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RESUMO

VITORIA FERNANDA DO ROSARIO GARCIA

SENSIBILIZACAO ALERGICA IN VIVO COMO ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
DE OTIMIZACAO DO PROTOCOLO CONVENCIONAL IN VITRO DE
DIFERENCIACAO EOSINOFILICA: IMPACTO NA PRODUTIVIDADE

Orientador: Christianne Bandeira de Melo

Eosindfilos apresentam desde funcgdes citotoxicas efetoras em infec¢bes helminticas e reacoes
alérgicas, quanto fun¢Bes imunomodulatérias essenciais & homeostasia de tecidos como o
gastrointestinal, adiposo e mamario. Estudos in vitro empregando eosinéfilos murinos sdo
essenciais para avancar na compreensdo funcional desta célula. O protocolo de obtencdo de
eosinofilos murinos mais empregado atualmente é o descrito por Dyer e colaboradores (2008),
permitindo obter ao final de 14 dias de cultura eosinéfilos maduros com mais de 90% de pureza
(fase inicial de proliferacao de precursores induzida por SCF e FLT3-L, seguida de inducao de
diferenciagéo por IL-5). Embora eficiente, o protocolo ainda exibe limitagdes como o alto custo
versus produtividade e a qualidade das células produzidas. Como estratégia de otimizacéo,
estudamos ajustes do protocolo padrdo baseado no emprego de células de medula 6ssea de
camundongos pré-sensibilizados com ovalbumina (modelo de inflamacdo alérgica), que
hipotetizamos apresentar microambiente medular ja pré-eosinopoiético. Para validar a
existéncia deste microambiente pro-eosinopoiético, avaliamos, inicialmente, se a sensibilizacédo
alérgica induz eosinofilia medular e/ou alteracdo dos niveis medulares de mediadores pro-
eosinopoiéticos. Nossos dados mostram que houve aumento da eosinofilia medular em animais
sensibilizados quando comparados aos animais “naive”. Mais ainda, observamos elevagéo
discreta dos niveis das citocinas IL-3, IL-5 e dos eicosandides CysLTs e PGD, (dosados por
ELISA e EIA, respectivamente) no lavado medular dos animais BALB/c sensibilizados;
indicando que a sensibilizacdo de fato induziu instalacdo de microambiente medular pro-
eosinopoiético in vivo. A sensibilizacdo também promoveu altera¢cGes no protocolo in vitro de
producdo de eosinofilos, incluindo: (i) aumento nos numeros de eosinofilos ao final da fase
inicial de proliferagdo (8 dias de cultura) nas culturas provenientes de animais sensibilizados;
(if) no 8° dia de cultura iniciada com células medulares de animal BALB/c sensibilizado, foi
detectado intenso aumento na concentragéo de I1L-3 no sobrenadante da cultura em comparagéo
aos niveis de IL-3 encontrados nas culturas iniciadas com células medulares de camundongos
BALB/c “naives”; e (iii) aos 14 dias de cultura, a producéo total de eosinofilos mostrou-se
aumentada nas culturas iniciadas a partir de animais sensibilizados. Nossos dados confirmam
nossa hipotese de que a sensibilizacdo alérgica in vivo de animais BALB/c corresponde a
estratégia de baixo custo para otimizacdo do protocolo de obtencdo de eosinofilos murinos
visando estudos funcionais in vitro.

Palavras-chave: eosinofilos, sensibilizacdo alérgica, células murinas, microambiente
medular prd-eosinopoiético, diferenciacéo eosinofilica.
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ABSTRACT

VITORIA FERNANDA DO ROSARIO GARCIA

IN VIVO ALLERGIC SENSITIZATION AS AN EXPERIMENTAL OPTIMIZATION
STRATEGY OF THE IN VITRO CONVENTIONAL EOSINOPHILIC
DIFFERENTIATION PROTOCOL: IMPACT ON PRODUCTIVITY

Orientador: Christianne Bandeira de Melo

Eosinophils have cytotoxic effector functions in helminth infections and allergic reactions, as
well as immunomodulatory functions essential to homeostasis of tissues such as the
gastrointestinal, adipose and mammary tissues. In vitro studies employing murine eosinophils
are essential to advance the functional understanding of this cell. The protocol for obtaining
murine eosinophils most used today is the one described by Dyer et al. (2008), allowing to
obtain, after 14 days of culture, mature eosinophils with more than 90% purity (initial phase of
precursor proliferation induced by SCF and FLT3-L, followed by induction of differentiation
by IL-5). Although efficient, the protocol still exhibits limitations such as high cost versus
productivity and the quality of the cells produced. As an optimization strategy, we studied
adjustments in the standard protocol based on the use of bone marrow cells from mice pre-
sensitized with ovalbumin (a model of allergic inflammation), which we hypothesized to have
an already pro-eosinopoietic bone marrow microenvironment. To validate the existence of this
pro-eosinopoietic microenvironment, we initially evaluated whether allergic sensitization
induces medullary eosinophilia and/or changes in medullary levels of pro-eosinopoietic
mediators. Our data show that there was an increase in medullary eosinophilia in sensitized
animals when compared to naive animals. Furthermore, we observed a slight increase in the
levels of the cytokines IL-3 and IL-5 and of the eicosanoids CysLTs and PGD2 (dosed by
ELISA and EIA, respectively) in the bone marrow lavage of the sensitized BALB/c animals;
indicating that sensitization actually induced the installation of a pro-eosinopoietic medullary
microenvironment in vivo. Sensitization also promoted changes in the in vitro eosinophil
production protocol, including: (i) increase in eosinophil numbers at the end of the initial
proliferation phase (8 days of culture) in cultures from sensitized animals; (ii) on the 8th day of
culture initiated with medullar cells from sensitized BALB/c animal, an intense increase in the
concentration of I1L-3 was detected in the culture supernatant compared to the IL-3 levels found
in the cultures initiated with medullary cells of mice BALB/c “naives”; and (iii) at 14 days of
culture, the total production of eosinophils was shown to be increased in cultures initiated from
sensitized animals. Our data confirm our hypothesis that in vivo allergic sensitization of
BALB/c animals corresponds to the low cost strategy for optimizing the protocol of obtaining
murine eosinophils for functional in vitro studies.

Key-words: eosinophils, allergic sensitization, murine cells, pro-eosinopoietic medullary
microenvironment, eosinophilic differentiation.



RESUMO PARA LEIGOS

VITORIA FERNANDA DO ROSARIO GARCIA

SENSIBILIZACAO ALERGICA IN VIVO COMO ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
DE OTIMIZACAO DO PROTOCOLO CONVENCIONAL IN VITRO DE
DIFERENCIACAO EOSINOFILICA: IMPACTO NA PRODUTIVIDADE

Orientador: Christianne Bandeira de Melo

Eosindfilos sdo células com maltiplas fungdes, atuando na protecdo em infec¢bes helminticas,
inducdo da sintomatologia asmatica, modulagdo das a¢cbes imunomodulatdrias de outras células
e na homestasia de diversos tecidos, incluindo o adiposo, mamario e uterino. Por serem
multifacetados € muito importante conhecer a biologia e a capacidade funcional dessas células.
Para tal, modelos in vitro que permitam o estudo da fisiobiologia dos eosindfilos sao
fundamentais. E para se estudar in vitro, faz-se necessario metodologias que permitam a
obtencdo dessas células. No Laboratério de Inflamagdo (IBCCF/UFRJ) empregamos o
protocolo de obtencdo de eosinéfilos murinos, que depende de uma diferenciacdo in vitro a
partir de células de medula 6ssea de camundongos. Esse protocolo, muito utilizado ao redor do
mundo, é de alto custo e tem rendimento que poderia ser melhor para gerar eosinéfilos,
permitindo o estudo dessa célula in vitro. Este estudo foi desenvolvido visando otimizagdo deste
protocolo padrdo de obtencdo de eosindfilos. Especificamente, buscamos aumento da
produtividade do protocolo sem aumento nos custos ja elevados. Assim, introduzimos a
sensibilizacdo alérgica dos camundongos doadores das células medulares para o protocolo in
vitro de diferenciacdo. E, de fato, esta simples alteracdo de custo irrisorio foi bem-sucedida,
pois ao final da cultura de diferenciacdo, quando as células da medula vinham desses animais,

a cultura se mostrou mais produtiva.
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1 INTRODUCAO
1.1 Eosinofilos: apresentacdo da célula e aspectos gerais

Os eosinofilos foram descritos pela primeira vez em amostras de secregdo traqueal de
pacientes asmaticos em 1879 pelo médico Paul Ehrlich, que identificou um grupo de leucécitos
de nucleos bilobados com grande quantidade de granulos citoplasmaticos e afinidade por
corantes acidofilos, como a eosina de cor alaranjada — 0 que deu nome a essas células.

Os eosindfilos séo leucdcitos granuldcitos que se desenvolvem na medula 6ssea a partir
de progenitores pluripotentes. O modelo de eosinopoiese mais aceito atualmente postula que
estes leucdcitos se diferenciam primeiramente em um precursor hibrido comum aos eosinofilos
e basofilos antes de se diferenciarem em uma linhagem especifica de eosinofilos (Hogan et al.,
2008) em funcéo da atividade de fatores transcricionais e citocinas especificas capazes de
influenciar o desenvolvimento de eosinofilos em células maduras (Blanchard e Rothenberg,
2009).

1.1.1 Aspectos celulares que promovem eosinopoiese

O fator de transcricdio PU.1 expresso em células hematopoiéticas funciona
sinergicamente com GATA-1 para regular a diferenciacdo de eosin6filos e a transcricao de suas
proteinas granulares (Hogan et al., 2008; Blanchard e Rothenber, 2009). Na maioria das células,
PU.1 e GATA-1 se antagonizam, porém tém atividade sinérgica na regulacdo da linhagem
eosinofilica e transcricdo de proteinas de granulos de eosinéfilos (Du et al., 2002).

Destes fatores de transcricdo, GATA-1 é o mais importante para desenvolvimento da
linhagem de eosinofilos. Localizado no cromossomo X em humanos e camundongos, o fator
de transcricdo GATA-1 foi nomeado por sua capacidade de se ligar a sequéncia promotora
composta por bases GATA. O sitio de ligacdo GATA-1 esta presente como uma sequéncia
palindromica (sitio duplo GATA) em vérios genes relacionados a eosinofilos (incluindo genes
de proteinas especificas granulares, o do receptor de quimiocinas CCR3 e do receptor de IL-5)
e no proprio gene GATA-1 (Du et al., 2002 ; Yu et al., 2002; Zimmermann et al., 2000). A
mutacdo direcionada aos dois sitios de ligacdo GATA presente no gene GATA-1 leva a perda
da linhagem de eosinofilos em camundongos (Yu et al., 2002). Além disso, a expressdo ou
superexpressdo de GATA-1 promove aumento da diferenciacdo de células progenitoras
mieloides na linhagem eosinofilica (Bedi et al., 2009).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4109275/#R39
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4109275/#R39
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4109275/#R39
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4109275/#R39
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4109275/#R39
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4109275/#R39
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4109275/#R39
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4109275/#R205
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4109275/#R205
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4109275/#R205
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Sabe-se também que o nivel elevado de IL-5 na corrente sanguinea pode promover
aumento da eosinopoiese na medula 6ssea, 0 que resulta em uma elevacdo do ndmero de
eosinofilos circulantes, sem afetar outros tipos de leucdcitos sanguineos (Sanderson, 1992).
Apesar da importancia desta via de sinalizacdo na diferenciacédo de eosinofilos, ja foi descrito
que progenitores mieloides de camundongos Adbl-GATA knockouts quando estimulados com
as citocinas IL-3, IL-5 e GM-CSF sdo capazes de se diferenciar ex vivo em eosindfilos,
demonstrando que existem outros mecanismos de compensacédo envolvidos (Dyer et al., 2007).

