGGTGGACAAAAACCTTACGTGTCCTGAGGAAGAGGACACAGTAAAAGTGGTGGGC 300
ATCCCTGGGTGCCAGATCTGCCCGCTACCTCCTGNTTGAGAAGTCTTCAGACGTTTTGGT

301 ATCCCTGGGTGCCAGACCTG-CCGCTACCTCCTGG-TGAGAAGTCTTCAGACGTTTAG-T 357
CCAGCTTGGNTTTACTTTGCCGGGAGGTGCTACNCGGGGCAACCTGGTTTTCATCCCACN

358 CAAGCTTGG-TTTACTT-GCCGG-AGGTGCTACA-GGGGCAACCTGGTTTCCATCC-ACA 412
ANCCTCACTGATTTAAATTATTCGGAAATCCAGNNGTTTNTGTNCTNGCGTCGCCCCAAC

413 A-CTTCAAT-ATT-AA-TTAT-CG-AA-TCCAGT-GTTC-TGT-CA-GCG-CGCTC-AAC 459
CAGGGNTCAAGTCTTGNGATTGGGAGNGCACGGAATCACANGCTCGGGTCNGCT-----~

460 CAGGG-TCAAGTCT-G-GATTGG-AG-GCA-GG-ATCACAGGCTCGGGTC-GCTGCAGAC 511
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632 ACTGCCTCAGAAGACTTCCTTTCATCTGTTCCTACTGA 669

Figura 26. Alinhamento da sequéncia da proteina MBP clonada comparada com a
sequéncia depositada no banco de dados GenBank sob o n® NM_002728.4. A
sequéncia de nucleotideos encontra-se numerada na direcdo 5-3'° e Subject:
NM_002728.4; e Query: clone proteina MBP (Match); Insercdo ou delecdo de

nucleotideo (Gap) e e nucleotideo trocado (Mismatch).

ATGGTTCCAAAACTGTTCACTTCCCAAATTTGTCTGCTTCTTCTGTTGGGGCTTCTGGCT
1 ATGGTTCCAAAACTGTTCACTTCCCAAATTTGTCTGCTTCTTCTGTTGGGGCTTCTGGCT 60
GTGGAGGGCTCACTCCATGTCAAACCTCCACAGTTTACCTGGGCTCAATGGTTTGAAACC
61 GTGGAGGGCTCACTCCATGTCAAACCTCCACAGTTTACCTGGGCTCAATGGTTTGAAACC 120
CAGCACATCAATATGACCTCCCAGCAATGCACCAATGCAATGCAGGTCATTAACAATTAT
121 CAGCACATCAATATGACCTCCCAGCAATGCACCAATGCAATGCAGGTCATTAACAATTAT 180
CAACGGCGATGCAAAAACCAAAATACTTTCCTTCTTACAACTTTTGCTAACGTGGTTAAT
181 CAACGGCGATGCAAAAACCAAAATACTTTCCTTCTTACAACTTTTGCTAACGTAGTTAAT 240
GTTTGTGGTAACCCAAATATGACCTGTCCTAGTAACAAAACTCGCAAAAATTGTCACCAC
241 GTTTGTGGTAACCCAAATATGACCTGTCCTAGTAACAAAACTCGCAAAAATTGTCACCAC 300
AGTGGAAGCCAGGGTGCCTTTAATCCACTGTAACCTCACAACTCCAAGGTCCACAGAATA
301 AGTGGAAGCCA-GGTGCCTTTAATCCACTGTAACCTCACAACTCCAA-GTCCACAGAATA 358
TTTCAAACTGCAGGTATGCGCAGACACCAAGCAAACATTGTTCTATATAGTTGCATTGTG
359 TTTCAAACTGCAGGTATGCGCAGACACC-AGCAAACA-TGTTCTATATAGTTGCA-TGTG 415
ACAACAGANATCAACGACGAGA-NCTCCACAGTATTCGGTGGTNCAGTTTCACCTGGATN
416 ACAACAGAGATCAACGACGAGACCCTCCACAGTATCCGGTGGTTCCAGTTCACCTGGATA 475
GAATCATCTAA
476 GAATCATCTAA 486

Figura 27. Alinhamento da sequiéncia da proteina EDN clonada comparada com a

seqléncia depositada no banco de dados GenBank sob o n® NM_002934.2. A
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sequéncia de nucleotideos encontra-se numerada na diregdo 5-3° e Subject:
NM_002934.2; e Query: clone proteina EDN (Match); Insercdo ou delecdo de

nucleotideo (Gap) e e nucleotideo trocado (Mismatch).

