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RESUMO

O estado homozigoto para hemoglobina S ¢ denominado anemia falciforme. A
inflamagdo tem papel importante no processo de vaso-oclusivo nesta doenca; leucocitos,
citocinas pro-inflamatorias e moléculas de adesdo estdo aumentados no sangue periférico
dos pacientes com anemia falciforme. A leucocitose esta associada com a morbidade e
mortalidade nestes pacientes. Além disso, os neutrdfilos de pacientes com anemia
falciforme apresentam aumento nas propriedades adesivas e quimiotaticas. No entanto, ha
poucas evidéncias sobre as possiveis alteracdes funcionais dos eosinofilos e na producao de
mediadores derivados destas células. Os eosinéfilos participam intensamente de processos
inflamatorios das vias aéreas, sdo numericamente maiores € apresentam propriedades
adesivas aumentadas na anemia falciforme. Os pulmdes sdo particularmente vulnerdveis
aos eventos vaso-oclusivos na anemia falciforme e as complicagdes pulmonares sdo as
principais causas de morte e a segunda causa mais comum de hospitalizagdo em pacientes
com esta doenca. Atualmente a hidroxiureia € o inico medicamento utilizado no tratamento
das manifestagdes clinicas da anemia falciforme, por aumentar os niveis de Hb fetal,
reduzindo a polimerizagdo da hemoglobina S, a neutrofilia e algumas complicag¢des
associadas ao fenomeno vaso-oclusivo. Considerando a escassez de estudos que avaliaram
a participagdo dos eosindfilos na fisiopatologia da anemia falciforme, este projeto visou
comparar as propriedades adesivas, a capacidade quimiotdtica, a desgranulagdo e a
produgdo de mediadores em eosinéfilos de pacientes com anemia falciforme. Além disso,
foi investigado se o tratamento com hidroxiureia interfere nas fungdes dos eosinofilos.
Amostras de sangue periférico de pacientes com anemia falciforme foram analisadas e
demonstraram maior numero absoluto de eosindfilos comparados aos pacientes sem o
tratamento com hidroxiureia e aos individuos controle. A adesdo basal dos eosindfilos de
pacientes tratados com hidroxiureia confirmamos que estas células sdo mais aderentes a
fibronectina que os eosinofilos de pacientes com anemia falciforme sem o mesmo tratamento e
de individuos controle. Além disso, ndo foi observada nenhuma alteracdo na adesdo destas
células quando estimulada com quimiocinas (RANTES, Eotaxina, IL-5). A citometria de fluxo

foi utilizada para comparar a expressdo e ativagdo das principais moléculas de adesdo nestes

eosinofilos, e identificou-se um aumento de expressdo da subunidade a da integrina MAC-1 de

ix



pacientes com anemia falciforme sem tratamento com hidroxiureia. Os eosinofilos de pacientes
com anemia falciforme em tratamento ou ndo com hidroxiureia apresentaram maior capacidade
de migragdo espontidnea e em resposta aos agentes quimiotaticos (RANTES, Eotaxina, IL-5).
Além disso, estes pacientes apresentaram niveis séricos e plasmaticos de RANTES e de
Eotaxina-1 elevados. Os eosinofilos de pacientes com anemia falciforme apresentaram maior
desgranulagdo, consequentemente liberou maior quantidade de peroxidase eosinofilica e de
neurotoxina derivada dos eosinofilos que os pacientes que foram tratados com hidroxiureia e
aos individuos controle, mas a co-incubacdo com RANTES, Eotaxina e IL-5 ndo alterou esta
resposta. Por fim foi observado aumento na produgao de espécies reativas de oxigénio nestes
pacientes. No conjunto, nossos resultados sugerem que os eosinofilos contribuem

significativamente para o processo de vaso-oclusdao observado na anemia falciforme.




ABSTRACT

Sickle cell anemia is the homozygous state for hemoglobin S. Inflammation plays
an important role in the vaso-occlusive process of the disease, where leukocytes,
proinflammatory cytokines and adhesion molecules are increased in the peripheral blood of
patients with sickle cell anemia. Leukocytosis is associated with morbidity and mortality in
these patients. Moreover, neutrophils from sickle cell patients show increased chemotactic
and adhesive properties. However, there is little evidence about the possible functional
changes in eosinophils and production of mediators derived from these cells. The
eosinophils are involved in airway inflammatory processes and are numerically larger and
have increased adhesive properties in sickle cell anemia. The lungs are particularly
vulnerable to vaso-occlusive events in sickle cell anemia and pulmonary complications are
the leading causes of death and second most common cause of hospitalization in these
patients. Hydroxyurea is currently the only drug used to treat the clinical manifestations of
sickle cell anemia by increasing the levels of fetal hemoglobin, reducing the hemoglobin S
polymerization, neutrophils and some complications associated with vaso-occlusive
phenomenon. Considering the scarcity of studies that have evaluated the role of eosinophils
in the pathophysiology of sickle cell anemia, this project aimed to compare the adhesive
properties, chemotaxis capacity, degranulation and production of mediators in eosinophils
of patients with sickle cell anemia. Furthermore, we investigated whether treatment with
hydroxyurea interferes with the function of eosinophils. Blood samples from patients with
sickle cell anemia were analyzed and showed higher absolute number of eosinophils
compared with patients without treatment with hydroxyurea and control subjects. The basal
adhesion of eosinophils from patients treated with hydroxyurea confirmed that these cells
are more adhesive to fibronectin than eosinophils of patients with sickle cell disease
without the same treatment and control subjects. Moreover, there was no change in the
adhesion of these cells when stimulated with chemokines (RANTES, Eotaxin, IL-5). Flow
cytometry was used to compare the expression and activation of major adhesion molecules
in these eosinophils, and we identified an increased expression of o subunit of integrin
Mac-1 in patients with sickle cell disease without treatment with hydroxyurea. Eosinophils

from patients with sickle cell disease, treated or not with hydroxyurea, had a higher
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capacity for spontaneous migration and chemotaxis in response to chemotactic agents
(RANTES, Eotaxin, IL-5). Moreover, these patients had higher serum and plasma
RANTES and Eotaxin-1. Eosinophils from patients with sickle cell anemia had increased
degranulation and a consequently higher amount of released eosinophil peroxidase and
eosinophil-derived neurotoxin than patients who were treated with hydroxyurea and control
subjects, but the co-incubation with RANTES, Eotaxin and IL-5 did not alter this response.
Finally, there was an increased production of reactive oxygen species in these patients.
Overall, our results suggest that eosinophils contribute significantly to the process of vaso-

occlusion observed in sickle cell anemia.
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1. Introducao




1. INTRODUCAO

1.1 Anemia Falciforme

A doenga falciforme foi descrita pela primeira vez em 1910, por Herrick, em um
estudante de odontologia que apresentava sintomas pulmonares. Herrick designou o termo
de eritrécitos “peculiarmente alongados e em forma de foice” para descrever o sangue
periférico de um individuo anémico da raga negra. As manifestagcdes clinicas da doenga;
ictericia, complicagdes pulmonares e ulceras de membros inferiores, ja eram conhecidas
séculos antes na Africa Ocidental (Herrck, 1924).

A anemia falciforme originou-se na Africa, devido a imigragao forcada dos escravos
foi trazida as Américas. Atualmente ¢ encontrada em toda a Europa, e em grandes regides
da Asia. No Brasil a distribui¢do da anemia falciforme ¢ heterogénea, sendo mais frequente
na Regido Nordeste onde a propor¢cdo de antepassados negros na populacdo ¢ maior

(Cardoso & Guerreiro, 2006).

1.1.1. Fisiopatologia da Anemia Falciforme

A anemia falciforme ocorre devido uma mutagdo de ponto no cddon 6 do gene da
globina beta, onde uma adenina (A) e substituida por uma timina (T), levando
consequentemente a substituicdo do aminoécido acido glutamico pela valina, resultando na
produ¢do de uma hemoglobina andémala, conhecida como hemoglobina S (HbS) (Shiu,
2000; Serjeant & Serjeant, 2001; Steinberg et al., 2001).

A HbS, quando desoxigenada, tem a capacidade de formar polimeros e causar
deformagdo, enrijecimento e fragilidade das células vermelhas, ocasionando diminuigdo da
vida média das hemacias, fendmenos vaso-oclusivos, episoédios de dor e lesdo de o6rgaos-
alvo (Steinberg, 1999). A concentragao de oxigénio, a concentracdo de HbS, a desidratagao
celular, a presenga de Hb normais, o tempo de circulacdo dos globulos vermelhos na
microcirculagdo, a pressdo, a forca idnica, o pH e a concentragdo intracelular de
hemoglobina fetal (HbF) podem ser considerados fatores importantes para a polimerizacao
dessa hemoglobina (De Franceschi & Corroche, 2004; Stuart & Nagel, 2004).

A polimerizacdo da HbS ¢ o evento fundamental na fisiopatologia da anemia
falciforme (Steinberg et al., 1999). A agregacdo de polimeros de hemoglobina muitas vezes

leva a deformagao eritrocitaria, acredita-se que esta deformacao seja a causa de muitas das
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manifestagdes clinicas da anemia falciforme, como anemia, episodios dolorosos recorrentes
devido as crises vaso-oclusivas, infec¢des, sindrome tordcica aguda, hipertensdo pulmonar,
priapismo, acidente vascular cerebral, osteonecrose, insuficiéncia renal, ulceras de perna,
retinopatias ¢ doencgas cardiacas (Frenette & Atweh, 2007; Steinberg, 2008). Atualmente ¢é
reconhecido que a hemolise desempenha um papel significativo na patogénese da doenga,
possivelmente através de reducdo biodisponibilidade do 6xido nitrico (NO) (Madeira et al.,
2008).

A hemoglobina fetal (HbF) interage com outros elementos da hemacia, confere a
essa hemoglobina maior afinidade pelo oxigénio do que a hemoglobina adulta ou
hemoglobina A (HbA) (Ramalho, 1986). Em adultos com perfil eletroforético normal, a
producdo de HbF corresponde menos de 1% do total de hemoglobina. No entanto, os
mecanismos que determinam os niveis de HbF em adultos ndo sdo totalmente conhecidos
(Stoeckert et al., 1994).

