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Neste estudo, investigamos se a IL-5, a eotaxina e a dexametasona
modulam a migracio e adesac de eosindfilos obtidos de individuos sadios e de
pacientes com rinite alérgica.

O ensaio de quimiotaxia e de adesfo foi realizado com eosindfilos de
sangue periférico usando-se sistema imunomagnético de separaciio celular. Para
0s ensaios de quimiotaxia, foram utilizadas placas ChemoTx-5, e para os ensaios
de ades&o, placas de ades&o recobertas com fibronectina. Em ambos os ensaios,
a medida da absorbéncia (490 nM) da peroxidase eosinofilica foi utilizada como
indice de eosindfilos migrados ou aderidos.

O PAF (10°® M) induziu quimiotaxia de mesma magnitude em eocsindfilos de
individuos sadios e de pacientes com rinite. A IL-5 (0,25 ng/ml) aumentou
significativamente a quimiotaxia de eosindfilos induzida pelo PAF; porém, o
aumento observado em eosindfilos de pacientes com rinite alérgica foi 65% maior
(p<0,001) do que de individuos sadios. A eotaxina (100 ng/mi) ndc alterou a
resposta quimiotdxica do PAF em nenhum dos grupos estudados. A
dexametasona (100 pg/mi) reduziu significativamente a quimiotaxia, tanto no
grupo de individuos sadics, como no de pacientes com rinite alérgica.

A IL-5 (0,25 ng/ml) induziu resposta quimiotaxica significativamente maior
em eosindfilos de pacientes com rinite, em comparagio com eosindfilos de
individuos sadios. A resposta quimiotaxica & IL-5 néo foi modificada pela eotaxina
{100 ng/mi) em eosindfilos de individuos sadios, mas foi marcantemente reduzida
em eosindfilos de pacientes com rinite alérgica.

A eotaxina (100 ng/ml) induziu resposta quimiotixica significativamente
rnaior em eosindfilos de pacientes com rinite, em comparagioc com eosindfilos de
individuos sadios. A resposta quimiotaxica & eotaxina foi potencializada pela IL-5
(100 ng/ml) em eosindfiios de individuos sadios & de pacientes com rinite alérgica.
Entretanto, o aumento observado nos eosindfilos de pacientes com rinite alérgica
foi significativamente maior do que de individuos sadios.

Em placas recobertas com fibronectina (10 ug/mi), ligante oposio da
molécula de adesdo VLA-4, estudamos a adesio dos eosindfilos. A adesdo
espontanea foi maior com eosinéfilos de pacientes com rinite alérgica do que de
individuos sadios. A incubagio dos eosindfilos com eotaxina {100 ng/mi) ou IL-5
(0,25 ng/mi} ndo modificou a ades@o dos eosindfilos em nenhum dos grupos
estudados. A incubac8c com dexametasona (100 ug/mi) reduziu significativamente
a ades&o celular em ambos os grupos experimentais.

Nossos resultados mostram que eosindfilos de pacientes com rinite aiérgica
estéo pré-ativados. Isto pode ser devido & exposicio na circulagéo a IL-5, que leva
ac aumenio da expressdo efou funcBo da molécula de adesfic VLA4 e,
conseqlentemente, de sua migracio.

Xiii



ABSTRACT



in this study, we tested whether IL-5, eotaxin and dexamethasone modulate
the adhesion and migration of eosinophils obtained from allergic rhinitis subjects, in

comparison with healty individuals.

The chemotaxis and adhesion assays were performed with eosinophils
isolated from peripheral blood using an imunomagnetic cell separator. ChemoTx-5
plates were used for the chemotaxis assays, whereas fibronectin-coated plates
were used for the adhesion assays. For both assays, measurement of eosinophil
peroxidase activity was used as marker for migrated or adhered eosinophils.

Platelet-activated factor (PAF; 10° M) induced a significant eosinophil
chemotaxis in both studied groups. Interleukin-5 (IL-5, 0.25 ng/ml} significantly
increased the PAF-induced chemotaxis in eosinophils from both healthy individuals
and rhinitis subjects. However, the increase in rhinitis subjects eosinophils was
65% higher (p<0.001) compared with healthy individuals eosinophils. Eotaxin (100
ng/ml) did not alter the PAF-induced eosinophil chemotaxis in either groups
studied. Dexamethasone (100 pug/mi) significantly reduced PAF-induced
chemotaxis in cells from both groups.

Interleukin-5 (0.25 ng/mi) induced a higher chemotactic response in
eosinophils from rhinitis subjects compared with healthy individuals. Eotaxin (100
ng/ml) had no effect on IL-5-induced eosinophil chemotaxis in healthy individuals,
but prevented the increase in eosinophil chemotaxis induced by IL-5 in rhinitis
subjects.

Eotaxin (100 ng/ml) induced a higher chemotactic response in eosinophils
from rhinitis subjects compared with healthy individuals. Eotaxin-induced
eosinophil chemotaxis was significantly enhanced by IL-5 (0.25 ng/ml) in both
group studied, but this enhancement was higher in eosinophils from rhinitis
subjects.

in plated coated with fibronectin {(an opposite ligand for VLA-4) we studied
the eosinophil adhesion. The basal (spontaneous) cell adhesion was siginificantly
higher (p<0.05) using ecsinophils from rhinitis subjects compared with those from
healthy individuals. However, the pattern of cell adhesion in both groups was not
significantly affected by eotaxin (100 ng/mi} or IL-5 {0.25 ng/mi). Dexamethasone
(100 ug/ml) significantly reduced the eosinophil adhesion in cells from both studied
groups.

Ours resuits indicate that eosinophils from rhinitis subjects are found primed,
and that can be due to previous exposition to IL-5 while in peripheral blood. it is
likely that IL-5 increases the expression and/or function of adhesion molecule VLA-
4 in eosinophils ieading consequently 10 an enhanced cell chemotaxis.
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A rinife alérgica € uma doenca inflamatéria das vias aéreas superiores
acompanhada por sintomas como espirro, prurido e congestio nasal, podendo
tambem haver envolvimenio dos olhos, ouvidos e garganta. Existem diferentes
fatores que desencadeiam a rinite em criancas e aduitos, mas aproximadamente
50% dos casos de rinite s30 de natureza alérgica. Na rinite alérgica, os sintomas
s&o resuitado de um processo inflamatéric mediado pela imunoglobulina (Ig) E
especifica para o alérgeno, como graos de pdien, bolor, particulas de poeira
domestica, entre outros (revisto por SKONER, 2001). A resposta alérgica envolve
liberacao de mediadores inflamatbrios e ativacio e recrutamento de células para a
mucosa nasal (DYKEWICZ et al., 1998).

A resposta alérgica pode ser dividida em duas fases: a fase imediata e a
fase tardia. A fase imediata é caracterizada pela acio da igE em masticitos.
Exposicdo a alérgenos em individuos previamente sensibilizados desencadeia
uma cascata de evenios que culmina na desgranulacdo dos mastocitos,
provocando os sinfomas caracteristicos da rinite alérgica. Produtos desta
desgranuiacéo incluem mediadores pré-formados, como a histamina, e recém-
formados, como a prostagiandina (PG) D», os leucotrienos (LT) C4, LTDse LTE,, ©
fator ativador de plaquetas (PAF), o fator de necrose tumoral (TNF) o e a
interleucina (IL) 5 (para revisdo ver WILLIAMS e GALLI, 2000; GELFAND, 2004).
As aches conjuntas destes mediadores dilatam os capilares sangiiineos causando
o edema sinusoidal, que oclui ¢ congestiona a passagem de ar nasal. Isto
caracleriza a obstrugcac nasal e a rinorréia tipica da rinite alérgica. O edema da

mucosa nasal pode estimular os nervos sensoriais levande & liberacio de
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neuropeptideos responsaveis pelas sensagbes de prurido e espirro (SKONER,
2001). Mediadores derivados de mastocitos, como a histamina e o LTC,, atuam
também promovendo a expressdo de moléculas de adesdo envolvidas no
recrutamentc das celulas inflamatorias. Agentes quimiotdxicos como 2 L5
promovem & infiltragdo de eosindfilos, neutrdfilos, basofilos, linfocitos T e
macrofagos na mucosa nasal (NACLERIO et al., 1985).