10.7. Transfeccao e expressao das proteinas
As células U937 transfectadas, bem como as nao transfectadas foram mantidas
em cultura por aproximadamente 48 horas, ocasido em que foi realizada a estimativa da

viabilidade celular pela técnica de exclusdao com azul de tripan (Tabela 4).

Tabela 4. Viabilidade celular das células U937 transfectadas com as proteinas MBP,

proteina EDN e células U937 nao transfectadas apds 24 e 48 horas.

Viabilidade Celular (%)

Amostra -
24 horas 48 horas
Célula U937 89 89
Célula U937 + MBP 89 90
Célula U937 + EDN 90 92

10.8. Efeito da fracao citosdlica de células das proteinas clonadas sob a
agregacao plaquetaria
Utilizou-se como controle para este estudo as células U937 nao transfectadas, e
verificou-se que este tipo celular possui um pequeno efeito de inibicdo sob a agregacao
plaquetaria (18 £ 8,1%), bem como a proteina MBP (22 = 3,5%). Ja a proteina EDN,
apresenta uma inibicdo de 63,9 + 26,1 quando comparado com as células U937 nao

transfectadas (Figura 28).
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Figura 28. Efeito das proteinas clonadas sobre a agregacao plaquetaria induzida por
PAF (0,5-1 uM). A frago citosélica de células (1,3 x 10° células/mL) foi adicionada ao
PRP e incubada por 3 minutos antes da adicdo do agonista e a agregacao foi registrada
por 5 minutos. U937, fracao citosdlica de células ndo transfectadas; MBP, células U937
transfectadas com o vetor de expressdao com o cDNA da proteina MBP; EDN, células
U937 transfectadas com o vetor de expressdo com o cDNA da proteina EDN. Os
resultados representam a media + D.P. de 3 experimentos independentes. * p< 0.05

guando comparado com o controle (células U937 n&o transfectadas).
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11. DiIscussAo

Tem sido observada por pesquisadores uma relacdo entre a presenca e
atividade de eosindfilos e o inicio da cascata de coagulacdo e agregacao plaquetaria.
Alguns estudos apontam para disfuncdes plaquetarias, como auséncia ou diminuicao
da agregacao plaquetéria por diferentes agonistas, tempo de sangramento prolongado,
deficiéncia do pool de armazenamento plaquetario, e ambos estdo relacionados com
eosinofilia, ou doengas associadas a eosinofilia.

Outros estudos tem se concentrado na interacdo de células polimorfonucleares
com plaquetas. Esta interagdo pode provocar o aumento da inflamagéo e da resposta
de plaquetas, como por exemplo, metabdlitos do acido araquidénico, 5-HT, liberacao de
ATP e radicais de oxigénio (Schattner et al., 1990; Zatta et al., 1990; Maugeri et al.,
1992).

Os resultados apresentados demonstraram que a fracao citosélica de eosindfilos
de rato apresentou uma atividade inibitéria da agregacédo plaquetaria humana em
ambos PRP e PL. No entanto, a inibigdo em PRP (agonista PAF) foi mais pronunciada,
99%, enquanto que em PL (agonista trombina) esta inibicao foi de 70%.

Em ensaios com polimorfonucleares (PMNs) nado estimulados (95-98% de
neutréfilos) demonstraram uma inibicdo da agregacédo plaquetaria de 100% em PL,
enquanto que em PRP, o efeito de inibicdo foi menos efetivo (74% de inibigdo), ambos
com o agonista colageno (Schattner et al., 1990). O PAF foi capaz de induzir a inibicao

da agregacdo plaquetaria a partir de sangue total desprovido de leucécitos, o que
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sugere que os PMNs nao estimulados podem liberar um fator que inibe a agregacao
plaguetaria e libera B-tromboglobulina (Zatta et al., 1990).

Outras células inflamatérias, como leucécitos mononucleares, também inibem a
agregacao plaquetaria em PL induzida por trombina e colageno (59% e 31%,
respectivamente) (Schattner et al., 1990).

