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LISTA DE ABREVIATURAS

AF- anemia falciforme

FN- fibronectina

PBS- salina tamponada fosfatada.

BSA- soro albumina bovina

MEM- mimmo essencial Eagles médio.
1ICAM- molécula de adesdo intercelular.
VCAM- molécula de adesdo vascular.
PECAM- molecula de adesdo de células endotelial plaquetaria.
Mad Cam- molécula de adesdio a mucosas.
PAF- fator ativador de plaquetas.

TNF- fator de necrose tumoral.

EPO- grénulo peroxidase eosindfilica.
GM-CSF- fator estimulante de crescimento de coldnias de macréfago-granuldcitos.
FAK- quinase de adesao focal

fMLP- formil metilonil feucii fenilalanina.
Fe- fracdo cristalizavel

CD-"cluster” de diferenciagio

CR- receptor complementar.

LFA- antigeno de linfocito funcional.
Mac-1- célula de ataque a membrana.
VLA- antigeno muito tardio.

HbA- hemoglobina A

HbF- hemoglobina fetal

HbS- hemoglobina S

[1-8- interleucina 8
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RESUMOQ

A hemoglobina S (HbS) ¢ decorrente de uma mutagio de ponto que ocasiona a
troca do acido glutdmico pela valina na cadeia polipeptidica da globina beta. Em
homozigose, esta alteragiio genética acarreta a anemia falciforme, que se caracteriza por
anemia hemolitica nfio mmune e fendmenos vaso-oclusivos, seguidos de lesdes a orgios
alvos, responsaveis pela morbi-mortalidade associada a esta doenca. O fendmeno vaso-
oclusive € associado ao processo inflamatdrio desencadeado pela polimerizaciio da HbS
desoxigenada, favorecendo a impactagfo das hemacias na microcirculagio e subsequenie
obstrugdio da luz do endotélio. As integrinas, complexos glicoprotéicos localizadas nas
superficies dos leuctcitos e células endoteliais, modulam, em parte, as interagdes
moleculares e imtercelulares desencadeadas pela reagdo inflamatoria, e sio responsaveis
pela adesdo dos elementos figurados do sangue ao endotélio.

Neste estudo nos mvestigamos 0 papel dos eosindfilos na anemia falciforme. Analises de
amostras de sangue periférico de pacientes com anemia falciforme {(AF) demonstraram
que o valor absolute do niimero de cosinodfilos estava trés vezes maior no sangue
periférico destes pacientes comparados aos individuos normais. Adicionalmente,
eosinofilos  isolados do  sangue periférico de pacientes com AF  demonstrou
significativamente maior ades3io {aproximadamente 70%) para fibronectina (FN) gue os
eosinofilos de mndividuos normais em ensaios “in vitro™ de adesfo estatica. Co-incubacio

de eosinofilos com anticorpos monoclonais especificos para blogueio da adesfo mostrou
X



que as integrinas VLA-4, LFA-1 e Mac-1 estdo envolvidas na adesiio de eosinofilos
normais ¢ de pacientes falciformes pela fibronectina . A expressdo destas integrinas, foi
inalterada na supercifie dos eosinéfilos dos pacientes falciformes, sugerindo que o
aumento da adesio nos pacientes com AF € preferencialmente consequéncia de aumento
da afinidade ou avidez das integrinas do que da expressio. A adesdo pela fibronectina nos
eosinofilos de pacientes com AF foi aumentada pela citocina GM-CSF, indicando que
alguma alteragdo nos niveis de GM-CSF durante o processo de inflamagio pode
preferiveimente estimular a adesfio dos eosindfilos nestes pacientes. Em contraste, o GM-
CSF ndo alterou a adesfio dos cosinofilos normais a fibronectina. Em conclusio, nods
apresentamos a primeira evidéncia experimental para demonstrar que os eosinofilos
podem participar no processo de vaso-oclusio de pacientes com anemia falciforme.

Estudos adicionais pederfio ser necessarios para determinar a extensa contribuicio destas

células neste fenémeno.
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ABSTRACT

A role for leukocytes in vasoocclusion is becoming increasingly recognized. Here
we investigate a possible role for the eosinophil in sickle cell anemia (SCA). Analysis of
whole blood samples of 59 steady-state SCA patients demonstrated that absolute
eosinophil numbers were significantly elevated in these individuals. Furthermore,
eosinophils isolated from a random selection of these SCA patients demonstrated a
significantly greater adhesion (~70 % increased) to fibronectin (FN) than normal
eosinophils in static adhesion assays. Co-incubation of eosinophils with integrin—biocking
monoclonal antibodies in adhesion assays showed that an association of the VLA-4,
LFA-1 and Mac-1 integrins mediate the adhesion of SCA eosinophils to FN. Flow
cytometry demonstrated that the expression of these integrins, however, was unaltered on
the surface of SCA eosinophils, suggesting that the increased SCA eosinophil adhesion is
a consequence of increased integrin affinity or avidity. SCA eosinophil adhesion to FN
was further increased by the cytokine, GM-CSF| indicating that inflammation processes
may further stimulate eosinophil adhesion in these patients. In conclusion, we report that
eosinophil numbers may be significantly increased in SCA individuals and that these
cells appear to exist in an activated state. Such alterations may indicate a role for the

eosinophi] in the vascoclusive process.
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INTRODUCAQD

1.1 Historia da Anemia Falciforme

Eritrécitos em forma de foice foram vistos pela primeira vez por Herrick em
1910, no sangue de um individuo anémico de raca negra, embora as manifestacdes
clinicas da doenga ja fossem conhecidas séculos antes na Africa Ocidental. No Brasi, a
primeira referéncia a um paciente com anemia falciforme se deve a Castro, em 1933,
Pauling e cols. demonstraram em 1949, que individuos com o diagnostico de anemia
falciforme possuiam alteragdo na migraco eletroforética da hemoglobina que diferia da
normal pela auséncia de duas cargas negativas e inauguram, assim, um novo capitulo na
medicina: o das molestias moleculares. Ingram em 1956 demonstrou que 2 mobilidade
eletroforetica alterada na HbS era devido a uma heranca hereditaria que ocasionava
alteragio na sequéncia da proteina, com troca do aminoacido valina por um 4cido
glutamico.

A doenga originou-se na Africa e foi trazida as Américas pela imigragdo forgada
dos escravos. No Brasil, distribui-se heterogeneamente, sendo mais frequente onde a
proporgdo de antepassados negros da populacio é maior (nordeste). Além da Africa e
Américas, ¢ ainda hoje encontrada em toda a Europa e em grandes regides da Asia. No
Brasil, a doenga € predominante entre negros e pardos, e também ocorre entre os brancos.
No sudeste do Brasil, a prevaléncia média de heterozigotos (portadores) ¢ de 2,0%.

Uma das caracteristicas desta doenga ¢ a sua variabilidade clinica, com espectro
clinico brando até formas mais graves, dependente de fatores hereditarios, dependendo do
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tipo de mutagdio que origina a doenga, e adguiridos, como niveis $6Cio econdmico, com
as consequentes variagdes nas qualidades de alimentagfo, de prevenglo de infecgbes e de
assisténcia médica.

Trés caracteristicas geneticamente determinadas tem importancia na gravidade da
evolugdo clinica: os niveis de HbF (hemoglobina fetal), a concomitdncia de alfa-
talassemia e os haplotipos associados ao gene da HbS (hemoglobina 8). Os niveis de HbF
estdo mnversamente associados com a gravidade da doencga. Ha cinco diferentes haplotipos
associados ao gene da HbS ( Senegal, Benin, Banto, Camardes e Arabe- Indiano).