Estudos clinicos e epidemiologicos indicam que a concentracdo de HbF ¢ um fator
modulador da gravidade clinica na anemia falciforme. Individuos com baixos niveis de
HbF possuem uma apresentacao clinica mais grave,resultando em crises de dor frequentes,
episodios de sindrome toracica aguda e maiores indices de mortalidade, do que os pacientes

com altos niveis de HbF (De Franceschi & Corrocher, 2004).
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Figura 1: Fisiopatologia da Anemia Falciforme. A sintese de hemoglobina S ¢ resultado
de uma muta¢do de ponto, que quando desoxigenada forma polimeros no interior das
hemaécias, deformando-a e tornando-a rigida as (formato de foice). As hemadcias, neutréfilos
e reticuldcitos participam do processo de vaso-oclusdo, além da hemolise intravascular de
hemadcias, sdo eventos que caracterizam a anemia falciforme. (Adaptado do: Steinberg;

Trends Pharm Sci, 2006)
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1.1.2. Vaso-oclusao

A vaso-oclusdo ¢ a maior causa de morbidade nos pacientes com anemia falciforme
e acontece principalmente em 6rgdos com circulagdo sinuosa, onde o fluxo de sangue e
lento, a tensdo de oxigénio ¢ baixa, ou ainda, naqueles 6rgdos onde ha um suprimento
sanguineo arterial terminal limitado. A hipoxia decorrente da obstrugdo vascular leva a
infartos teciduais e proporciona crises de dor ou danos teciduais cronicos (Labie & Elion,
1999).

Embora alguns pesquisadores concordem que o aumento da ligacdo entre os
eritrocitos falcizados ao endotélio vascular seja um importante fator no processo de vaso-
oclusdo, 0s mecanismos responsaveis por este processo na anemia falciforme sao
complexos e ainda ndo foram totalmente elucidados (Hebbel, 1997).

Os pacientes com anemia falciforme apresentam aumento na contagem de
leucdcitos, das citocinas e das moléculas de adesdo (Stuart & Setty, 1999). Além disso,
células endoteliais circulantes, leucécitos e plaquetas encontram-se ativados no sangue
periférico (Belcher et al., 2003).

Acredita-se que o processo vaso-oclusivo resulte de um complexo cendrio
envolvendo interagdes de diferentes tipos celulares, incluindo células falcizadas densas e
desidratadas, reticulocitos, leucocitos ativados, células endoteliais anormalmente ativadas
(Solovey et al., 1997), plaquetas e proteinas plasmaticas (Chiang & Frenette, 2005;
Franceschi & Corrocher, 2004; Kasschau et al., 1996). Eventos vaso-oclusivos recorrentes,
processos de isquemia-reperfusdo e consequente ativacao do endotéio vascular e injuria,
induzem a continuas respostas inflamatérias na doenga falciforme, que se propagam por
niveis elevados de citocinas inflamatorias, diminuicdo da biodisponibilidade do 6xido
nitrico e estresse oxidadivo (Conran et al., 2009).

O papel do processo inflamatdrio na anemia falciforme pode ser mais amplamente
investigado com o desenvolvimento de camundongos transgénicos portadores de HbS.
Utilizando a técnica de microscopia intravital em vénulas do cremaster de camundongos
que expressam genes humanos da globina 3 (Trudel et al., 1994; Paszty et al., 1997). Sabe-
se que ap6s um estimulo inflamatério os leucocitos aderem ao endotélio de vénulas pds-
capilares e aos globulos vermelhos circulantes e que a ativagdo do endotélio e a resposta

inflamatoria sdo necessarias para aderéncia dos leucdcitos e consequentemente para a vaso-
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oclusdo. Assim, tanto a adesdo dos leucdcitos ao endotélio como a adesdo dos leucdcitos
aos eritrocitos falcizados desempenham um papel direto no processo vaso-oclusivo.
(Frenette, 2002; Turhan et al., 2002). Dessa forma, sugerindo que os leucécitos tem um
papel importante na vaso-oclusdo e que estas células s3o as iniciadoras desse processo.
Acredita-se que além dos leucocitos, a ativagdo do endotélio vascular por espécies
reativas de oxigénio, adesdo de células irreversivelmente falcizadas e infecgdes que levam a
secrecdo de citocinas inflamatorias, contribuem para o processo de vaso-oclusdo. Estes
fatores de ativacdo podem induzir a expressdo de moléculas de adesdo endotelial e
promover o recrutamento de leucocitos, principalmente dos neutrofilos. Os neutréfilos
tendem a se aderir ao endotélio e os eritrocitos falciformes a eles, devido a presenca de
prteinas inflamatorias como: TNF-a, IL-1 e endotelina 1, que contribuem para a ativagao do
endotélio e possibilitam a oclusdo vascular (Frenette, 2002). Pacientes com anemia
falciforme apresentam niveis plasmaticos elevados de TNF-a, IL-8, IL-6 ¢ GM-CSF em
relagdo a individuos normais (Lanaro et al., 2009; Conran et al, 2007), favorecendo a
adesdo celular com consequente vaso-oclusdo. Outras proteinas plasmaticas como a
fibronectina, o fibrinogénio, fator de von Wilebrand e trombospondina estdo relacionadas a
inducdo da adesdo das células falcizadas ao endotélio vascular (Kasschau et al., 1996).

Os neutrofilos de pacientes com anemia falciforme apresentam adesdo aumentada
para fibronectina e endotelina (Kasschau et al. 1996; Fadlon et al., 1998; Assis et al., 2005).
Além disso, sua capacidade quimiotatica estd aumentada nestes pacientes (Canalli et. al,
2007). A contagem de neutrofilos no sangue periférico tem relagdo direta com a gravidade
da doenga e a leucocitose estd associada com alto relato de mortalidade (Platt et al., 1994;
Anyaegbu et al., 1998; Manadori et al., 2000; Okpala et al., 2002).

Os neutréfilos parecem ser as células mais importantes que participam do processo
de vaso-oclusdo. Embora os eosinofilos e outros tipos celulares como hemacias e plaquetas
também contribuem para esse evento. Canalli et al. (2004) demonstraram que os eosinodfilos
de pacientes com anemia falciforme sdo numericamente maiores e apresentam propriedades
adesivas aumentadas. No entanto, a participa¢do dos eosinofilos nesse processo ainda ndo
esta bem elucidada. Sabe-se que estas células participam de varios processos inflamatorios
cronicos, principalmente relacionados as vias aéreas, como por exemplo a asma, € que os

pulmdes sdo particularmente vulnerdveis aos eventos vaso-oclusivos devido a sua
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anatomia. A inflamac¢do desempenha papel fundamental na asma, no qual citocinas como
eotaxina (CCL11) e seu receptor, CCR3, contribuem no recrutamento dos eosinéfilos para
o pulmao (Flier et al. 2001).

Alguns pesquisadores tem sugerido que a asma ¢ comum entre os pacientes com
anemia falciforme, particularmente em criangas, além disso, tem sido associada a multiplas
complicacdes, incluindo sindrome toracica aguda. As complicacdes pulmonares sdo as
principais causas de morbidade e mortalidade na anemia falciforme e incluem sindrome
toracica aguda (STA), infecgdes e hipertensdo pulmonar. A STA ¢é caracterizada por dor
toracica, febre, hipdxia, dispnéia, infiltrado nos raios X de térax e queda no nivel de
hemoglobina (Platt et al., 1994; Castro et al., 1994).

Criangas com anemia falciforme concomitante com o diagndstico de asma tem o
primeiro episédio de sindrome toracica aguda mais cedo, e apresentam quase o dobro de
episodios de sindrome toracica aguda que os pacientes sem asma (Vij &Machado, 2010).

H4é evidéncias de que a associagdo de varios mecanismos, como incompatibilidade
de ventilacdo e de perfusdo levando a hipoxemia, falcizagdo e inflamagdo, causam aumento
da adesdo de hemdcias ao endotélio vascular, dessa forma, estes pacientes requerem mais
transfusdes e os episodios de dores sdo mais frequentes (Boyd et al., 2007).

Deste modo, a asma ¢ um fator de risco independente para mortalidade em criangas
com anemia falciforme, conferindo duas vezes maior risco de morte (Vij & Machado,

2010).

1.2. Eosindfilos

Os eosindfilos foram descritos pela primeira vez por Paul Ehrlich em 1879, e a
partir desta data tem sido extensivamente estudados (Barthel et al., 2008). Os eosinofilos
sdo leucdcitos multifuncionais envolvidos na patogénese de iniimeros processos
inflamatoérios, incluindo infecgcdes por helmintos, bactérias e virus, lesdo tecidual,
imunidade contra células tumorais, e doencas alérgicas (Gleich & Loegering, 1984; Weller,
1994; Rothenberg, 1998).

Os eosindfilos sdo granulocitos derivados da medula 6ssea a partir de células-tronco
pluripotentes, que a principio se diferenciam em um precursor hibrido com propriedades

comuns de basoéfilos e eosinofilos e, em seguida, em uma linhagem separada de eosinofilos
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(Kroegel et al., 1994; Abbas et al., 2000). A especificagdo da linhagem de eosinofilos deve-
se pela interacdo de trés fatores de transcri¢do, incluindo GATA-1, PU.1, e membros da
C/EBPs (Nerlov & Graf, 1998; Nerlov et al 1998; McNagny & Graf, 2002). Embora estes
fatores de transcri¢do estejam expressos em uma variedade de linhagens hematopoéticas, o
modo pelo qual atuam sobre os eosinofilos ¢ unico (DeKoter & Singh, 2000; Walsh et al,
2002; Du et al., 2002). Ao contrario do que acontece com a maioria das células, GATA-1 e
PU.1 agem como antagonistas, no caso dos eosinofilos exercendo atividade sinérgica na
regulacdo e especificagdo da linhagem eosinofilica.

O desenvolvimento e a diferenciacdo dos eosindfilos acontecem no interior da
medula 6ssea e sao promovidos particularmente por 3 citocinas derivadas de células T: IL-
3, IL-5 e GM-CSF, (Rosenberg et al., 2007). Estas citocinas fornecem sinais permissivos
para proliferacdo e diferenciagdo, seguidos dos sinais instrutivos especificados pelos fatores
de transcri¢do GATA-1,PU.1 e C/EBPs. Destas trés citocinas, acredita-se que a IL-5 seja a
mais especifica para a linhagem eosinofilica pois ¢ responsavel pela diferenciagdo seletiva
destas células, além de estimula a liberacdo de eosindfilos maduros da medula 6ssea para a
circulagdo periférica (Weller, 1997; Lampinem et al., 2004; Weller et al., 2005).

Os eosinodfilos, cujos granulos contem proteinas basicas ricas em argininas
apresentam afinidade a corantes acidos, como a eosina, resultando na coloragdo alaranjada
caracteristica dos granulos citoplasmadticos presentes nestas células, além disso, na espécie
humana os eosindfilos maduros t€ém, geralmente, o nicleo bilobado (Abbas et al., 2000;
Janeway et al. 2007; Roitt et al. 2004).

