INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Mestrado em Biologia Celular e Molecular

EFEITOS DOS CISTEINIL-LEUCOTRIENOS SOBRE A PRODUCAO DE EOSINOFILOS
EM CULTURA DE MEDULA OSSEA: ACOES DIRETAS, MEDIACAO DAS ACOES DA
INDOMETACINA E DA ASPIRINA, E REGULAGCAO DA RESPOSTA A PGE..

TuLio QUETO DE Souza PINTO

Rio de Janeiro

2007

TESE MBCM-IOC* T. QUETO 2007




Dissertacdo de Mestrado — Tulio Queto

Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacao Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ
P6s-Graduacdo em Biologia Celular e Molecular

TULIO QUETO DE SOUZA PINTO

Efeitos dos Cisteinil-Leucotrienos Sobre a Producao de Eosindfilos em Cultura de
Medula Ossea: Acdes Diretas, Mediagdo das Acdes da Indometacina e da Aspirina,
e Regulacdo da Resposta a PGE..

Dissertacdo apresentada ao Instituto Oswaldo
Cruz como parte dos requisitos para obtencdo do
titulo de Mestre em Biologia Celular e Molecular.

Orientador (es): Profa. Dra. Maria Ignez Capella Gaspar Elsas, Depto. De
Pediatria, Instituto Fernandes Figueira, FIOCRUZ.
Prof. Dr. Pedro Paulo Elsas, Depto. de Imunologia, Instituto de
Microbiologia Prof. Paulo de Goes, UFRJ.

R10 DE JANEIRO
2007



Dissertacdo de Mestrado — Tulio Queto

Ficha catalogréafica elaborada pela
Biblioteca de Ciéncias Biomédicas / ICICT / FIOCRUZ - RJ

P659 Pinto, Tulio Queto de Souza

Efeitos dos cisteinil-leucotrienos sobre a producdo de eosinéfilos em
cultura de medula 6ssea : agdes diretas, mediacdo das a¢fes da indometacina e
da aspirina, e regulacdo da resposta a Prostaglandina E2 / Tulio Queto de
Souza Pinto. — Rio de Janeiro, 2007.

vi, 89 f. :il.; 30 cm.

Dissertacdo (mestrado) — Instituto Oswaldo Cruz, Biologia Celular e
Molecular, 2007.
Bibliografia: f. 66-81.

1. Cisteinil-leucotrienos. 2. Dinoprostona. 3. Aspirina. 4. Indometacina.
5. Eosindfilos. 1. Titulo.

CDD: 615.3137




Dissertacdo de Mestrado — Tulio Queto

Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacao Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ
Po6s-Graduacdo em Biologia Celular e Molecular

AUTOR: Tulio Queto de Souza Pinto

EFEITOS DOS CISTEINIL-LEUCOTRIENOS SOBRE A PRODUCAO DE EOSINOFILOS
EM CULTURA DE MEDULA OSSEA: ACOES DIRETAS, MEDIACAO DAS ACOES DA
INDOMETACINA E DA ASPIRINA, E REGULACAO DA RESPOSTA A PGE,.

ORIENTADOR (ES):
Profa. Dra. Maria Ignez Capella Gaspar Elsas, Depto. De Pediatria, Instituto Fernandes
Figueira, FIOCRUZ.

Prof. Dr. Pedro Paulo Elsas, Depto. de Imunologia, Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de
Goes, UFRJ.

EXAMINADORES:

Prof. Dr. Marcelo Pelajo Machado, Dept de Patologia, IOC/FIOCRUZ - Presidente.

Prof. Dr. Jamil Assreuy, Dept de Farmacologia, CCB/UFSC.

Profa. Dra. Claudia Farias Benjamim, Dept Farmacologia Basica e Clinica, ICB/CCS/UFRJ.
Defesa no Auditdrio do Pavilhdo Lednidas Deane em

Rio de Janeiro, 31 de maio de 2007.



Dissertacdo de Mestrado — Tulio Queto

Dedico esta tese a todos os meus familiares, que me apoiaram e entenderam o
verdadeiro significado das minhas auséncias.



Dissertacdo de Mestrado — Tulio Queto

Agradeco a minha Familia, que com amor me apoiou durante toda a minha
jornada, obrigado mae Hilda, pai Celio, irmaos Felipe e Jessica..., e continuo

afirmando, Ave é Dinossauro!!!