A doenga falciforme associada aos haplétipos Senegal ¢ Arabe-Indiano ¢ muito
mais benigna do que aquelas associadas aos demais haplétipos. No Brasil predomina o

haplotipo Banto seguido pelo Benin, com predominio de formas mais graves da doenga.

1.1.1 Apemia Falciforme

A anemia falciforme € a doenga hereditaria monogénica mais comum no Brasil. A
causa da doenca ¢ uma mutaciio de ponto {(GAG—>GTG) no gene da globina beta,
originando uma hemoglobina anormal, denominada hemoglobina S (HbS), ao invés da
hemoglobina normal denominada hemoglobina A (HbA) Esta mutaciio leva 2
substituico de um acido glutamico por uma valina na posicdo 6 da cadeia beta, com
consequente modificagfo fisico-quimica na molécula da hemogiobina. Estas moléculas
podem sofrer polimenizag@o, com falcizagdo das hemacias, ocasionando encurtamento da
vida média dos globulos vermelhos, fendmenos de vascoclusio, episddios de dor e lesdo
de Orgios alvo.
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Em geral, os pais sdo portadores assintomaticos de um tnico gene afetado
(heterozigotos), produzindo HbA e HbS (AS), transmitindo cada um deles o gene
alterado para a crianga, que assim recebe o gene anormal em homozigose. O nome de
anemia falciforme ¢ reservado apenas para individuos que tém o gene homozigoto SS.

Esta doenga tem como caracteristica anemia cronica, complicagdes que podem
afetar orgdos e sistemas, com expressiva morbidade, reducgio da capacidade de trabalho e
da expectativa de vida. Além das manifesta¢Ses de anemia cronica, o quadro ¢ dominado
por dores abdominais, infecgBes e enfartes pulmonares, retardo do crescimento e
maturagio sexual, acidente vascular cerebral, episddios de dores ostecarticulares e
fendmenos vaso-oclusivos que levam a crises dolorosas agudas e a lesdo tecidual

organica cronica e progressiva com insuficiéncia de orgfios alvo.

1.1.2 Fisiopatolegia da doenca falciforme

A alteragio na sequéncia de aminodcidos da hemoglobina S ocasiona a
polimerizacdo de suas moléculas guando reduridas (desoxigenadas).

Dados experimentais indicam que, como consequéncia da substituigio, poderia
ocorrer uma perda da estrutura helicoidal desta regifio. A HbS na conformagio oxigenada
é isomorfa a hemoglobina normal, sugerindo que a estrutura das duas moléculas (exceto
pela substituigio do aminoacido) sdo similares.

A HbS, quando desoxigenada “in vitro” sob condigBes proximas as fisiologicas,
torna-se menos soliivel e agrega-se em longos polimeros. Estes polimeros resultam do
alinhamento de moleculas de HbS unidas por ligagGes ndo covalentes, que sdo
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denominadas polimerizacio, agregacdo ou gelificacio. A polimerizacic da desoxi-
hemoglobina S depende de numerosas variaveis, como concentragio de oxigénio, pH,
concentragdo de Hb S, temperatura, pressiio, forga idnica e presenca de hemoglobinas
normais.

A polimerizagio da HbS ¢ o evento fundamental na patogenia da anemia
falciforme, resultando na alteragfo da forma do eritrocito e na acentuada reducio de sua
deformabilidade. As células rigidas, que assumem a forma de foice, sio responsaveis pela
oclusio vascular e lesdo de tecidos que representam os fendmenos principais dessa

doenga.

1.1.3 Vaso-oclusio

A vaso-oclusiio pode ocorrer quando ha lentiddo no fluxo dos eritrocitos através
dos leitos capilares, com maior desoxigenacdo da HbS, e comsequente maior
polimerizagio.

Como a aderéneia dos eritrocitos no endotélio vascular poder impedir o fluxo de
sangue e aumentar ¢ tempo de transito nos capilares, sugere-se que o aumento da
aderéneia celular pode iniciar e propagar o fendmeno de vaso-oclusio. A rigidez destas
hemacias deformadas (Hb em forma de foice) contribuem para oclusdo vascular que
caracteriza a crise aguda da doenga e s3o a maior causa de morbidade (Davis e Brozovic,
1989; Platt et al, 1994) Os mecanismos patogénicos da vaso-oclusio, permanecem
controversos, embora alguns pesquisadores concordam que o aumento da ligacio entre os
eritrocitos falcizados e o endotélic vascular ¢ um importante fator neste complexo
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fendmeno. (Hebbel, 1997). E provavel que fatores, tais como, proteinas do plasma,
citocinas (Dusti et al., 1998; Kasshau et al., 1996), anormalidades endoteliais (Solovey et
al., 1997), e aumento da aderéncia de hemacias falcizadas para o endotélio vascular
(Swerlick et al., 1993; Joneckis et al., 1993; Hebbel, 1997) estejam envolvidos na vaso-
oclusdo. Outras evidéncias também sugerem que os leucdcitos polimorfonucieares
(PMNs) tém papel importante nos fendémenos vaso-oclusivos e na patofisiologia da
doenca falciforme. Crises de falcizagdo na anemia falciforme sio frequetemente
associadas com infecglo, e leucocitose. A leucocitose tem sido correlacionada com o
aumento do indice de morte prematura em criangas com anemia falciforme, sindrome
toracica aguda e acidente vascular cerebral (AVC). (Platt et al., 1994; Miller et al., 2000).
Os mecanismos conducentes a vaso-oclusdc na anemia falciforme sic complexos
e ainda ndo completamente conhecidos. As interacdes moleculares responsaveis pela
adesdo das hemacias falcizadas ao endotélio e pelos leucécitos sio mediadas por
moléculas de adesdo (particularmente as integrinas) na supeficie das células. Nos
leucocitos as principais moléculas de adesio sdo as integrinas capazes de ligarem-se 40s

componentes da matriz extra celular e para as camadas endoteliais.

1.2 Moléculas de Adesdo-Integrinas

As integrinas sdo proteinas de superficie celular heterodimeras, constituidas por 2
cadeias polipeptidicas o e P, que atuam como mediadores no processo inflamatério,
exercendo umportanie papel nas etapas de ades3o leucocitaria, quimiotaxia, fagocitose,

adesdo endotelial e por fim agregagfo. Existem inimeras subfamilias de integrinas e
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todos os membros de cada familia possuem em comum uma cadeia 3, mais uma cadeia ¢

singular.

As integrinas tém um importante papel na embriogénese, resposta imune e na
sobrevivéncia de células malignas. S3c conhecidas até hoje 16 subunidades o e 8

subunidades B, e varias combinagdes entre estas subunidades. Como resultado dessas
combinagdes sdo descritas 20 diferentes tipos de integrinas, subclassificadas dentro de 8
familias estruturalmente distintas. (MaKagiansar et al., 2002).

A Py integrina (subfamilia VL.A) exerce importante fungio de adesdo, sinalizacio
de moléculas e migragio de células durante a embriogénese. A subfamilia VLA ¢
composta por 6 membros VLA-1 (CD49a/CD29), VLA-2 (CD49b/CD29), VLA-3
(CD49¢/CD29), VLA-4 (CD49d/CD29), VLA-5 (CD49e/CD29) e VLA-6
(CD49/CD29). As moléculas da subfamilia VLA sdo distribuidas em diferentes tecidos e
interagem predominantemente com as proteinas da matriz extracelular, tal como a
laminina, colageno e fibronectina.