As proteinas do granulo presentes nesta célula sdo secretadas através de exocitose
regulada e desgranulagdo, e as quatro diferentes populacdes de organelas secretoras sdo:
granulos cristaloides, granulos primarios, pequenos granulos e vesiculas secretoras. A maior
das organelas secretoras sdo os granulos cristaloides (0,5-0,8 mm de didmetro), cuja funcao
¢ armazenar a maioria dos proteinas dos granulos dos eosinofilos, as quais sdo compostas
de quatro proteinas altamente basicas, sdo elas: proteina basica principal (MBP), proteina
cationica eosinofilica (ECP), neurotoxina derivada dos eosindfilos (EDN) e peroxidase
eosinofilica (EPO), (Gleich & Adolphson 1986; Walsh 2001). A proteina basica principal
(MBP) ¢ uma proteina altamente catidnica sintetizado e ¢ expressa como dois homdlogos

diferentes (MBP1 e MBP2), além de ser a mais abundante no eosinofilo (Ackerman et al.
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1983).

Os eosindflos maduros perdem a habilidade de transcrever o RNA mensageiro
(mRNA) e consequentemente de codificar a MBP, o que significa que todas as MBP
armazenadas nos granulos cristaloides sdo sintetizadas no inicio do desenvolvimento dos
eosinofilos, antes da maturagdo (Popken-Harris et al., 1998). A MBP2 ¢ expressa
exclusivamente por eosinodfilos, e pode ser um marcador mais especifico para eosinéfilos
elevados em pacientes com eosinofilia de MBP1 (Plager et al., 2006). A MBP tem se
mostrado citotoxica para as vias aéreas e pode ser, pelo menos parcialmente, responsavel
pelo dano tecidual associado com a infiltragdo de eosinéfilos na mucosa bronquica durante
a asma (Frigas et al., 1980; Hisamatsu et al. 1990; Furuta et al. , 2005).

Outra proteina basica encontrada nos granulos cristaldides ¢ a proteina cationica
eosinofilica (ECP). Ela ¢ um membro da subfamilia de ribonuclease (Rnase) e apresenta
duas isoformas; ECP-1 ¢ ECP-2 (Gleich et al. 1986). ECP ¢ bactericida e promove a
desgranulacdo dos mastocitos, € ¢ toxico para parasitas do tipo helmintos (Gleich et al
1986.; Lehrer et al. , 1989).

Um segundo membro da subfamilia de ribonuclease e terceira proteina encontrada
nos granulos cristaldides ¢ a neurotoxina derivada dos eosinéfilos (EDN). A expressao de
EDN nao se restringe aos eosinoOfilos, devido ao fato de ser detectada em células
mononucleares e, possivelmente nos neutrofilos. ECP e EDN apresentam 70% de
homologia, sugerindo que estas proteinas sejam derivadas do mesmo gene durante o
desenvolvimento (Hamann et al. 1990). Esta proteina esta relacionada com a atividade
antiviral nas infecgdes respiratorias (Rosenberg & Domachowske 2001).

A quarta proteina encontrada nos granulos dos eosinofilos ¢ a peroxidase
eosinofilica (EPO). A EPO tem 68% de sua sequéncia idéntica a mieloperoxidase de
neutréfilos, sugerindo que uma familia multigénica pode ter desenvolvido através de
duplicagdo de genes (Ten et al 1989; Hamann et al., 1991). O papel funcional da EPO esta
associado com a morte bacteriana. A EPO catalisa a peroxidacdo lipidica e a oxidagdo de
haletos (tais como o cloreto, brometo e iodeto) e pseudohalides (tiocianato) presentes no
plasma, juntamente com peroxido de hidrogénio gerado pela dismutagdo do superdxido
produzido durante a respiracao (Weiss et al, 1986; Mayeno et al 1989; Thomas et al., 1995).

Os eosindfilos sdo capazes de produzir anion de superdxido, devido a presenga do
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complexo enzimatico se localiza na superficie da célula e essa proteina ¢ responsavel pela
geracdo de estresse oxidativo (Someya et al. 1997).

Em resposta a diversos estimulos, os eosindfilos sdo recrutados da circulagdo para o
local de inflamagao, onde modulam a resposta imune por uma sériec de mecanismos. A
migracao de eosinofilos para o tecido inflamado ¢ um processo complexo, regulado por
numerosos fatores, incluindo citocinas (em particular, aquelas provenientes das células Th2
e células endoteliais, tais como: IL-4, IL-5 e IL-13), quimiocinas (RANTES/CCL5 e
eotaxinas/CCL11), 6xido nitrico (NO) e interacdes de moléculas de adesdo. As interacdes
ocorrem ndo sO entre células, mas também entre células e elementos da matriz extracelular
que podem levar a ativacao de receptores, por citocinas, imunoglobulinas e complemento,
acarretando a secrecdo de citocinas pro-inflamatdrias, como a interleucina (IL) IL-2, IL-4,
IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, IL-16, IL-18, e fator transformador de crescimento (TGF)-a/p,
quimiocinas como RANTES e eotaxina-1, e mediadores lipidicos, como o fator de ativacao
plaquetaria (PAF) e leucotrienos (LT) C4 (Kita, 1996; Conran et al, 2001; Gonlugur &
Efeoglu, 2004).

Essas moléculas tém efeitos pro-inflamatorios que incluem a alta regulacdo de
mecanismo de adesdo, a modulacdo do trafico de células, ativagdo e regulacdo da
permeabilidade vascular, secre¢do de muco e constricdo do musculo liso. Além disso, os
eosinodfilos podem desencadear o antigeno especifico nas respostas imunes, agindo como
células apresentadoras de antigenos, e servir como células efetoras importantes, induzindo
lesdo e disfuncdo tecidual causadas pela liberagdo de proteinas toxicas dos granulos e
mediadores lipidicos (Gleich & Adolphson 1986).

A transmigracdo dos eosinéfilos através do endotélio vascular envolve vdrias etapas:
rolamento, adesdo reversivel, adesdo firme e migracao transendotelial (Wardlaw et al. 1994;
Wardlaw 2000). A etapa inicial do rolamento ¢ regulada pelas selectinas e seus coligantes
expressos no endotélio (Ebnet et al. 1996; Wardlaw 1999). Os ecosindfilos expressam
constitutivamente a L-seletina, molécula de adesdo responséavel pelo rolamento das células
no endotélio in vivo (Georas et al. 1992; Sriramarao et al. 1994). Os ligantes para a L-
selectina incluem CD34 ¢ MadCAM-1 expressos no endotélio (Berg et al. 1993).0s
eosinofilos também expressam CD-162 (P-selectin glycoprotein ligand-1 ou PSGL-1) e

sialyl-Lewis (CD15s) que interagem com E-selectina e P-selectina e regulam a adesdo dos
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eosinofilos ao endotélio (Symon et al. 1996).

Quando as células endoteliais sdo expostas as citocinas inflamatdrias como IL-1,
TNF-a e IL-4, a expressdo de ICAM-1 e VCAM-1 sdo aumentadas. A adesdo firme dos
eosinofilos e a transmigra¢do através do epitélio vascular nos tecidos ¢ regulada pela
interacdo de quimiocinas, citocinas, moléculas de adesdo (selectinas e integrinas) e
receptores de integrinas (VCAM-1; MAdCAM-1 e ICAM-1) expressas nas células
endoteliais (Kunkel & Butcher 2002; Hogan et al. 2004).

As integrinas sdo proteinas de superficie celular heterodimeras, constituidas por 2
cadeias polipeptidicas o e B e os eosindfilos expressam membros das familias B1 (a4 Bl e
a6 B1), B2 (oL B2, aMP2, e aD B2) e a7 (a4 B7) (Georas et al. 1993; Grayson et al. 1998;
Tachimoto & Bochner 2000; Bochner & Schleimer 2001; Tachimoto et al. 2002). A
interacdo especifica das integrinas com os receptores da adesao (VCAM-1, MAdCAM-1,
ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3 e fibrinogénio) facilita a migragdo dos eosindfilos para os
tecidos durante a inflamagdo, por exemplo, no recrutamento dos eosinéfilos ao sitio de
inflamagao alérgica na pele e no pulmao ¢ regulado pela VLA-4 (04p1)/VCAM-1 (Weg et
al. 1993; Abraham et al. 1994; Nakajima et al. 1994; Pretolani et al. 1994; Gonzalo et al.
1996).

O processo de migracdo dos eosindfilos para o local da injtria tecidual envolve a
liberacdo de citocinas (IL-4, IL-5 e IL-13), moléculas de adesdo (integrinas B1, 2 e B7) e
quimiocinas (RANTES e as eotaxinas). Desde a ltima década as substincias quimiotaticas
para os eosinodfilos eram o PAF e C5a, que também ativam neutrofilos. Em 1992, foi
identificada a RANTES (CCL5), membro da familia de peptideos quimiotaticos
denominados quimiocinas, sendo um efetivo quimioatraente para os eosindfilos e ndo para
os neutrofilos. Apos a descoberta da RANTES outras substincias quimiotaticas seletivas
para os eosindfilos foram identificadas e incluem a eotaxina 1 (CCLI11), 2 (CCL24) e 3
(CCL26) e as proteinas quimioatraentes 2, 3 e 4 (Teran, 2000; Wardlam, 2000).

Essas quimiocinas também promovem a ativagdo e designam a fungdo dos
eosindfilos, por exemplo RANTES e eotaxina-1 promovem a ativagdo celular € modulam
burst respiratorio (Elsner et al. 1997, 1999). Essas quimiocinas interagem com o0s
receptores CCR3 presentes nos eosindfilos, e em menor grau, com os receptores CCRS

(Elsner et al. 1997, 1999).
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Figura 2: Representacdo esquematica do trafego dos eosinéfilos. Os eosinofilos sdo
células originadas na medula 6ssea, a partir de uma célula pluripotente que sofre
diferenciagdo sob controle de fatores de transcrigdo, tais como: GATA-1, PU.1 ¢ ¢/ EBP.
Além dos fatores de transcrigcdo, a diferenciagdo dos eosindfilos sofrem influéncias de
citocinas como: IL-3, IL-5 e GM-CSF. A migracdo dos eosinofilos ¢ regulada
principalmente pela IL-5. Posteriormente, os eosinofilos interagem com o endotélio, um
processo que ocorre em varias etapas; adesdo, rolamento e diapedese. O extravasamento
dos eosindfilos do endotélio para os oOrgdos alvos é coordenado pelas quimiocinas,
moléculas de adesdo dos eosinodfilos e receptores de moléculas de adesdo presente no

endotélio. (Adaptado de Rothenberg & Hogan, 2006)
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1.3. Hidroxiureia e oxido nitrico

O uso da hidroxiureia foi aprovado pela U.S. Food and Drug Administration para
utilizacdo em adultos com anemia falciforme e ¢ atualmente o inico medicamento utilizado
para tratamento das manifestacdes clinicas da doenca, melhorando as variaveis
hematoldgicas e diminuindo as internagdes (Brawley et al., 2007; Conran & Costa, 2009).
Esse agente quimioterdpico ¢ capaz de diminuir a frequéncia de crises vaso-oclusivas,
sindrome toréacica aguda, necessidade de transfusdes e a mortalidade (Charache et al., 1995;
Nahavandi et al., 2002).