A resposta inflamatéria tardia é caracterizada pelo actmulo de leucdcitos
como eosindfilos, neutrdfilos, baséfilos e os linfocitos T auxiliares (LTy) 2, sendo os
eosindfilos as principais células envolvidas nas reagdes alérgicas de fase tardia.
Mediadores derivados de eosindfilos s&o descritos como os principais
responsaveis pelo dano causado ao epitélio, levando ac quadro clinico e
histolbgico das doencas alérgicas cronicas (revisto por SKONER, 2001). Portanto,
a IgE e os eosindfilos s&o componentes importantes da inflamacao alérgica que a
distingue das outras formas de doencas inflamatorias (BROIDE, 2601).

Os eosindfilos s@o granul6eitos formados na medula 6ssea, proliferam e se
diferenciam em um microambienie constituidc essenciaimente de células do
estroma e da matriz exiracelular, sob o controle de fatores de crescimento.
Citocinas como o fator estimulador de coldnias de macréfagos e granuldcitos {GM-
CSF), IL-3 e IL-5 s&o capazes de promover a eosinofilopoese (CLUTTERBUCK et
al., 1989). A IL-5 e a eotaxina exercem um importante papel nos estagios finais de
maturagéo e liberacao dos eosindfilos da medula dssea para a corrente sanguinea
(PALFRAMAN et ai, 1998a). O periodo de diferenciagdc e maturacio & de
aproximadamente cinco dias, apdés o qual 0s eosindfios maduros deixam z

medula e vao para 0 sangue periférico, migrando para os fecidos mediante um
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estimulo inflamatorio (KROEGEL et al, 1994). Nos tecidos, os eosinéfios
persistem por até seis dias, sendc que sua sobrevivéncia pode ser estendida pelo
efeito da liberac&o sistémica ou local de IL-5 e GM-CSF (TAl et al., 1991).

O eosindfilo humano maduro tipico apresenta um nlcleo bilobulado. No
citoplasma, além das organelas, enconfram-se quatro tipos de granulos,
identificados por microscopia eletrdnica, come: (1) granulos primérios; (2) granulos
secundarios; (3) granulos pequenos; e (4) corplsculos lipidicos (revisto por
GIEMBYEZ e LINDSAY, 1999). No interior destes granulos estdo armazenadas
algumas enzimas e proteinas basicas pré-formadas. Os granulos primarios
contém as lisofosfatases e nos granulos secundarios estio confidos,
principaimente, a proteina basica principal (MBP), a proteina catidnica eosinofilica
(ECP), a peroxidase eosinofflica (EPO) e a neurotoxina derivada do eosinéfilo
(EDN) ou proteina X eosinofilica (EPX). Os granulos pequenos contém as
arilsulfatases B e as fosfatases Aacidas. Os corplsculos lipidicos contém 5-
lipoxigenase, cicloxigenase e 4&cido araquidonico. Mediante estimulagio, os
eosinffiios podem liberar substancias como metabdlitos do oxigénio (&nion
superdxide e perdxido de hidrogénio), mediadores lipidicos (PGE,, PGD», TXAs,
LTC, e PAF), citocinas (IL-5, TNF-a e GM-CSF) e quimiocinas {RANTES e
eotaxina).

Embora estejam amplamente distribuidos no organismo, os eosinéfilos sdo
mais abundanies em tecidos que tém interface com o meio externo, como o trato
respiratorio, gastrintestinal e geniturindrio (WELLER, 1991). Uma vez recrutados

para o tecido por diferentes agentes quimiotaxicos, como ¢ LTBs, e o PAF, os
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eosindfilos recebem sinais gue promovem sua desgranulacio e secrecio de
citocinas. Dos mediadores que contribuem para a migragéo e desgranulacio dos
eosinéfilos, a IL-5 e a eotaxina séo descritas como reguladoras seletivas para os
eosindfilos (COLLINS et al,, 1995; MOULD et al,, 2000).

A observacao que nas reacbes alérgicas ocorre um actmuio seletivo de
eosindfilos levou a estudos visando a identificacdo de fatores quimiotixicos
especificos para eosinbfilos. Nas dltimas décadas, uma nova familia de agentes
quimiotaxicos, as quimiocinas, afraiu muita atenc@o pela sua especificidade de
atuac@o sobre eosindfilos (CONROY et al, 1997). As quimiocinas sdo citocinas
quimiotaxicas de baixo peso molecular (8-10 KDa) que produzem efeitos prd-
inflamat6rios nos leucocitos, como a quimiotaxia, desgranulacio, sintese de
mediadores lipidicos e ativacgo de infegrinas.

A eoftaxina @& uma quimiocina que atrai especificamente eosinédfilos
(BROIDE et al., 1999). A seletividade desta guimiocina parece ser devida ao tipo
do receptor de quimiocina expresso nestas células. Os eosindfilos expressam
predominantemente o receptor CCRS3, no qual a eotaxina se liga (PONATH &t al.,
1996). Estudos em cobaias € em camundongos sugerem que 2 eoiaxina e 2 IL-5
atuam cooperativamente para promover o recrutamento dos eosindfilos para ©
tecido (COLLINS et al,, 1995, MOULD et al., 1997).

Em resposia a estimuios alérgicos, os ecsindfilos da medula 6ssea sao
estimuiados a se diferenciar e a migrar, aumentandc ¢ nimero dessas céluias no
sangue periférico e no tecido inflamado. A IL-5 é identificada como a2 citocina
chave na regulacao dessas funcbes do eosindfilo, bern como de sua sobrevivéncia

nos tecidos, atuando, portanto, como um marcador das doencas alérgicas
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{SANDERSON, 19982). A IL-5 estimula as células progenitoras CD34” da medula
Ossea, precursoras dos granulécitos, induzindo a diferenciagéo destas células em
linhagem eosinofilica. Ao mesmo tempo, a IL-5 induz a migracio dos eosindfilos
maduros da medula dssea para o sangue periférico (PALFRAMAN et al., 1998b).
Esta citocina também tem a habilidade de aumentar a resposta dos eosindfilos a
outros mediadores (como a eofaxina), estimular a desgranulagiio e inibir a
apoptose destas celulas, sendo encontrada em niveis elevados no plasma de
individuos apés desafio com alérgeno (BEEH et al., 2003). O deslocamento do
eosindfilo para o sitio infiamatério € um processo complexo, regulado por
diferentes citocinas, quimiocinas, moléculas de adesdo e mediadores lipidicos
{para revisao ver GIEMBYEZ e LINDSAY, 1999).

As moléculas de adesdo s&o glicoproteinas expressas na supefrficie celular,
e promovem O contato entre duas células ou entre as células e a mairiz
extracelular. As principais familias de moléculas de adesio s3c as selectinas,
integrinas e a superfamilia das imunogiobuiinas.