Para o desenvolvimento e a maturacdo de eosindfilos, que ocorre na medula 0ssea, €
necessario ter aproximadamente uma semana de exposicdo aos precursores mieldides: IL-3,
GM-CSF e IL-5. A IL-5 tem extrema importancia no estagio final da diferenciacdo de
eosinofilos, além disso essa citocina induz a mobilizacdo a partir da medula de eosinofilos para
0 sangue circulante e também é uma citocina chave na sobrevivéncia e persisténcia dos
eosindfilos circulantes e teciduais, prevenindo a apoptose e preparando os eosinofilos para a
ativacdo celular. Células progenitoras CD34", células linfoides inatas do grupo 2 (ILC-2),
linfécitos Th2, células T “natural killers” invariantes e mastdcitos sdo as principais fontes de
IL-5 (Nussbaum et al., 2013; Symowski e Voehringer, 2017). Além disso, a IL-5 pode ser
liberada pelos préprios eosindfilos e atuar de forma autdcrina/paracrina regulando suas fungdes
(Fulkerson e Rothenberg, 2013; Bagnasco, 2017).

1.1.2 Morfologia dos eosinofilos: énfase nos granulos citoplasmaticos.

Os eosindfilos possuem quatro tipos de organelas secretoras: granulos cristaldides
(também denominados granulos especificos), granulos primarios, pequenos granulos e
vesiculas secretoras. Estes compartimentos citoplasmaticos sdo ricos em proteinas especificas
dessa linhagem granulocitica, de carater cati6nico e citotoxico (Figura 1). A Proteina Bésica
Principal (“major basic protein”; MBP) encontra-se em altas concentragdes e cristalizada no
nacleo do granulo cristaldide (Gleichet al., 1973; Lewis et al., 1978). A Peroxidase de
Eosindfilos (EPO), Proteina Cati6nica de Eosindfilos (ECP) e Neurotoxina Derivada de
Eosinofilos (EDN) encontram-se principalmente distribuidas na matriz dos trés tipos de
granulos (Egesten et al., 1986; Peters et al., 1986).

Os granulos primarios aparecem durante o estagio promielocitico do desenvolvimento de
eosinofilos e sdo enriquecidos da proteina do cristal de Charcot-Leyden (CLC). Também foram
identificadas pequenas vesiculas secretoras que se sobrepdem em seu conteldo aos de pequenos

granulos e sdo densamente encontradas no citoplasma dos eosindfilos. Todas essas proteinas


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1365-2222.2008.02958.x#b131%20
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1365-2222.2008.02958.x#b131%20
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1365-2222.2008.02958.x#b131%20
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1365-2222.2008.02958.x#b131%20
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1365-2222.2008.02958.x#b131%20
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1365-2222.2008.02958.x#b93%20
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1365-2222.2008.02958.x#b93%20
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1365-2222.2008.02958.x#b93%20
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1365-2222.2008.02958.x#b93%20
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1365-2222.2008.02958.x#b93%20
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granulares eosinofilicas sdo catibnicas e apresentam importantes atividades citotoxicas entre
outras acdes; como por exemplo, a liberacdo de MBP por eosinofilos € capaz de ativar
neutrofilos, induzindo a liberacdo de superdxido e IL-8 e aumenta a expressdo do receptor de
superficie celular integrina 3 (CR3) (Haskell et al., 1995).

Essas proteinas granulares sdo em parte determinantes da dicotomia das fungdes
eosinofilicas. Devido as ac¢des citotdxicas, eosindfilos podem desenvolver um papel importante
na defesa do organismo contra helmintos, algumas infeccdes virais e bacterianas. Por outro
lado, durante respostas inflamatdrias, essas proteinas podem causar graves danos teciduais;
como observado no “fendmeno de Gordon”, caracterizado por rigidez, ataxia e paralisia,
induzido pela neurotoxicidade de ECP e EDN (Durack et al., 1979).

Receptores de quimiocinas Mitocéndria

Receptores de adesdo

CCR1, CCR3, CCR5, CCR6, CCR8, CCR9,
CYCRY CYORA

Corpusculos Lipidicos

Leucotrienos
Tramboxano
Prostaglandinas
Fator de Ativacado
Plaquetério

. 15-HETE

Complexo de Golgi

Granulos Receptores citocinas e fatores

de crescimento

e Proteinas catidonicas: MBP,
EPX, ECP, EDN

e Citocinas: IL-2, IL-4, IL-5, IL-6,
IL-10, IL-12, IL-13, IFNy, GM-
CSF, TGF-B, TNF

e Fatores de crescimento: NGF,
PDGF, SCF, VEGF, EGF,
APRIL

e Quimiocias: CCL3, CCLS5,
CCL7, CCL8, CCL11, CCL13,
CXCL1, CXCL10, CXCL12

e Enzimas

Vesiculas
Sombrero

Receptores para mediadores lipidicos

Receptor para PAF

Receptor para PGD2 — DP1 e DP2
Receptor para PGE2 —

Receptor para Leucotrienos - cysLT

Nucleo

Figura 1. Contetido eosinofilico. Eosinéfilos possuem em sua superficie receptores de quimiocinas, de adeséo,
de citocinas, para fatores de crescimento e mediadores lipidicos. O nicleo é bilobulado, a célula é composta por
vesiculas sombrero e granulos que estocam proteinas catidnicas e citocinas pré-formadas, de carater pro-
inflamatorias, fibrogénicas e quimiotaticas (adaptado de Diny, Rose e Cihakova, 2017).

Além das proteinas catibnicas eosinofilicas, estocados nesses granulos ha grande
variedade de citocinas pré-formadas, enzimas e fatores de crescimento (Figura 1). A
capacidade de armazenar e rapidamente secretar essas citocinas pré-formadas distingue
eosindfilos de outras células produtoras de citocinas como os linfécitos que necessitam de horas
para efetiva secrecdo destas moléculas imunoreguladoras. Os eosin6filos sanguineos humanos

além de estocarem citocinas Th2, também armazenam constitutivamente um estoque de
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citocinas do tipo Thl, fatores de crescimento e quimiocinas. Estudos confirmam que os
eosindfilos humanos podem secretar mais de 30 citocinas (Spencer et al., 2008). A liberacdo
rapida e diferencial de cada citocina ocorre em resposta estimulos especificos, como, por
exemplo, a estimulacao de eosinofilos por eotaxina provoca a liberacao de I1L-4, mas nédo de IL-
12 (Bandeira-Melo et al., 2002).

A liberagdo do contetdo dos granulos no espaco extracelular € uma fungéo eosinofilica
proeminente. Anteriormente, presumia-se que a liberacéo de mediadores ocorria principalmente
por meio de degranulacdo exocitica (podendo ser citolitica), um mecanismo pelo qual uma
estimulacdo resulta no esvaziamento granular completo do “arsenal” citotoxico de proteinas
catibnicas pré-formadas do eosindfilo e deplecdo (desaparecimento) dos granulos

citoplasmaticos.

Anaélises cuidadosas de micrografias eletronicas de eosinofilos degranulando em tecidos
mostrou um processo mais controlado, que recebeu o nome de degranulacdo gradativa,
chamado “degranulagdo piecemeal” (Dvorak , Estrella e Ishizaka, 1994) para refletir o fato de
que o eosinofilo é capaz de liberar parte de seu conteido granular em resposta a um determinado
estimulo — enquanto os granulos, embora parcialmente “esvaziados”, permanecem presentes €
aparentemente ativos no citoplasma eosinofilico. A degranulacdo piecemeal é agora aceita
como a forma fisioldgica mais comumente observada de degranulacdo de eosinofilos.

Eosindfilos que sofrem degranulacéo piecemeal em resposta a citocinas, como interferon-
vy (IFNy) e CCL11, desenvolvem vesiculas secretoras citoplasmaticas, conhecidas como
vesiculas sombrero de eosinéfilos (Figura 2) e permanecem viaveis e totalmente responsivos

a estimulos subsequentes (Melo et al., 2005).
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1.1.3 Marcadores de ativacao eosinofilica: énfase na biogénese de corpusculos lipidicos e
sintese de mediadores lipidicos.

Além dos granulos e vesiculas, no citoplasma dos eosinofilos encontram-se também os
corpusculos lipidicos — organelas complexas ricas em lipideos apolares como triacilglicerol e
ésteres de colesterol (Murphy, 2001), com importante contetdo proteico especifico sendo
envoltas por uma monocamada de fosfolipidios (Tauchi-Sato et al., 2002) e encontradas em
todas as celulas eucarioticas, desde protozoarios a mamiferos, e em procariotos também, como
bactérias (Murphy, 2012) (Figura 2).

i = e

Figura 2. Citoplasma eosinofilico. No citoplasmana dos eosindfilos encontram diversas organelas
especificas como granulos (GR), vesiculas sombrero em rosa (V.S) e corpusculos lipidicos (C.L), (adaptado
de Weller e Spencer, 2017).

Leucdcitos ndo estimulados ja apresentam corpusculos lipidicos em seu citoplasma, mas
foi visto que, quando estimulados, podem formar rapidamente novos corpusculos lipidicos. Em
células como eosindfilos, neutrofilos e macrofagos, os corplsculos lipidicos sdo rapidamente
formados no citoplasma em resposta a inflamacéo ou doencas infecciosas e funcionam como

marcadores estruturais de ativacdo destas células (Melo et al., 2011). Por exemplo, a
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estimulagdo de eosinofilos in vitro com eotaxina e RANTES, (via receptores CCR3), induz a
biogénese de corpusculos lipidicos em eosindfilos (Bandeira-Melo et al., 2001).

Também se sabe que leucdcitos ativados naturalmente, como eosindfilos de pacientes
com hipereosinofilia, apresentam o nimero de corpusculos lipidicos aumentado no citoplasma.
Além disso, a estimulacdo com diferentes citocinas como TNF-a ou INF induziram 0 aumento
de nuameros corpusculos lipidicos de eosinofilos humanos, indicando que vias de sinalizacéo
distintas podem desencadear a formacéo de corpusculos lipidicos dentro de leucécitos (Melo et
al., 2013).