O VLA-4 € expresso em mondcitos, linfocitos T e B, basofilos e eosindfilos, mas
ndo em neutrdfilos. O VLA-4 exerce sua funciio ancorando a célula ao endotélio por se
ligar ac VCAM-1 (molécula de adesdo vascular). Os leucocitos também expressam a
subfamilia 3, integrina, a qual ¢ composta de 3 distintas moléculas LFA-1 (CD11a/CD18;
¢y fiz), Mac-1 (CD1IB/CDIR; anfBz) ¢ p130.95 (CD11¢/CD18; CR3). Os receptores para
a integrina [3; sdc membros da superfamilia de imunoglobulina (lg SF), incluindo ICAMSs

{molécula de adesdo intercelular), VCAM-1 (molécula de adesfo vascular), PECAM
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{molécula adesdo de célula endotelial-plaguetaria) ¢ MadCam (molécula de adesio 2

Mucosas).

1.2.1 Mecanismos de Adesio de Leucdcitos

A adesfio de leucocitos aos  sitios de inflamacio no endotélio envolve um
processo de multiplos passos que ¢ desencadeado pela adesdo mediada pela selectina.
Hsta primeira etapa na qual a expressdo de selectina no endotélio ¢ induzida pela
inflamagdo ¢ muito instavel, e ¢ seguida pela ativagio da integrina B2 nos leucdcitos
induzidas por mediadores inflamatérios (produzida pelo endotélio ou pela camada de
tecido inflamado) culminando uma forte adesdio da integrina B2 aos seus receptores na
parede vascular. As integrinas provém de forte adesdio, mas a especificidade vem do
envolvimento de muitiplos receptores (Butcher, 1991, Hynes e Lander, 1992).

O mecanismo pelo qual a adesfio de neutrdfilos de pacientes com AF esta
aumentado ndo esta claro, embora tenha sido demonstrado alteragdes envolvendo o
aumento da expressdo de integrinas Mac-1 nestas células (Opkala, 2002). Em adicdo, as
plaquetas e as celulas mononucleares parecem ter papel na patofisiologia da doenga
falcforme. Por exemplo, nos pacientes com anemia falciforme, ocorre a ativagio
plaquetaria, geragiio de trombina ¢ fibrindlise, ocasionando um aumento na duracio de
episddios de dor. Foi verificado também um aumento da expressiio das moléculas de
adesdio nos linfécitos e mondcitos de pacientes com anemia falciforme durante episodios

de crise dolorosa. Embora crescam evidéncias da participagio dos neutrdfilos e outros



leucdcitos no mecanismo de  vasc-oclusfio, o papel dos eosinofilos na patofisiologia da

AF ainda nio fol estudade.

L3 FEosindfilos

Os eosinofilos foram descrites por Ehrlich em 1879. Esta célula tem por volta de
15 um de didmetro. A caracteristica proeminente dos eosindfilos € a presenca de granulos
esféricos ou ovoides, que ocupam aproximadamente um guinto do citoplasma {Giembycz
e Lindsay, 1999). Estes granulos contém material cristaloide eletrodenso com forte
afinidade para corantes acidos como a eosina, o que resulta na coloragdo alaranjada
caracteristica dos granulos citoplasmaticos dos eosinofilos (Miller et al., 1966). Quatro
distintas populagdes de granulos tem sido consideradas: granulos secundarios, granulos
pequenos, granulos primarios e corpos lipideos {Giembycz e Lindsay, 1999). Os granulos
secundarios, que sie 0s mais rmportantes, contém a proteina basica principal (MPB), que
¢ a mais abundante, a proteina catidnica eosinofilica {ECP), a peroxidase eosinofilica
(EP(O) e a neurotoxina ou proteina X derivada do eosindfilo (EDN ou EPX) {Gleich e
Adolphson, 1986). A EPO ¢ um membro da familia da haloperoxidase, localizada
exclustvamente na matriz dos grinulos secundarios (Egesten et al, 1986; Enomoto €
Kitam, 1986), Nos eosindfilos humanos a EPQO representa cerca de 5% do total de
granulos protéicos (Carlson et al, 1985; Venge, 1993). As propriedades e o nivel de
expressdo da EPO sdc os mesmos nos eosindfilos purificados de individuos normais e

individuos com eosinofilia (Bos et al.[1981). Mais da metade dos outros grinulos dos



eosindfilos slo de proteinas basicas, as quais podem exercem fungfio citotOxica aos
parasitas bem como para células de mamiferos normais.

Os eosmofilos sintetizam proteoglicanas e 1L-6. O massivo aumento dos
eosinbfilos nos individuos humanos € desencadeado pela associacdo a infecgBes
parasitarias helminticas com dependéncia de células T. Trés citocinas derivadas de
células T, como a interleucina 3 (IL-3), interleucina 5 (IL-5) e o fator estimulador de
colénia de granulocito-monodcitos (GM-CSF), tém efeito sobre a proliferagio e a
maturagio dos eosindfiles (Hansel et al.; 1989). Apés um periodo de diferenciacio e
maturagdo que dura cerca de 5 dias, os eosinofilos maduros deixam a medula dssea e
passam a circular no sangue periférico; sendo que no sangue apresentam uma meia vida
de 13-18 horas, e so entfo migram para os tecidos onde tem vida média de 6 dias
(Parwaresh et al., 1976; Kroegel et al., 1994).

0s eosindfilos expressam receptores de membrana como todos os leucocitos. Isto
inclui receptores de adesdio, receptores Fc e receptores para a ligacio de mediadores
sofaveis. O passo inicial na migracio do espago vascular para o tecido extracelular € a
aderéncia ao endotelio vascular. Esta aderéncia ¢ mediada por ligagio dos receptores de
adesdio, na superficie dos leucdcitos, aos seus ligantes no endotélio.

Os eosmotilos acumulam seletivamente nos sitios de inflamagio alérgica e seu
recrutamento € dependente tanto da expressio como da atividade funcional das moléculas
de adesdo na superficie destas células. O mecanismo que regula a expressdo e fungdo das
moléculas de adesfo necessdrias & migracio transendotelial nos tecidos pelos eosinodfilos,

contudo, é pobremente entendida na génese da anemia falciforme.




A integrina  VIL.A-4, expressa na superficie dos eosindfilos, interage com o
YCAM-1 no endotelio, formando uma ponte de ligagio importante para a fase inicial de
adesio dos eosmdfilos (fonson et al., 1995). Enquanto que o LFA-1 e o Mac-1 se ligam 2
ICAM-1 (molcculas de adesdo intercelular) e sio importantes para o extravasamento dos
eosinofilos nos tecidos (Nakao et al., 1994; Bloemen et al., 1996). Tanto o Mac-1 comgo
o VLA-4 sio conhecidos como importantes mediadores da fungiio quimitaxica e adesivas
dos eosindfilos; o Mac-1, atua na degranulagio e superoxidacio de &nions, na produgio
de GM-CSF e de PAF (fator ativador de plaquetas) (Horle e Kita, 1994),

Estas considerages e a importincia dos leucdcitos nos mecanismos vaso-
oclusivos levaram-nos a investigar a atuagiio do papel dos eosindfilos no fendmeno de
vaso-oclusdo da AF. Seguindo a observagio que a contagem de eosindfilos em pacientes
com anemia falciforme foram significativamente mais elevada do que os individuos
sadios (controles), foram isolados os eosindfilos do sangue periférico de individuos
sadios (HbAA} e de pacientes portadores de HbSS. Foram testadas a adesio destes
esosindfilos para o componente da matriz extracelular, a fibronectina (FN), e comparada
a diferenga de ades@io existente entre os dois grupos controle e paciente, sob as mesmas
condigdes. Os efeitos de citocinas sobre a ades3o dos eosindfilos foram testadas e as

moléculas de adesdo envolvidas neste processo foram investigadas.
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2- OBJETIVOS

2.1 Objetive Geral

Face ao exposto este projeto tem por objetive comparar a expressio e fungio das
integrinas em eosindfilos de pacientes com anemia falciforme e em eosinofilos de

individuos normais,

2.1.1 Ohjetivos especificos

ay Comparar o niamero absoluto de eosinofilos no sangue periférico de individuos

controles e de pacientes com anemig falciforme.

by Comparar & adesfic “in vitro” de eosindfilos de pacientes com anemia

falciforme e individuos normais a FN utilizando ensaios de ades3o estatica.