A agregacao plaquetéria induzida por diferentes agonistas foi inibida apés a
incubacdo das plaquetas com quantidades crescentes da fragdo citosdlica de
eosinofilos. O efeito maximo de inibigéo foi observado numa concentragdo de 1,25 x 10°
células/mL com o agonista PAF, levando em consideracdo que o PAF é considerado
um fraco agonista plaquetario (Pelagalli et al., 2002). Doses mais altas da fracéao
citosélica de eosinéfilos (5 x 108 células/mL) foram necessarias para inibir 100% de
agregacao quando utilizado o agonista colageno. Em estudos com neutréfilos, apenas
2,5 x 10° células/mL foram suficientes para causar 100% de inibicdo, no entanto, com
LMs, 16 x 10° células/mL sdo necessdrias para causar inibicio quando o agonista
utilizado € o colageno (Schattner et al,, 1990; Schattner et al., 1994). Uma possivel
explicacdo é que proteinas tais como a MBP, podem estar presentes em outros PMNs
(Malik e Batra, 2012).

Como o 6xido nitrico pode inibir a agregacdo de plaquetas (Wallis, 2005),
testamos a possibilidade de que o efeito inibitério tenha ocorrido devido a presenca de
secrecao de NO pelos eosindfilos (Rimele et al., 1988; Persson et al., 2001). O NO
derivado de PMNs €& um inibidor da agregacdo de plaquetas (Mccall et al., 1989;
Salvemini et al., 1989). Esta hipotese foi descartada, primeiro pelo fato de que o NO é
uma molécula muito instavel em solugdo aquosa, além disso, pré-incubamos a fragao

citosolica de eosinofilos com L-NAME, um inibidor da sintese de NO. Em PL, o efeito
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inibitério ndo foi inibido de forma significativa pela prévia incubacao da fragao citosélica
de eosindfilos com L-NAME. Em nossos experimentos, concentracées de 0,1 e 1 mM
de L-NAME também foram adicionadas para inibir a producao de NO pelas plaquetas, e
nossos resultados sugerem que o efeito de inibicao da fracédo citosélica de eosindfilos
nao ocorre exclusivamente através da via do NO, no entanto, sdo necessarios mais
estudos a fim de investigar este mecanismo de inibi¢&o.

O aquecimento a 100 °C das substancias contidas na fracao citosdlica de
eosindéfilos ndo causaram a inibicao da agregacao plaquetaria, demonstrando que ha o
envolvimento de proteinas termossensiveis neste processo.

A andlise por espectrometria de massa indica a existéncia de proteinas
catibnicas conhecidas na fracdo citosdlica de eosindfilos ativa (pico P-Il da Gel
filtracdo). No entanto, essas medidas da massa intacta ndo podem ser utilizadas
isoladamente para identificar as proteinas, mais ensaios de espectrometria de massa
ou ensaios imunolégicos sdo necessarios para caracterizar completamente a fracao de
proteina ativa. Sabe-se que estas proteinas apresentam diversas formas de glicosilacao
(Peterson, Jornvall e Venge, 1988; Rosenberg e Tiffany, 1994; Kita, 2011) e esta
diferenca pode ser critica na regulagédo das suas fungdes bioldgicas (Venge et al., 1999;
Boix et al., 2001).

A quantidade de material analisada nao foi suficiente para realizar o
sequenciamento dos peptideos no Q-TOF. Um fator complicador na analise foi a
propriedade que as cadeias polipeptidicas presentes nesta fragdo tem de formar
agregados insoluveis, provavelmente devido a sua alta densidade de cargas. Novas
tentativas foram feitas de se acumular mais material e utilizar condi¢ées que evitem a

formagcao destes agregados. No entanto, para isso seria necessaria a obtencao de
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maior quantidade de material e a dificuldade nesta etapa foi a de que o rendimento por
animal é muito pequeno, o que torna necessario o sacrificio de um numero muito
grande de ratos.

Com o objetivo de verificar se 0 mesmo fator com a atividade inibitéria sobre a
agregacao plaquetéria identificado na fragéo citosolica de eosindfilos de ratos estava
presente, também, em eosindéfilos humanos, optou-se por utilizar um sistema de
diferenciacao celular in vitro. A similaridade do efeito observado sobre a agregacao
plaguetaria da fracdo citosoélica de células da linhagem HL-60 clone 15 apds
diferenciacdo em eosindfilos, quando comparado ao obtido com a fracdo citosélica
obtido de células isoladas de ratos, mostrou que esta era uma alternativa viavel.