Obrigado aos meus orientadores, Maria Ignez Elsas e Pedro Paulo Elsas,
por serem muito mais do que orientadores, mas pessoas dedicadas que a cada dia

me mostram mais € mais o que € ser pesquisador.

Aos amigos de laboratério e bancada: Daniela Masid, Ricardo Luz, Carla
Jones, Jacilene Mesquita, Daniela Moore, Marcelo Aranha, Monica Barradas, Flora

Batista, Simone Sales, Guilherme Inocéncio, Roseli da Cunha e Zilton Vasconcelos.

Um abraco a turma nova do laboratério: Maria Carollina, Anisia Praxedes,

Bianca De Luca, Viviane e Vitor Hugo.
Aos amigos de jornada na BCM, em especial ao Fernando de Paiva.

Aos funcionarios da secretaria de pds-graduacao do I0C, especialmente

para a Danielle, secretaria do BCM.

Aos funcionarios do Biotério Central, especialmente a Belmira Santos,
Josilene, pelo fornecimento dos animais que foram usados neste trabalho, e ao
pessoal do CECOM, que forneceram ndao apenas 0s insumos para 0s animais, mas

a alegria de todo reencontro ao buscar os insumos.

Ao CNPq, pela bolsa de estudos que me concedeu durante o

desenvolvimento do trabalho.

E especialmente, a pessoa que amo e que mais me apoiou nesta jornada,

Karen Leal, sem vocé hoje, esta tese ndo seria a mesma coisa.



Dissertacdo de Mestrado — Tulio Queto

“O Mestre na arte da vida faz pouca distingédo entre o seu trabalho e o seu lazer, entre a sua mente e
0 seu corpo, entre a sua educagao e sua recreacgao, entre o amor e sua religido. Ele dificiimente sabe
distinguir um corpo do outro. Ele simplesmente persegue sua visao de exceléncia em tudo que faz,
deixando para os outros a decisao de saber se esta trabalhando ou se divertindo. Ele acha que esta
sempre fazendo as duas coisas simultaneamente.” - Texto Zen-Budista

Vi



Dissertacdo de Mestrado — Tulio Queto

Sovmidrio

FOINA D@ ROSIO oo i
AQradECIMENTOS ..oiiiiiiiiiiiiiiiiiie ittt ettt ettt ettt ettt et et e e et e e e e e et e e eeeeeeeseeeeneneees Y
SUMIAITO e 1
[. Lista de ADIeViatUras .......coooiiiiiiiiiiiie et 3
[ RESUIMIO ..t e et e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e ennanns 4
R ¢ B 1 - Lo U USRPPRPUPPRR 5
11 4 o Yo [ ¥ o= T R 6

1.1 - Apresentacéo do problema: efeitos dos Cisteinil-Leucotrienos sobre a
producao de eosindfilos em cultura de medula éssea e sua relacao

COM O €StUAO 0@ @SIM@ ....vvriiiiiiiiiiiiiiiiiiii bbb eeeeee 6

1.2 - ReVISA0 da LIteratura .........cooeeeeeeiiiiie 7

1.2.1-EOSINOTIO ... 7
1.2.2 - Producdo de Eosindfilos pela Medula Ossea .........ooocveeeveeeeeennne. 10
Figura 1. X — EOSINOPOIESE ......ceevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 13
1.2.3 - Vias do Acido AraquidONICO .........eeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 15
Prostaglandinas — Via da ciclooxigenase ..............ccccccciiiiiiiinnnnnnnnns 16
Figura 1.2 — Vias do Acido AraquiddniCo .............cccceveveeeviveceeenene, 17
Cisteinil-Leucotrienos — Via da 5-lipoxigenase ..........cccccccvvvveeeeeeneeen. 20
1.2.4 - Inibidores da CiclOXIENASE ..........cccevviiiiiiiiiieieeeeeeecee e 24
Aspirina € INdometacing ..........oooieiiiiiiii e 25
Figura 1.3 — ASPINNG ....eeeiiiieiceiie ettt 28
Figura 1.4 — INdOMEACING .....oooveeieiieiieeieeeie e 28