¢) utilizar anticorpos especificos para as subunidades o das integrinas VLA-4,
Mac-1 e LFA-1 ¢ imediatamente realizar o ensaio de adedo com o intuito de elucidar
quais moléculas de adesiio estfio envolvidas na adesfio de eosindfilos & FN tanto na

populagio de controles como na populacao de pacientes com AF.

d) Estimular as células com as citocinas (agentes sinalizadores) TL-8 {interleucina

8). GM-CSF e RANTES e imediatamente processar ¢ ensaio de adesfio para comparar as
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diferencas na adesfic das moléculas de adesdo (im virro) em pacientes com anemia

faletforme e individuoes controle.

¢) Mensurar a expressio celular dos antigenos VLA-4, Mac-1 e LFA-1 na
membrana de eosindfilos de individuos controle e pacientes com anemia falciforme por

ctiometria de fuxo.

)
)



MATERIAL E METODOS




3- MATERIAL E METODOS

O sistema MidiMACs junto com as colunas magnéticas e as microbeads foram
compradas da Miltenyi Biotec Inc. (California, USA). Os anticorpos IgG controle
negative (W3/25), o anti CD49d (HP2/1), o anti CD11b (ICRF44) conjugado com FITC
{fluoresceina isottocianato) e o RPE (R-ficoeritrina) foram adquiridos da Serotec, Oxford.
UK. O anti CD11a (MHM24) e o anti CD29 (K20) foram obtidos da DAKO.

A 1L-8 recombinante humana (CXCL8), 0 GM-CSF e o RANTES (CCL5) foram
adquiridos da R&D Systems (Minneapolis, USA}. A fibronectina foi comprada da
Invitrogen (California USA). Todos os outros produtos foram obtidos da Sigma Co, { St
Louis, USA).

O estudo foi realizado no Hemocentro de Campinas UNICAMP.

3.1 Casuistica

3.1.1 Pacientes e Coniroles

Foram selecionados os pacientes com S8 diagnosticados pelo hemocenirc da
Unicamp utilizando os métodos de eletroforese de hemoglobina e cromatografia liguida

de alta pressdo (HPLC) (Variant II- Bio-Rad).



Apbs a entrevista ¢ a aceitacio em participar do protocolo de pesquisa, ©
individuo {pacientes com AF e controles) assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido. Foram coletadas 30 mi de amostras de sangue periférico de 59 pacientes com
anemia falciforme do ambulatorio de hemoglobinopatias em fase estdvel, na auséncia de
infecgio ou processos inflamatorios e alérgicos ¢ sem transfusiio prévia nos trés meses
precedentes ao estudo.

Para a observagfio das caracteristicas clinicas de todos os pacientes, observar a
Tabela I nos resultados.

48 individuos saudaveis foram usados como controles (idade entre 20 a 50 anos).
Tanto os controles como os pacientes apresentaram teste negativo para pesquisa de

parasitas nas fezes e nenhum deles apresentava quadro atdpico ou de asma.

3.2 Contagem de Eosindfilos no Sangue Periférico

A contagem de ecosindfilos dos pacientes com anemia falciforme e individuos
controles foi realizada utilizando o sistema de contagem diferencial de células

(leucoeitos) Advia Hematology System (Baver Corp. Ireland).

3.3 Isolamento dos Eosindfilos

Os eosinofilos foram isolados de sangue periférico. Resumidamente, 30 mi de
sangue foram coletados (em heparina) de individuos saudaveis e de individuos com o
diagnéstico de anemua falciforme. O sangue foi diluide 1.2 com PBS (salina fosfatada
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tamponada) e 30 ml deste sangue diluido foi colocado em cima de 15 ml de Percoll
{1088g/ml, pH=7,4 340mosmol/Kg H2O). Gradientes foram obtidos apos centrifugagio
a 700xg durante 20 minutos a 4°C. O anel contendo hemacias e granulécitos foi coletado.
Em seguida, o pellet de granulocitos foi obtido apds lises das hemécias com tampio de
lise {155mM NH; CI, 10 mM KHCO;5). Os granulocitos obtidos contém basicamente
neutrofilos e eosnofilos. Os eosindfilos diferentemente dos neutrdfilos ndo expressam o
antigeno CD16 em sua superficie. Baseado nestas caracteristicas, os granulocitos apés 2
favagens em PBS foram incubados com anti CD16 conjugado a microbeads (Miltenyi
Biotec Inc; German} durante 30 minutos a 4°C. Em seguida, os granulocitos foram
passados em uma coluna, submetidos a uma forga magnética (Miltenyi Biotec Inc;
German). Os eosindfilos foram entdo coletados por selecio negativa no eluente. Os
eosinotilos foram ressuspendidos em meio Essencial Eagles médio pH= 7.2 (MEM)

{pureza > 95% de eosindfilos ).

3.3.1 Preparaciio de laminas em citocentrifuga

Apbs a separacdo dos eosindfilos foi realizado a contagem automatica destas
células para aferir a concentragio de eosindfilos. Adicionalmente, 100 da suspensdo de
células de cada amostra (10%m!) controle e paciente foram colocadas no recipiente da
citocentrifuga (Shandon Citospin 3) e submetidas a centrifugaco a 400 rpm durante 5
minutos. Em seguida as laminas foram secas em temperatura ambiente ¢ coradas com

soluglio de Leishman (Sigma Chemical Company, 8T Louis, Mo) por 15 minutos € a
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pureza da suspensdo de eosindfilos confirmadas. As l&minas foram visualizadas em

microscopia optica comum, em imersio {aumento de 1000x).

3.4 Ensaios de Adesdo

3.4.1 Teste da Adesiio Celular dos Easinofilos

Placas com 96 pogos com fundo plano foram preparadas por “coating” individual
com 60ul do ligante desejado (20ug/mi fibronectina em PBS) “overnight” a 4°C. Os
pogos da placa foram lavados duas vezes com 100ul de PBS. Os sitios inespecificos da
placa foram bloqueados com 100 ul de PBS/BSA a 1% por 90 minutos a 37°C.
Novamente foi realizada 2 lavagens com 100ul de PBS. Depois de secas, adicionamos
aos pogos da placa, um volume de 50ul de meio de cultura (MEM) contendo os
cosinofilos na concentragiio de 5x10° células/ml. A partir dai, os eosindfilos entram em
contato com a FN, existentes nas placas, iniciando-se o processo de adesdo. Foi
determinado um periodo de 60 minutos a 37°C 5% CO; para a adeso das células & FN.
Depois da incubagfio . as células que nfo aderiram 4 FN, nos pogos da placa, foram
removidas com 2 lavagens com 100ul de PBS. Por fim, colocamos um volume de 50ul
de meio de cultura MEM nestes pocos, onde foi realizado o ensaio de adesiio. Este
mesmo procedimento foi realizado tanto com os eosinofilos de pacientes com AF como
para os eosinofilos dos mdividuos controles.