O corpusculo lipidico é uma organela que tem um comportamento dindmico, sendo
funcionalmente ativa, modificando sua estrutura de acordo com o tipo de estimulo que a célula
é submetida (Bozza, Magalhées e Weller, 2009), podendo se movimentar dentro da célula de
forma dependente de microtubulos e exercer func@es especificas nos diferentes tipos celulares
em que atuam (Pol et al., 2004).

Em eosindfilos e em todos os leucdcitos, corpusculos lipidicos exibem como principal
funcdo a compartimentalizacéo da sintese de eicosanoides, como prostaglandinas e leucotrienos
(Bozza et al., 1997; Bandeira-Melo et al., 2001; Vieira-de-Abreu et al., 2005). Em eosindfilos,
a presenca de proteinas ligadas a sintese de mediadores inflamatdrios lipidicos, como as
enzimas ciclooxigenase (COX), 5-lipoxigenase (5-LO), leucotrieno C4 sintase (LTC4S) e PGD
sintase hematopoética, foram localizados inteiramente dentro de corplsculos lipidicos de
eosinofilos humano, bem como nos de neutréfilos e macrofagos (Dvorak et al., 1992; Dvorak
etal., 1994; Bozza et al., 1997; Luna-Gomes et al., 2011; Melo et al., 2013).

Por exemplo, especificamente em relacdo a sintese de prostaglandina D, (PGD>), que se
inicia através da acdo da Fosfolipase A citosélica (CPLA>), que realiza a clivagem de um éster
na posicdo 2 dos fosfolipidios de membrana, liberando Acido Araquiddnico (AA) (Diaz et al.,
2002). O AA livre passa a ser processado pela via das cicloxigenases (COX), o que da origem
a classe de prostanodides (prostaglandinas, prostaciclinas e o tramboxano). A enzima COX
possui duas isoformas, a COX-1, que é expressa constitutivamente, e a COX-2, que durante
processos inflamatorios tem sua expressao induzida em células ativadas (O'Banion, 1999). As
enzimas COXs irdo metabolizar o AA formando um produto intermediario instavel, 0 PGHy,
que foi convertido em PGD; bioativa por isomerases especificas (Kanaoka e Urade, 2003).
Existem dois tipos de isomerases que participam deste processo: a PGD sintase tipo lipocalina
(L-PGDS) e a PGD sintase hematopoética (H-PGDS), ambas igualmente capazes de promover
a isomerizacdo da PGH. & PGD: (Figura 3) (Kanaoka e Urade, 2003).
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Fosfolipidio
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Acido Araquiddnico
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COX-2
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Figura 3.Sintese de PGD,. Nos eosindfilos a via de sintese do mediador lipidico PGD; ocorre pela agcdo de uma
série de enzimas, inciada pela clivagem de um fosfolipidio de membrana pela cPLA,, liberando o Acico
Avracddnico para ser metabolizado pelas enzimas da familia COX, que, de forma geral, culmina em uma cascata
de sinalizacdo para a via de sintese desse mediador.

Funcionalmente, a PGD, é um eicosandide central em inflamagdes alérgicas,
promovendo vasodilatagdo, formacdo de edema, broncoconstricdo, produgcdo de muco e
eosinofilia, dessa forma contribui para patologias como asma, dermatite atépica ou rinite
alérgica (Doyle et al., 1990; Widdicombe, 1990). Além de uma atuacéo classica como um fator
quimiotatico para eosinofilos, baséfilos e linfocitos Th2, a PGD, também é um fator de
sobrevida de eosinofilos, sendo potente estimulo indutor de biogénese de corpusculos lipidicos
e sintese aumentada de LTCs4, da mesma forma que outros quimioatraentes eosinofilicos como
a eotaxina, RANTES e fator ativador de plaquetas (PAF) (Bozza et al., 1996; Bandeira-Melo
et al., 2001; Mesquita-Santos et al., 2006; Fabre et al., 2009).

A PGD; também é conhecida por promover diretamente a ativagdo da formacéo de
corpusculos lipidicos e asintese de LTCs4 por eosinofilos tanto in vitro quanto in vivo
(Mesquita-Santos et al., 2006).
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1.1.4. Principais marcadores de superficie de eosindfilos

Os eosindfilos expressam receptores de superficie para fatores de crescimento, de adesao
e quimiotaticos, que promovem efeitos variados: migracao, degranulacdo, interacdes célula a
célula e inibicdo de apoptose (Rosenberg, Dyer e Foster, 2013).

Dentre os principais receptores expressos por eosindfilos, destacam-se os receptores de
IL-5 (IL-5R), de eotaxina (CCR-3), de PAF (PAFR), de PGD2 (DP2), 0 SIGLEC-8 em humanos
e 0 SIGLEC-F em camundongos. Como ja mencionado, a IL-5 possui um papel central, na
diferenciacdo, migracdo, sobrevida e ativagdo eosinofilica. A eotaxina, via ativagdo de seu
receptor CCR-3, é potente indutora de eosinofilia tecidual, atuando em conjunto com a IL-5 ou
de forma independente (Collins et al., 1995; Mould et al., 1997). Os receptores SIGLEC séo
lectinas de superficie celular. Apesar da funcdo deste receptor ainda ndo estar tdo clara,
anticorpos especificos para SIGLEC-8 promovem a apoptose especifica destas células em
modelos in vivo (Kiwamoto et al., 2012), e servem como marcadores especificos de eosinofilos.
E, dentre as moléculas de adesdo, ressaltamos o papel fundamental e de carater mais seletivo
da molécula VLA-4 (integrina 04p1 que se liga a VCAM-1) no recrutamento de eosinofilos
para o local da inflamac&o alérgica no pulmé&o e na pele (Weg et al., 1993; Abraham et al.1994;
Nakajima et al. 1994; Pretolani et al. 1994; Gonzalo et al., 1996)

Os eosindfilos expressam receptores para mediadores lipidicos, como os CysLT1R e
CysLT2R para os leucotrienos cisteinados (LTCa/Da/Es), receptores para prostandides, com
destaque para os de PGD denominados DP1 e DP», e o receptor de alta afinidade para PAF, o
PAFR (Wang et al.,1999; Fujii et al., 2005; Zinchuk et al., 2005). Importante para o presente
estudo, a supressdo in vitro da atividade do leucotrienos cisteinados por um antagonista de
CysLT1R bloqueia a diferenciacdo e/ou maturacdo de eosindfilos, sugerindo que o0s
leucotrienos cisteinados podem desempenhar um papel no compromisso e na maturacdo da
linhagem de eosinofilos (Thivierge et al., 2000).

A PGD. tem fung¢des imunomoduladoras e inflamatorias e essas fungfes sdo mediadas
pela interagdo de alta afinidade entre os dois receptores, DP1 e DP>. Os receptores DP; sdo
membros da familia de receptores de prostanoides que incluem EP1.4, FP, IP e TP. Receptores
DP: séo acoplados a proteina G e sinalizam através da elevagédo dos niveis intracelulares de
AMPc (Sawyer et al., 2002). Os eosindfilos expressam os receptores DP1 acoplados a adenilil

ciclase (Monneret et al., 2001).
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O receptor DP, foi identificado em humanos em linfécitos do tipo 2, basofilos,
eosindfilos e mondcitos, sendo importante indutor de quimiotaxia destas células (Cosmi, L., F
etal., 2000; Nagata, K et al.1999; Gosset, P. et al.,2003). O receptor DP2> medeia a quimiotaxia
de eosindfilos induzida por produtos de mastocitos (Nagata et al.,1999). A ativacdo de DP, €
responsavel pela quimiotaxia e degranulagdo de eosindfilos induzida por PGD2, enquanto a
ativacdo de DP: retarda seu inicio de apoptose (Gervais, F. G. et al.,2001). Os receptores
DP, séo acoplados a proteina G e sua ativacdo induz a elevagéo de calcio intracelular, redugéo
do AMPc (Sawyer et al., 2002) e ativacdo a jusante de fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K)
(Xue et al., 2007).

Embora a capacidade do PGD; de ativar eosindfilos enquanto simultaneamente eleva os
niveis de AMPc pareca paradoxal, os receptores DP 1 parecem ser capazes de mediar, com 0s
receptores DP2, a mobilizacdo de eosinofilos da medula 6ssea, bem como a quimiotaxia
( Schratl et al., 2007).

Spik e colaboradores (2005) observaram que ativacdo DP> medeia a migracdo de
eosindfilos de camundongo in vitro. O grupo testou PGD2, BW245C (agonista do receptor DP1
especifico) e DK-PGD: (agonista do receptor DP> especifico) quanto a sua capacidade de atrair
eosinofilos e viram que os eosindfilos além de terem sido atraidos pela quimiocina CCL11
(usada como controle positivo), também foram atraidos por PGD2 e DK-PGD> de uma forma
dependente da concentragdo empregada. Quanto ao BW245C, nédo se obteve efeito. Com isso,
0 grupo concluiu que DP2 é funcional em eosinéfilos de camundongos e promove, como é 0
caso em humanos, a quimiotaxia de eosinofilos in vitro (Spik et al., 2005)

IL-3, IL-5 e fator estimulador de col6nia de granulécito-macréfago (GM-CSF), séo
particularmente importantes na regulacdo do desenvolvimento de eosinéfilos, como ja
mencionado. Os eosinofilos expressam a subunidade do receptor de citocina especifica para IL-
3 (IL-3Ra; CD123), IL-5 (IL-5Ra; CD125) ¢ GM-CSF (GM-CSFRa; CD116) ¢ também a
cadeia p compartilhada pelos 3 receptores (CD131) (Lopez et al. 1986, 1988; Rothenberg et al.
1988; Takatsu et al.1994). Estudos mostraram que citocinas incluindo fator de células-tronco
(SCF), IFN-y, fator de necrose tumoral (TNF)-a, IL-4 e IL-9 ativam func¢des de eosinofilos,
sugerindo que essas células expressam os receptores c-kit (CD117), IFN-yR (CDw119),
receptor de TNF-a tipos 1 e 2 (CD120a e CD120b), receptor de IL-4 tipo 1 [tanto cadeia a de
IL-4R (CD124) quanto cadeia o comum (CD132)], e o receptor de IL-9 [cadeia o de IL-9R
(CD129) e CD132] (Wallen et al. 1991; Yuan et al. 1997; Dubois et al. 1998; Nutku et al. 1999;
Hauber et al., 2004).
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1.1.5 Fatores que promovem eosinofilia

Como ja mencionado, IL-5 € uma citocina importante para a diferenciacdo de eosinofilos
e a proliferacdo das células progenitoras mieldides em eosinéfilos tém a participacdo das
citocinas IL-3 e de GM-SCF (fator de estimulagdo de macrofago-granuldcito).

O GM-CSF é um fator de crescimento hematopoiético que induz a proliferagdo celular e
a diferenciacdo de granulécitos e macrofagos. Os receptores GM-CSF estdo presentes nos
progenitores hematopoiéticos, bem como em granulécitos maduros, em células leucemicas e
em algumas células ndo hematopoiéticas (Burdach, 1991).