A familia das seiectinas é formada por trés proteinas: E-selectina, P-
selectina e a L-selectina. A E-selectina é sintelizada e expressa exclusivamente no
endotélio vascular apos estimulagdo com citocinas e lipopolissacarideos. Cerca de
4 horas ap0s a exposicac as cifocinas ocorre a expressac maxima, podendo
perdurar por 12 horas. A E-selectina e a P-selectina, encontradas na superficie
endotelial, funcionam como sitios de ligagdo para a L-seiectina. A P-selectina &
sintetizada constitulivamente pelas plaguetas e por células endoteliais, e
armazenada nos corpos de Weibel-Palade. Apds exposicio das céiulas

endoteliais & mediadores inflamatérios, a P-selectina é rapidamente mobilizada
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para a superficie celular, onde é fransitoriamente expressa por 30 minuios. Sua
transcricdo € regulada por varias citocinas, incluindo a IL-4. A L-selectina estd
constitutivamente presente na superficie da maioria dos leucocitos.

As integrinas s3c glicoproieinas ftransmembrana especificas para os
leucdcitos. Sao compostas por dois heterodimeros nao-covalentes, designados
subunidades o e B, sendo que cada subunidade contém um grande dominio
extracelular € pequena porgdo citoplasmatica. A integrina predominante nos
leucocitos pertence & subfamilia Bo.

Os leucécitos circulantes no endotélio vascular, antes de migrar para o sitio
da inflamacao, aderem ao endotélio, penetram na parede do vaso e o transpoe,
sendo este um processo mediado por moléculas de adesdo. O processo
inflamatorio € iniciado pela vasodilatacdo de vénulas pos-capilares e mudangas no
fluxo sangiineo, resultande na marginagao dos leucocitos ao longo do endotélio
vascular, processo mediado por seleciinas. A medida que o leucdeito rola, outro
grupo de moléculas de adesdo, as integrinas, se tomam ativas. Quando ocomre
esta ativacio, devido a agdo dos agentes guimiotaxicos, os leucdcitos param de
rolar e se aderem firmemente ac endotélio, evenic esie resulianie da ligacdo de
integrinas expressas nos leuctcitos com varios membros da superfamilia das
imunoglobulinas expressas no endotélic. Apés a firme adesdo, ocorme ©
achatamenio da célula, reduzindo a exposicdo as forcas decorrentes do fiuxo
sangilineo vascuiar, aumentando desta forma a area de contato com za superficie

endotelial. Finalmente, ¢ leuchciic migra enire as células endoteliais para o
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intersticio, movendo-se para a fonte dos estimulos (quimiotaxia) {para reviséo ver
LAMPINEN et al., 2004).

A adesao dos eosindfilos ao endotélio € mediada, principalmente, pela
express@o das moléculas de adesdo L-selectina, VLA-4 (integrina By) e Mac-1
(integrina P2}, as quais interagem com seus ligantes opostos CD34, VCAM-1 e
ICAM-1, respectivamente. Na matriz extracelular, a VLA-4 dos eosindfilos se liga
ao dominic CS-1 da fibronectina. A adesao mediada pelo VLA-4 & importante para
as respostas inflamatbrias alérgicas, pois consfitui um dos mecanismos que
determinam a migracdo seletiva do eosindfilo para o tecido (SEMINARIO e
BOCHNER, 1997). A afinidade das moléculas de adesao por seus ligantes muda
de acordo com a fase do recrutamento celular, proporcionadc a migracao dos
eosindfilos dos vasos sanguineos para o tecido inflamado (YOSHIKAWA et ai.,
2002). InteragcDes de baixa afinidade das selectinas com seus ligantes
proporcionam uma adesao tempordria, permitindo ¢ rolamento do eosinéfilo sobre
o endotélic vascular. Na adesdo firme, a afinidade das integrinas da familia 84 2
VCAM-1 € regulada pela ac8o de citocinas. As citocinas também regulam as
mudancas de afinidade das moléculas de adesao da familia B4 para as da familia
B,, permitindo o inicio da migracdo transendotelial. A exposicic a mediadores
como © PAF, bem como a ligacdo dos eosindfilos com a fibronectina, promove a
quimiotaxia celular, a0 mesmo tempe em que diminui 2 afinidade das integrinas §2,
permitindo, assim, a migracéo para 0 intersticio.

O &xido nitrico (NO) é um mediador inflamat6ric encontrado em niveis

elevados na mucosa nasal de pacientes com rinite ndoc-tratados (KHARITONOV et
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al., 1897). O NO ¢é formado a parlir da L-arginina e oxigénio, pela agdo de uma
familia de enzimas chamadas NO sintases (NOS). Existem trés isoformas de
NOS, a neuronal (nNNOS), endotelial (eNOS) e a induzivel (INOS). A nNOS e a
eNOS s&o expressas constitutivamente, enquanto a INOS pode ter sua expressio
induzida por lipopolissacarideos ou algumas citocinas, como ¢ TNF-a e interferon
{IFN) v (para revis@o ver MONCADA et al., 1991). Ferreira et al. (2002) verificaram
a auséncia da expressao da iNOS em eosindfilos de pacientes com rinite alérgica.
Esta auséncia pode ser decorrente da pré-exposicdo destes eosindfilos aos
glicocorticides, cujos niveis estic aumentados nestes pacientes devido ao
estresse provocado pelos sintfomas da rinite alérgica. Os glicocorticoides sdo
potentes inibidores da INOS (SZABO, 1998).

Os efeitos antiinflamatérios dos glicocorticoides sdo produzidos pela acao
em receptores citoplasmaticos (GR) gue modulam a expressic de genes
envolvidos na inflamagdo. O GRs estdo localizados predominantemente no
citoplasma em um complexc composto pelo GR e duas moléculas protéicas (hsp
90). Esta associag8o de proteinas € importante para a ligagcio da molécula ao seu
agonista e inibe a migracdo do receptor desativado para o niclec. Os
glicocorticoides sao extremamente lipofilicos, e passam do meio extracelular para
o citoplasma através de difusdo passiva, onde se ligam aocs GRs. Apds a ativacso,
o GR se dissocia das proteinas que o acompanham e se dirige para o nicleo. No
nicleo, o GR se liga a seqléncias especificas do acido desoxirribonuciéico (DNA),
modulandc a transcricdo do gene selecionado {para revisio ver LEUNG E

BLOOM, 2003). O aumento na transcricdo de genes antiinflamat6rios, como o da
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lipocortina, € um dos mecanismos de acdo dos CGs. A lipocortina € um inibidor
especifico da fosfolipase A, que controla a producdc das prostaglandinas,
leucotrienos @ PAF, reduzindo assim, os niveis destes mediadores na rinite
alérgica. Oulrc mecanismo pelec gual os glicocorticoides atuam € através da
inibicao da expressdo de aigumas citocinas (GM-CSF e TNF-a), quimiocinas (IL-8,
RANTES e eotaxina) e moléculas de adesdo (ICAM-1 e VCAM-1} (LEUNG E
BLOOM, 2003).

A rinite aiérgica & caracterizada pelo acimulo de eosindfilos na mucosa
nasal. Compreender como sa3c as interacGes dos eosindfilos dos pacientes
alérgicos com substancias circulantes como a IL-5, eotaxina e o cortisol, € 0 modo
pelo qual estas substancias modulam a quimiotaxia e a adesio dos eosindfilos

podera auxiliar na terapéutica das doencas alérgicas.
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OBJETIVO



Investigar, em eosintfilos de pacientes com rinite alérgica, se a exposicdo
destas céiulas a IL-5, eotaxina e dexametasona influencia a atividade quimiotixica

e a adesao celidar in vifro.