Para mensurar a quantidade de eosindfilos, que adere a FN, realizamos uma curva
padrdo. Para construir a curva, adicionamos concentragdes variando de 0-100% da

suspensio original de células (5x10° células/ml) em 50ul de MEM.
P 2 H
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A soluglo de revelacio utilizada no ensaio de adesdo ¢ a solucio de substrato de
EPC (1mM Hz(G;, 1 mM o-phelylenediamine e 1% de Triton X-100 em tampo Tris pH=
8,0). Este EPO (peroxidase eosinofilica) ¢ uma enzima que esté inserida nos eosindfilos e
quando em contato com o substrato o-phelylenediamine e juntamente com a &gua
oxigenada, ocorre uma reagdo de peroxidase colonmétrica. Nesta reaclo ¢ possivel
detectar a quantidade de EPO contido nos eosinéfilos, e portante a quantidade de
eosinofilos que estava adenda a placa. Podemos dizer entdo que a adeso dos eosinofilos
foi calculada por medi¢lo residual da peroxidase eosinofilica (EPQO) atividade da
aderéncia celular (Nagata et al 1995).

Basicamente 50 pl de substrato de EPQ foi adicienado em todos os pocos da placa
{rea¢io de adesfo + pog¢os da curva padrio). Depois de 30 minutos de incubagio sob
agitacdo & temperatura ambiente, 25ul de H;50, a 4M foram adicionadas aos pogos da
placa, a fim de interromper esta reago de revelacdo colorimétrica. A leitura da placa foi
realizada em leitor de Elisa (multiscan MS, Labsystems EUA) Este equipamento de Elisa
foi programado para que a leitura fosse realizada na absorbincia de 450nM e entfo as
densidades Opticas (D0 foram registradas. Aderéneia celular foi caleulada por

comparagdo da absorbincia das amostras com a curva padrio.

3.4.2 Tratamento dos Fosinofilos antes da Execucfio do Teste

As células ressuspensas em MEM foram tratadas com diferentes estimulos (IL-8,

RANTES e GM-CSF) e anticorpos blogueadores, contra as subumdades especificas das
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integrinas {VLA-4, Mac-1 ¢ LFA-1) imediatamente antes da execucdo do teste de adesio

ou antes da execucdo do teste de citometria de fluxo.

3.5 Citometria de Fluxo

A expressido das moléculas de adesdo na superficie dos eosindfilos foi detectada
através da citometria de fluxo. Eosinofilos isolados (100ul de 5x10° células/ml) foram
incubados em concentragfio saturada de anticorpo monoclonal da molécula de adesio ou
controle (anticorpo de isotipo semelhante) adequado conjugade com fluoresceina
isotiocianato (FITC) ou R-ficoeritrina (RPE) por 20 minutos a temperatura ambiente na
auséncia de luz.

Os anticorpos monoclonais foram usados nas seguintes diluigBes: anti CD1la
conjugade com FITC 1:20; anti CD49d conjugado com FITC 1:10 e anti CD1ib
conjugado com R-PE 1:20 e anticorpo IgG controle nas mesmas diluicSes.

Apos centrifugaciio (300xg/10min) e remociio do sobrenadante, as células foram
lavadas duas vezes com PBS e fixadas com 500! de paraformaldeido a 1%. Os evenios
foram adquiridos no citdmetro FACScalibur (Becton-Dickinson San Jose CA). As
analises foram realizadas na regifo de eosindfilos, definidas baseadas nas caracteristicas
de complexidade citoplasmatica {SSC) e tamanho celular (FSC). Em seguida, a média de
intensidade de fluorescéncia (MFT) para cada antigeno pesquisado foi aferida e utilizada
para comparagio da expressic do antigeno em relagfio aos individuos controles e o

controle negativo (isotipo controle).



3.6 Andlise estatistica

Para todas as amostras, as condigbes de normalidade das distribuicSes foram
testadas, e se as varidveis em todos os grupos nfio apresentavam distribuigio normal,
foram exigidas transformagdes matematicas prévias. Os resultados foram expressos como
média +/- erro padrio da média e os dados de cada grupo foram comparadas utilizando o
teste de Mann-Whitney com uma significincia estabelicida de (p< 0.05). O “Student
test” (test t) foi utilizado para comparar grupos especificos. Todos os caiculos foram

efetuados utilizando-se o programa GraphPad Instat.
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4- RESULTADGS

4.1 Caracteristicas clinicas dos pacientes

Tabela 1. Detalhes Clinicos dos pacientes com anemia falciforme que participaram do

estudo.

Média (mediana, min, max) Referﬂenciai

(/1)

Masculino / Ferminmno 22/37
Idade (anos} 31932, 11, 530)
Hemacias no. (x 10%ul) 2.70(2.67, 1.5, 4.96) 4.4/3.9
Hematocrito {%0) 246(244 152 33.2) 41.6/36.5
Hemoglobina (g/dl) 8.08(7.9,53,11.2) 14.0/12.0
Volume corpuscular médio (f) 91.6(91.0, 694, 108.9) 90/80-90
Hemoglobina corpuscular média (ul) 30.4 (305, 18.0, 37.2) 31-34
HbF (%) 6.50(6.27, 0.80, 17.6) 0-2

4.2 Contagem absoluta dos eosindfilos em pacientes com anemia falciforme ¢

controles
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Foi realizado o hemograma em todas as amostras de sangue periférico coletadas
com heparina. A contagem diferencial foi realizada tanto no sangue de pacientes
como no sangue dos controles (individuos sadios). Numeros absolutos de eosinofilos
foram significativamente maior na populagdo de pacientes do que na populagiio dos
controles. O namero médio de eosinofilos foi 0.475 + 0.041 x 10° células/L nos
pacientes com anemia falciforme (com variagio de 0.070-1.330 x 107 células/L; n=
59) e para a populagio de controles, o nimero meédio de eosinofilos foi 0.159 £ 0.018
x10” células/L (com variagio de 0.010- 0.720 x 10° células/L; n=48) p <0.0001. Por

favor , ver figura 1.
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Figura 1. Contagem dos eosinofilos no sangue de individuos sadios e pacientes com
anemia falciforme p=48 e n=59, respectivamente. A contagem diferencial das células

brancas (lencocitos) foram realizadas usando o Advia Hematology System. p<0.001.
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4.3 Isolamento dos eosindfilos

Os eosinofilos foram obtidos a partir de sangue periférico total em 2 etapas: a
primeira etapa os granulocitos foram isolados do sangue periférico pelo método de
Percoll Gradiente (1088g/ml, pH 7.4; 340 mosmol/Kg H20). Figura 2; e na segunda
etapa somente os eosinofilos foram separados dos neutrofilos apds passar em coluna

magnética com auxilio de anticorpo especifico CD16, Figura 3.

(A) (B)
Figura 2: Isolamento dos granul6cites. Fotos ilustrativas das laminas controle (A) e
paciente (B} com presen¢a das células granulociticas apos centrifugagio e separacio
utilizando-se o Percoll Gradiente, Pureza das amosiras: 90% de neutrdfilos e 10% de

eosindfitos
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(A)

(B)

Figura 3: Isolamento dos eosindfilos. Fotos ilustrativas das ldminas controle (A) e

paciente com anemia falciforme (B) ap6s separagio dos eosindfilos na coluna magnética

MidiMACS. Note a presenga de eosinofilos puriticados (> 95%).