A hidroxiureia tem despertando interesses cientificos e clinicos ha mais de 100 anos.
Este farmaco ¢ usado no tratamento de intimeras doencas como doencgas reumaticas,
neoplasicas, HIV e hematologicas. E um medicamento de facil administracdo, baixa
toxicidade, baixo custo, tendo sua multiplicidade de efeitos que asseguram um lugar para a
terapia com hidroxiureia por muitos anos. Somente nos Gtimos 25 anos a hidroxiureia tem
sido utilizada no tratamento de pacientes com anemia falciforme (Navarra & Preziosi,
1999; Stevens , 1999; Ware &, Aygun, 2009).

Ha evidéncias de que o mecanismo pelo qual a hidroxiureia induz o aumento de
HbF e reduz a contagem de células brancas, ¢ mediado pela inativagdo de um radical tirosil
em ribonuclease reductase (Lassmann et al., 1992; Yarbro et al., 1992), um efeito que
poderia ser mediado pelo 6xido nitrico (NO) (Knon et al., 1991; Lepoivre et al., 1994) e
nitrovasodilatadores (Bundy et al., 1999). O aumento da concentracdo de HbF diminui a
polimerizacdo da HbS que consequentemente diminui a falcizagdo e a hemdlise
intravascular, que por sua vez, diminui a ativagdo endotelial e 0 consumo de NO nos vasos
sanguineos. O tratamento cronico com hidroxiureia leva a uma diminui¢do global da
expressdo de proteinas de superficie dos neutrofilos, mondcitos e linfocitos (Okpala, 2006),
reduzindo também a contagem de neutréfilos, uma vez que altos niveis de células brancas
sdao um indicativo dos eventos adversos em pacientes com anemia falciforme (Castro et al.,
1994).

A farmacodindmica da hidroxiureia possibilita que ela seja uma doadora de NO e
também uma estimuladora da produc¢ao de NO devido ao tempo de meia vida de 6 horas
(Rodriguez et al., 1998).

Gladwin et al. (2002) relataram que a terapia com hidroxiureia promove a formagao

1. Introdugdo
32



intravascular e intraeritrocitaria de NO e esse aumento € responsavel por aumentar os niveis
de HbF. Em estudo recente foi demonstrado que a adesdo de neutrdfilos a fibronectina e ao
ICAM-1 ¢ significativamente diminuida apresentando niveis de adesdo semelhantes a
adesdo de neutréfilos de individuos sadios (Canalli et al., 2008). Além disso, os niveis
plasmaticos e a expressdao génica de citocinas ¢ mediadores inflamatérios ¢ menor nos
leucocitos de pacientes tratados com hidroxiureia quando comparados com os individuos
sem tratamentos (Lanaro et al., 2009). No entanto, pouco se sabe sobre as possiveis
alteracdes na func¢do dos eosinoéfilos e producao de mediadores derivados dessas células na
anemia falciforme. Desse modo, ¢ de fundamental importincia avaliar as alteragdes
envolvidas na ativagdo dos eosinofilos em pacientes com anemia falciforme, uma vez que
esta célula participa da maioria dos processos inflamatorios, principalmente associados a
doengas pulmonares, sendo as complicagdes pulmonares que consistem em uma importante

causa de morbidade ¢ mortalidade nesta doenga.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Este trabalho teve por objetivo comparar as propriedades adesivas, a capacidade
quimiotatica e a desgranulagao dos eosinéfilos de pacientes com anemia falciforme tratados

com hidroxiureia e ndo tratados com hidroxiureia e em individuos controle.

2.2 Objetivos especificos

I. Comparar o numero absoluto de eosinofilos no sangue periférico em amostras
deindividuos controle, pacientes tratados ou nao com hidroxiureia;

II. Comparar a adesdo in vitro basal e estimulada com RANTES, Eotaxina e IL-5 de
cosinofilos a fibronectina utilizando a técnica de adesao estatica;

ITII. Determinar a expressdo das moléculas de adesdo Mac-1 e VLA-4 na superficie dos
eosinofilos;

IV. Avaliar a capacidade quimiotatica basal e estimulada com RANTES, Eotaxina e IL-5
dos eosinofilos;

V. Determinar a concentracdo plasmatica de IL-5, eotaxina-1, eotaxina-2, eotaxina-3 e
sérica de RANTES.

VI. Avaliar o processo de desgranulagdo dos eosinofilos;

VII.  Determinar a produgdo de espécie reativa de oxigénio pelos eosinéfilos.
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3. CASUISTICA E METODOS

3.1. Pacientes e controles

Este trabalho de pesquisa foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM) da UNICAMP e aprovado sob o n° 907/2008.
Todos os participantes desse estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE), desse estudo, que também foi aprovado pelo conselho citado.

Para o estudo foram selecionados pacientes homozigotos para HbS atendidos no
Hemocentro da UNICAMP. O diagnostico foi comprovado através de eletroforese de
hemoglobina e cromatografia liquida de alta pressao (HPLC) (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA). Estes pacientes, com anemia falciforme de ambos os sexos, apresentaram idade
entre 18-50 anos, em fase estdvel, na auséncia de infeccdo ou processos inflamatorios, sem
transfusdo sanguinea por pelo menos trés meses e¢ sem crises de dor por este mesmo
periodo e sem ou com terapia com hidroxiureia. O tratamento com hidroxiureia consistiu a
administracdo de uma dosagem de 20-30 mg/kg/dia por pelo menos 3 meses.

As amostras de sangue de individuos controles consistiram de voluntarios sadios,
composto por alunos/funcionarios da UNICAMP, com idade de 18-50 anos que tiveram a
amostra submetida a HPLC para confirmacao da normalidade do padrao eletroforético.

As amostras de sangue de pacientes com anemia falciforme (40ml) e individuos
controles (40ml) foram coletadas em tubo de heparina litica e processadas imediatamente
apos a coleta.

Para cada ensaio foi utilizada nimero diferente de amostras de individuos controle
(AA), pacientes com anemia falciforme (SS) e pacientes com anemia falciforme em terapia

com hidrxiureia (SS+HU).

3.2. Isolamento de eosinofilos

O sangue (40 ml) foi diluido (1:2; v/v) com PBS/BSA/ACD (pH 7,2-7,4). Aliquotas
de 35 ml de sangue diluido foram colocadas sobre 15 ml de solucdo isotonica de Percoll
(9,5 ml de Percoll, 4,0 ml de 4gua e 1,5 ml de solucdo salina de HANKS concentrado 10x;
densidade 1,082 — 0,005 g/ml; pH 7,4; 340 mOs/kg H g; 4°C), a camada de células
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mononucleares foi descartada, e o pellet contendo eritrocitos, neutrofilos e eosinéfilos foi
aspirado e transferido para um tubo limpo. Os eritrocitos foram lisados (15 minutos; 0°C)
por adi¢do de 5 volumes de solucdo isotonica gelada de cloridrato de aménia (NH4CI 155
mM, KHCO; 10 mM e EDTA 0,1 mM) para 1 volume do pellet.

Apos a lise, a suspensao celular foi centrifugada (10 minutos; 500 x g; 4°C) e o
pellet resultante foi lavado 1x (10 minutos; 500 x g; 4°C) em PBS. Em seguida, foi feita a

contagem de células (corante Turk) em camara de Neubauer.

3.2.1. Separac¢io imunomagnética de eosinofilos

Para a separacdo dos eosinofilos foi utilizado o sistema magnético de separagao
celular (MACS; Miltenyi Biotec, Alemanha; e Becton-Dickinson, Reino Unido) para
separar eosinofilos, conforme descrito por Hansel e colaboradores (1991). A coluna
magnética presa ao ima foi lavada 4x com PBS/BSA/ACD em seguida, a mistura de
neutréfilos/eosinodfilos foi incubada com microbeads revestidos com anticorpo anti-CD16,
por 30 minutos (6- 12°C; 32 pl microbeads / 5x10"células). PBS/BSA/ACD (q.s.p. 1ml) foi
adicionado a suspensdo de células, a qual foi transferida para o alto da coluna, sob campo
magnético. Apos a passagem da suspensdo celular na coluna, mais 3 volumes (1ml) de
tampao PBS/BSA/ACD foram adicionados. As células CD16" (neutréfilos) permaneceram
presas a coluna, ao passo que as células CD16™ (eosinofilos) foram coletadas (volume de
eluicdo de 8ml). As células CD16  foram centrifugadas (10minutos; 500 x g; 4°C) e
ressuspendidas para contagem.

A determinagdo total de células foi realizada usando-se a camara de Neubauer,
obtendo o numero de células x 10°ml. A confirmagio da separac¢do dos eosinoéfilos foi feita
através de laminas preparadas em citocentrifuga (10 minutos; 2x10°cels/ml; 100 pl; 1800 x
g), e coradas com Pandétipo para determinagdo do diferencial das células em microscopio

optico comum. As células foram ajustadas na concentragao desejada para cada ensaio.

3.3. Adesio de eosinofilos a fibronectina
Placas de 96 pogos foram revestidas com 60 pl de uma solucdo de fibronectina (20
pg/ml em PBS) e incubadas overnight a 4°C. Em seguida, as placas foram lavadas 2 vezes

com 200 pl de PBS e foram tratadas por 1 hora (37°C) com uma solugdo de BSA 0.5% em
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PBS (100 ul/pogo) para bloqueio das ligacdes inespecificas. Apds a incubagdo, as placas
foram novamente lavadas com PBS e deixadas em estufa (37°C) para secagem dos pogos. A
cada pogo foi adicionado 50 pl da suspensdo de cosinéfilos (7x10* celulas/ml), e a placa foi
incubada por 60 minutos em estufa (37°C, 5% CO,) para permitir a adesio das células. As
células nao aderidas foram removidas e a placa foi lavada delicadamente 2 vezes com PBS.
A cada pogo previamente recoberto com fibronectina foi adicionado 50 pl de RPMI e, aos
pogos ndo recobertos, foram adicionadas concentragdes variadas da suspensdo celular
original (em RPMI) para a formacdo de uma curva padrio de células. A adesdo dos
eosinofilos foi calculada através da medida da atividade da peroxidase eosinofilica (EPO)
das células aderidas (Nagata et al., 1995). Para isso, 50 pl do substrato da EPO (1mM
H,0,, ImM OPD e 0.1% Triton X-100 em tampao Tris, pH 8) foi adicionado a cada poco.
Apo6s 30 minutos de incubacdo a reacdo foi interrompida com a adi¢do de 25 pl de H,SO4
4M. A absorbancia foi medida a 490 nm no leitor de microplaca (Multiscan MS,
Labsystems, USA). A adesao foi calculada através da comparagdo das absorbancias das

amostras (desconhecidas), com a da curva padrao das células.