A IL-3 foi originalmente denominada como um multi-CSF por sua capacidade de
conduzir todo o espectro de mielopoiese, ndo apenas produzindo neutréfilos, mondcitos e
macrofagos, mas também eosinofilos, basofilos e mastdcitos a partir de precursores da medula
0ssea. O receptor para IL-3 € expresso em progenitores granulociticos-monociticos e, em menor
grau, em progenitores dendriticos comuns. Nas células maduras, eosinéfilos, mastocitos e

basofilos, expressam IL3-Ra (Dougan et al., 2019).

Ja a citocina IL-33 tem funcéo destacavel pois promove eosinofilia via a producao de IL-
5. A IL-33, membro da familia das citocinas IL-1, é expressa por células epiteliais, células
endoteliais, fibroblastos e adipocitos e € um sinal enddgeno de perigo conhecido
como alarmina. A 1L-33 modula especificamente os sinais pro-inflamatoérios do tipo Th2 apés
sua liberacdo das células necroticas. O receptor ST2 da 1L-33 (IL1IRL1) é encontrado
principalmente nas células Th2 (Kurowska-Stolarska M et al., 2008), mas também em basofilos
(Suzukawa M et al., 2008), eosindfilos (Cherry WB et al, 2008) e mastocitos (Allakhverdi Z et
al., 2007).

Mais especificamente, a IL-33 regula os eosindfilos em trés estagios: desenvolvimento
na medula 6ssea, ativacdo de células maduras no sangue e desenvolvimento e ativagdo de
progenitores no tecido. Na medula éssea (Figura 4), o progenitor mieldide GATA-1* (CMP)

diferencia-se em progenitor pré-macréfago-granulécito GATA-1" (Pre-GMP), depois em
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Figura 4. Regulacdo de eosinopoiese por IL-33 (adaptado de Johnston e Bryce, 2017). A 1L-33 regula a
diferenciacéo de eosinofilos a partir de progenitores mildides comuns GATA+.
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progenitor macréfago-granuldcito GATA-1" (GMP), também conhecido como progenitores de
eosindfilos e mastdcitos (EoOMP). Nesta fase, a IL-33 induz a diferenciagdo da EOMP/GMP no
precursor de eosinofilos (EoPre). A IL-33 também regula positivamente a expressédo de IL-5Ra
no precursor de eosindfilos (EoPre). Além do mais, a IL-33 induz a producao de IL-5 por outra
célula, atualmente ndo identificada na medula 6ssea, que promove a maturacdo final dos
eosindfilos (Johnston e Bryce, 2017).

Segundo Dyer e colaboradores (2013) a administracdo sistémica de IL-33 em
camundongo BALB/c por 7 dias resulta em niveis séricos aumentados das citocinas Th2 como
IL-4, IL-5 e 1L-13. O total de células na medula dssea aumentou de 2,3 para 4,0 x 10 7 células
por camundongo em associa¢do com um aumento dramatico na porcentagem de eosindfilos, de
5% para quase 80%, identificado com coloracdo Diff-Quik e por citometria de fluxo com
anticorpo anti-Siglec. O acumulo profundo de eosindfilos também foi observado na cavidade
peritoneal e no bago. IL-33 também foi incapaz de induzir eosinofilia
em camundongos deficientes para IL-5, confirmando a dependéncia de IL-5 desta resposta
(Rosenberg, Dyer e Foster, 2013).

1.2 Multifuncionalidade dos eosinofilos, de indutores da pro-inflamagéo a indutores de
pro-resolucdo: papel dos eosinofilos na asma, em infecgbes helminticas, na homeostasia

tecidual, na imunomodulacéo e pré-resolucao da inflamacéo.

Os eosindfilos sdo células que desempenham diversos papéis funcionais relevantes. A
classica visdo que os relaciona a citotoxidade, a protecdo contra infeccdes helminticas e a
promocdo da sintomatologia em reac@es alérgicas vem sendo substituida pelo conceito de que
estas células também atuam na imunomodulacdo de varias condi¢es fisiopatoldgicas e na pro-
resolucdo da inflamagdo. Destacam-se uma série de estudos publicados em revistas de alto
impacto mostrando o eosindfilo como célula indutora e mantenedora de um perfil homeostatico
em diversos tecidos, incluindo tecidos como o adiposo e intestinal (Sugawara et al., 2016; Wu
et al., 2011). De forma genérica, encontra-se descrito na literatura que mecanismo
imunomodulador eosinofilico é realizado principalmente através da rapida secrecdo de

citocinas pre-formadas estocadas nos granulos dos eosinofilos.
1.2.1 Eosinofilos na asma e doencas alérgicas

A asma e uma doenga inflamatdria cronica caracterizada pela obstrugdo e hiper-

reatividade das vias aéreas. Durante crises de asma, ocorre um recrutamento desregulado de
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eosindfilos para o tecido pulmonar e vias aéreas em funcéo da liberagéo de citocinas liberadas
por células do tipo Th2 ativadas, além de serem atraidos por conta das quimiocinas,
principalmente da familia das eotaxinas. Uma vez presentes nas vias aéreas de asmaticos, 0S
eosindfilos séo ativados e liberam uma variedade de mediadores, incluindo os leucotrienos
cisteinados (Cys-LT) que promovem broncoconstricao, hipersecrecdo de muco e vasodilatagcdo
(Gleich, 1990). Além disso, a degranulagéo de eosinofilos ativados leva a liberacéo de proteinas
citotoxicas, danificando a mucosa e nervos (revisado em Rothenberg & Hogan, 2006).
Eosindfilos também estdo envolvidos no remodelamento tecidual, pela secrecdo de varios
fatores fibrinogénicos e de crescimento, assim participando da fibrose e vascularizacdo das vias
aéreas em pacientes asmaticos cronicos (Aceves & Broide, 2008).

1.2.2 Eosindfilos em infec¢bes helminticas

Eosintfilos sdo classicamente associados as infeccBes helminticas, visto que ocorre
aumento da eosinofilia no sangue e no tecido, decorrente da ativacdo de linfocitos Th2. No
entanto, nesse contexto, o papel dessas células é controverso e parece ser helminto-especifica.
Por exemplo, a anélise de CCR3 e camundongos deficientes em eotaxina-1 sugerem um papel
para eosindfilos no controle da infeccéo por microfilérias de Brugia malayi e no encistamento
de larvas em Trichinella spiralis (Gurish et al., 2002; Simons et al., 2005), mas a evidéncia
final para um papel dos eosindfilos na defesa hospedeiro contra parasitas ainda ndo foi
elucidada. Ja estudo de Swartz e colaboradores (2006) explorou o papel dos eosinéfilos na
defesa do hospedeiro contra Schistosoma mansoni em um modelo de infec¢éo de duas linhagens
de camundongos com ablacdo de eosinofilos (AdbIGATA e PHIL). Eles descobriram que a
ablacdo de eosinofilos ndo parece afetar importantemente a carga de vermes ou a deposicdo de
ovos (Swartz et al., 2006).

1.2.3 Eosinofilos desempenhando papel crucial na homeostasia tecidual

Os eosindfilos desempenham fungdes completamente diferentes de acordo com o tecido
que reside e/ou infiltra; e dependendo do microambiente ao qual é submetido, os eosindfilos
podem desempenhar papéis de mantenedor homeostatico a pro-resolu¢cdo com retorno a
homeostasia.

Por exemplo, no trato gastrointestinal, os eosinéfilos residentes do intestino delgado
atuam como mantenedores ativos da homeostase intestinal, permitindo ao hospedeiro lidar com

a exposicdo constante e intensa a microrganismos potencialmente patogénicos e antigenos
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estranhos e alimentares. Um estudo mostrou os eosinoéfilos sendo para promover a mudanca de
classe de imunoglobulinas para a IgA secretora, que € um componente envolvido na
neutralizacédo e regulacdo de microrganismos intestinais (Chu et al., 2014)

Gouon-Evans e colaboradores (2000) demonstraram papel dos eosindéfilos na regulacéo
do desenvolvimento da glandula mamaria pos-natal em camundongos. Segundo o artigo e
similar ao observado para animais deficientes em IL-5, a ablagdo especifica da presenca de
eosinofilos para as glandulas mamarias em animais com deficiéncia de eotaxina resultou em
um nuamero reduzido de ramos da arvore ductal mamaria e de gomos terminais (isto €, 0s
precursores dos bot6es alveolares).

Quanto ao ainda controverso papel homeostatico para eosinoéfilos nos pulmdes, analises
de “microarray” revelaram que eosindfilos humanos do pulmdo expressam varios genes,
como Anxal, Nedd4, Runx3, Serpinblae Ldlr, que estdo envolvidos na manutencdo da
homeostase imunoldgica pulmonar e, especialmente, na regulacdo negativa das respostas das
células Th2. Em concordancia com estes dados, os camundongos AdblGATA-/- exibem
sensibilidade aumentada aos acaros da poeira doméstica (Mesnil et al., 2016), indicando que
eosinofilos pulmonares residentes podem apresentar capacidade de prevenir a alergia das vias
aéreas conduzida por resposta Th2. Esta funcdo imunossupressora dos eosinéfilos pulmonares
residentes mostrou-se associada a capacidade eosinofilica de inibir a maturacédo e, portanto, a
funcdo pré-Th2 de células dendriticas carregadas com alérgeno (Mesnil et al., 2016).

1.2.4. Eosinofilos desempenhando papel na pro-resolucéo da inflamacao

Nos ultimos anos, nosso grupo vem trabalhando com a hipétese de que o papel
imunorregulador, homeostatico e/ou pro-resolucdo dos eosinofilos é também mediado por
mediadores lipidicos. De fato, estudos antigo do grupo mostram que o eicosandides metabdlitos
da COX-2 (ou CO-2 acetilada), PGE2 e LXA4 produzidos por eosinéfilos infiltrantes foram
capazes de acelerar a resolugdo de edema alérgico em modelo experimental alérgico em ratos
(Bandeira-Melo et al., 1997).

Além disso, nosso grupo hipotetiza que eosinofilos sdo capazes de sintetizar mediadores
lipidicos de carater pro-resolugdo por conterem a maquinaria enzimatica de sintese desses
mediadores, as enzimas cPLA>, 5-LO e 15-LO, que sdo biologicamente ativas nessas células.
E, contribuindo com esta vertente, os eosinofilos séo capazes de usar &cido docosaexaendico
(DHA) como substrato para metabolizagdo pela via das lipoxigenases para sintetizar PD1

(Protectina , um mediador lipidico anti-inflamatério e pro-resolutivo (Miyata et al., 2013).
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Juntos, esses aspectos indicam importante potencial dos eosinoéfilos no &mbito da resolugédo de

processos inflamatorios.
1.3 Protocolos experimentais de obtencéo de eosinofilos

Como apresentado acima, os eosinofilos sdo células muito importantes pois estdo
envolvidos em diversos processos imunologicos, podendo atuar tanto como efetores
fisiopatologicos em processos alérgicos e infecgdes por helmintos , como celulas regulatorias
mantenedoras de homeostase tecidual, com destaque para tecidos onde estes leucécitos residem
de forma constitutiva, como o trato gastrointestinal, tecido adiposo, Utero, glandulas mamarias
e pulmao ((Marichal et al., 2017). Portanto, devida a multifuncionalidade destas células, é de
extrema importancia realizar investigacdes sobre a fisiobiologia destas células multifacetadas
e, para isso, aprimorar as técnicas de obtengdo dessas células que possibilitem estudos in vitro.