Obietivo
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2 - MATERIAL E METODOS
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2.1 = Pacientes

Os pacienies com rinite alérgica, homens ou mulheres com idade variando
de 13 a 50 anos, foram encaminhados pelo Ambulatério de Otorrinolaringologia do
Hospital da Universidade S&o Francisco, de Braganga Paulista. Estes pacientes
{total de 20) foram selecionados conforme apresentacio dos seguintes siniomas e
sinais clinicos: obstrucdo nasal crénica, espimos e prurido nasal. Individuos sadios
(total de 30), homens ou mulheres com idade variando de 13 a 50 anos, foram
utilizados como conirole. Nem os pacientes nem os individuos sadios estavam
recebendo tratamento com antihistaminicos ou antiinflamatorios esteroidais/ndo
esteroidais.

A pesquisa foi submetida e aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade S&o Francisco, e conduzida de acordo com a Declaracido de

Helsinki.

2.2 - Separagdo dos granuldcitos {neutréfilos e eosinédfilos)

O sangue periférico foi coletado da veia de antebraco de voluntarios sadios
(120 ml) e de pacientes com rinite alérgica (60 mi). Os diferentes volumes
coletados se deve ao fato dos pacientes alérgicos apresentarem um nimero maior
de eosinffilos no sangue periférico do gue os individuos sadios. Os eosinéfiios
foram separados do sangue de acorde com Hansel et al. (1991), com algumas
modificagbes. O sangue total heparinizado foi diluido 1:2 em salina tamponada
fosfatada (PBS). O gradiente de densidade utilizado na separacio dos

granulocitos foi preparado em um tubo cbnico de 50 mi misturando-se 9,5 mi de
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Percoll (densidade 1 130 g/mi) com 1,5 ml de Hanks e 4 m! de agua destilada. O
pH do gradiente de Percoll (1089 g/ml) foi ajustado para 7.4, e a osmolaridade
para 340 mosmol/Kg H,O. Para cada 15 ml do gradiente de Percoll, foi
cuidadosamente adicionado 30 mi do sangue diluide. Os tbos foram
centrifugados a 700xg por 20 minutos & 20°C. Ap6s a centrifugacdo, as camadas
que contém © piasma e 0s mononucleados foram descartadas, e a mistura de
granuldcitos e hemacias foi transferida para um outro tubo cénico de 50 ml. As
hemacias foram lisadas pela adicdo de 35 mi de tamp&o de lise (155 mM de
NH.Cl, 10 mM de KHCO; e 0,1 mM de EDTA). Apds a incubacio em gelo por 15
minutos, as células restantes foram centrifugadas a 300xg por 10 minutos & 20°C
e, entdo, lavadas duas vezes com tampac PBS/EDTA. A contagem total dos
granulécitos foi feita em camara de Neubauer e a analise diferencial realizada em
esfregagos preparados na citocentrifuga e corado com May-Grunwald-Giemsa. No
sangue dos pacientes alérgicos foi encontrado de 15 & 48% de eosindfios,
enquanto a porcentagem de eosindfilos em individuos sadios varia entre 5 2 8%
do total de granuiéciios. A suspensio celular foi mantida & 4°C, aié o momenio da

separacio dos eosindfilos.

2.3 - Separagao dos eosindfilos

A suspensao de granulocitos foi incubada com as microesferas magnéticas
ligadas ao anticorpo anti-CD16 para a separacdo dos eosindfilos, usando-se
sistema imunomagnético de separacic celular (MACS). Para cada 5x10° células

fol acrescentado 27 ul de microesferas imunomagnéticas e 27 yl de tampao
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PBS/BSA (0,1%). Apbs 30 minutos de incubagao, a 4°C, ¢ volume da suspensdo
foi completado para 1 ml usando-se tampao PBS/BSA e entio transferida para a
coluna CS de separacdo mantida em campo magnético. A coluna foi lavada com
30 mi de tampao PBS/BSA e todo efluente coletade em um fubc conico de 50 mi e
centrifugado & 300xg durante 10 minutos. A suspensao final continha de 97 a 99%
de eosindfilos. Os eosindfilos foram ressuspendidos em meio essencial minimo

(MEM), pH 7,2.

2.4 — Ensaio de Viabilidade Celular

A viabilidade dos eosindfilos {2x10° células/ml) incubados com o MEM ou com
as diferentes concentracdes de eofaxina, -5 e dexametasona foi analisada
usando o corante azul de Trypan 0,25%. A viabilidade celular foi verificada em
intervalos de tempos regulares (0, 30, 60, 90 e 120 minutos) ap6s incubagio dos
eosindfilos em atmosfera Gmida com 5% de CO», & 37°C, misturando-se 50 yl do
azul de Trypan com 50 ul da suspens@o de eosinéfilos. Em seguida foi feita a
leitura na camara de Neubauer do nimerc de células morias, coradas de azul, em

cada 100 céluias.

2.5 - Ensaio de Quimiotaxia

Os ensaios de quimiotaxia in vitro foram realizados usando-se camaras de

guimiotaxia de 96 pogos (ChemoTx 101-5). Aos pogos da camara foram

adicionados 29 ul do agente quimiotaxico e, em seguida, o filtro de policarbonato
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{poro de 5 umj} foi posicionado na placa sobre 0s pogos. Adicionou-se 25 pl da
suspens3o de eosinéfilos (4x10° cel/ml) sobre o fittro em locais delimitados por um
anel, como apresenfado na figura 1. A quimiotaxia espontanea foi verificada
subsiituindo-se © agente quimiotaxico pelo MEM. A camara foi incubada duranie

120 minutos em atmosfera imida com 5% de CO», a8 37°C.

Placa ChemoTx 101-5

BEEAsEED

olololololelole
jojoleivioivivionn
00000000
olojolelelelele;
00000000
00000000
00000000
00000000
OO000000
00000000
00000000
00000000

" 3 25 4l da suspensdo celular

Fiftro (poro 5 um)

—® 29 4l do agente quimiotaxico

Figura 1: Esqguema da placa de guimiotaxia

Apés a incubacao, a suspensdo celular restante na parie superior do fillro
foi removida com o auxilic de uma gaze, e a placa foi centrifugada a 200xg por
cince minutos, a 20°C. O filiro foi cuidadosamente removido e o volume restante
nos pocos foi reajustado para 29 ul, sendo que 15 ul da suspensao celular de

cada poco foram transferidos para uma outra placa de 86 pogos. Nesta placa foi
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realizada a dosagem da EPQC, para determinar a quantidade de eosindfiios que
migrou para o compartimento inferior da placa de quimiotaxia.

Os seguintes protocolos foram empregados:

Protocolo 1
Agente quimiotaxico: PAF (10%, 107 e 10°M)

Suspenséo celular. eosinéfiios de voluntarios sadios incubados com MEM

Protocolo 2:

Agente quimiotéxico: PAF (10 M)

Suspensao celular. eosinélilos de voluntarios sadios e de pacientes com rinite
alérgica incubados com MEM, eotaxina (100 ng/ml), IL-5 (0,25 ng/mi) ou

dexametasona (100 ug/mi)

Protocoio 3
Agente quimiofaxico: IL-5 (0,25 ng/mi)
Suspensac celuiar. eosinbfilos de voluntdrios sadios e de pacientes com rinite

alérgica incubados com MEM ou eotaxina (100 ng/mi).

Protocolo 4
Agente quimictaxico: eotaxina (100 ng/mi)
Suspensdo celular. eosindfilos de voluntarios sadios e de pacienies com rinile

alérgica incubados com MEM ou IL-5 (0,25 ng/mi).
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2.8 - Ensaio de adeséo

Os ensaios de adesao foram realizados utilizando-se placas de adesio com 96
pocos. A camara foi incubada previamente por uma noite 3 4°C com uma solucado
de fibronectina 10 pg/mi (80 ulpogo). Apés & incubagdo, as placas foram lavadas
trés vezes com PBS e colocadas para incubar com PBS/BSA (0,1%) durante 60
rminutos em atmosfera tmida com 5% de CO;, a 37°C, para bloquear os sffios ndo
especificos. As placas foram novamente lavadas com PBS e colocadas para
secar.