3.4. Citometria de Fluxo

A expressao das moléculas de adesao (Mac-1 e VLA-4) na superficie dos
eosinofilos foi detectada através da citometria de fluxo. Os experimentos de citometria de
fluxo foram efetuados com eosinofilos isolados de pacientes com anemia falciforme que
estavam ou ndo em uso de hidroxiureia e em individuos controle. A técnica de citometria
de fluxo consiste no reconhecimento de proteinas in situ, utilizando um anticorpo marcado
com um fluorocromo (molécula que emite fluorescéncia quando excitada com o
comprimento de onda apropriado), comumente ficoeritrina (PE) ou Isotiocianato de
fluoresceina (FITC). Este fluorocromo ao ser estimulado por um feixe de laser emite um
foton que € captado por sensores no aparelho (Owens et al., 1995).

Foram utilizados os seguintes anticorpos anti-humanos:
> anti-CD11b conjugado ao fluorocromo (Alexa Fluor 488);
> anti-CD18 conjugado ao fluorocromo (PE);

2 anti-CD49d conjugado ao fluorocromo (PE);
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2 anti-CD66b conjugado ao fluorocromo (FITC).

A concentragdo de células utilizada foi de 2x10° células por tubo num volume final
de 100puL de PBS, para todos os anticorpos de superficie celular citados acima. Os
eosinofilos foram incubados com 3-5uL dos anticorpos por 30 minutos a 4°C, na auséncia
de luz. Em seguida, estas células foram lavadas com 500uL de PBS, fixadas em 500uL de
paraformaldeido 1% e conservadas a 4°C, ao abrigo de luz, até a aquisi¢do pelo citdmetro

no dia seguinte.

As células foram adquiridas e analisadas no aparelho FACScalibur Becton-
Dickinson SSC/FSC (side scatter/forward scatter) em comprimento de onda igual a 488nm.
Para identificar a populagao de eosinofilos foram utilizados “Dot plots”. Os resultados
foram expressos como média de intensidade de fluorescéncia (MIF) que demonstra a média
da quantidade, em unidades de fluorescéncia, da subunidade de integrina e da selectina

expressa na superficie de cada célula.

3.5. Quimiotaxia de eosinofilos

Os ensaios de quimiotaxia in vitro foram realizados usando-se camaras de
quimiotaxia de 96 pogos (ChemoTx 101-5). Na parte inferior da placa foram adicionados
29 ul do agente quimiotatico (eotaxina 100 ng/ml e/ou RANTES 100 ng/ml e/ou IL-5 100
ng/ml) e, em seguida, o filtro de policarbonato (poro 5 pm) foi posicionado na placa sobre
0S pOgOs.

Foi adicionado 25 pl da suspensdo de eosinéfilos (3x10°células/ml) sobre o filtro. A
quimiotaxia espontanea foi verificada substituindo-se o agente quimiotatico pelo RPMI
1640. A camara foi incubada por 2 horas em estufa (5% de CO,, 37°C). Ap6s a incubagdo, a
suspensdo celular restante na parte superior do filtro foi removida com o auxilio de uma
gaze, ¢ a placa foi centrifugada a 200 x g por 5 minutos a 20 °C. O filtro foi
cuidadosamente removido e o volume restante dos pocos foi reajustado para 29 ul. Este
volume foi diluido 1:5 e aliquotas de 50 pl foram transferidas para placas de 96 pogos. O
numero de células que migraram para a parte inferior da placa foi determinado através da
medida da EPO residual. Para isto, 50 pl do substrato da EPO (ImM H,0,, ImM OPD e
0.1% Triton X-100 em tampao Tris, pH 8) foi adicionado a cada pogo. Apds 30 minutos de

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

(Multiscan MS, Labsystems, USA).

3.6. Quantificacio de citocinas e quimiocinas

Sangue de individuos controle e de pacientes com anemia falciforme foram
coletados em tubos com EDTA, para obten¢do de plasma, e tubos secos, para obtencao de
soro. As amostras de plasma e de soro foram centrifugadas a 1000g por 15 minutos. Essas
amostras permaneceram congeladas a -20°C até o momento de uso. A concentragdo
plasmatica de citocinas e quimiocinas (IL-5, eotaxina-1, eotaxina-2, eotaxina-3 ¢ EDN) ¢
séricas de quimiocina (RANTES) foi determinada por meio da técnica de ELISA (enzyme-

linked immunosorbent assay) de acordo com as instru¢des do fabricante.

3.7. Desgranulacio de eosinofilos

Os tubos foram tratados com 1 ml de albumina sérica bovina (BSA) 2.5% por 2
horas a 37°C para bloquear a ativagdo nao-especifica. Em seguida, os tubos foram lavados
com 1 ml de PBS antes de receberem as aliquotas de eosindfilos. A suspensdo de
eosinofilos (em meio de cultura RPMI) foi ajustada para 5x10° células/ml (100ul/tubo) da
suspensdo (cada ponto experimental foi feito em triplicata). Posteriormente, os tubos com
eosinodfilos, na presenca ou auséncia das quimiocinas eotaxina (100 ng/ml) ou RANTES
(100 ng/ml) ou IL-5 (100 ng/ml) foram incubados em estufa (37°C, 5% CQ,) por 4 horas. O
iondforo de calcio (A23187) e H,O foram usados como controles positivo (5 pM, 30
minutos). Apds a incubagdo, os tubos foram centrifugados por 15 minutos (250 x g) e
aliquotas de 50 ul do sobrenadante de cada tubo foram transferidas para pogos de placas de
96 pocos. Foram adicionados 50 pl do substrato da EPO (ImM H,0O,, ImM OPD e 0.1%
Triton X-100 em tampao Tris, pH 8) a cada pogo. Apdés 30 minutos de incubagdo a
temperatura ambiente, foi adicionado 25 pl de H,SO4 4M para interromper a reagdo. A
absorbancia foi medida a 490 nm no leitor de microplaca (Multiscan MS, Labsystems,

USA).
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3.8. Espécie reativa de oxigénio (ROS)

A produgdo de anion superdéxido medida a partir de espécie reativa de oxigénio
(ROS) intracelular, foi determinada por citometria de fluxo. Os eosin6filos (1x10°
célula/ml) foram incubadas por 15 minutos a 37° C com O0,5uL de 2,7-
Diclorodihidrofluresceina-diacetato (DCFH-DA) (Invitrogen, Life Technologies). O
DCFH-DA difunde-se para dentro das células, e no citosol ¢ deacetilado por estresse
intracelulares, produzindo um composto nao fluorescente DCFH. A oxida¢do do DCFH
pelas ROS produz um composto altamente fluorescente, 2,7 diclorofluoresceina (DCF). Por
quantificagdo da fluorescéncia, a producao de ROS pode ser determinda (Amer et al., 2003;

Amer et al., 2004).

Posteriormente, as células foram centrifugadas a 400g por 5 minutos, o
sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em 500uL de PBS, em seguida
analisadas por citometria de fluxo e a intensidade de fluorescéncia foi avaliada (excitagao

comprimentos de onda, 488 nm, comprimento de onda de emissao, 520 nm).

3.9. Anailise Estatistica

Os resultados foram representados pelas médias + erro da média (EPM) para cada
grupo. Os dados obtidos foram comparados utilizando-se o teste ndo-paramétrico de Mann-
Whintney, comparacdo entre 2 grupos, ou pelo teste ndo-paramétrico ANOVA (pareado e nao-
pareado), comparacdo entre mais de 2 grupos, seguido pelo teste de Dunn’s Multiple
Comparisons. Os célculos foram efetuados no programa GRAPHPAD PRISM, e valor de p

menor ou igual a 0,05 foi considerado estatisticamente significante.
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4. RESULTADOS

4.1 Numero absoluto de eosinodfilos no sangue periférico

O numero absoluto de eosinodfilos presentes no sangue periférico de individuos
controles e pacientes com anemia falciforme estd representado na figura 3. O numero de
eosindfilos de pacientes com anemia falciforme foi significativamente maior quando
comparado com individuos controles. Pacientes em terapia com hidroxiureia apresentaram
menor niumero de eosindfilos em relagdo aos pacientes sem terapia de hidroxiureia, este

numero foi semelhante ao encontrado nos individuos controles. (Figura 3)
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Figura 3: Numero absoluto de eosinéfilos no sangue periférico. Individuos controles
(AA) (n=21), pacientes com anemia falciforme (SS) (n=28) e pacientes com anemia
falciforme em terapia com hidroxiureia (SS+HU) (n=24). Os dados estdo expressos como

média = EPM. *p<0,05 comparado com o controle; #p<0,05 comparado com SS.
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4.2. Adesiao de eosinofilos a fibronectina

A adesdo de eosinofilos a fibronectina foi determinada em individuos controle,
pacientes com anemia falciforme pacientes com anemia falciforme tratados com
hidroxiureia.

Os resultados mostraram que a adesdo basal de eosinofilos de pacientes com anemia
falciforme a fibronectina estava aumentada estatisticamente quando comparado a adesdo de
eosindfilos de individuos controles. Por outro lado, eosindfilos de pacientes em terapia com
hidroxiureia apresentaram adesdo significativamente reduzida quando comparado aos
eosinodfilos de pacientes sem terapia. (Figura 4)

No mesmo ensaio, foi avaliada a adesdo de eosinofilos estimulados com IL-5 e
quimiocinas (RANTES e Eotaxina). Na figura 5, mostramos que a adesdo de eosindfilos a
fibronectina apos incubacdo com IL-5, RANTES e Eotaxina ndo foi significativamente

diferente da adesdo basal em todos os grupos avaliados.
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Figura 4: Adesdo basal de eosindfilos a fibronectina em individuos controles e de
pacientes com anemia falciforme. Eosintfilos (7x10*células/ml — 50ul/pogo) de
individuos controles (AA) (n=22), pacientes com anemia falciforme (SS) (n=12) e
pacientes com anemia falciforme em terapia com hidroxiureia (SS+HU) (n=18). Os
resultados sdo expressos como média das porcentagens de células aderidas = EPM. *

p<0,05 quando comparado com o controle; #p<0,05 quando comparado com SS.
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Figura 5: Adesdo estimulada de eosinofilos a fibronectina. Eosinéfilos (7x10*células/ml -
50ul/pogo) de individuos controles (AA), pacientes com anemia falciforme (SS) e pacientes
com anemia falciforme em terapia com hidroxiureia (SS+HU). Os resultados sdo expressos

como média das porcentagens de células aderidas = EPM.
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4.3. Expressao protéica das moléculas de adesdo nos eosinéfilos de pacientes com
anemia falciforme e individuos controle

A expressao das integrinas MAC-1 (CD11b:CD18) e VLA-4 (CD49d) e CD66b na
superficie dos eosinofilos foi avaliada por citometria de fluxo.