4.4 Ensaios de Adesdo Celular dos Eosindfilos

4.4.1 Padronizacio do métedo do ensaio de adesfio a FN

A curva padrdo foi efetuada adicionando variadas concentragfes da suspensio

original (0.5x10° cel/ml) das células do controle e paciente para a placa {0-100%). A

adesdio dos eosinofilos fo1 calculada por medigfo residual da peroxidase eosinofilica. A

atividade das células aderentes e adesfio foi calculada por comparacio de desconhecidos

para tal curva padro. Abaixo esta 0 exemplo de como foi realizada a curva padriio Figd.

celula (uh) MEN
0% G 100
5% 8 152
0% 16 144
20% 32 128
50% o0 60
100% 100 0
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Figure 4. Curvas padr&es tipicas de células controle(A)/paciente(B). Foi realizada a
curva padrio com diferentes concentragdes de ¢élulas em 50ul de MEN, Apos efetuar a
curva foi realizada a leitura da placa em leitor de Elisa na absorbéncia de 490nm. Esta

curva ¢ a referéncia de porcentagem de adesio dos eosindfilos aderidos a placa.

4.4.2 Padronizaciio do tempo de adesfio a FN

Curvas para estabelecer o tempo ideal de adesfio dos eosindfilos & FN. Este
experimento foi realizado tanto para as células controles como para as células de
pacientes. A ades@io dos eosinofilos (37°C 5%CO0;) a FN foi observada nos tempos de 0,
15, 30, 45, 60, 75 e 90 mmutos. Para esta padronizacio foram utilizadas 60 ul de FN em
cada pogo na concentracdo de 20ug/ml FN em PBS. 60 minutos foi adotado como o

tempo padrdo para os ensaios de adesfio. Figura S.
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Figura 5. Curva tipica realizada para a determinacgdo do tempo (min) adotada para o
ensaio de adesdo dos eosindfilos a fibronectina (20ug/ ml).

50ul de células na concentracio 5x10° foram adicionadas nos pogos da placacom FNe
incubadas a 37C, 5% CO; em diferentes periodos de tempo (0-90 minutos). Depois da
incubagdo, as células que nio aderiram foram removidas e a porcentagem de adesfio

celular foi calculada por comparar a atividade da peroxidase eosinofilica das células

aderidas com a curva padrio (figura 4).

4.4.3 Padronizaciio da concentracio de fibronectina para ¢ ensaio de adesfio

Curvas para estabelecer qual a concentragio ideal de FN utilizada para cobrir 2
placa e promover a adesiio dos eosindfilos a2 FN. Este experimento foi realizado tanto
para as celulas controles como para as células de pacientes. Esta padronizagio ¢

necessaria para identificar a concentrag8o ideal de fibronectina que sera usada em todos
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os ensaios. A adeslo dos eosindfilos foi observada nas concentracdes de 0, 20, 40, 60, 80,

100 pg/ml de FN em PBS. A concentragiio de 20 ug/ml de FN foi adotada para todos os

ensaios de adesdo. Observar a figura 6.

—=— controle 1
s GONEFOlE 2
—w—naciente 1
o paciente 2

% adesio

[ ] fibronectina ug/ mi

Figura 6. Adesdo dos eosinéfilos 2 fibronectina. Células na concentragio de 0,5x10°
/ml foram adicionadas nos pogos da placa contendo variadas concentracdes de
fibronectina e entdo incubadas a 37C, 5% CO,. Depois da incubagfo, as células que njo
aderiram foram removidas ¢ a porcentagem de adesfio celular foi caleulada e a atividade

da peroxidase eosinofilica das células aderidas foi comparada com a aquela curva padrio

(figura 4).
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4.4.4 Adesao dos eosinéfilos controles e pacientes a fibroneciina

Em ensaio estatico de adesdo, os cosinofilos de pacientes com anemia falciforme
demonstraram significativamente maior adesdio a fibronectina (20 pg/ml). A adesio dos
eosindfilos de pacientes com anemia falciforme 4 FN for 1023 = 145 % (= 31}
enquanto que a adesdo dos eosindfilos de individuos controles & FN foi 6.00 + 0.80 % (n=

25; P = 0.02). Observar a figura 7.

—
[
H

104

[1:]
|

% adesio a fibronectina

normal

Figura 7. Foram adicionados 50ul de eosinofilos (5x10° células/ml) nos pocos da placa
contendo FN (20 ug/ml). As células foram incubadas durante 1 hora a 37°C, 5% (O,
Depois da incubagdio, as células que ndo aderiram foram removidas com lavagens com
PBS e a porcentagem de adesfio celular foi caleulada por comparacio da atividade da
peroxidase eosinofilica das células aderentes dos desconhecidos para aguela curva

padrdo. Resultados sfo expressos como a média da porcentagem de células aderidas do
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total de numeros celulares +/- erro padric da média n=25 e n=31, respectivamente. Os
experimentos foram realizados em triplicata. *p<0,05 comparado com a adesio do

controle.

4.4.5 Efeito “in vitro” das citocinas IL-8 ¢ Rantes na adesiio dos eosindfilos a
fibronectina

Eosinofilos isolados de pacientes com AF e individuos controles foram
estimulados com IL-8 e Rantes e imediatamente adicionados & placa para aderir
fibronectina durante 60 minutos a 37°C 5% CQ2.

As citocinas 1L-8 (i, 10 e 100 ng/ml n=7) e RANTES (I, 10 e 100 ng/ml n=7) nio
tiveram nenhum efeitc significative na adesio  dos eosindfilos controles como nos

eosinofilos de pacientes 3 fibronectina.

16.09 10.0+ .
g A Controle _S B Pacienie
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Z% Zg
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Figara 9. As figuras A (controle) e B (paciente} mostram uma das concentracdes de
RANTES (10.0ng/ml) utilizadas nos eosindfilos do sangue periférico para o ensaio de

adesfio 2 fibronectina no tempo de 1 hora de incubacio a 37°C 5%(C02. Nio houve
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diferenca significativa na adesio de célula tratadas para fibronectina p< 0,05 comparado

com celulas nfo tratadas.

Paciente

sonn A Controle

7.5

% adesdo 3 fibronectina

% adesio a fibronectina

0.0~ a0 10 fL-8] ngfmi
[IL-8] 50/mi

Figura 10. As figuras A (controle} e B (paciente) mostram uma das concentra¢des
utilizadas de IL-8 (1.0 ng/ml} nos eosinofilos de sangue periférico no ensaio de adeso a
fibronectina no tempo de 1 hora de incubagio a 37°C 5%CO2.

Nic houve diferenca significativa na adesdo de células para fibronectina p< 0,05

comparado com células ndo tratadas

4.4.6 Efeito do GM-CS¥ na adeséio de eosindfilos de individuos controles ¢
S5 a FN.

Em contraste ac dados acima, a co-incubacfo dos eosindfilos de pacientes com
GM-CSF (60 min, 37°C 5%C02) significativamente aumentou a adesio dos eosindfilos
de pacientes a FN na presenga 0. 1ng/ml de GM-CSF. Inversamente a adesio de
eosinOfilos controles 4 FN, nfio resultaram em nenhum efeito quando incubados com
GM-CSF em 3 diferentes concentragdes (0.1, 1.0 e 10.0 ng/ml} e sob as mesmas

condicdes. Observar as figuras 11 A/ B.
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Figura 11. Eferto do GM-CSF (0.1 ng/ml) sob a adesdo dos eosindfilos de individuos

(A) controle e (B) pacientes com AF 3 fibronectina. Os eosindfilos foram tratados com
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GM-CSF e imediatamente adicionados a placa de 96 pocos tratadas {coating individual)
com fibronectina {1h, 37°C, 5% CO,). =7 ** P<0.01; comparado para ades3o basal do

controle; pareado t-teste.