1.3 - Regulacdo Imunofarmacologica da eosinopoiese em cultura de medula

(0171 - OO ERPPR 31
P2 O | o 11 4 Yo 1 SRR 36
2.1 - ODJEUIVO GEIAl ...enieeeeeeee e e eeeeeaees 36
2.2 - ObjetivoS ESPECITICOS ...ovvrreiieii et eeeeeaees 36
IS |V =1 To [o ] Lo To I F= LT 37
3.1- Reagentes UtIliZados .........ccooeeviiiiiiiiiiii e 37
3.2 - Cepas de Animais UtIiZados .........cccooeeeiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee 38
IR T |V 1= (o To (0] (o o [ - PPN 39
3.4 - Técnicas de Contagem, Fixag80 € COlOragao ..........ccoeevcuvvvieeieeeeeenennnnee. 40
3.5 - ANAlISE EStAtiStICA ...cooeeeeeeeeeeeee e 41
I LT 11 =T o 1SS 42



Dissertacdo de Mestrado — Tulio Queto

4.1 — Efeito dos Inibidores da Ciclooxigenase e do Cisteinil-Leucotrienos em

Cultura de Medula OSSEa ........ceeeeiveceecee e e e te e 42
FIQUIA 4. e 44
4.2 — Analise dos efeitos do agonista 15R-PGD, sobre a cultura de medula
(ST T TP PSPPI 45
FIQUIA 4.2 .o 46
4.3 — Analise dos efeitos do bloqueio da FLAP e CisLT1R sobre a resposta
ao LTDg4, a Indometacina e a Aspirina em cultura de medula éssea ................... 47
FIQUIA 4.3 oo e 48
4.4 — Analise da resposta da medula 6ssea de animais deficientes para
L0475 N T = PRSPPI 49
FIQUIA 4.4 e 50
4.5 — Interferéncia dos CisLT e dos inibidores da ciclooxigenase com a acéo
da PGE; em cultura de medula OSSEa .......cceuuiiieiiiiiieeeieeeeee et 51
FIQUIa 4.5 oo 52
FIQUIA 4.6 ..o 54
FIQUIA 4.7 oo 57
T =Y o U115 - U L 58
6. CONCIUSEOD oo, 65
7 BIDIIOGIATIA ...t 66



Dissertacdo de Mestrado — Tulio Queto

1. Lister doe SHhroriatiras

5-LO -
AA -
AlA -
ATA -
CisLT -
COX -
CRTh2 -

CysLTiR -
CysLT:R -
DP2 -
EPO -
FLAP -

IL -

LT -
LTC4S -
NO -
NSAIDs -
PG -

5-lipoxigenase

Acido Araquidénico

Asma sensivel a aspirina

Asma tolerante a aspirina

Cisteinil-leucotrienos

Ciclooxigenase

Receptor de PGD,; homologo ao DP2 e receptores quimiotaticos
expressos em células Th2

Receptor de Cisteinil-Leucotrienos do tipo 1

Receptor de Cisteinil-Leucotrienos do tipo 2

Receptor 2 de PGD,, D prostanoid receptor 2

Peroxidase do Eosindfilo (Eosinophil Peroxidase)

Proteina ativadora de 5-lipoxigenase (Five-lipoxigenase
activation protein)