O protocolo de purificacdo de eosinofilos humanos a partir do sangue de individuos
doadores saudaveis é amplamente empregado e fornece informagbes valiosas sobre a
fisiobiologia da célula. Entretanto este protocolo fornece (i) eosindfilos primarios, e, portanto,
de vida curta e de dificil manipulacdo genética; (ii) em nameros restritos a partir de grandes
volumes de sangue; e (iii) a altos custos. Sem deixar de reconhecer a maior relevancia de dados
gerados a partir de células humanas, estudos in vitro empregando eosinéfilos isolados a partir
de camundongos nos possibilita ter menos variaveis que podem interferir no estudo pois
podemos trabalhar com animais de mesmo sexo, idade, linhagem, ampliar o “n” de animais.
Essa estratégia metodoldgica também pode ampliar o acesso a ferramentas, como animais
geneticamente modificados, e as manipulagdes experimentais como sensibilizacdo dos animais,
estimulacdes e silenciamento in vitro.

O protocolo de obtencdo de eosinoéfilos murinos mais empregado atualmente é o descrito
por Dyer e colaboradores em 2008 (Dyer et al., 2008). Estes autores — se valendo tanto do
entendimento cada vez mais completo sobre as caracteristicas Unicas dos progenitores de
eosindfilos, quanto da compreensdo que as condi¢des de cultura ex vivo estimuladas por
citocinas necessitavam de adaptacdes para geracdo eficiente de eosinofilos puros e
fenotipicamente maduros a partir dos progenitores de medula 6ssea — desenvolveram protocolo
baseado em: (i) fase inicial de proliferacao de células progenitoras mieloides da medula 6ssea
de camundongos BALB/c induzidas pela combinagdo dos fatores FLT-3L ¢ SCF (“ckit
ligand™); e (ii) fase de diferenciagio em eosinofilos induzida pela adigdo de IL-5 a cultura que

gera eosinofilos maduros. Essa metodologia permite obter uma quantidade consideravel de
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eosindfilos, ao final da cultura celular in vitro, com mais de 90% de pureza (Dyer et al., 2008).
Muito embora o advento deste protocolo tenha permitido que estudos com eosinéfilos murinos
in vitro tenham sido realizados, pesquisadores que se interessam por este tipo de modelo
experimental ainda encontram limitagdes, como: (i) o alto custo versus produtividade das
culturas de diferenciacdo; (ii) a qualidade das células produzidas; e (iii) a restricdo ao
background BALB/c. Dessa forma, especialistas se beneficiariam de ajustes na metodologia.

2 JUSTIFICATIVA

Os eosindfilos desempenham atividade importante em diversos contextos, como ja
mencionado, como por exemplo (i) na protecao contra a infecgcdo por helmintos e (ii) na inducao
de resposta inflamatdria alérgica promovendo a sintomatologia da asma. Também sédo células
capazes de sintetizar citocinas e mediadores lipidicos que atuam induzindo pr6-homeostase
tecidual e pré-resolucdo da inflamacg&o. Por conta dessa plasticidade e atividade multifuncional
desempenhada pelos eosinofilos, é de grande relevancia termos técnicas de obtencdo dessas

células bem estabelecidas e caracterizadas para que possamos estuda-las in vitro.

Nosso grupo vem estudando a fisiobiologia de eosinéfilos desde 1995, em que ao longo
dos anos publicamos em revistas voltadas para 0 campo da Imunologia a versatilidade dessas
células, como Journal of Leukocyte Biology, Journal of Pharmacology, Journal of Immunology
Frontiers in Imunology, etc. Eosindfilos sdo células de dificil manipulacdo e pouquissimos
laboratérios ao redor do mundo concentram suas pesquisas nesta célula. Nosso laboratorio,
assim, pode ser considerado pioneiro pois vem desempenhando um importante papel para a

construcdo do conhecimento e estudo dessa célula ao longo de mais de duas décadas.

O método de diferenciacdo de eosindfilos segundo Dyer e colaboradores (2008) é bem
estabelecido no Laboratério de Inflamacdo, € empregado desde 2008 e nos proporcionou 0
estudo in vitro dessa célula. Seguindo esse protocolo, é possivel obter a diferenciacdo de
eosinofilos a partir da medula 6ssea de camundongos. No entanto, € de grande interesse otimizar
a diferenciacdo destes eosindfilos in vitro, visando uma maior produtividade na diferenciagdo
de eosindfilos maduros. Naturalmente, ajustes na metodologia padrdo poderiam incluir: (i)
novos “pulsos” das citocinas ja usadas para proliferagdo e diferenciacdo; (ii) aumento das
concentracdes empregadas de 1L-5; e/ou (iii) adi¢do de citocinas extras como IL-3 ou I1L-33 as
trés ja adicionadas a cultura do método padrdo. Embora de interesse, estes ajustes acarretariam
custos adicionais elevados ao ja alto custo de relativa produtividade do protocolo. Como

alternativa, postulamos um ajuste deste protocolo de diferenciacdo baseado no emprego de
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medulas 6sseas de camundongos que apresentem microambiente medular de carater pro-
eosinopoiético pré-estabelecido para iniciacdo da cultura de diferenciagdo in vitro.

Medulas dsseas provenientes de camundongos submetidos a modelos experimentais in
vivo de reacdo inflamatdria alérgica ou infeccdo helmintica contém numeros elevados de
eosinofilos visto que apresentam microambiente medular caracterizado pela presenga
aumentada de moléculas e células produtoras de fatores eosinopoiéticos — com a variedade e
concentracdes especificas de moléculas para uma eosinopoiese bem-sucedida. Dessa forma
nossa hipotese prevé que culturas de diferenciacao de eosinofilos seguindo o protocolo de Dyer
e colaboradores (2008), mas iniciado a partir de medulas pré-eosinopoiéticas, devem gerar
maior produtividade na geracdo dos eosindfilos bem como eosindfilos mais similares aos

produzidos in vivo.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Aprimorar a metodologia de diferenciacdo de eosinofilos descrita por Dyer e
colaboradores (2008), e utilizada de forma rotineira em nosso laboratorio, através do emprego
de medula 6ssea pré-eosinopoiética de camundongos sensibilizados com ovalbumina (modelo

de inflamac&o alérgica) para iniciar o protocolo.
3.2 Objetivos Especificos

- Verificar se o protocolo de sensibilizacdo alérgica, de uso rotineiro em nosso
laboratério, promove um microambiente medular de carater pré-eosinopoiético in vivo,
comparando as medulas 6sseas de camundongos BALB/c sensibilizados “versus” aquelas de
animais ndo-sensibilizados.

- Investigar se a sensibilizacdo alérgica de camundongos BALB/c in vivo otimiza a
producdo in vitro de eosinofilos, comparando a cinética e produto do protocolo in vitro de
diferenciacéo de eosindfilos (de acordo com Dyer e colaboradores, 2008) iniciado a partir de

células medulares obtidas de camundongos BALB/c sensibilizados “versus” nao-sensibilizados
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Animais

Para diferenciacdo de eosinofilos a partir de células de medula 6ssea (bmEos) utilizamos
camundongos BALB/c de ambos os sexos com 6 a 8 semanas de idade, pesando entre 20 e 25
g, mantidos de 22 a 25°C e com livre acesso a agua e comida. Os animais foram obtidos do
Biotério do Laboratério de Inflamacdo no IBCCF — UFRJ. Os procedimentos de

experimentacéo animal foram aprovados pelo CEUA/UFRJ, sob protocolo de nimero 065.

BALB/c

Figura 5. Diferenciacgéo de eosindfilos in vitro iniciada a partir de células de medula éssea (bmEos)
utilizamos camundongos BALB/c

4.2 Sensibilizacdo alérgica dos animais

Camundongos BALB/c foram sensibilizados com injecdo dorsal subcuténea (s.c.) de
200 pL de solucéo contendo 50 pg de ovalbumina (OVA grade V — Sigma) e 5 mg de Hidroxido
de Aluminio Al(OH)s em 0.9 % (w/v) NaCl por animal nos dias 0 e 7. Todas as sensibilizacbes
foram realizadas em grupos pareados em que um grupo era de animal sensibilizados e outro

grupo de animais néo sensibilizados,

BALB/c > 7~ OU BALB/c sensibilizado '

Figura 6. Sensibilizagdo alérgica com injecdo dorsal subcutdnea em camundongos BALB/c.
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4.3 Obtencao das células da medula 6ssea de camundongos

As celulas da medula 6ssea foram coletadas dos fémures e tibias de camundongos
BALB/c de mesma idade e género, sensibilizados ou ndo no 14° dia apds primeira
sensibilizagdo. As epifises dos ossos foram retiradas e foram feitos lavados das medulas com
RPMI-1640 (Sigma), utilizando uma seringa com agulha 26G. As celulas recolhidas foram
centrifugadas a 800 rpm por 5 min, e ao pellet foi adicionado salina 0,2% seguida de 1,6% para
lisar as hemacias presentes. As células livres de hemacias foram centrifugadas novamente na
mesma velocidade, o sobrenadante recolhido e armazenado para posterior quantificagdo de
mediadores, as células ressuspendidas em meio RPMI (20% SFB) para cultura de células, e

aliquotas destas células separadas para contagem de células totais e diferenciais.

Lavado medular

Tibia e fémur "

5mL de o
ou RPMI 20% SFB g — e

\
BALB/c
sensubilizado

lbia e fémur

Figura 7. Obtengdo das células da medula 6ssea de camundongos em camundongos BALB/c naive ou
BALB/c sensibilizados.

4.4 Analise do impacto da sensibilizacdo alérgica no microambiente medular

Com a coleta do lavado medular de animais sensibilizados ¢ “naive”, algumas analises
foram realizadas para avaliar se a sensibilizacdo alérgica induz microambiente medular com
caracteristica pro-eosinopoiese, incluindo: (i) contagem das células totais, em que as células
foram coradas com Trypan Blue 0,4% e contadas na Camara de Neubauer; (ii) analise
diferencial dos leucécitos medulares, por coloracdo com Pandtipo das células para avaliar o
percentual de eosinofilos medulares; e (iii) quantificacdo de moléculas com carater
eosinopoiético, especificamente a dosagem de citocinas IL-3 e IL-5 por ELISA e eicosanoides
LTC4 e PGD> por EIA (detalhes abaixo).
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Quantificacdo por ELISA (kits Peprotech) Quantificacao por EIA (kit Cayman)
Amostra: sobrenadante do lavado medular Amostra: sobrenadante do lavado medular

Figura 8. Parametros analisados: impacto da sensibilizacdo alérgica no microambiente medular

4.5 Protocolo de diferenciacéo de eosindfilos in vitro de acordo com Dyer e colaboradores
(2008)

As células foram cultivadas em RPMI-1640 (Sigma) com 20% de SFB, bicarbonato de
sodio (2g — Sigma) e 1% de antibiotico (penicilina e estreptomicina), suplementado com
piruvato de sodio (10 pl/mL - Gibco), aminoacidos ndo essenciais (10 pl/mL - Gibco) e B-
mercapto (0.0004 pl/mL). As células foram mantidas a uma concentragdo de 1 x 10° células/mL.