Os eosinodfilos de pacientes com anemia falciforme em terapia ou ndao com
hidroxiureia ndo apresentaram diferenca significativa quanto a expressdo da subunidade
CD49d da integrina VLA-4 e de CD66b quando comparados aos eosinéfilos de individuos
controle. Entretanto, os eosindfilos de pacientes com anemia falciforme expressaram maior
quantidade da subunidade o (CD11b) comparados aos eosinodfilos de pacientes com anemia
falciforme em terapia com hidroxiureia e aos individuos controle. Nao houve diferenca
significativa quanto a expressdo da subunidade B (CD18) de MAC-1 na superficie dos
eosinofilos de pacientes com anemia falciforme em terapia ou ndo com hidroxiureia

comparado aos eosinéfilos de individuos controle.(Figura 6)
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Figura 6: Expressido das moléculas de adesao (Mac-1 e VLA-4). Expressdao das proteinas
de superficie CD66b (AA=11; SS=12; SS+HU=15), CD49d (AA=12; SS=13; SS+HU=16),
CD11b (AA=10; SS=13; SS+HU=14), CD18 (AA=11; SS=12; SS+HU=14) em eosino6filos
de individuos controle (AA), pacientes com anemia falciforme (SS) e pacientes com
anemia falciforme em terapia com hidroxiureia (SS+HU), determinada por citometria de
fluxo. Os resultados sdo expressos em MIF + erro da média. "p<0,05 comparado ao grupo

controle.
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4.4. Quimiotaxia dos eosinoéfilos

Ensaios de quimiotaxia in vitro foram realizados para avaliar a capacidade
quimiotatica dos eosinofilos de pacientes com anemia falciforme.

A quimiotaxia espontanea dos eosinofilos de pacientes com anemia falciforme esta
significativamente aumentada em relacao ao controle. Resultado semelhante foi encontrado
nos pacientes com anemia falciforme em terapia com hidroxiureia (Figura 7).

Nos ensaios de quimiotaxia em resposta a citocinas e quimiocinas foi observado um
aumento significativo da capacidade de migracdo dos eosindfilos em resposta aos agentes
quimiotaticos em todos os grupos avaliados (AA, SS e SS+HU), em relagdo a basal. No
entanto, a magnitude da migragdo dos eosinofilos ¢ maior nas células de pacientes com

anemia falciforme (Figura 8).
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Figura 7: Quimiotaxia espontinea de eosinéfilos. Eosinéfilos (3x10°células/ml - 29ul/pogo)
de individuos controles (n=19), pacientes com anemia falciforme (SS) (n=14) e pacientes
com anemia falciforme em terapia com hidroxiureia (SS+HU) (n=15). Os resultados sdo
expressos como média das porcentagens de células aderidas = EPM. * p<0,05 quando

comparado com o controle; #p<0,05 quando comparado com SS.
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Figura 8: Migracdo de eosindfilos em resposta a agentes quimiotaticos. Eosinofilos
(3x10°células/ml - 29ul/pogo) de individuos controles (AA), pacientes com anemia
falciforme (SS) e pacientes com anemia falciforme em terapia com hidroxiureia (SS+HU).
Os resultados sdo expressos como média das porcentagens de células aderidas £ EPM. #

p<0,05 quando comparado com o controle.
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4.5. Determinacio dos niveis de citocinas e quimiocinas plasmaticas e séricas

A concentracdo plasmadtica e séricas da citocina (IL-5) e quimiocinas (eotaxina-1,
eotaxina-2, eotaxina-3 e RANTES) foi quantificada por ELISA.

Para a quantificagdo dos niveis plasmaticos de IL-5 foi utilizado kit de ELISA de
alta sensibilidade, porém, em 95% das amostras avaliadas ndo foi possivel detectar os
niveis desta citocina.

Os niveis plasmaticos de eotaxina-1 encontram-se aumentados significativamente
nas amostras de pacientes com anemia falciforme em terapia ou ndo com hidroxiureia,
quando comparado as amostras de individuos controle. No entanto, nao foi observada
nenhuma alteragdo nos niveis plasmaticos de eotaxina-2 entre os trés grupos avaliados. Ao
determinar a concentracdo plasmadtica de eotaxina-3 ndo foi encontrada nenhuma diferenga
significativa entre os niveis desta quimiocina em pacientes com anemia falciforme
comparado com os de individuos controle. No entanto, os pacientes com anemia falciforme
tratados com hidroxiureia apresentaram niveis elevados de eotaxina-3 comparado aos
pacientes sem o tratamento com hidroxiureia e com os individuos controle. (Figura 9)

A concentracdo sérica de RANTES foi significativamente ¢ maior nos pacientes

com anemia falciforme com e sem tratamento com hidroxiureia. (Figura 10)
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Figura 9: Nives plasmaticos das Eotaxinas. A concentracao de Eotaxina-1, Eotaxina-2 e
Eotaxina-3 foi determinada em amostras de plasma de individuos controle (AA) (n=20),
pacientes com anemia falciforme (SS) (n=30) e pacientes com anemia falciforme em
terapia com hidroxiureia (SS+HU) (n=30) segundo a indicag@o do fabricante. Os resultados

estdo expressos como média = EPM. * p<0,05 quando comparado com o controle.
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Figura 10: Nives séricos de RANTES. A concentragdo de RANTES foi determinada em
amostras de soro, de individuos controle (n=20), pacientes com anemia falciforme (SS)
(n=30) e pacientes com anemia falciforme em terapia com hidroxiureia (SS+HU) (n=30)
segundo a indicacdo do fabricante. Os resultados estdo expressos como média + EPM. *

p<0,05 quando comparado com o controle.
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4.6. Desgranulacio basal e estimulada de eosindfilos

A desgranulagdo dos eosinofilos basal e estimulada foi avaliada pela detec¢do da
atividade da Peroxidase FEosinofilica (EPO) nos sobrenadantes coletados apds as
incubagoes.

Houve aumento significativo da desgranulacdo dos eosinofilos de pacientes com
anemia falciforme em relacdo a desgranulagdo dessas células de individuos controle. Alem
disso, a terapia com hidroxiureia diminuiu de forma significativa a desgranulacdo dos
eosindfilos quando comparado a desgranulacdo dos eosindfilos de pacientes sem terapia
com hidroxiureia. (figura 11)

A co-incubagao com IL-5, RANTES e Eotaxina nao foi capaz de alterar a liberagao
de EPO em todos os grupos avaliados (AA, SS e SS+HU). (figura 12)

Para determinar a desgranulacio dos eosinéfilos determinando os niveis plasmaticos
de neurotoxina derivada dos eosinofilos (EDN) foi utilizada a técnica de ELISA, de acordo
com as instru¢des do fabricante.

Nossos dados mostram que houve aumento significativo nos niveis plasmaticos de
EDN em pacientes com anemia falciforme quando comparados com individuos controle.
Além disso, foi possivel observar que os niveis de EDN no plasma de pacientes com
anemia falciforme em terapia com hidroxureia ¢ menor que os niveis plasmaticos de EDN
de pacientes sem o0 mesmo tratamento, e que esses niveis se assemelham aos niveis de EDN

no plasma de individuos controles.(figura 13)
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Figura 11: Desgranulaciio basal de eosinéfilos. Eosinofilos (5x10°células/ml - 50ul/poco)
de individuos controles (AA) (n=31), pacientes com anemia falciforme (SS) (n=13) e
pacientes com anemia falciforme em terapia com hidroxiureia (SS+HU) (n=23). A EPO
contida nos sobrenadantes apos as incubag¢des foi medida e expressa como média + EPM
das densidades oticas. * p<0,05 quando comparado com o controle; #p<0,05 quando

comparado com SS.
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Figura 12: Desgranulacio estimulada de eosinéfilos. Eosinofilos (5x10°células/ml -
50ul/pogo) de individuos controles (AA), pacientes com anemia falciforme (SS) e pacientes
com anemia falciforme em terapia com hidroxiureia (SS+HU). A EPO contida nos
sobrenadantes apds as incubacdes foi medida e expressa como média = EPM das

densidades oOticas.
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Figura 13: Dosagem de EDN. A concentracdo de EDN foi determinada em amostras de
plasma de individuos controles (AA), pacientes com anemia falciforme (SS) e pacientes
com anemia falciforme em terapia com hidroxiureia (SS+HU). Os resultados estdo
expressos como média £ EPM. * p<0,05 quando comparado com o controle; #p<0,05

quando comparado com SS.
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4.7. Produciao de espécies reativas de oxigénio (ROS) nos eosinofilos de pacientes com
anemia falciforme

Foi avaliado os niveis de ROS nos pacientes com anemia falciforme em terapia ou
ndo com hidroxiureia e em individuos controle.

Na figura 14, podemos observar que os eosinofilos de pacientes com anemia
falciforme sdo capazes de produzir maior quantidade de ROS quando comparado aos
eosinodfilos de individuos controle. Entretanto, os eosindfilos de pacientes com anemia
falciforme em terapia com hidroxiureia apresentaram menor produ¢do de ROS comparados
aos eosinofilos de pacientes com anemia falciforme sem o mesmo tratamento, porém

nenhuma diferenca estatiticamente significativa foi observada.
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Figura 14: Producdo de espécie reativa de oxigénio. Individuos controle (AA) (n=7)
pacientes com anemia falciforme (SS) (n=9) e pacientes com anemia falciforme em terapia
com hidroxiureia (SS+HU) (n=7). Os resultados estdo expressos como média £+ EPM. *

p<0.05 quando comparado com o controle.
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5. Discussao




5. DISCUSSAO

A anemia falciforme ¢ reconhecida como um estado inflamatoério crénico, que ¢é
caracterizada pelo elevado nimero de leucdcitos, alteragdes nos niveis de citocinas
inflamatorias, lesdes vasculares das células endoteliais e aumento da adesividade de células
vermelhas, brancas e plaquetas (Platt, 2000; Chies & Nardi, 2001; Ferreira, 2008). O
aumento da contagem de leucdcitos estd associado ao aumento da mortalidade, incidéncia
de sindrome tordcica aguda e infartos cerebrais (Castro et al, 1994; Kinney et al, 1999;
Miller et al, 2000; Vichinsky et al, 2000). Além disso, os leucocitos sdo encontrados no
estado ativado na circulagdo de pacientes com anemia falciforme (Benkerrou et al, 2002;
Assis et al, 2005).

Ensaios de adesdo in vitro de neutréfilos de pacientes com anemia falciforme
mostraram que essas células apresentam maior capacidade em aderir aos componentes da
matriz extracelular, como a fibronectina (Canalli et al., 2004; 2007). Em 2004, Canalli e
colaboradores, evidenciaram que, além dos neutréfilos, os eosindfilos de pacientes com
anemia falciforme apresentam maior adesdo a fibronectina, em ensaio estdtico de adesdo
(Canalli et al., 2004).