Interleucina

Leucotrieno

Leucotrieno C4 Sintase

Oxido Nitrico

Drogas Anti-inflamatdrias N&o-esteroidais

Prostaglandina
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11. Reswme

Os cisteinil-leucotrienos (CisLT) sdo importantes mediadores da asma, que

induzem broncoconstricdo, secrecdo de muco e efeitos regulatérios no infiltrado de
populacdes leucocitarias, especialmente de eosindfilos. Um dos fatores envolvidos
com a fisiopatologia da asma sensivel, ou induzida, por aspirina (AlA), seria o
aumento na producao de CisLT consequente ao desvio do acido araquidénico (AA)
para a via da 5-lipoxigenase (5-LO), na auséncia de ciclooxigenase (COX) ativa.
Como os inibidores de COX, aspirina e indometacina, aumentam a
eosinopoiese dependente de interleucina-5 (IL-5) em cultura de medula éssea
murina, nds avaliamos a participacdo dos CisLT no mecanismo de agao destes
moduladores em cultura liquida de medula 6ssea. As culturas foram estabelecidas
com medula 6ssea de camundongos BALB/c, C57BL/6 e deficientes do receptor de
CisLT do tipo 1 (CysLT4R(-/-) em background BALB/c e C57BL/6) na presencga de IL-
5, por 7 dias. CisLTs (LTC4, LTD4 and LTE4) aumentaram a produgao de eosindfilos
(efeito maximo entre 107 e 10°M). Estes efeitos foram comparaveis, tanto nos
numeros de células, como na morfologia dos eosinofilos, aos obtidos com aspirina
(10®M) e indometacina (107M). O inibidor da proteina ativadora de 5-LO (FLAP),
MK-886, bloqueou o efeito de ambas, aspirina e indometacina, mas nao dos CisLT.
Por outro lado, os antagonistas competitivos de CysLT{R, MK-571 e Montelukast,
bloquearam os efeitos do LTD4, da indometacina e da aspirina. Todos os trés
agentes foram capazes de proteger eosindéfilos em desenvolvimento da apoptose
induzida por PGE; (PGEy). As células da medula éssea de camundongos CysLT+R (-
/-) ndo responderam ao LTD4, a indometacina e a aspirina. A capacidade dos
inibidores de COX de proteger eosinofilos em desenvolvimento dos efeitos da PGE;
exdgena, indicam que estas drogas atuam pela promoc¢éo da producéo de CislLT,
mais do que pelo bloqueio a sintese de PGE,. Além disso, o efeito citoprotetor é
abolido se a medula 6ssea é incubada com inibidores de COX associados com o
MK-886 e Montelukast. Em conjunto, estes resultados sugerem que, na presenga
dos inibidores de COX, CisLT sdo formados e promovem eosinopoiese atuando em
CisLT1R. CisLT igualmente medeiam os efeitos citoprotetores dos inibidores de
COX. O mecanismo de acao dos inibidores de COX na eosinopoiese murina &,
portanto, basicamente semelhante ao mecanismo de desvio, um dos mecanismos

envolvidos com a fisiopatologia da AlA.
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111. W stract

Cysteinyl-Leukotrienes (CysLT) are important mediators of asthma, which

induce bronchoconstriction, mucus secretion and a variety of regulatory effects on
the infiltrating leukocyte populations, especially eosinophils. Increased CysLT
production resulting from the shunting of arachidonic acid towards the 5-lipoxygenase
(5-LO) pathway in the absence of active cyclooxygenase (COX) is a one mechanism
proposed to explain the fisiopatology of Aspirin-sensitive, or aspirin-induced, asthma
(AlA). Because the COX inhibitors, aspirin and indomethacin, increase Interleucin-5-
dependent eosinophilopoiesis in murine bone-marrow culture, we evaluated the
participation of CysLT in the mechanism of action of both agents in this model. Liquid
bone-marrow cultures were established from BALB/c, C57BL/6 and CysLT/{R
deficient mice (in both the BALB/c and C57BL/6 genetic background) in the presence
of interleucin-5, for 7 days. CysLTs (LTC4, LTD4 and LTE4) increased eosinophil
production (maximum effect at 107-10°M). Their effects were comparable, in number
as well as morphology of the eosinophils, to those of aspirin (10°M) and
indomethacin (107M). The 5-lipoxygenase activating protein (FLAP) inhibitor, MK-
886, blocked the effects of both aspirin and indomethacin, but not those of the
CysLT. On the other hand, the competitive antagonists of the CysLT receptor type 1
(CysLT4R), MK-571 and Montelukast, blocked the effects of LTD,4, indomethacin and
aspirin. All three agents were capable of protecting developing eosinophils from the
apoptosis-inducing actions of prostaglandin E; (PGEz). Bone-marrow from CysLT1R
deficient mice did not respond to LTD4, indomethacin or aspirin. The ability of COX
inhibitors to protect developing eosinophils from the effects of a preformed COX
derivative (PGEy) further indicates that these drugs act by promoting CysLT
production rather than preventing synthesis of PGE,. Furthermore, this cytoprotective
effect is abolished if bone-marrow is incubated with COX inhibitors in association with
FLAP or CysLT4R inhibitors, or with LTD4 in association with CysLT4R inhibitors.
Taken together, these findings suggest that, in the presence of COX inhibitors,
CysLT are formed which promote eosinophilopoiesis by acting on high affinity
CysLT1R. CysLT equally mediate the cytoprotective effects of COX inhibitors. The
mechanism of action of COX inhibitors on murine eosinophilopoiesis is, therefore,
similar in its essential features to the shunting mechanism, one of mechanisms

involved with fisiopatology of AlA.
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1. Stroducio