4.4.7 Efeito do blogqueio com anticorpos especificos para as integrinas na
adesiio de eosindfilos controles/pacientes a FN,

Quando as células foram tratadas com anticorpos especificos contra as
subunidades ¢ € a subunidade [} 1 das integrinas, ocorreu o bloqueio destas moléculas. A
inibicdio da adesdio dos eosindfilos a fibronectina por esses anticorpos demonstra a
especifidade do ensaio (ex: que as celulas ndo estio aderindo por consequéncia de
cargas), e tambem pode delinear qual ou quais moléculas de adesdio estdo mediando a

adesdo dos eosindfilos A FN.

Eosindfilos controles ¢ de pacientes foram co-incubados (60 minutos, a 37°C
5%C02) com anticorpo blogueador monoclonal especifico (10ug/ml concentragcdo
otimizada) para as subumidades das moléculas de adesio CD11la (MHM24) CD11b
(ICRF44) CD49d (HP2/1) e CD29 (K20), ou um anticorpo ndo especifico controle 1gG
{W3/25) nos ensatos de adesfio a FN. A adesiio de eosindfilos controles a FN foi
significativamente inibida por anti-CD11a (LFA-1, subunidade o) mAb, anti CD1lb
{Mac-1, subunidade ¢) e anti CD29 (subumdade B, integrina). O anti-CD1l1a, o anti-
CD1ilb, o anti-CD29 ¢ 0 anti-CD49d (VL A-4, subunidade o) significativamente inibiu a
adesfio basal dos eosinofilos de pacientes com anemia falciforme. Observar as figuras 12

AeB.
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Os resultados demonstram que basicamente as integrinas LFA-1 e Mac-1 estdo
envolvidas na adesdo dos eosindfilos controles e de pacientes 4 FN. O envolvimento da
VLA-4 (a e P subunidades) na adesdio dos eosindfilos de pacientes 4 FN é sugerido pelo
fato dos anticorpes (HP2/1;, K20) inibirem signifcativamente 2 adesio das mesmas a2 FN,
Nos eosinéfilos controles o anticorpo contra a subunidade o da VLA-4 (CD49d) ndo
chegou a bloquear a adeso das células a FN significativamente. Porém, o fato do
anticorpe contra a subumdade § (CD29) da VLA-4 inibir a adesic a FN

significativamente, sugere que a integrina VLA-4 também esta envolvida na adeslo dos

egsindfilos controles a FN.
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Figura 12. Efeito dos anticorpos bloqueadores sob a adesfio de eosinodfilos (A) controles
e (B) pacientes com AF a fibronectina. Eosindfilos foram co-incubados com anticorpos
monoclonais anti-CD1la (MHM24, 10 pg/mi); anti-CD11b (ICRF44, 10 pg/ml); anti-
CD49d (HP2/1, 10 ug/miy, anti-CD29 (K20, 10 ug/ml) e controle negative {mAb, 10
ug/ml) ndo especifico anticorpo monoclonal ndo especifico controle, durante os ensaios
de adesdio (1 h, 37°C, 5% CO5). Resultados sio expressos como porcentagem da adesio
das células a fibronectina £ SEM. n=7. * P<0.05; ** P<0.01; comparado com a adesio

basal das células nio tratadas,
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4.5 Expressio das integrinas na superficie de eosindfilos controles ¢ eosindfilos

de pacientes.

A expressio das itegrmas VLA-4, Mac-1, LFA-1 na superficie de eosindfilos em
controles e pacientes foi determinada por citometria de fluxo.

Os anticorpos especificos para CD49d (VLA4 subumdade o) e CD1la (LFA-1
subunidade o) foram comprados ja conjugados com FITC, enquanto o anticorpo
especifico para CD11b (Mac-1 subunidade o) foi comprado ja conjugado com R- PE. O
controle negative utilizado fol um anticorpo monoclonal de coelho anti camundongo
conjugado com FITC ¢ R-PE. Os resultados sdo expressos como intensidade média de
fluorescéncia (MF1) que demonstra a quantidade em unidades de fluorescéncia de cada
subumidade de integrina expressa na superficie de cada célula relative as células
incubadas com ¢ anticorpo controle negativo.

Nio foi observada nenhuma significincia estatistica nos valores de expressdo das

subunidades de integrinas entre a populaciio de controle e a populacdo de pacientes.

Tabela 1. A expressio de CDlla, CD11b e CD49d na superficie dos eosindfiios de
individuos sadios {controles) ¢ de pacientes com anemia falciforme, foi determinada por
citmometria de fluxo. Os eosindfilos foram isolados e incubados com anticorpos
conjugados com FITC- ou RPE (anti-CD1la, CD11b ou CD49d} comeo descrito nos
métodos. Valores sfo expressos como MFl = SEM (média de intensidade de
fluorescéncia). Nenhuma significancia estatistica fol encontrada entre o controle e a

populacdo de pacientes para estas moléculas de adesfo quantificadas.
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Moléculas de

MFI

Individuos normais

Pacientes com AF

adesio {(n=11) {(n=10)

Chlla 56.12 + 788 5451 £9.16
CD 11b 6620 +505 4989 £ 672
CD 49d 2469 +276 22775 +3.59
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5. DISCUSSAQ

Os resultados apresentados aqui sugerem pela primeira vez na literatura que os
eosinofilos podem ter participagdo nos eventos vaso-oclusivos de pacientes com AF.
Nimeros absolutos de eosinofilos circulantes foram encontrados quase triplicados no
sangue de individuos com anemia falciforme comparados com individuos controles. A
contagem de eosindfilos em um individuo saudavel apresenta variacio de 0.00-0.45x10°
células/L. com a média de aproximadamente 0.20x10” células/L (Ryan, 2001), embora
contagens conduzidas em 765 estudantes de medicina (Krause e Boggs, 1987)
monstraram nimeros absolutos de eosindfilos com variacio de 0.015-0.650x10°. A
variaglo na contagem de eosinéfilos observada nos controles estudados aqui foi similar a
estes dados previamente descritos. A populagdo controle no nosso estudo, contém niimero
suficiente de descendentes Africanos e nenhuma diferenca foi notada entre os grupos
¢tnicos. Em contraste, o namero de eosindfilos observado em pacientes com AF difere
significativamente daquele observado nos controles, com niveis superiores a 0.40x10’
células/L que pode ser caracterizado como representando discreta eosinofilia na maioria
dos individuos deste grupe de pacientes. Nenhum dos controles ou pacientes
apresentavam atopia, asma ou infecgBes parasitoldlogicas que pudesse elevar o nGimero
de eosinéfilos . Em suporte a estes dados, estudos realizados por Ekeke; e Awodu et al.,
demonstraram aumento, embora discreto, de eosinofilos em homozigotos S8 e também
em mulheres gravidas com trago falciforme (A8). Portanto este trabalho € o primeiro que
demonstra este aumento significativo no numero de eosindfilos em pacientes com anemia

falciforme. Seria possivel especular que esta discreta eosinofilia observada em nossos
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pacientes poderia ocorrer pelos mesmos mecanismos gue elevam o nimero de PMNs em
pacientes S5, embora a causa deste fendmeno ainda nfo seja conhecida.