Este trabalho buscou uma melhor compreensdo sobre o papel dos eosinofilos na
fisiopatologia da anemia falciforme, uma vez que os dados da literatura em relacdo a
possiveis alteragdes nas fungdes dessas células nesta doenga sdo escassos. Para isso
diferencas nas atividades funcionais dos eosinéfilos como desgranulagdo e quimiotaxia
foram avaliadas in vitro.

Nossos dados mostraram que a migragdo espontanea dos eosinéfilos de pacientes
com anemia falciforme estd aumentada quando comparada com eosindfilos de individuos
controle. Esses resultados sugerem que os eosinofilos de pacientes com anemia falciforme
encontram-se ativados na circulagdo. Resultado semelhante foi observado na quimiotaxia
espontanea de neutrdfilos de pacientes com anemia falciforme demonstrando maior
migracdo comparada ao controle (Canalli et al., 2007). Sabe-se que em doengas alérgicas
os eosindfilos apresentam maior atividade quimiotatica quando comparado com individuos
sadios, sugerindo que essas células estejam ativadas na circulacdo desses pacientes

(Warringa et al., 1992; Sehmi et al., 1992; Bruijnzeel et al., 1993; Ferreira et al., 2002).
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A migracao dos eosinofilos envolve a interagdao de trés componentes: citocinas que
aumentam a expressdo de quimiocinas, quimiocinas que ativam eosinofilos e moléculas de
adesdo e outras moléculas, como leucotrienos e prostaglandinas (Blanchard & Rothenberg,
2009). Em condi¢des inflamatorias, algumas citocinas estdo envolvidas no trafego dos
eosinofilos, principalmente as produzidas pela Th2: IL-4, IL-5, e IL-13 (Horie et al., 1997;
Moser et al.,, 1992; Sher et al., 1990). Dentre as quimiocinas responsaveis pelo
recrutamento dos eosinofilos para os sitios inflamatérios podemos citar: RANTES,
eotaxinas e a proteina quimiotatica do mondcito (MCP) (Jose et al., 1994; Rankin et al.,
2000; Rothenberg et al., 1995; Zimmermann et al., 2003).

Diante disso, foram realizados experimentos de quimiotaxia em resposta a IL-5,
eotaxina e RANTES. Nossos resultados mostraram que os eosindfilos de pacientes com
anemia falciforme e individuos controle sdo capazes de migrar em resposta aos agentes
quimiotaticos (RANTES, eotaxina e IL-5), porém, a magnitude da capacidade quimiotatica
dos eosinodfilos dos pacientes com anemia falciforme ¢ maior em relagdo aos eosinofilos de
individuos controle. Esses dados sugerem que a presenga das citocinas/quimiocinas pode
contribuir para a migra¢do dessas células no processo inflamatério cronico observado na
anemia falciforme.

O papel da citocina IL-5 tem sido associado a eosinofilia encontrada em algumas
doengas, enquanto quimiocinas como eotaxinas € RANTES tem mostrado ser um
quimioatraente seletivo para eosinofilos durante a reacdo alérgica e respostas inflamatorias.

Os niveis plasmaticos de IL-5 foram avaliados pela técnica de ELISA através de kit
de alta sensibilidade; no entanto nao foi possivel detectar esta citocina nas amostras
utilizadas, o que ndo descarta a possibilidade da IL-5 estar envolvida no aumento da
capacidade quimiotatica dos eosindfilos. Novos experimentos serdo necessarios para
investigar a participacdo desta citocina neste mecanismo. Do mesmo modo, a concentracao
plasmatica das eotaxinas foi avaliada. Os niveis de eotaxina-1 encontram-se elevados no
plasma de pacientes com anemia falciforme. Resultado semelhante foi encontrado ao
comparar os niveis séricos de RANTES com amostras de individuos controle. Assim como
a eotaxina-1, a eotaxina-2 contribui para a eosinofilia nas reagdes alérgicas, parasitarias e
inflamatoérias. A eotaxina-2 também foi avaliada, porém, nenhuma alteracao significativa

foi observada nos niveis plasmaticos desta quimiocina entre o grupo de pacientes com
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anemia falciforme comparado aos individuos controle. Da mesma forma que as outras
eotaxinas, a eotaxina-3 ¢ considerada quimiotraente dos eosin6filos ativados. Os resultados
obtidos denotam que os niveis plasmaticos de eotaxina-3 em individuos controle e
pacientes com anemia falciforme ndo apresentaram diferenca significativa. Alteragdes na
concentracdo da eotaxina-3 tem sido associadas ao acumulo dos cosinofilos em doengas
atopicas, e os niveis séricos estdo correlacionados a intensidade da doenca, uma vez que o
mRNA desta quimiocina esta super regulado em pacientes asmaticos apds o contato com o
alérgeno (Kagami S et al., 2003). Na anemia falciforme nossos dados sugerem que as
quimiocinas RANTES ¢ a eotaxina-1 podem contribuir para a ativacdo dos eosinofilos
promovendo aumento das propriedades adesivas e da capacidade quimiotatica dessas
células favorecendo o processo de vaso-oclusdo da doenga.

Os eosinodfilos de pacientes com anemia falciforme apresentaram maior adesdo a
fibronectina, em ensaio estatico de adesdo (Canalli et al., 2004). Alteracdes na expressao de
moléculas adesdo presentes nos eosinofilos estdo relacionadas com o aumento da adesao
em diferentes doengas como, por exemplo, a asma (Sung et al., 1997). Corroborando com
os achados de Canalli el al, 2004, ndo observamos diferenca significativa na expressao das
subunidades da integrina VLA-4 (CD49d), CD66b ¢ da subunidade  da integrina Mac-1
(CD18) na superficie dos eosinofilos de pacientes com anemia falciforme em relacao aos
eosindfilos de individuos controle. No entanto nossos resultados foram divergentes quando
identificamos aumento significativo na expressdo da subunidade o da integrina Mac-1
(CD11b) em eosinoéfilos de pacientes com anemia falciforme comparado aos eosinofilos de
individuos controle.

Em relacdo a molécula de adesdao CD49d, nenhuma alteragdao significativa foi
encontrada nos eosinéfilos de pacientes com anemia falciforme quando comparados aos
eosinodfilos de individuos controle. Esses resultados vao de encontro com os apresentados
por Canalli et al. (2008) ao avaliar a expressdo desta integrina em neutrofilos de pacientes
com anemia falciforme.

Os eosinodfilos sdo capazes de sintetizar e liberar substincias pro-inflamatorias como
proteinas catidnicas, espécies reativas de oxigénio e citocinas pro-inflamatorias e pro-
fibroticas (Lampinen et al., 2004). Quando recrutados para os tecidos, essas células

recebem sinais para desgranularem, o que resulta na liberacdo de suas proteinas granulares
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como a MBP, EDN, EPO e ECP, ¢ estas estdao associadas a indugao de dano epitelial, edema
e hiperresponsividade das vias aéreas, onde desempenham papel importante na patogénese
de doencas alérgicas (Rothenberg & Hogan, 2006).

Os resultados aqui apresentados evidenciaram maior desgranulagdo espontanea dos
eosinofilos de pacientes com anemia falciforme quando comparada com a desgranulacao de
eosindfilos de individuos controle. Esses dados sugerem que os eosinofilos de pacientes
com anemia falciforme sdo capazes de liberar maior quantidade de mediadores
inflamatorios favorecendo o estado inflamatorio cronico na anemia falciforme.

Outro objetivo deste trabalho foi investigar a possivel interagdo das CC-quimiocinas
e IL-5 com a liberacdo de peroxidase eosinofilica (EPO). As quimiocinas estdo presentes
em altas quantidades nos sitios inflamatorios alérgicos, o que sugere que elas possam
contribuir significativamente para a desgranulacdo eosinofilica local. Nenhuma diferenca
significativa foi encontrada entre a desgranulagdo basal e a estimulada com as quimiocinas
e IL-5 tanto eosindfilos de individuos controle quanto nos eosinofilos de pacientes com
anemia falciforme. Em 2008, Lintomem et al., demonstraram que tanto a eotaxina quanto
RANTES foram capazes de induzir um aumento na desgranulacdo dos eosinofilos de
individuos controle, no entanto ¢ possivel que diferengas metodologicas possam explicar as
divergéncias nos resultados obtidos.

Os eosindfilos também sdo conhecidos por exercerem papel fundamental na
fisiopatologia de doengas alérgicas, como por exemplo, a asma. Infiltrados de eosinéfilos
nos pulmdes ativam a liberagdo de proteinas téxicas dos granulos que podem causar danos
celulares. Além disso, essas células sdo capazes de liberar uma grande variedade de outros
mediadores, tais como espécies reativas de oxigénio (ROS), leucotrienos e citocinas, que
contribuem para inflamagdo bronquica, hiperreactividade das vias aéreas e remodelacdo
que coletivamente constituem a marca registrada da asma (Sprague & Khalil, 2009). Do
mesmo modo, as citocinas podem causar muitos efeitos nas células vasculares, além de
estarem envolvidas no aumento de ROS, que ocorre geralmente nos sitios inflamatorios e
de injuria. Os eosindfilos e outros tipos celulares quando adequadamente estimulados por
citocinas inflamatorias, tal como TNFa, liberam uma grande quantidade de ROS gerada
pela acdo da enzima NADPH oxidase. Essa enzima catalisa a transferéncia de elétrons do

NADPH para molécula O,, reduzindo-a especialmente a superdxido (O;’) e perdxido de
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hidrogénio (H,0,) (Ezeamuzie & Taslim, 2007; Sprague & Khalil, 2009).

Dentre os estimulos que ativam ROS em eosinofilos podemos destacar: fator de
ativacao plaquetaria (PAF), a interleucina-5 (IL-5), macrofagos e fator estimulador de
colonia de granulécitos e monocitos (GM-CSF), bem como de forbol miristato 13 e 12
acetato (PMA) - um ativador conhecidos da proteina quinase C (Giembycz & Lindsay,
1999; Elsner & Kapp, 2000); eles podem atuar como intermediarios de sinalizacdo em uma
variedade de respostas celulares, como transcri¢ao de genes (Hsu & Wen,2002), a ativacao
de quinases de sinalizag¢do (Greene et al., 2000; Yu et al., 2004) e antigeno-IgE induzindo a
desgranulacdo de mastocitos e liberacao de leucotrienos. Sabe-se que na anemia falciforme
os niveis desses mediadores estd elevado, levando, conseqiientemente, ao aumento da
producao de ROS o que favorece a adesdo de células vermelhas. Esse mecanismo sugere
que um fenotipo pro-adesivo das hemacias falciformes pode estar relacionado com o
estresse oxidativo (Sultana et al., 1998), caracterizado pela aderéncia anormal das células
vermelhas, leucocitos e plaquetas ao endotélio vascular, em 4reas nas quais ha
isquemia/reperfusdo (Wood e Granger, 2007). Estudos anteriores, que avaliaram pacientes
com doenga falciforme, evidenciaram aumento de aproximadamente 30 vezes na producao
de ROS em neutréfilos, células vermelhas e plaquetas quando comparados ao grupo
controle (Amer et al., 2005). Outra etapa deste trabalho foi avaliar a producao de ROS dos
eosinofilos de pacientes com anemia falciforme. Os resultados denotam que a producdo de
ROS nas células destes pacientes ¢ maior que a producdo de ROS nos eosinofilos de
individuos controle. Esses dados corroboram com a idéia de que o estresse oxidativo tem
participagdo importante no processo vaso-oclusivo da anemia falciforme.