1.1 - Prefacio - Apresentacdo do problema: efeitos dos
Cisteinil-Leucotrienos sobre a producdo de eosinofilos em cultura

de medula 6ssea e sua relacdo com o estudo da asma

A asma é uma doenga cuja prevaléncia tem aumentado em todo o mundo,
desde a metade da década de 70, constituindo um problema de saude publica em
escala mundial. De acordo com o lll Consenso Brasileiro de Manejo de Asma,
ocorrem no Brasil cerca de 350.000 internagbes por ano de casos de asma, sendo a
quarta causa de hospitalizagdo pelo SUS (2,3% dos casos) e a terceira na fase
infancia e juventude. A denominada asma alérgica caracteriza-se pelo aumento dos
niveis de Imunoglobulina (Ig)E, inflamagado cronica com predominancia de
eosindfilos, e remodelamento das vias aéreas. (Kroegel et al., 1993; McFadden,
1994).

Cisteinil-leucotrienos sao mediadores lipidicos, produzidos a partir do acido
araquidénico (AA) por diferentes tipos celulares, em especial por mastdcitos,
basofilos, eosindfilos, neutrofilos e macrofagos que atuam em diferentes formas nas
reacdes alérgicas agudas. Muitas das manifestagdes fisiopatoldgicas essenciais da
crise asmatica, incluindo a bronco-constricdo, a hipersecrecdo de muco e a
infiltracdo por eosindfilos, podem ser reproduzidas com cisteinil-leucotrienos,
atuando sozinhos ou em associacdo com outros mediadores (Bisgaard, 2001;
Kanaoka & Boyce, 2004).

A relagao dos cisteinil-leucotrienos com os eosindfilos, que constituem o tipo
de leucdcito mais caracteristico do infiltrado em reacdes alérgicas, € complexa, pois
estas células tanto produzem estes mediadores como respondem a eles
(Rothenberg & Hogan, 2006).

Embora os efeitos de mediadores solluveis da inflamacdo tenham sido
amplamente investigados em eosindfilos maduros, pouco se sabe sobre os seus
efeitos durante o desenvolvimento dos eosindfilos. Esta questdo € importante,

porque estudos recentes sugerem um papel central da producao de eosindfilos pela
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medula 0ssea no estabelecimento e na perpetuacao da inflamacao eosinofilica

pulmonar (Bisgaard, 2001; Kanaoka & Boyce, 2004).

No presente estudo, nos concentramos em um aspecto pouco estudado da
relagdo entre eosindfilos e cisteinil-leucotrienos, procurando definir o potencial
destes mediadores para a regulagdo da eosinofilopoiese em cultura de medula

o0ssea de camundongo.

Também procuramos definir sua possivel contribuicdo para os efeitos
previamente descritos, no mesmo sistema experimental, para a indometacina e a
aspirina, dois agentes antiinflamatérios nao-esteroidais. Ao fazé-lo, utilizamos
estratégias farmacoldgicas e genéticas que permitem vincular as agdes dos agentes
antiinflamatorios nao-esteroidais a produgcado enddgena de cisteinil-leucotrienos na
cultura. Esta conexdo tem interesse para o estudo da asma, visto que um
mecanismo deste tipo foi proposto para explicar a patogénese das manifestagdes
observadas numa fragao variavel (2-20%) dos pacientes com asma alérgica, que
sofrem crises asmaticas quando expostos a aspirina e a outros antiinflamatérios nao-
esteroidais (asma sensivel a aspirina) (Obase et al., 2005). Um melhor entendimento
desta relagdo complexa pode contribuir para esclarecer a patogénese da asma
sensivel a aspirina, para a qual ainda nado existe um modelo experimental

amplamente utilizado.

1.2 - Revisao da literatura.