Do dia 0 ao dia 4 de cultura, o meio foi suplementado com 100 ng/mL de fator de célula
tronco murino recombinante (rmSCF - Peprotech) e 100 ng/mL de ligante de FLT3 murino
recombinante (FLT3-L - Peprotech). A partir do dia 4, o meio contendo SCF e FLT3-L foi
substituido por meio contendo 10 ng/mL de IL-5 murina recombinante (rmlL-5 - Peprotech).
Com 8 dias de cultura, as células foram transferidas para garrafas novas e mantidas em meio
fresco suplementado com rmIL-5 (10 ng/mL). Desse ponto em diante, metade do meio foi
substituido por meio fresco contendo rmIL-5 a cada dois dias e a concentracdo das células foi
reajustada para 1 x 108 células/mL. Ao final de 14 dias de cultura, eosinofilos diferenciados
com mais de 99% de viabilidade foram obtidos e a pureza das populagdes foi analisada
(definicéo do percentual de eosinofilos).
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Figura 9. Diferencia¢ao in vitro de eosindfilos murinos de animais “naive” e sensibilizados

4.6 Analise de proliferacéo e diferenciacdo celular ao longo da cultura in vitro de

eosinofilos

Nos dias de manutencdo da cultura, dia 4 (quatro), 8 (oito), 10 (dez), 12 (doze) e 14
(quatorze) foram retiradas aliquotas de células, e estas coradas com Azul de Trypan para
contagem total das células em Cémara de Neubauer e avaliagdo da viabilidade celular.

Foram coletadas também da cultura nos mesmos dias de andlise, aliquotas de células
que foram citocentrifugadas e coradas com kit Pandtico para analise do processo de
diferenciacdo dos eosindéfilos ao longo da cultura, quantificando a porcentagem de eosinofilos
ja diferenciados em relacdo a populacdo total de células.

Sobrenadantes livres de células foram armazenados congelados (a -80°C) para posterior
analise dos niveis de IL-3 e IL-33 ao longo da cultura de células nestes mesmos dias (4, 8, 10,
12 e 14) por kits de ELISA especificos.

Contagem de células Contagem Liberacdo de citocinas
totais e nao viaveis diferencial ,lL—3 IL-33
i ‘lJ

|

Figura 10. Parametros analisados: Andlise de proliferacdo, diferenciagdo celular e liberagdo de
citocinas ao longo da cultura in vitro de eosindfilos.
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4.6.1 Estimulacéo das células in vitro

Eosinofilos murinos diferenciados in vitro (recolhidos no 14° dia de cultura) foram
incubados in vitro na concentragdo de 3 x 108 células/mL em HBSS** com os estimulos PGD;
(25 uM) ou BW245c (agonista seletivo DP1; 25 uM) por 1 hora a 37 °C. Apos citocentrifugacéo,
eosinofilos foram corados com 6smio (detalhes abaixo) para contagem de corpusculos lipidicos,
e 0 sobrenadante celular foi armazenado a -80°C para posterior dosagem de citocinas e
eicosandides.

Estimulacao
das células

Eotaxina, PCDz, BW245c¢

Figura 11. Estimulacéo in vitro dos eosinofilos murinos diferenciados in vitro (recolhidos no 14° dia de cultura).

4.6.2 Quantificacdo de corpusculos lipidicos citoplasméticos

Eosinofilos (citocentrifugados) foram fixados com formalina 3,7% por no minimo de 1
h. Em uma capela de exaustdo, as ldminas contendo células foram lavadas com agua e incubadas
com é&cido cacodilico 0,1 M (Sigma). Apds esta etapa, as laminas foram submetidas a uma
primeira incubacdo com tetroxido de ésmio (1,5%) por 30 min, logo foram lavadas e foi
adicionada uma solugdo de TCH (thiocarboidrazida 1% - Sigma). Ap6s 3 min, as ldaminas foram
cobertas com &cido cacodilico, seguida de uma segunda incubagdo com tetroxido de 6smio por
5 minutos e entdo lavadas com agua. Os corpusculos lipidicos foram contados em 50 células
com auxilio de um microscopio 6tico com aumento de 1000x, e em seguida foi calculado um

valor médio de corpusculos lipidicos/eosindfilo utilizado como pardmetro de ativacao celular.

Biogénese de
corpusculo lipidicos

contagem
»m 20 eos

conseculivos

Coloragao por 6smio

Microscopia Olica

Figura 12. Parametros analisados: biogénese de corpusculos lipidicos.
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4.6.3 Andlise da producao de eicosandides

A quantificacdo de eicosandides — leucotrienos cisteinados (LTCa4/D4/Es) e PGD; — foi
feita nos sobrenadantes dos lavados medulares e das culturas de diferenciacdo de eosindfilos
utilizando kits de EIA de acordo com as instrugdes do fabricante (Cayman Chemical). A
metodologia baseia-se em um ensaio de competic¢do, onde a uma placa de 96 pocos contendo
anticorpos de captura (“coat”) foram adicionados amostras ou padrédo, “tracer” e anticorpos, e
a placa foi incubada overnight, 4°C. Apds 5 lavagens, a reacdo foi revelada adicionando o
reagente Ellman's. A intensidade da coloracdo — inversamente proporcional & quantidade de
eicosanoide contida na amostra — foi quantificada em comprimento de onda de 405 nm. Com
os valores da curva padréo foi realizada regressao ndo-linear no programa GraphPad Prism 6

para determinacdo da concentracao de eicosandides presentes nas amostras.

sintese/secrecao
PCD, /LTC,

<228
by el i B

Quantificacao por EIA (kit Cayman)

Amostra: sobrenadante do lavado medular

Figura 13. Pardmetros analisados: sinstese e secrecdo de eicosanoides.
4.6.4 Quantificacdo de citocinas

A analise dos niveis das citocinas eosinopoiéticas IL-3, IL-5 e 1L-33 — foi feita nos
sobrenadantes dos lavados medulares e das culturas de diferenciacdo de eosindfilos
empregando kits de “Enzyme-Linked Immunosorbent Assay” (ELISA; Prepotech) de acordo
com as instrucgdes do fabricante.

Para recobrir a placa de 96 pogos foi adicionado anticorpo de captura (nas concentragdes
indicadas pelos kits), por 18 h a 4°C. A placa foi lavada em tampao contendo bicarbonato e
tartrazine, e bloqueada com PBS contendo 1% albumina de soro bovino por 1 h a 20°C. Apoés
a incubacéo outra lavagem foi realizada, seguida da aplicacéo por 1 h a 4°C das amostras e dos

padrdes com diluicOes seriadas, conforme recomendacéo do fabricante.



36

Na sequéncia, a placa foi lavada com tampéo contendo cloreto de sddio, fosfato de
sodio, cloreto de potéssio, trimerosal e tween 20 para posterior adi¢do do anticorpo de detecgéo,
permanecendo incubada por 1 h. Decorrido esse tempo, a placa foi novamente lavada com o
mesmo tampdo e adicionou-se a enzima estreptoavidina, por 1 h. O substrato (K-Blue) foi
adicionado e a reagéo foi interrompida com H2SO4 (0,19 M). A leitura da placa foi realizada
com a utilizacdo de um espectrofotobmetro (450 nm). Os resultados obtidos foram expressos
como pg/mg.

liberacao de citocinas
[L-3, IL-5

Substrato Substrato

AL AN

Quantificacao por ELISA (kits Peprotech)

Amostra: sobrenadante do lavado medular

Figura 14. Pardmetros analisados: sinstese e secre¢do de citocinas.

4.7 Analise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 5.0. Os
dados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM). Andlise estatistica foi
avaliada empregando teste de Andlise de Variancia One-Way ANOVA, seguido por Newman

Keuls, em que foram considerados significativos quando p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Impacto da sensibilizacéo alérgica de camundongos BALB/c no microambiente

medular: énfase na analise de caracteristicas eosinopoiéticas

5.1.1 A sensibilizacdo alérgica induz eosinofilia medular

Como ilustrado na Figura 5, o protocolo de sensibilizacdo alérgica de camundongos
BALB/c rotineiramente empregado em nosso laboratério (2 injecBes subcutdneas de
ovalbumina e AIOH; como descrito em Métodos) promoveu clara inducgéo eosinofilia medular;
com aumento do percentual (Figura 5A) e nimero total (Figura 5B) de eosindéfilos encontrado

no espago medular quando comparado com animais “naives” ndo-sensibilizados
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Figura 15. Sensibilizacao alérgica induz eosinofilia medular. O percentual (A) e nimero total (B) de eosindfilos
na medula 6ssea dos animais BALB/c sensibilizados ou ndo-sensibilizados foram obtidos como descritos em
Métodos. Valores mostram média + EPM calculados a partir de 4 animais ndo-sensibilizado e 4 sensibilizados
em (A) e média £ EPM calculados a partir de 5 animais ndo-sensibilizado e 5 sensibilizados em (B). *p < 0.05.
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5.1.2 Sensibilizacdo alérgica parece induzir aumento de citocinas e eicosanoides
de carater eosinopoiético no lavado medular

Como pode ser observado abaixo na (Figura 6A), os graficos mostram importante
tendéncia de aumento dos niveis das citocinas eosinopoiéticas I1L-3 e IL-5 (andlise estatistica
ndo realizada ainda pois necessitamos aumentar o nimero de amostras analisadas; até o
momento temos n = 3 para BALB/c ndo-sensibilizados e apenas n = 1 para animais
sensibilizados) no espaco medular de animais submetidos a sensibilizacdo alérgica em
compara¢do a animais “naive”. Mais ainda, este perfil de tendéncia de aumento também foi
observado para os eicosandides PGD, e LTC4 (Figura 6B) — mediadores lipidicos com

reconhecido papel no controle da populacédo eosinofilica.
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Figura 16. Sensibilizacdo alérgica de animais BALB/c parece modificar padrdo de citocinas eosinopoiéticas e
eicosanoides de carater eosinofilico presentes no microambiente medular in vivo. (A) Os niveis de citocinas 1L-3
e IL-5 foram dosados por ELISA e (B) niveis de cysLTs e PGD, dosados por EIA no sobrenadante livre de células
do flushing da medula 6ssea dos animais BALB/c sensibilizados ou ndo. Valores mostram médias £ EPM de 3
animais ndo-sensibilizados e 1 animal sensibilizado.
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5.2 Impacto da sensibilizacdo alérgica de camundongos BALB/c na cultura in vitro de

eosinofilos

5.2.1 Sensibilizacédo parece induzir aumento de IL-3 (funcéo na proliferacdo de

precursores eosinofilicos) ao longo da cultura de diferenciacéo.