Em individuos sadios, a contagem de eosinéfilos no sangue periférico ¢
relativamente baixa, representando de 0 a 3% dos leucdcitos circulantes (Trivedi & Lloyd,
2007). Entretanto, em determinadas doencas, os eosindfilos podem ser seletivamente
acumulados no sangue periférico ou em qualquer tecido do corpo. Assim, em resposta a
diversos estimulos, os eosinofilos sdo recrutados da circulagdo para o foco inflamatoério,
onde sdo capazes de modular uma determinada resposta imunologica através de varios
mecanismos (Rothenberg, 1998; Rothenberg & Hogan, 2006). Na anemia falciforme, o
numero absoluto de eosinodfilos circulantes encontra-se elevado quando comparado com o

nimero de eosindfilos de individuos controle (Canalli et al., 2004).
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Sabe-se que a hidroxiureia além de aumentar a producdo de hemoglobina fetal,
reduz o niumero de leucocitos, necessidades transfusionais, e a interacao dos leucocitos com
o endotélio vascular de pacientes em tratamento (Conran & Costa, 2009). Fez parte do

nosso trabalho avaliar o efeito da terapia com hidroxiureia nas fung¢des dos eosinoéfilos.

A terapia com hidroxiureia foi capaz de diminuir o numero absoluto de eosinofilos
presentes no sangue periférico destes pacientes. Portanto este trabalho ¢ o primeiro que
demonstra diminui¢do significativa no ntimero de eosinéfilos em pacientes com anemia

falciforme em terapia com hidroxiureia.

Como mencionado anteriormente, os eosindfilos de pacientes com anemia
falciforme apresentaram adesao aumentada ao ligante da matriz extracelular, fibronectina,
em ensaio de adesdo estdtica. Assim decidimos avaliar o efeito do tratamento com
hidroxiureia na adesdo dessas cé¢lulas. Complementando os dados anteriores (Canalli et al,
2004), os resultados aqui obtidos mostraram uma inibi¢do estatisticamente significativa da
adesdo dos eosinofilos sob a influéncia do tratamento com hidroxiureia em pacientes com

anemia falciforme.

Sabe-se que a farmacodindmica da hidroxiureia possibilita que ela seja uma doadora
de NO e também uma estimuladora da produg¢do de NO devido a meia vida de 6 horas
(Rodriguez et al., 1998). O NO tem papel importante na inibi¢cao da interacao leucocito-
endotélio e leucdcito-matriz extracelular interferindo na expressao e atividade funcional de
moléculas de adesdo expressas pelo leucocito e pelas células endoteliais (Conran, 2001).
Conran ¢ colaboradores (2001) demonstraram que a adesdo dos eosindfilos de individuos
sadios a proteinas da matriz extracelular ¢ inibida por doadores de NO. Estudos recentes
evidenciaram que a adesdo de neutrofilos a fibronectina e ao ICAM-1 ¢ significativamente
diminuida em pacientes com anemia falciforme em terapia de hidroxiureia quando
comparada a pacientes sem tratamento (Canalli et al., 2008). Portanto, ¢ possivel que a
inibicdo da adesdo observada nos pacientes com anemia falciforme em tratamento com
hidroxiureia se deva ao aumento da biodisponibilidade de NO pela hidroxiureia, entretanto
estudos adicionais sdo necessarios para elucidar o mecanismo pelo qual a hidroxiureia ¢é
capaz de influenciar na adesao dessas células.

Dados na literatura mostraram que a adesao a fibronectina dos eosinofilos tanto de
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controle quanto de pacientes com anemia falciforme quando co-incubados com IL-8 ou
RANTES ndo apresentaram nenhuma alteragdo significativa em relagdo ao estado basal.
Por outro lado, a co-incubacdo dos eosindfilos de pacientes com anemia falciforme com
GM-CSF apresentou aumento significativo na adesao dessas células quando comparado ao
estado basal (Canalli et al, 2004). Uma vez que estas citocinas/quimiocinas estao
aumentadas nos processos inflamatorios o que favorece o aumento da adesdo celular, os
eosinofilos foram co-incubados com IL-5, RANTES e Eotaxina a fim de se verificar o
comportamento dessas células na adesdo a fibronectina, no entanto, ndo foi observada
nenhuma alteracao significativa na adesao dessas células quando comparada a basal.

A capacidade de migragao dos eosinofilos de pacientes com anemia falciforme em
terapia com hidroxiureia foi avaliada nesse trabalho. Nossos resultados mostram que nao
houve diferenca significativa na capacidade de migragdo dos eosindfilos (basal e em
resposta as quimiocinas/citocina) de pacientes com anemia falciforme com e sem o
tratamento de hidroxiureia. Em condi¢des inflamatorias, grande nimero de citocinas esté
envolvido no trafego dos eosinédfilos como, por exemplo, IL-5 (Blanchard & Rothenberg.,
2009; Horie et al., 1997; Moser et al., 1992., Sher et al., 1990). Uma hipotese para explicar
esse resultado seria que os niveis circulantes de IL-5 estejam aumentados na anemia
falciforme e que o tratamento com hidroxiureia ndo interfira na producao desta citocina.
Um trabalho anterior do nosso grupo demonstrou que a hidroxiureia foi capaz de diminuir a
produgdo plasmatica dos niveis de TNF-a, porém a producdo de IL-8 ndo foi afetada
(Lanaro et al., 2009).

Os niveis plasmaticos de eotaxina-1, eotaxina-2, eotaxina-3 e séricos de RANTES
ndo apresentaram nenhuma diferenga significativa nos pacientes com anemia falciforme em
terapia com hidroxiureia quando comparados ao grupo de pacientes com anemia falciforme
sem o mesmo tratamento, todavia, o tratamento com hidroxiureia sugere uma possivel
redugdo dos niveis plasmaticos e séricos destas quimiocinas neste grupo de pacientes.

Alteracdes na expressdo de integrinas nos eosinoéfilos de pacientes com anemia
falciforme podem influenciar as propriedades adesivas dessas células. Essas variagdes sao
causadas por mobiliza¢do dessas moléculas de adesdo na superficie celular, pela mudanga
de afinidade e avidez da integrina (Canalli et al., 2008).

Alguns trabalhos tem relatado aumento na expressao de CD11b:CD18 de neutréfilos
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nao estimulados, entretanto, ndo ha nenhuma diferenga significativa na expressao de LFA-1
(CD11a:CD18) (Lum et al., 2004). Em 2005, Assis e colaboradores observaram que apos a
estimulacdo celular ocorreu aumento significativo da expressdo de Mac-1 (Assis et al.,
2005).

Em relagdo aos pacientes com anemia falciforme em terapia com hidroxiureia nao
foi possivel observar nenhuma alteracdo significativa na expressdo das subunidades
estudadas. Desse modo, acredita-se que a participacdo das integrinas no processo de adesao
celular ndo implica na expressdo e sim na mudanga de afinidade e avidez como
anteriormente relatado por Canalli et al., 2008 ao avaliar essas moléculas de adesdo em
neutrofilos.

Por outro lado, a terapia com hidroxiureia foi capaz de inibir o aumento da
desgranulacdo observada nos eosindfilos provenientes de pacientes com anemia falciforme
quando observado a atividade da EPO e também os niveis de concentragdo plasmatica de
EDN. Esse resultado sugere que o tratamento com hidroxiureia pode influenciar na
producdo de citocinas, quimiocinas e outros mediadores inflamatdrios pelos eosinofilos,
como as proteinas toxicas dos granulos. De fato, ha evidéncias de que a terapia com
hidroxiureia diminui a expressdo génica ¢ a produgdo dessas substancias em neutrofilos e
células mononucleares (Jison et al, 2004; Lanaro et al, 2009).

Os resultados obtidos neste trabalho contribuem para o melhor esclarecimento da
fisiopatologia da anemia falciforme e sugerem uma participagdo importante dos eosinéfilos

no processo vaso-oclusivo.
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6. CONCLUSOES

e [Fosindfilos de pacientes com anemia falciforme, apresentam maior expressdo da
subunidade o da integrina Mac-1 (CD11b);

e Os eosinofilos de pacientes com anemia falciforme apresentam maior capacidade de
migracdo espontanea. Além disso, os eosindfilos de pacientes com anemia
falciforme sdo capazes de migrar em resposta aos agentes quimiotaticos (RANTES,
EOTAXINA e IL-5);

e Os niveis de eotaxina-1 e de Rantes encontram-se elevados no plasma e soro de
pacientes com anemia falciforme. No entanto, nenhuma altera¢do significativa foi
observada nos niveis de eotaxina-2 e eotaxina-3;

e Os ecosinodfilos de pacientes com anemia falciforme apresentaram maior
desgranulacdo espontdnea. Nao foi observada nenhuma diferenca entre a
desgranulacdo basal e a estimulada com as quimiocinas (Eotaxina, Rantes e I1-5);

e A producdo de espécies reativas de oxigénio estd aumentada nos eosindfilos de
pacientes com anemia falciforme;

e A terapia com hidroxiureia foi capaz de diminuir o nimero absoluto de eosinoéfilos
presente no sangue periférico destes pacientes;

e Os eosinofilos de pacientes com anemia falciforme em tratamento com hidroxiureia
apresentam menor adesdo, menor desgranulagdo e liberagdo de ROS;

e O tratamento com hidroxiureia nao alterou a capacidade quimiotatica dos
eosindfilos de pacientes com anemia falciforme;

e Em conclusdo esses dados sugerem que, além dos neutréfilos, os eosinofilos

também podem ter papel importante na fisiopatologia da doenca.

Tomando em conjunto, nossos resultados sugerem a participagcdo dos eosinofilos na
fisiopatologia da anemia falciforme e corroboram com o conceito da existéncia de um
estado inflamatdrio cronico da doenga. O tratamento com hidroxiureia, além de aumentar
os niveis de HbF, ¢ capaz de modificar a adesdo dos eosindfilos e possivelmente afetar a

liberagcdo de mediadores inflamatdrios por essas células.
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