O aumento no namero de neutrofilos no sangue de pacientes com AF tem sido
sugerido como consequéncia de wma mudanca das células do compartimento marginal
para o de circulagdo (Boggs et al, 1973). Alternativamente, a diminuicio da fungio
esplénica pode levar a um estado inflamatério crdnico, com insuficiente eliminagio de
bactérias (Serjent, 1997). Além disso, ocorre um aumento nos niveis de citocinas no
sangue desses individuos (Goncalves et al., 2001; Taylor et al., 1997, Malave et al., 1993)
como o GM-CSE, uma citocina que também estimula a diferenciagdo dos eosindfilos
(Zangrilli, 2002},

Os dados aqui apresentados mostraram que eosinofilos de pacientes com AF
apresentaram maior ades3o ao ligante da matriz extracelular, FN, em ensaio estatico de
adesdo. Nossos dados sugerem que o aumento das propriedades adesivas nos eosinofilos
de pacientes com AF, poderiam indicar que estas células participariam dos eventos vaso-
oclusivos da anemia falciforme. Adicionalmente os resultados mostraram e gue estas
células provavelmente estdo ativadas no sangue periférico dos pacientes. A adesdo basal
de eosindfilos normais a FN foi parcialmente nibida pela mcubagiic com anticorpos
monoclonais especificos para as fragBes LFA-1 o subunidade (CDlla), Mac-1 «
subunidade (CD11b) e a subunidade de integrina §; (CD29). Nao encontramos intbigdo
nas células do controles da integrina VLA-4 o subunidade (CD49d), por mais que a
adesdio basal tenha revelado sigmificante inibicio. Ainda que o anticorpo anti-CD49d
ndo tenha inbido significativamente a adesfic de eosindfilos controles 2 FN, o fato do

anticorpo contra a subunidade da J, integrina (CD29) inibir significativamente a adesio,
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implica que esta adesdio 2 FN ¢ parcialmente mediada pela integrina VLA-4 nas células
normais.

Do mesmo modo, a adesdo dos eosindfilos de pacientes com AF a FN foi
parcialmente nibida por anticorpos monoclonais especificos para as fragdes de integrinas
CD11a, CD11b e CD29 bem como o CD49d. Desta maneira, uma associacio de eventos
adesivos mediados pelas integrins LFA-1, Mac-1 e VL A-4 parecem ser responsaveis por
parte significativa da adesdo tanto do controle (eosindfilos normais) como de pacientes
(eosinofilos de pacientes SS) a FN. O aumento na adesiio de eosinéfilos com AF a FN
pode ser consequéncia de um incremento na expressdo ou na afinidade destas mesmas
integrinas na supercificie celular dos eosindfilos de pacientes. Os dados de citometria de
fluxo, entretanto, demonstraram que a expressio dessas moléculas de adesfio ndo é
significativamente alterada nas superficie dos eosinofilos SS. Podemos, portanto, sugerir
que o aumento das propriedades adesivas dos eosindfilos com AF sio mediados por
alteragdes nas afinidades das integrinas expressas nas superficies dos eosindfilos.

A LFA-1 e o Mac-1 sio primariamente ligantes do receptor celular endotelial,
ICAM-1, apesar de serem também capazes de ligar a outros ligantes encontrados na
matriz extracelular, tal como a FN, iC3b e fibrinogénic (Decleva et al., 2002; Arnaout,
1990). O I-dominic da subunidade « de LFA-1 e de Mac-1 ¢ conhecido por ter duas
diferentes opgdes de conformacBes envolvidas na regulacio de afinidade conformacional
destas P, integrinas (Hogg et al, 2002, Zhang e Plow, 1996). Adicionalmente, o
fendmeno de agrupamento regulados (“regulated clustering™) resuliante no aumento de
avidez destas integrinas ¢ também as vezes, a chave no evento na ativaciio celular (Hogg

et al., 2002; Ronchon et al | 2000}
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O VLA-4 ¢ geralmente considerado um marcador de superficie celular dos
gosinofilos e liga-se primariamente & FN. ( Springer, 1990). Semelhante a fun¢io da
integrina B2, a funciio da integrina VL A-4 pode ser modulada por mudangas da avidez ou
da afinidade dessas moteculas (Sung et al, 1997). A avidez pode ser modulada por
efeitos quelantes, enquanto a afinidade das integrinas ¢ afetada por mudancas estruturais

na conformagdo das proteinas para revelar os sitios de liga¢do (Sung et al., 1997).

Deste modo, o aumento da adesio de eosindfilos de pacientes com AF poderia ser
mediado por mudancas conformacionais na adesdo das moléculas expressas nas
superficies das células bem como por mudancas na avidez. Mudangas na conformacgio
pode ser induzida por aumento dos niveis de citocinas circulantes no plasma de
individuos com AF. Niveis normats de fator estimulador de colénia de granulécitos (G-
CSF), GM-CSF, mterferon v, fator de necrose tumoral {TNFa), interleucina-1 {(IL.-1) e
I1.-6 foram descritos em uma série de pacientes em crises de falcizacio (Fadlon et al |
1998). De modo inverso, cutros estudos demonstraram que ha aumento nos nivels de T1-6
e TNFo em plasma de individuos com anemia falciforme (Kasschau et al., 1996) e de {L-
6 em pacienies em crise falcizac@o (Duits et al,, 1996). Deste modo, alterag®es nos niveis
de citocinas poderiam ser responsaveis pelo o aumento das propriedades adesivas de

eosinofilos com AF.

Sob as condigbes usadas, “In vitro” nds ndo detectamos nenhum efeito da adicdo
de RANTES (gquimiocina especifica para eosinofilos) (Graziano et al,, 1990) ou de IL-8
{descrito como elevado em plasma de pacientes durante a crise vaso-oclusiva) (Gonealves

et al., 2001, Ulfaman et al., 2001) sobre a adesfio de eosindfilos normais ou de pacientes
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S8 a FN, em contraste com ¢ efeito observado com uso de GM-CSF. O GM-CSF é uma
citocing que tem papel importante na inflamacfio e nas doengas autcimunes bem como na
ativagio da fun¢do do VL A-4 (Hamilton, 2002; Sung et al., 1997). Esta citocina ndo
alterou a adesfo dos eosinofilos controles a FN, mas significativamente aumentou a
adesio de eosmofilos de pacientes com AF a FN, sugerindo que alteragdes dos niveis da
citocina GM-CSF podem adicionalmente estimular a adesfio dos eosinofilos nos vasos
sanguineos de mdividuos com AF durante o processo inflamatério. Além do papel das
citocinas na ativagio dos leucocitos falcizados. microparticulas de fator positivo de
tecidos derivadas de eritrécitos, plaquetas, células endoteliais e mondcitos tém sido
encontrada no sangue de individuos com AF (Shet et al, 2003) o qual pode

possivelmente contribuir para a ativacio dos leucoceitos.
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6. CONCLUSOES

Em conclusio, demonstramos aqui, pela primeira vez, que o nimero de
eosinOfilos em sangue periférico parece ser elevado nos pacientes com AF.
Adicionalmente estas celulas apresentaram aumento das propriedades adesivas, sugerindo
que elas poderiam participar no processe vaso-cclusivo dos pacientes com anemia
falciforme. Este incremento da funcio adesiva € mediada, em parte, pelas integrinas £ €
B2 (VLA-4, LFA-1 e Mac-1) e parece ser consequéncia da mudanca de afinidade ou de
avidez nas integrinas ¢ nfo na sua expressdo. Estudos adicionais serdo necessarios para
determinar a extensfo da contribuicdo dos eosindfilos nos fendmenos de vaso-oclusio

em pacientes com anemia falciforme no estado estavel ¢ nos fenbmenos agudos da

anemia alciforme.
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