De forma similar ao observado para alteragdes ocasionadas pela sensibilizacdo alérgica
no espaco medular in vivo, foram também observadas altera¢cBes nos niveis da citocina
eosinopoiética IL-3 quantificada nos sobrenadantes livres de células recolhidos ao longo dos
dias do protocolo de diferenciagdo in vitro de eosindfilos (Figura 7). Em particular no 8° dia
de cultura iniciada com células medulares de camundongo BALB/c sensibilizado, intenso
aumento na concentracdo de IL-3 foi detectado no sobrenadante da cultura em comparacao aos
niveis de IL-3 encontrados nas culturas iniciadas com células medulares de camundongos
BALB/c “naives” (Figura 7A). Destacamos ainda que os niveis de IL-33 acompanhado ao
longo da cultura de diferenciacdo ndo se mostrou alterado em nenhum dia analisado (Figura
7B).
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Figura 17. Sensibilizagao alérgica de animais BALB/c modifica padrdo da citocina eosinopoiética IL-3 ao
longo dos dias de cultura de diferenciacéo de eosindfilos in vitro. (A) Os niveis de citocinas IL-3 e (B) IL-
33 foram dosados por ELISA no sobrenadante livre de células provenientes dos dias 4, 8, 10 e 12 da cultura
iniciadas com células medulares provenientes de animais sensibilizados ou ndo-sensibilizados (animais
“naives”). Valores mostram médias + EPM de 3 animais ndo-sensibilizados e 1 aimal sensibilizado.
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5.2.2 Perfil de diferenciagéo de eosinofilos in vitro ao longo da cultura é semelhante entre

as culturas iniciadas com medulas de animais sensibilizados e ndo-sensibilizados.

Em concordancia com o resultado preliminar (Figura 7B) que parece indicar que a
sensibilizacdo in vivo ndo altera, ao longo do processo in vitro de diferenciacdo eosinofilica, 0s
niveis de IL-33 — molécula com reconhecida funcdo na diferenciacdo de eosindfilos —
produzidos pela cultura in vitro, o perfil de diferenciacéo in vitro de eosinofilos (analisado pela
determinacdo do percentual de eosinofilos durante os 14 dias diferenciacdo in vitro) também
mostrou que a sensibilizacdo alérgica in vivo ndo altera a cinética de diferenciacdo de
eosindfilos ao longo do protocolo in vitro estabelecido por Dyer e colaboradores (2008) que

emprega originalmente camundongos “naive” (Figura 8).
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Figura 18. Semelhanca no perfil de direnciagdo eosinofilica entre culturas iniciadas com células
provenientes de animais sensibilizados e “naives”. O percentual de eosindfilos nas culturas in vitro de
eosinofilos iniciadas a partir de células medulares oriundas provenientes dos animais BALB/c sensibilizados
ou ndo foi obtido através da contagem de I&minas coradas com Panétipo. Valores mostram 3 animais ndo-
sensibilizado e 3 sensibilizados.

5.2.3 Sensibilizagdo alérgica in vivo induz aumento na produtividade in vitro do
protocolo de diferenciacéo de eosindfilos.

Em funcédo de aparente potencial amplificacdo da capacidade eosinopoiética (elevagao
do fator de proliferacéo IL-3) (Figura 7A) do protocolo in vitro de diferenciagdo de eosindfilos
induzida pela sensibilizacéo alérgica in vivo dos animais doadores das medulas usadas para
iniciar a cultura, postulamos que a producao de eosindfilos ao final dos 14 dias do protocolo de
diferenciacdo encontraria-se aumentada. E de fato, como ilustrado na Figura 9, o nimero total

de eosindfilos recuperados ao final de culturas convencionais geradas a partir de camundongos
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“naive” ¢ inferior aquele produzido pelas culturas iniciadas a partir de animais previamente

sensibilizados.
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Figura 19. Sensibilizag8o alérgica in vivo induz aumento na producdo total de eosinéfilos na cultura montada
a partir de animais sensibilizados. O nimero total de eosindfilos nas culturas in vitro de eosindfilos iniciadas
a partir de células provenientes dos animais BALB/c sensibilizados ou ndo foi obtido através da contagem
total de células coradas com Trypan Blue (0.4%) e diferencial em células corados por Panoético. Valores
mostram médias + EPM de 3 animais ndo-sensibilizados e 3 sensibilizados. *p < 0.05.

5.2.4 Eosindfilos gerados in vitro a partir de células medulares de animais submetidos a

sensibilizacdo alérgica in vivo sdo biologicamente responsivos a estimulacéo in vitro.

A obtencdo de eosinéfilos murinos a partir do protocolo convencional de Dyer e
colaboradores (2008) tem como objetivo primario permitir estudos funcionais in vitro com estas
células isoladas. Para tanto, foi essencial que nos certificassemos que a alteracdo adicionada ao
protocolo (sensibilizacdo alérgica) neste estudo ndo diminuia a responsividade in vitro dos
eosinofilos produzidos. Como mostrado na Figura 10, os eosinofilos obtidos no 14° dia do
protocolo de diferenciacdo in vitro iniciado a partir de células medulares de animais
sensibilizados mostram-se biologicamente responsivos a estimulacdo in vitro. Mais

detalhadamente, observamos que:

(i) ao sair da cultura de diferenciagdo (14° dia), os eosinofilos gerados in vitro a partir de
camundongos sensibilizados parecem conter numeros discretamente aumentados de
corpusculos lipidicos citoplasmaticos quando comparados aos eosinéfilos gerados a partir de
animais “naive” (a comparacdo estatistica ficou impossibilitada em funcdo de termos ainda

apenas n = 2 para eosinofilos gerados a partir de animais ndo-sensibilizados);
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(if) muito embora seja amplamente estabelecido que eosinofilos produzidos in vitro pelo
protocolo convencional (a partir de animais “naive”) respondam a estimulagdo com PGD2 ou
BW245c¢ com biogénese de novos corpusculos lipidicos (Mesquita-Santos et al., 2011), em
nossos 2 ensaios mostrados aqui ndo observamos tal efeito (postulamos que o atipico elevado
namero de organelas nas células controles dificultou a estimulacdo; o n experimental precisa

ser aumentado); e

(iii) a estimulacdo in vitro dos eosinofilos gerados a partir de animais sensibilizados com PGD>
(25 uM) ou BW245¢ (25 uM) promoveu répida (1 h) formacéo de novos corpusculos lipidicos,
indicando que estes eosinofilos sdo biologicamente ativos e aparentemente mais preparados

(“priming”) a estimulagdo para ativacao celular.
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Figura 20. Sensibilizagdo alérgica in vivo potencializa em eosinéfilos produzidos in vitro a indugdo da
biogénese de corpusculos lipidicos induzida in vitro pela estimulagao por PGD2 e BW245¢. A contagem dos
corpusculos lipidicos em eosinofilos gerados in vitro de acordo com Dyer e colaboradore (2008) a partir de
células medulares de animais BALB/c sensibilizados ou ndo, foi realizada em células coradas com
Tetroxidodos prost de Osmio. Eosindfilos recuperados no 14° dia do protocolo de diferenciagio foram
estimulados por 1 h a 37°C com 25 uM dos prostanéides indicados no grafico. Valores mostram média +
EPM de 2 animais ndo-sensibilizados e 3 sensibilizados. *p < 0.05.
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6 DISCUSSAO

Em busca de modifica¢fes de baixo custo que resultem em uma maior produtividade do
protocolo in vitro para obtencdo de eosinofilos murinos, de uso rotineiro em nosso laboratério,
em nosso estudo, verificamos que a simples sensibilizacdo alérgica de camundongos BALB/c
foi de fato uma estratégia experimental eficaz de otimizacdo do protocolo in vitro de

diferenciacéo eosinofilica.

A sensibilizacdo alérgica com a injecdo subcutanea contendo ovalbumina e hidroxido de
aluminio em camundongos BALB/c, assim como o protocolo in vitro de diferenciagédo
eosinofilica, correspondem a técnicas utilizadas rotineiramente em nosso laboratorio, com
varios artigos publicados ao longo dos anos se valendo dessas metodologias (Amorim et al.,
2020; Luna-Gomes et al., 2011). Apesar disso, ndo tinhamos, até entdo, caracterizado o
impacto que a sensibilizagdo causa na medula de animais submetidos a esse protocolo

experimental.

A sensibilizacdo alérgica, de forma bem geral, culmina na ligacdo de imunoglobulinas IgE
ao receptor FceRI1 de alta afinidade presente principalmente em mastocitos. Esse processo
ocorre em funcdo de exposicdo inicial a alérgenos que, apds processamento por células
dendriticas, sdo apresentados por estas para linfocitos T “naives” e conduzem a diferenciagcdo
destes em linfocitos T auxiliares foliculares para um fendtipo do tipo Th2. Esses linfocitos Th2
secretam, principalmente, IL-4, IL-5 e IL-13. A IL-4 induz a troca de classe de IgE em linfocitos
B, de forma que plasmadcitos passem a produzir IgE. IgEs especificas contra o antigeno inicial,
por sua vez, “sensibilizam” os mastdcitos ligando-se ao FceRI, e uma exposi¢do posterior ao
alérgeno ativa os mastocitos a secretarem os mediadores responsaveis pelas reac6es patoldgicas
de hipersensibilidade imediata (Abbas, Lichtman e Pillai, 2019)

Nossa motivacdo de utilizar a sensibilizagdo alérgica como ajuste do protocolo de
diferenciacéo eosinofilica segundo Dyer e colaboradores (2008) foi por conta de ser um método
eficiente em promover o shift para resposta imunologica do tipo 2, que, como mencionado
anteriormente, é mediado pelas citocinas que inclui a IL-5, secretada por células Th2 e também
ILC2s (Abbas, Lichtman e Pillai, 2019). Principalmente via acdo da IL-5, as células Th2
montam uma inflamacéo de carater eosinofilico principalmente (Coffman, 1989). Como ja
descrito ao longo dessa Monografia, a IL-5 é uma citocina importante para a diferenciacdo
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seletiva de eosinofilos (Sanderson, 1992). De forma resumida, a sensibilizacéo alérgica através
da injecdo subcutanea de ovabulmina e hidroxido de aluminio em camundongos BALB/C,
sabidamente monta uma resposta Th2 efetiva, aumenta o perfil de citocinas que sdo importantes

para promover a eosinofilia medular, o que foi comprovado através de nossos experimentos.

Durante a sensibilizacdo utilizamos como adjuvante o hidroxido de aluminio e diversos
fatores nos motivaram para isso. Primeiramente é o quimico mais utilizado como adjuvante
(He, Zou e Hu, 2015). Além disso, os adjuvantes promovem interacdes entre antigenos e células
imunes por longos periodos e prolongam as respostas imunes; 0s antigenos se agregam na
superficie e no interior das particulas adjuvantes a base de hidroxido de aluminio, o que auxilia
na manutencdo das caracteristicas fisicas e quimicas dos antigenos (He; Zou; Hu, 2015). O
hidroxido de aluminio em combinagdo com antigenos forma particulas, que contribuem para a
absorcdo pelas APCs. (Mannhalter et al., 1985). Além do mais, o hidroxido de aluminio é
sabidamente um forte indutor de resposta imunolégica do tipo 2 (Grun e Maurer, 1989).
Também, como j& mencionado, esse protocolo € utilizado de forma rotineira em nosso
laboratdrio, sem interferir na diferenciacdo in vitro de eosinéfilos e o custo adicional para
desempenhar a sensibilizacdo é irrisorio, sendo praticamente 0 mesmo que custo de um

protocolo de diferenciacdo sem a sensibiliza¢do alérgica.