As células da linhagem HL-60 se diferenciam primeiramente em eosinéfilos em
vez de neutréfilos quando cultivados com acido butirico, se tiverem previamente sido
cultivados sob condicdes alcalinas (pH 7,6) (Fischkoff, 1988). Sabe-se que células HL-
60 cultivadas na presenca de 0,5 mM de acido butirico durante 5 dias conduz ao
processo de diferenciacdo e aumenta drasticamente a expressdao dos genes da
peroxidase do eosindfilo (EPO) e da proteina basica principal (MBP) dos eosindfilos,
que é semelhante ao obtido quando induzida a diferenciacao celular com interleucina-5
(IL-5), interferon-gama (IFN-y; 100 U/mL) e com o fator de necrose tumoral alfa (TNF-q;
1000 U/mL) (Lopez, Newburger e Condino-Neto, 2003). Quando realizado um RT-PCR,
utilizando iniciadores especificos para as proteinas EPO e MBP, este demonstrou que
durante a diferenciacdo com 0,5 mM de acido butirico, durante 7 dias, a expressao de
MRNA destas proteinas € drasticamente aumentada (Lopez, Newburger e Condino-

Neto, 2003).
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Os resultados demonstraram que as células HL-60 foram efetivamente
diferenciadas em eosindfilos, e a expressdo de proteinas catibnicas foi
significativamente aumentada.

A cinética de diferenciacdo das células HL-60 em eosindfilos foi paralelo ao
aumento do efeito de inibicdo da agregacao plaquetaria, indicando que o aparecimento
de proteinas especificas dos eosinéfilos pode ser responsavel por esta atividade.

A atividade da proteina EPO foi descartada pois o seu peso molecular nao se
encaixa com o das proteinas contidas na fragao ativa.

Para confirmar se uma das proteinas catibnicas dos eosino6filos pode ser
efetivamente responsavel pelo efeito da inibicado da agregacao plaquetaria, utilizou-se a
proteina de ECP pura nos testes de agregacdo. Os resultados demonstram que a
proteina de ECP provoca uma inibicdo da agregacdo plaquetaria em PRP, e esta
inibicado é tempo-dependente. Este percentual de inibicao, 54,33 + 11,68% € menor do
gue o observado com a fragao citosélica do eosindfilo, isto pode ser devido ao fato de
que o ADP é considerado um forte agonista plaquetario, enquanto que o PAF é
considerado um fraco agonista plaquetario.

Em PL, a inibicao da agregacao plaquetaria foi maior do que em PRP, 74 +
33,8%, e esta inibicdo também ocorreu de maneira tempo-dependente.

Decidiu-se verificar se o efeito de inibicdo da agregacao plaquetaria poderia estar
ocorrendo devido a citotoxicidade da proteina ECP, e por esta razdo avaliou-se a
viabilidade celular utilizando o ensaio de MTT. Observou-se que o efeito de inibicdo da
proteina observado na agregacédo plaquetaria € devido a algum mecanismo exercido
pela proteina sobre as plaquetas e ndo uma inibicdo observada através da morte das

plaguetas.
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Outros autores demonstraram que existe uma associagdo positiva entre a
ativagdo de plaquetas e ativacdo de eosindfilos nas vias respiratérias humanas de
individuos com asma (Benton et al,, 2010). Neste estudo, eles demonstraram uma
associacao positiva entre a P-selectina e a proteina ECP, ambos marcadores de
plaguetas e eosindfilos, respectivamente. A concentracdo da proteina ECP encontrada
em amostras de lavado nasal foi de 11,6 ng/mL (Benton et al, 2010). Esta
concentracdo é muito proxima da utilizada para testar a inibicao da agregacao
plaquetaria em PL.

A fim de verificar se o fator inibidor da agregacédo plaquetaria presente nos
eosinofilos ainda poderia estar relacionado as outras das quatro principais proteinas,
partiu-se para a clonagem dessas proteinas em sistema eucarioto. Além disso, a
clonagem das proteinas permite iniciar a producdo de cDNAs mutantes para a
proteinas de interesse, utilizando técnicas de biologia molecular, como a mutagao sitio-
dirigida, a fim de obter a expressao de variantes das proteinas. Desta forma, poderia-se
identificar dominios essenciais para a atividade sobre a agregacao plaquetaria.

Selecionou-se alguns primers para dar inicio a amplificacgdo do cDNAs das
proteinas eosinofilicas e na analise por PCR e pode-se verificar que a amplificagao do
cDNA para a proteina MBP ocorreu de forma correta.