1.2.1 — Eosinéfilo

Os eosindfilos foram descritos em 1879 por Paul Ehrlich e seu nome se
origina da afinidade dos seus granulos pelo corante acido eosina. O eosindfilo € a
célula hematopoiética que é preferencialmente recrutada para os tecidos
pulmonares na asma alégica, embora ocorra a participagéo de outros tipos célulares,
particularmente mastécitos e linfécitos (Fujisawa, 2000). Acredita-se que os
eosinodfilos desempenhem um papel fundamental na hiperreatividade de vias aéreas
e na lesao tecidual do epitélio pulmonar e na lesdo de células nervosas associadas

ao pulméo. (Sanderson, 1992; Calhoun et al., 1991, Jones, 1993.).
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Os eosindfilos sdo granulécitos que, na espécie humana, apresentam um
nucleo bilobado preenchido por cromatina parcialmente condensada enquanto que
em camundongos tendem a ter o nucleo em forma de rosca. Quando ativados, sédo
capazes de realizar fagocitose de pequenas particulas e bactérias, mas sua principal
forma de atuagdo no processo inflamatorio consiste na liberacdo de proteinas
téxicas, citocinas, enzimas, mediadores lipidicos e produtos reativos de oxigénio. Em
individuos normais, os eosindfilos sdo normalmente encontrados em numeros baixos
na circulagdo. Seu numero normalmente aumenta em pacientes alérgicos ou que
apresentam infestagdes por helmintos. (Jones, 1993; Shurin, 1995; Sanderson,
1992; Calhoun et al., 1991). Trabalhos recentes sugerem ainda o envolvimento dos
eosinofilos em processos imuno-regulatérios, atuando como células apresentadoras
de antigenos e induzindo a morte de células Th4. Evidéncias apontam para uma
acao na imunidade inata, através de interacdo direta com microorganismos, como
fungos e micobactérias, possivelmente através de Toll Like Receptor (Adamko et al.,
2005; Rothenberg et al., 2005).

Nos eosindfilos imaturos encontramos os granulos denominados “primarios”,
contendo Peroxidase do Eosindfilo (Eosinophil peroxidase, ou, abreviadamente,
EPO), fosfatase acida, arilsulfatase e outras enzimas lisossomais (Zucker Franklin,
1980). Nos eosindfilos maduros, encontramos o0s granulos denominados
“‘especificos”, que apresentam EPO, fosfatase acida, fosfolipase, arilsulfatase, -
glucuronidase, ribonuclease e catepsina. Os granulos possuem um cristaldide,
evidenciado por microscopia eletrdnica, o qual &€ composto principalmente por
Proteina Basica Principal (Major Basic Protein, ou MBP, que corresponde a pelo
menos 50%, do total de proteina liberada pelo granulo). Nos granulos também
encontramos outras proteinas nao cristaldides como a Proteina Catibnica do
Eosindfilo (ECP) e a Neurotoxina Derivada do Eosindfilo (EDN) (Zucker-Franklin,
1988; Shurin, 1995). Também encontramos nos eosindfilos corpos lipidicos
(considerados por alguns autores um componente importante da maquinaria de
producdo de mediadores inflamatorios, principalmente os derivados do acido
araquidénico, Weller & Dvorak, 1985; Weller et al., 1991a) e granulos pequenos que
apresentam, a arilsulfatase, a fosfatase acida (Parmley & Spicer, 1974; Dvorak,

1991) e a catalase (lozzo et al., 1982).

As proteinas basicas citadas acima sdo produzidas seletivamente pelo

eosindfilo, e sédo liberadas através de desgranulagdo (exocitose) em seguida a

8
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exposicao a estimulos imunolégicos ou farmacoldgicos. Estas proteinas basicas séo
capazes de se ligar a superficie de varios tipos de células e componentes da matriz
extracelular (Jones, 1993; Sanderson,1992; Calhoun et al. 1991). A desgranulacéo
pode ser induzida pela ligacdo da por¢do Fc de Imunoglobulinas (IgG e IgE)
complexadas com antigenos a receptores presentes na superficie do eosindfilo
(Jones, 1993; Shurin, 1995). Mas estas proteinas, em especial a MBP, ndo sao
apenas toxicas para parasitos, também o sendo para varios tipos celulares
presentes no nosso organismo, causando danos no epitélio das vias aéreas,
intensificando a responsividade bronquica e promovendo o aumento da
desgranulacdo de basofilos e mastocitos. Desta forma, elas contribuem para a
patologia cronica observada quando ocorre a desgranulacdo de um numero
excessivo de eosindfilos em resposta a fatores externos, como na asma alérgica ou

na urticaria (Giembycz et al., 1999; Busse et al., 2001).