De fato, nossos dados confirmam que a sensibilizacdo parece promover um ambiente
diferenciado multifatorial, que induz a atuacdo de moléculas com efeito direto sobre a
eosinofilia e promove um aumento do percentual de eosindfilos ja& na medula déssea dos
camundongos BALB/C sensibilizados em compara¢do com os “naives”. 1sso € comprovado
pelo aumento do percentual de eosinéfilos medulares, de citocinas sabidamente reguladoras da
proliferacdo e diferenciacdo de eosinofilos (IL-3 e IL-5) e eicosantides (PGD2 e LTB4) com
carater eosinopoiético. Muito embora ndo seja classico se pensar em LTC4 e PGD2 como
moléculas eosinopoiéticas como € o caso de IL-3 e IL-5, nds estudamos o papel desses

eicosandides por conta de serem moléculas reguladoras dos eosindfilos.

Vimos que sensibilizagdo alérgica de animais BALB/c promoveu in vitro aumento do
namero total de eosin6filos e modificou o padrdo da citocina IL-3 ao longo dos dias de
protocolo de Dyer e colaboradores (2008) de diferenciacdo de eosindfilos in vitro. Como néo
adicionamos IL-3 no processo de diferenciagdo in vitro de eosindfilos murinos, esses resultados,
juntos, mostram a existéncia de um perfil diferenciado da medula proveniente de animais
sensibilizados, como ja mencionado. Foi quantificado a IL-3 também na cultura in vitro de

células provenientes de animais ndo sensibilizados, porém, quando observamos a curva
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relacionada a cultura de células provenientes de animais sensibilizados, esse perfil é aumentado,
com destaque para o pico de IL-3, que se d& no dia 8 da cultura in vitro, correspondente ao fim
da fase inicial de proliferacdo dos progenitores eosinofilicos. Postulamos que a presenca desses
niveis aumentados de IL-3 pode ter contribuido para que o nimero aumentado de eosinéfilos
produzidos na cultura in vitro proveniente de animais sensibilizados, quando comparado com a
cultura montada a partir de animais “naives”. Fica claro que o protocolo in vitro convencional
de Dyer e colaboradores (2008) nao recapitula todas as moléculas que agem no espaco medular
para garantir a eosinopoiese que se tem in vivo. Mais ainda, nos parece que enguanto a
sensibilizacdo alérgica parece reconstituir ao menos a presenca de um destes componentes
moleculares (IL-3) fundamentais para a proliferagdo dos precursores eosinofilicos ao protocolo
in vitro, ndo parece recuperar todos (IL-33). A citocina IL-33 a nivel medular regula a expanséao
do precursor de eosinoéfilos, regula positivamente a expressao de IL-5Ra em precursores de
eosindfilos e induz outra célula (ainda ndo identificada) na medula 6ssea a produzir 1L-5, que
promove a maturacao final dos eosinofilos (Johnston e Bryce, 2017). O protocolo de Dyer e
colaboradores (2008) nao inclui adicdo desta citocina fundamental e mesmo a sensibilizacédo
alérgica falhou em criar um microambiente que in vitro promovesse a presenca de 1L-33. Dessa
forma fica claro que, apesar da sensibilizagdo alérgica ter “adicionado” IL-3 a0 sistema in vitro
impactando a magnitude da producdo final de eosinéfilos no 14° dia, mesmo com o emprego
da sensibilizacdo a protocolo in vitro de obtencdo de eosinéfilos murinos ainda se encontra
comprometido quanto a recapitulacao da caracteristica multifatorial da eosinopoiese in vivo que

deve impactar a fidelidade do perfil estrutural/funcional dos eosinofilos produzidos.

A sensibilizacdo alérgica dos animais doadores das células medulares empregada para
iniciar a cultura ndo modificou a viabilidade dos eosinofilos gerados no 14° dia de diferenciacédo
in vitro quando comparado ao nivel de viabilidade do protocolo convencional (~90%; dados
ndo mostrados). Mais ainda, observamos também padrbes similares na cinética temporal de
diferenciacdo eosinofilica ao longo dos 14 dias de cultura entre animais sensibilizados e
“naives” com ambas as condi¢des alcangando pureza de ~90%. A Uinica alteragdo embutida pela
sensibilizagdo prévia dos animais doadores de células medulares foi o significativo aumento na
magnitude da producdo de eosindfilos ao final da cultura, indicando que enquanto a IL-5
exogena adicionada a cultura in vitro parece ser suficiente para induzir a diferenciacédo celular
e inibicdo da apoptose (manutencdo de sobrevida celular), fatores que induzem a proliferagdo

de precursores eosinofilicos sdo adicionados a cinética pela pré-sensibilizagdo (como a IL-13).



46

Outro aspecto que ainda necessita de nossa aten¢do na continuacéo desse estudio refere-
se a “qualidade” das células geradas pelo protocolo convencional bem como por este que inclui
a pré-sensibilizacdo dos animais. Especificamente, uma melhor caracterizacdo dos eosinofilos
gerados in vitro e identificacdo de diferencas morfofuncionais entre os eosinofilos produzidos
in vivo na medula do animais e estes obtidos in vitro precisam ser estudadas. Aqui verificamos
que os eosindfilos obtidos na cultura in vitro iniciadas a partir de animais sensibilizados sdo
responsivos e biologicamente ativos, de forma similar aos produzidos no protocolo
convencional (Amorim et al., 2018; da Silva Marques et al., 2021). Aqui faz-se importante
destacar que para este “set” de experimentos, os niveis basais de corpusculos lipidicos
citoplasmaticos encontravam-se atipicamente elevados para células ndo estimuladas o que
dificultou nossas analises. Entretanto, mesmo a partir desse contetdo citoplasmatico elevado,
a estimulacdo in vitro dos eosinofilos produzidos a partir animais pré-sensibilizados com
estimulos sabidamente indutores de biogénese de corpusculos lipidicos promoveu formacéo de
novas organelas. Essa observagdo revela que estas células estdo vidveis, mantém sua capacidade
de ativacdo funcional, respondem a estimulacdo especifica e expressam (como deveriam)

receptores eosinofilicos, incluindo o DP; para a PGD..

Nossa conclusido de que um aumento da “produtividade” do protocolo convencional foi
alcancado por nossa estratégia de otimizacdo se baseia na andlise de custos que revela que
apenas a implementacdo in vivo da sensibilizacdo alérgica (seringa/ovalbumina/hidroxido de
aluminio) do animal doador das células de medula 6ssea que soma valor irrisério ao protocolo

in vitro de custo elevado (~ 3 mil reais/medula inicial), quase o triplo de eosinoéfilos in vitro.

Juntos, esses dados mostram que a sensibilizacdo alérgica in vivo impactou gerando tanto
um microambiente medular de carater pré-eosinopoiético quanto impactando positivamente a
cultura de diferenciacdo in vitro de eosinofilos conferindo aumento da produtividade para um

custo similar.

Naturalmente, ensaios para aumentar o “n” experimental de nosso projeto, incluindo a
quantificacdo das citocinas IL-3, IL-5 e IL-33 no lavado medular ainda se fazem necessarios.
Quanto as analises adicionais que serdo realizadas para conclusdo de nosso projeto, in vivo
ainda caracterizaremos para fins de comparacdo os eosindfilos provenientes das medulas de
animais sensibilizados, também os eosinofilos produzidos no protocolo convencional versus
eosindfilos gerados no protocolo otimizado aqui, quanto:

(i) ao conteldo citoplasmatico de corpuasculos lipidicos;
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(ii) nivel de expressdo de algumas moléculas de membrana incluindo IL-5Ra, Siglec-F, CCR3
(Rosenberg, Dyer e Foster, 2013) e CD69 (molécula marcadora de ativagdo eosinofilica);

(iii) composicao intragranular de citocinas pré-formadas e armazenadas, incluindo IL-4, IL-10
e a quimiocina RANTES que em eosinofilos maduros sdo sabidamente estocadas (Rosenberg,
Dyer e Foster, 2013) e

(iv) capacidade de sintese de leucotrienos, avaliando a producéo de LTC4 que é esperada versus
a de LTBa4, que ndo é caracteristica de eosinofilos, mas encontrada nos eosinofilos produzidos

pelo protocolo convencional (Samico, 2010).
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7 CONCLUSOES

O método de diferenciacéo de eosindfilos segundo Dyer e colaboradores (2008) é bem
estabelecido no Laboratério de Inflamacédo, sendo usado em varias dissertacdes de Mestrado,
teses de Doutorado e publicaces de nosso grupo de pesquisa para o estudo da fisiobiologia
deste granulécitos em estudos in vitro desde 2009 (Luna-Gomes et al., 2011; Amorim et al.,
2018; Magalhdes et al., 2019; Marques et al., 2021). Com a experiéncia acumulada ao longo
dos anos, ficou clara a necessidade do desenvolvimento de melhorias na técnica que visem
maior produtividade e qualidade das células geradas ao final dos 14 dias de cultura de
diferenciacdo in vitro. Na tentativa de implementacdo de tais melhorias e como estratégia
experimental para aumento de produtividade de eosindfilos produzidos in vitro, neste estudo
empregamos para o estabelecimento inicial da cultura de diferenciacdo de eosinéfilos segundo
Dyer (2008) uma populacéo de células medulares provenientes de camundongos BALB/c que
foram previamente submetidos ao protocolo de sensibilizacdo alérgica pela mistura de
ovalbumina e hidréxido de aluminio — protocolo sabidamente indutor de robusta resposta
imunolégica do tipo 2 caracterizada por geracao de microambiente medular pro-eosinopoiético.
Vale lembrar que este protocolo de sensibilizacdo também é empregado rotineiramente nos

estudos de nosso grupo (Luna-Gomes et al., 2011; Amorim et al., 2020).

A anélise conjunta de nossos dados, revela que sim nossa estratégia de otimizacdo da
produgdo in vitro de eosin6filos murinos foi bem-sucedida: a sensibilizagdo alérgica induziu
microambiente medular com carater eosinopoiético, que foi capaz de impactar positivamente o
protocolo de diferenciacdo eosinofilica in vitro com maior produtividade e geracdo de

eosindfilos vidveis, responsivos e funcionais.

Sensibilizacao alérgica induziu microambiente medular com caréter eosinopoiético
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Figura 21. Sensibilizagdo alérgica induziu microambiente medular com carater eosinopoiético, sendo capaz
de impactar positivamente o protocolo de diferenciacdo in vitro com aumento da produtividade, gerando
eosinofilos viaveis, responsivos e funcionais.
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