Adicionou-se em cada pogo 50 pl da suspensdo de eosindfilos (7x10°
ceélutas/mi), pré-incubadas durante 15 minutos com o MEM, ou com as diferentes
concenfragdes das drogas. As placas foram mantidas por mais 30 minutos em
atmosfera umida com 5% de CO,, a 37°C, seguindo © esquema apresentado na
figura 2. As células nao aderidas foram descartadas e a placa lavada mais uma

vez com PBS.

....... - Placa de ades3o

L)
«2®
o®
L

OCOO000000
olelolelelolole)
ololelelelolole,
OO000000
elelolelelolele.
00000000

‘JO0CoO0UTT
elejelolelvlole;
00000000
ololelololele]e;
00000000

olelelelololole)

f.lﬂlﬂlIﬂ!ﬂ-ﬂllﬂllﬂlllﬂlllllﬂﬂ‘

a
(ETYTT Lol
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Placa recoberta com
fibronectina {10 ug/mi)

Figura 2: Esquema da placa de adesao
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Aliquotas 50 il da suspens3o de eosinéfilos (7x106” cel/mi), ressuspendidos
em MEM, foram utilizadas em diferentes concentragbes (0 a 100% de eosindfilos)
para formar a curva padrdc. O nimero de eosindfilos aderidos foi calculado em
funclc dos valores de EPO. A porcentagem da adesic dos eosindfilos foi
calculada comparandc-se a absorbancia das amostras com as obflidas na curva
padrac (NAGATA et al,1995). Os seguintes protocolos experimentais foram

realizados:

Protocolo 1
Suspensédc celular: eosindfilos de voluntarios sadios pré-incubados, por 15
minutos, com MEM.

Tempo de adesdo: intervalos de 15 minutos até um tempo maximo de 60 minutos

Protocolo 2

Suspensédo celular. eosindfilos de voluntarios sadios e de pacientes com rinite
alérgica, pré-incubados, por 15 minutos, com MEM, eotaxina (100 ng/mi), IL-5
(0,25 ng/mil) ou dexametasona (100 ug/mi)

Tempo de adesdo: 30 minutos

2.7 - Dosagem da peroxidase eosinofilica (EPO)

Foram adicionados em cada pogo da placa, 50 ul de substratc de EPO (o-

phenylenediamine). Apds 30 minutos de incubacdo em temperatura ambiente, 25

faterial e Métodos
35




ul de H,S0, foi acrescentado para interromper a reagio. A medida da absorbancia
foi feita em 490 nm em leitor de micropiacas (Muitiscan MS) (NAGASE et al,

2000, STRATH et al,, 1985).

2.8 - Anilise estatistica

Os dados estdo expressos como média + erro padriio da média (EPM) e
foram analisados pelo teste do Kruskal-Wallis - ANOVA nao paramétrica, seguido
do teste Mann-Whitney. As diferencas com p<0,05 foram consideradas

significantes.
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3 - RESULTADOS



3.1 - Viabilidade celular dos eosinéfilos incubados com IL-5, eotaxina e

dexametasona

Os resultados apresentados na figura 3 mostram que 98% dos eosindfilos
incubados somente com MEM (C), na auséncia das drogas, permanecem vidveis
até 120 minutos de incubacao.

A viabilidade dos eosinbfiios incubados com IL-5 (5 ng/ml) duranie 120
minutos diminuiu significativamente, alcangando niveis de 50% (Fig. 3A).

Quando os eosindfilos foram incubados com a eotaxina, na concentracio
de 500 ng/ml, 1% das células estavam vidveis até 120 minutos de incubacic
{Fig. 3B).

Diminuicao significativa na viabilidade dos eosindfilos incubados com a
dexametasona (1 mg/mi ) foi detectada em 120 minutos de incubacdo, onde

apenas 65% das células encontravam-se viaveis (Fig. 3C).
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Figura 3. Viabilidade de eosinéfilos de voluntarios sadios incubados com
interieucina-5 (A), Eotaxina (B) e Dexametasona (C). Os eosindfilos foram
incubados com diferentes concentractes das drogas ou somente com MEM {C) e
2 viabilidade celular foi verificada em intervaios de 30 minutos até 120 minutos de

incubacao.
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3.2 - Quimiotaxia in vitro de eosindfilos induzida pelo PAF: Efeito da

incubacao com eotaxina, IL-5 e dexametasona

A figura 4 mostra que o PAF induziu migracio significativa de eosindfilos
nas concentragbes de 10° e 107 M, quando comparada & migragdo espontnea.

Fixamos a concentracac do PAF em 10° M por induzir resposta maxima.
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Figura 4. Quimiotaxia /n vitro de eosinéfilos de voluntdrios sadios em
resposta a diferentes concentracbes de PAF. Os resultados representam a
dosagem da EPO dos eosindfilos que migraram para o compartimento inferior da
camara de quimiotaxia. Os resuitados estdo expressos come média + EPM.
{n=9}. *p<0,05 comparado com a migra¢ao espontanea (MEM).
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Passamos a investigar a quimiotaxia em eosinéfilos de pacientes com rinite
alergica. Para estes experimentos, as concentragbes de eotaxina, IL-5 e
dexametasona foram fixadas em 100 ng/imi, 0,25 ng/ml e 100 upg/mi,
respectivamente.

A incubagio dos eosindfiios de voluntarios sadios ou de pacientes com
rinite alérgica com a eotaxina (100 ng/ml) ndo alterou de forma significativa a
quimiotaxia induzida pelo PAF (Figura 5).

Por outro lado, a incubagio das células dos individuos sadios e dos
pacientes alérgicos com a IL-5 (0,25 ng/mi) aumentou significativamente {p<0,01)
a resposta quimiotaxica ao PAF, resposta esta 65% maior (p<0,001) no paciente
com rinite alérgica.

A dexametasona (100 ug/mi) promoveu uma reducdo significativa (p<0,01)
na resposta quimiotatica dos eosindfilos, redugio esta de mesma magnitude em

eosindfilos de ambos os grupos.
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Figura §: Quimiotaxia in vitro de eosindfilos induzida pelo PAF. A gquimiotaxia
in vitro ao PAF (10 M) de eosindfilos de individuos sadios e de pacientes com
rinite alérgica (4x1 0® cel/ml) foi conduzida na presenga de eotaxina (100 ng/mi), iL-
5 (0,25 ng/ml) ou dexametasona {100 ug/mi). Os resulfados representam os niveis
de peroxidase (DO) dos eosindfilos que migraram para o compartimento inferior da
camara de quimiotaxia, e estio expressos como média £ E.P.M. (n=9). *p<0,01
comparado com os respectivos controles (C). *p<0,05 comparado com as células

do voluntario incubadas com IL-5.
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3.3 - Quimiotaxia in vitro de eosinéfilos induzida pela IL-5: Efeito da

incubacao com eotaxina

Os resultados apresentados na figura 6 mostram que a migracdo dos
eosintfilos dos pacientes com rinite alérgica frente a IL-5 foi significantermente
maior (p<0,05) do que a dos individuos sadios. Interessaniemente, a incubacdo
dos eosindfilos dos individuos sadios com a eotaxina n&o promoveu qualquer
alteragao na resposta quimiotaxica. No entanto, os eosindfilos dos pacientes com
rinite alérgica incubados com a eotaxina tiveram migracio grandemente reduzida,

atingindo valores semelhantes a dos individuos sadios.
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Figura 6. Quimiotaxia in vitro de eosinéfilos induzida por IL-5 (0,25 ng/mi). A
quimiotaxia in vitro dos eosindfilos (4x10° cel/mi) de individuos sadios e de
pacientes com rinite alérgica em resposta a IL-5 foi realizada na presenca de
eotaxina (100 ng/mi) ou somente do MEM (C). Os resultados representam os
niveis de peroxidase (DO) dos eosindfiios que migraram para o compartimento
inferior da camara de quimiotaxia e estdo expressos como média + EP M. (n=9).
*p<0,05 comparado com ¢ controle (C) dos voluntérios sadios. “p<0,05 comparado
com o respectivo controle (C).
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3.4 - Quimiotaxia in vitro de eosinéfilos induzida pela eotaxina: Efeito da
incubacac com i.-5