No caso da proteina EPO, a amplificagdo do cDNA nao foi satisfatéria. Isso pode
ser devido ao fato da EPO ser a maior proteina presente nos granulos dos eosindfilos e
o fragmento esperado ser longo demais para uma reacao simples de PCR. Nesta etapa
optou-se por nao dar continuidade a clonagem desta proteina, pois além das
dificuldades encontradas, ela possui peso molecular superior a das outras principais

proteinas do eosindfilo e a cromatografia em Sephadex G-75 ja havia demonstrado que
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o fator inibidor da agregacao plaquetaria se concentrou no ultimo pico, demonstrando
um peso molecular mais baixo, ndo correspondente com o tamanho da proteina EPO.

Como as proteinas ECP e EDN sao altamente homoélogas, com 37 dos 57
primeiros aminoacidos idénticos, utilizaou-se trés sequéncias de primers para amplificar
o fragmento de DNA correspondente, e apenas um deles foi utilizado nas reacdes
subsequentes, pois as demais amplificaram muitos produtos inespecificos.

Ao analisar-se por eletroforese em gel de agarose o RNA utilizado na obtencao
do cDNA das proteinas de interesse, assim como o plasmideo pcDNA3.1+, clivado ou
néao, pode-se confirmar a integridade dos materiais utilizados, assim como a correta
amplificagcdo do cDNA para as proteinas.

A Transformagéo foi realizada com sucesso e obteve-se o crescimento de varias
colbnias. Escolheu-se algumas amostras e as submeteram ao seqlienciamento a fim de
identificar as proteinas obtidas nesta etapa (clonagem). O sequenciamento foi
satisfatorio e pode-se confirmar que os clones obtidos apresentam 91% de identidade
com a proteina MBP e 97% de identidade com a proteina EDN.

Utilizou-se para a transfeccao das proteinas as células U937. Ao testar a fragao
citosolica dessas células contendo o cDNA para as proteinas MBP e EDN pode-se
observar que este tipo celular possui um discreto efeito de inibicdo da agregacéao
plaquetaria, bem como a proteina MBP, J& a proteina EDN, apresenta o efeito de
inibicdo da agregacao plaquetaria significativa, quando comparado com as células
U937 nao transfectada. Este resultado sugere que as proteinas EDN e ECP devem
compartilhar a mesma regido responsavel pela atividade de inibicdo da agregacao

plagquetaria observada no presente estudo, ja que essas proteinas sdo homélogas.
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As proteinas MBP e EPO foram descritas como fortes agonistas plaquetarios,
induzindo a secrecao de granulos (Rohrbach et al., 1990). No entanto, até o momento
nao ha relatos na literatura da atividade antiagregante de alguma das proteinas
granulares de eosindfilos. Estas proteinas foram classificadas como agonistas
plaguetarios com um mecanismo distinto de ativacdo. Ambas MBP e EPO provocam
uma secrecao dose-dependente de 5-HT plaquetario em suspensdes de plaquetas
mesmo na presenca de 10 uM de indometacina. As proteinas EDN e ECP liberam
baixas quantidades de 5-HT, e esta observacao sugere que a liberacdo de 5-HT néo é
devido a propriedade altamente catibnica destas proteinas, ja que as proteinas EDN e
ECP possuem pl essencialmente idénticos (Rohrbach et al., 1990).

Este trabalho em conjunto com os resultados reportados por outros autores
destacam a contribuicdo de proteinas catibnicas dos eosinéfilos na regulacdo da
agregacao plaquetaria. Mais estudos sdo necessarios para caracterizar os mecanismos
de acado envolvidos nos efeitos observados e com isso ajudar no tratamento de
individuos com eosinofilia, que apresentam uma clara evidéncia de alteragcbes na

hemostase.
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12. CONCLUSAO

Em concluséao, este trabalho descreve uma atividade inibitéria do eosinéfilo na
agregacao plaquetaria humana in vitro. Os resultados apresentados mostram uma nova
evidéncia da relacdo entre eosinodfilos e plaquetas. Além disso, também foi
demonstrado que uma das proteinas do eosinéfilo, a ECP, pode ser potencialmente
responsavel pelo efeito de inibicado da agregacao plaquetaria observados em individuos
com doencas associadas a eosinofilia. Novas investigacdes ainda sao necessarias para
elucidar os mecanismos envolvidos na inibicdo da agregacao plaquetaria e se outras
proteinas presentes nos eosinodfilos também possam ter o mesmo tipo de atividade
inibitéria, como por exemplo, a proteina EDN, que é altamente homoéloga a proteina
ECP.

Os resultados apresentados sdo importantes para o esclarecimento da interacao

do eosindfilo com as plaquetas na inflamacao.
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