A resposta quimiotéxica dos eosindfilos frente & eotaxina {100 ng/mi) foi
significativamente maior nos eosindfilos de pacientes com rinite alérgica,
comparada com as células de voluntarios sadios (Fig. 7). A incubacio dos
eosindfilos com IL-5 (0,25 ng/ml) aumentou a atividade quimiotaxica da eotaxina,
tanto nos eosindfilos dos pacientes alérgicos como dos individuos sadios.
Entretanto, o aumento proporcionado pela IL-5 em células de pacientes com rinite

foi significativamente maior do que as de individuos sadios.

2.0
*#
£ 151
[ -
&
< 1.0 +
g * I
0.5
0.0
c iL-5 c n-s
Sadio Paciente

Figura 7. Quimiotaxia in vitro de eosindfilos induzida por eotaxina {100
ng/mi). A quimiotaxia in vifro de eosindfilos (4x10° cel/ml) de individuos sadios &
de pacientes com rinite alérgica em resposia & eotaxina foi realizada na presenca
de iL-5 (0,25 ng/ml) ou somente do MEM (C). Cs resultados representam os niveis
de peroxidase (DO) dos eosindfilos que migraram para o compartimento inferior da
camara de quimiotaxia, e estdo expressos como média £ E.P.M. (n=9). *p<0,01
comparado com 0s respectivos controles (C). "p<0,05 comparado com o C do
voluntério. *p<0,05 comparado com as células do voluntario incubadas com IL-5.
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3.5 - Adesdo & fibronectina

Iniciaimente estabelecemos o melhor tempo para os ensaios de ades#o dos
eosindfilos a fibronectina (10 ug/ml), com eosindfilos de individuos sadios. Os
resuftados apresentados na figura 6 mostram que o tempo de incubacéo nao afeta
a adesao de eosindfilos. Ensaios subsequentes foram realizados com 30 minutos

de incubacao.

60
minutos

Figura 8. Padronizacdo do tempo de adesdc dos eosindfilos 2 fibronectina.
Eosindfilos de voluntarios sadios (7 x 10" eosindfilos/mi) foram ressuspendidos em
MEM e colocados para aderir, em intervalos de 15 minutos, na placa de adesdo
recoberta com fibronectina (10 pg/ml). O numero de eosindfiios aderidos foi
calculado pela dosagem da EPO. Os resuliados representam a porceniagem de
celulas aderidas de um ndmero fotal de células, e estdo expressos como média +
E.P.M. (n=9).
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As células de voluntarios sadios e de pacientes com rinite alérgica foram pré-
incubadas durante 15 minutos com eotaxina (100 ng/mi), IL-5 (0,25 ng/ml) ou com
dexametasona (100 ug/mi), e colocadas para aderir em piacas recobertas com
fibronectina. As células controle foram incubadas com o MEM.

A capacidade de adesao basal (pré-incubados com o MEM) dos eosindfiios
dos pacientes com rinite alérgica foi significativamente maior {p<0,05) do que a
dos voluntarios sadios (Fig. 9). Entretanto, a pré-incubacio dos eosinéfilos com
eotaxina ou IL-5 ndo provocou qualquer alteracdo na adesdo das células dos
voluntarios ou dos pacientes alérgicos a fibronectina, quando comparado com
seus respectivos controles.

A pré-incubacdo dos eosinbfifos com dexametasona diminuiu em 40% a
adesdo dos eosindfilos dos voluntarios sadios & em 32% a dos eosindfilos dos

pacientes com rinite alérgica (Fig. 9).
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Figura 9. Adesdo & fibronectina dos eosin6filos incubados com eotaxina, IL-5
ou dexametasona. Eosindfilos (7x10%) de individuos sadios e de pacientes com
rinite alérgica foram pré-incubados com eotaxina (100 ng/mi), IL-5 (0,25 ng/mi) ou
dexametasona (100 ug/mi), duranie 15 minutos e colocados para aderir em placa
de ades3o recoberta com fibronectina (30 min, 37°C, §% de CO»). As células
controles {C) foram incubadas somente com o MEM. O nimero de eosindfilos
aderidos foi caiculado pela dosagem da EPC. Os resultados representam a
porcentagem de células aderidas, e estdo expressos como média + E.P.M. (n=9).
*p<0,05 comparade com 0s eosindfilos dos voluntarios sadios incubados com ©
MEM (C), ectaxina ou IL-5, respectivamente. "p<0,05 comparado com o respectivo
MEM (C).
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5 - DISCUSSAO



A eosinofilia periférica e tecidual & caracteristica das doencas alérgicas,
come a rinite alérgica (GIEMBYEZ E LINDSAY, 1999). Apesar de nao ser
totaimente conhecidos, aiguns estudos procuraram abordar os mecanismos
envolvidos na migracao dos eosindfilos. WARRINGA et al. (1992) e BRULINZEL et
al. (1993), utilizando eosindfilos de pacientes com asma alérgica e com dermatite
atépica, respectivamente, verificaram um aumento da quimiotaxia in vifro em
resposta ao N formyl metionyl leucyl fenilalanina (MLP) e ao PAF. No entanio,
diferindo destes autores, nossos presentes resultados mosfram que a quimiotaxia
in vitro de ecsindfilos de pacientes alérgicos n3o é modificada em resposta ao
PAF. Esta discrepancia de resultados pode ser decorrente da patologia estudada
(asma/dermatite) e do método de quimiotaxia (cAmara de Boyden) utilizado por
estes autores.

Estudos sugerem que a pré-exposicio in vivo dos eosindfiios a algumas
citocinas, como a IL-5, IL-3, GM-CSF e eotfaxina, pode tornar os eosindfios dos
pacientes alergicos mais sensiveis a a¢io de fatores quimiotéxicos, colaborando
para o acimulo tecidual destas céiulas.

A eolaxina e a IL-5 s80 as principais substancias envolidas no acGmulo
seletivo de eosindfilos no local da inflamacao alérgica (PALFRAMAN et al., 1998b;
FOSTER et al,, 2001). Experimentos realizados em cobaias € em camundongos
sugerern que estas cilocinas atuam cooperativamente na promocic do
recrutamento dos eosindfilos para o tecidc (COLLINS et al., 1895; MOULD et al,,
1897). A IL-5 funciona como uma citocina essenciai na diferenciacic dos
eosinéfilos na medula 0ssea, além de exercer um importante papel na afivacio

dessas c2lulas, favorecendo o recrutamento seietivo para o local inflamado
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(COLLINS et al, 1995, MOULD et al., 1997; KUDLACZ et al, 2002). De acordo
com PALFRAMAN et al. (1998b), a ectaxina induz a quimiotaxia dos eosindfilos da
medula 6ssea, enquanto a -5 induz a quimiocinese, um movimento aleatorio dos
eosindfilos. A combinacdo destes efeifos, ou seja, a quimiocinese dos ecsindfilos
estimulada pela IL-5 e a quimiofaxia estimulada por um gradiente de concentracao
de eotaxina, seria eficiente em mobilizar os eosinéfilos da medula 6ssea para o
sangue periférico e, conseglientemente, para o local da inflamagio (PALFRAMAN
etal., 1998b).

Nossos resultados da investigagdo da ago da eotaxina e IL-5 na migracio
dos eosindfilos mostram que a eofaxina ndo foi capaz de induzir qualquer
modificacdo na migracdo ac PAF dos eosindfilos dos individuos sadios ou dos
pacientes com rinite alérgica. No entanto, em resposta 3 IL-5 como agente
quimiotaxico, a eotaxina provocou uma diminuico significativa da quimiotaxia dos
eosindfilos dos pacientes com rinite, mas néo dos eosindfilos dos voluntarios
sadios. Ao contrario, quando os eosinéfilos foram incubados com a -5 e
colocados para migrar em resposta 4 eotaxing ou ao PAF, obssrvou-se um
aumento da resposta quimiotdtica dos eosindfilos dos pacientes alérgicos e dos
voluntarios sadios. No entanto, a resposta dos pacientes alérgicos esta
aumentada, 66% na migracao ao PAF e 112% na migracéo 2 eotaxina, em relacao
a resposta dos individuos sadios. Esies resultados sugerem gue exposicdo 3 IL-5
induziu um estado de ativacBo das células dos voluntarios sadios, de modo
semelhante ac priming que ocorre com os eosinéfilos dos pacientes alérgicos in
vivo. Por outro lado, o incremento da resposta quimiotatica dos eosindfilos dos

pacientes alérgicos sugere que ¢ estado de pré-ativacdo pode ser potencializado
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por uma exposicao posterior, in vitro, & IL-5. Resultados semelhantes da migracio
ac PAF foram observados por BRUIJNZEL et al. {1993) quando utilizaram
eosindfilos obtidos de pacientes com dermatite atopica. Portando, de modo
semelhante ac observado em modelos experimentais (PALFRAMAN et al.. 1998b:
FOSTER et al., 2001), estes resuitados indicam uma acdo coordenada entre a
eotaxina e a IL-5 na quimiotaxia dos eosindfilos dos pacientes alérgicos; ou seja, a
ativacao prévia destas células & IL-5 na circulagdo potencializou sua resposta
quimiotéxica a eotaxina.

O recrutamento seletivo dos eosinéfilos para o local da inflamacio &
controlado pela regulacio exercida por citocinas, quimiocinas e moléculas de
adesac. Os eosinofilos expressam a integrina VLA-4 (a4B4), que se iga aoc VCAM-
1 das células endoteliais no processo de adesio e, posteriormente, & regido CS-1
da fibronectina da matriz extracelular (BROIDE e SRIRAMARAO, 2001). Estudos
em modeio experimental in vivo, utilizando cobaias mostrou que a IL-5 pode agir
sinergicamente com a eotaxina no processo de mobilizacdo dos eosindfilos da
medula Ossea (PALFRAMAN et al, 1998b). A IL-5 estimula selefivamente a
lieracgo dos eosinffilos da medula 6ssea pelo aumenito na expressdc da
integrina B2 (Mac-1; awmPz), que pode ser necesséria para a migracdo dos
eosindfilos dentro do compartimento hematopoiético e sua transmigracio através
do endotélio da medula Ossea. Foi também observada uma inibigio da expressido
da a4, gue pode indicar uma reducdo da ades3o do VLA-4 {a4B4) ao VCAM-1 das
céiulas endoteliais (PALFRAMAN et al, 1998a). Os resultados de SUNG et al.

(2000) sugerem que a eotaxina pode estar envolvida neste processo, promovendo
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o desacoplamento de eosinéfilos aderidos & fibronecting, modulando, assim, a
interacac da integrina VLA-4 com seus ligantes.

Considerando-se estes resultados, podemos inferir que em nossos estudos
a incubacao dos eosindfilos dos pacientes com rinite alérgica com a eotaxina
promoveu um efeito de desacoplamento, diminuindo a resposta quimiotaxica in
vitro & iL-5. Por ter ocorrido somente com as células dos pacientes alérgicos, é
possivel que a incubagao in vitro com a eotaxina pode ter potencializado a prévia
acao exercida por esta citocina in vivo, quando os eosinofilos encontravam-se na
circulacao sangiiinea.

Embora 0s resultados da literatura com relacio & expressio das moléculas
de ades3o nos pacientes alérgicos s&o controversos, estudos prévios mostram
que a ades3o basal dos eosinéfilos & fibronectina é dependente de VLA4 efou
Mac-1 (WALSH et al,, 1995, CONRAN et al., 2001). Entretanto, alguns autores
descrevem que os eosindfilos de pacientes atdpicos apresentam um aumento
basal da express2o do LFA-1, mas nao do VLA-4 ou do Mac-1 (LANTERO et al.,
2002). Outros autores relatam uma diminuicic da expressde do VLA,
acompanhada de um aumento da expressdo do Mac-1, em pacientes com
eosinofilia (KAYABA et al., 2001). Além da quantidade de moléculas de adesdo
expressas na superficie celular, o estado funcional das integrinas pode ser
modificado, levando a mudancas na afinidade de ligacio ao contra-liganie, sem
mudar o nivel de expressao (DIAMOND e SPRINGER, 1994). Estudos recentes
tém mostrado que ¢ estado de ativacdo das integrinas pode influenciar tanto sua
ades&o como sua funcao (CONRAN et al,, 2001). A avidez das integrinas e ndo o

nimero total de moléculas expressas influenciam a ades&o e migracio celular. Foi
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recentemente demonstrado que as integrinas B+ e Bz podem permanecer em
estado de ativacdo parcial nos eosindfilos. Alem disso, citocinas como a IL-5,
podem prevenir a ativagdo da B, enquanto aumenta a funcic da integrina B,
(MATSUMOTO et al., 1997).

Em nossos estudos, para verificar a adesividade in vitro dos eosindfilos de
pacientes e de voluntarios sadios, utilizamos placas recobertas com fibronectina.
Verificamos que a ades&o dos eosindfilos dos pacientes aumentou em relagao as
células dos voluntarios sadios, sugerindo um aumento da expressao efou fungio
do VLA-4 nestas céluias. A pré-incubagdo com a eotaxina ou IL-5 ndo provocou
quaiquer mudanca na resposta adesiva dos eosindfilos dos pacientes ou dos
voluntarios sadios. Portanto, a incubacio in vifro com a IL-5 e eoiaxina dos
eosindfilos dos pacienies ndo potencializou a expressdo efou funcio das
moléculas de adesdo. isto sugere que a pré-exposicio destes eosindfilos 3s
citocinas presentes na circulagio foi capaz de causar aumento méxime da
expressdo efou fungdo das moléculas de adesdo, impedindo qualquer efeiic
adicional decorrente da incubacio in vitro com a IL-5 ou eofaxina.

0 estudo de JIA et al. (1999) mostrou que a eotaxina aumenta a adesao in
vitro de eosindfilos a0 ICAM-1 e VCAM-1. Utilizando anticorpos contra as
moléculas de adesdo, estes autores verificaram que a aderéncia de eosindfilos
induzida pela eotaxina € grandemente atribuida ac Mac-1. Neste mesmo frabalho,
resuftados in vivo indicam que a eotaxina pode exercer influéncia sobre a
interaggo VLA4/NVCAM-1, mas em estagio tardio do processo de migracdo. A

utilizacdo da fibronecting como base para a adesdo, dificulta a verificacdo da
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pariicipacao da integrina B2 em nossos estudos. No entanto, pode-se excluir a
participacac da VLA-4 na adesdc das células incubadas com a eotaxina. Futuros
estudos usando placas recobertas com as moléculas de adesdo VCAM-1 e ICAM-
1, deverao reforgar nossos resuliados.

A eficacia clinica atribuida aos glicocorticoides pode ser decorrente de sua
acao ao reduzir o namero de eosindfilos circulantes (GLEICH et al, 1986) ou
induzir a apoptose, inibindo a sintese de citocinas envolvidas em sua sobrevida,
como 0 GM-CSF e a IL-5 (LAMAS et al., 1992, NITTOH et al., 1998, BLOOM et al_,
2004). Varios estudos tém revelado que os glicocorticdides também exercem um
efefto imunomodulador (DHABHAR e McEWEN, 1999). Em geral, concentracoes
farmacolégicas de glicocorticides exercem efeitos imunossupressivos, enquanio
concentracdes fisiologicas, como verificado no estresse agudo, podem aumentar a
resposta imune (DHABHAR e MCEWEN, 1998; DHABHAR, 2002). A relacio entre
a produgdoc do corticosterdide e a migragio das células para as vias aéreas foi
estudada em cobaias sensibilizadas e desafiadas com ovalbumina (DANAHAY et
al., 1997, 1999). Nestes estudos verificou-se um aumento dos niveis de corlisol
entre 1 & 3 horas apds o desafio, que pode estar relacionado com o estresse
envolvido no processo. Nestas condicdes, o corlisol poderia até exercer um efeito
antiinflamatorio end6geno, mas ndo o suficiente para influenciar a migracio de
eosindfilos e neutréfilos para o lavado broncoalveolar, verificado de 3 a2 6 horas,
respectivamente, apos o desafio antigénico (DANAHAY et al., 1999).

Considerando-se 05 conhecimentos acima citados, invesfigamos se ©

tratamento /n vitro dos eosinéfilos dos pacientes com rinite alérgica e dos
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voluntarios sadios com a dexametasona pode modular a quimiotaxia in vifro e a
adesao destas céluias a fibronectina.

Estudos recentes mostram que a dexametasona pode modular a expressio
das moléculas de ades3o presentes no endotélic vascular, mas nenhuma citacso
foi encontrada na literatura com relacdo ao VLA4. ITO et al. (2003), utilizando
modelo experimental com ratos, demonstraram que o tratamento com
dexametasona induz marcante inibicio da eosinofilia, a qual é acompanhada por
diminuicdo da expressao das moléculas de adesdc VCAM-1 e ICAM-1. Estes
dados sugerem que o efeito antiinflamatorio da dexametasona &, em parte, devido
a modulacdo destas moléculas de adesdo do endotélio vascular prevenindo ©
aparecimento dos sintfomas caracteristicos da alergia ao atenuar a migracio dos
eosindfilos para os tecidos. Nossos resultados mostraram que a dexametasona
provocou uma diminuicdo significativa da quimiotaxia ao PAF e da adesio &
fibronectina, tanto dos eosindfilos dos voluntarios sadios como dos pacientes com
rinite alérgica. Como o VLA-4 adere aoc VCAM-1 do endotélic e & fibronectina
(segmento CS-1) da malriz exiracelular, podemos sugerir gue em nossos
resuftados o efeito dos glicocorticdides € decorrente, a0 menos parciaimente, da

inibicao da expresséo e/ou funcio da integrina VLA4.
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O PAF, IL-5 e eotaxina induzem quimiotaxia de eosindfilos in vifro. Em
eosindfilos de pacientes com rinite, a quimiotaxia induzida pela iL-5 e
eotaxina {mas ndo pelo PAF) foi significativamente maior em comparacio

com a resposta de eosindfiios de individuos sadios;

A resposta quimiotaxica induzida pelo PAF foi potencializada pefa iL-5,
sendo esta significativamente maior em células de pacientes com rinite. A
eotaxina ndo modificou a resposta quimiotaxica de eosindfilos induzida pelo

PAF em nenhum dos grupos experimentais;

A resposia quimiotaxica induzida pela IL-5 ndo foi modificada pela eotaxina
em células de individuos sadios. Porém, a eotaxina inibiu de modo
significativo a resposta quimiotaxica induzida pela IL-5 em células de

pacientes com rinite;

A resposta guimiotaxica induzida pela eotaxdna foi potencializada pela IL-5,

sendo esta significativamente maior em células de pacientes com rinite;

A adesao basal de eosindfilos em placas recoberfas com fibronectina foi
significativamente maior emn células de pacientes com rinite alérgica do que

de individuos sadios. A incubacao dos eosindfilos com eotaxina ou IL-5 ndo
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modificou a ades&o em nenhum dos grupos estudados, comparados com

0s respectivos controles;

® A dexametasona foi eficaz em reduzir 2 quimiotaxia induzida pelo PAF e a

ades&o celular em ambos os grupos estudados.

Em conjunto, nossos resultados sugerem que os eosinéfilos dos pacientes
com rinite alérgica se encontram pré-ativados. Esta pré-ativacio pode ser
conseqiéncia da exposicdo in vivo & IL-5, mas ndo a eotaxina ou ac
glicocorticoide, que aumenta a expressdo efou funcio da molécula de adesio

V0LA-4 resultando em aumento da migrac&o eosinofilica.
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ANEXO 2

ACAD DA DEXAMETASONA, INTERLEUCINA-S E EOTAXINA NA
QUIMIOTAXIA IN VITRO E NA EXPRESSAO DAS OXIDO NiTRICO SINTASES DE
EOSINGFILOS HUMANOS

Responsavel: Dra. Heloisa Helena de Araujo Ferreira
R.G. 18.170.785 C.P.F.059.11.20.38-04
Promotora: CCBS - USF
Av. S&o Francisco de Assis 218 fone 4034 8024
Braganga Paulista

© abaixo-assinado (nome, idade, RG, endereco)
Nome:

idade:

RG:

Endereco:

4
¥

dectara que é de livre e espontdnea vontade que estd participando como voluntério do projetc de
pesquisa supra-citado, de responsabilidade da bidloga Heioisa Helena de Araujo Fermeira. O
abaixo-assinado estd ciente que:

I - O objefive da pesquisa & o efeiln do oxido nitrico na atividade de eosindfilos (céiulas
relacionadas com processos alérgicos).

11- Durante o estudo, serdo coletadas amostras de sangue, a partir de uma veia de antebraco, Este
procedimento podera acarrelar, embora infregilente, o desenvolvimento de inflamagio da veia no
ponto de pungio.

iil - A participacho neste estudo n2o Ihe acarretard nenhum beneficio terapéutico.

iv - Obleve todas as informagBes necessérias para poder decidir conscientemente sobre a
participagéo do referido projeto de pesquisa.

v - Esta livre pars inlerromper sua participacio a qualquer momento,

i - A imterrupgBc ndo causara prejuize ao seu atendimento, cuidado e tratametio pela equipe do
HUSF.

vii - Os resuliados obtidos durante este ensaio serdo mantidos em sigilo, e 0 HUSF nao identificars
o voluntério por ocasido da exposiclo ejou publicagio dos mesmos.

viii - Caso surja alguma intercorréncia, devera procurar 0 servigo de Pronlo Socorro do HUSF e
solicitar que 0 mesmo contacle o pesquisador responsavel pelo estudo.

ix- Poderd contactar ¢ Comité de Etica em Pesquisa da USF para apresentar recursos ou
reciamacbes em relacio ao ensaio clinico.

Braganga Paulista, de de 206

Assinatura do Voluntario Dra. Heloisa M. A, Ferreira
Ou responsave! legal
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