Os eosindfilos podem também produzir mediadores lipidicos, como os
cisteinil-leucotrienos, particularmente o leucotrieno C4, responsaveis no pulmao pela
broncoconstrigdo, vasodilatacdo e hipersecrecdo de muco. Produzem igualmente
espécies reativas de oxigénio e sdo capazes de estimular outras classes de células
inflamatodrias, aumentando a resposta inflamatéria local (McFadden, 1994). Também
produzem e secretam citocinas envolvidas em varios niveis em processos
inflamatorios, incluindo Interleucina (IL)-5, IL-3, Fator Estimulante de Formacéo de
Colbnias de Granuldcitos e Macréfagos (GM-CSF), IL-6, IL-8, Fator de Necrose

Tumoral-a, entre outros. (Kita, 1996)

O eosindfilo possui receptores para varias citocinas pro-inflamatorias,
incluindo IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 e GM-CSF (Lampinem et al., 2004).
Apresenta também receptores de quimiocinas, como o CCR-3 (receptor de eotaxina)
cujo ligante sinergiza com a IL-5 na mobilizagdo de eosindfilos a partir da medula
Ossea para o tecido pulmonar provocado com alergeno (Rankin et al. 2000; Pease,
2001; Lampinem et al., 2004).

Muitos trabalhos correlacionam o aumento no numero de eosinofilos no
lavado bronco-alveolar com a gravidade da asma; tal observagéo € compativel com
a hipotese de que o eosindfilo seria a célula efetora central responsavel pela
inflamacao das vias aéreas (Sehmi, 1997; Gibson,1991; Kay, 1991; Frew,1996;
Matsumoto, 1994), embora alguns trabalhos recentes mostrem que a auséncia de
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eosinodfilos em animais deficientes nao interfere com o aumento da hiperreatividade
das vias aéreas e da produgcdo de muco apdés a sensibilizagdo e provocagao

alergénicas com ovalbumina (Humbles et al., 2004).

Existem também evidéncias de que o eosindfilo também estaria envolvido no
reparo e remodelamento do tecido pulmonar, por secretar fatores de crescimento

TGF (Transformating Growth Factor)-a e -p1 entre outros (Kay, 2004).

Estudos recentes demonstram que o bloqueio da eosinofilia nas vias aéreas
reduz significativamente o remodelamento das vias aéreas. O tratamento de
camundongos BALB/c com DA9201 (extrato etandlico de arroz escuro, Oryza ativa
L.) reduz o acumulo de eosindfilos nas cavidades peribronquiais, e
consequentemente reduz a inflamagdo crbonica pulmonar e o0 progressivo
remodelamento das vias aéreas, bem como reduziu os niveis de IgE e citocinas Th;
no soro e no lavado bronco alveolar. (Lee et al., 2006). Humbles e colaboradores
demonstraram que camundongos deficientes em eosinofilos apresentam, apds as
sensibilizagdo e provocagdo alergénicas com ovalbumina, um aumento da
hiperreatividade das vias aéreas e da producdo de muco, comparavel aos animais
selvagens. No entanto, € observada uma ampla redugcé&o na deposigdo de colageno

e na hipertrofia do musculo liso (Humbles et al., 2004).

Os camundongos deficientes em IL-5, e, consequentemente, em eosindfilos,
apos sensibilizagdo e provocacado alergénicas, apresentam reducao na fibrose
peribrébnquica, na massa de musculo liso e na produgao de TGF- (Cho et al., 2004).
Em co-culturas de eosinodfilos e fibroblastos, o eosindfilo libera MBP que sinergiza
com TGF- e IL-1a, e induz nos fibroblastos a produgéo de IL-6, ativacdo de genes
envolvidos na producdo de matriz extracelular, e expressdo de fibrinogénio
reforcando a idéia que eosindfilos possuem um papel central no remodelamento das

vias aéreas e fibrose em doencgas associadas a eosindfilos (Gomes et al., 2005).
1.2.2 — Producéo de Eosindfilos pela Medula Ossea.

Hematopoiese é a formagado de elementos figurados do sangue (eritrocitos,
leucdcitos e plaquetas). No individuo adulto, as etapas de multiplicagdo e maturagao
das células mieldides ocorrem exclusivamente na medula Ossea, onde sao
encontrados fatores que ativam ou inibem o crescimento das células, fatores de

diferenciagdo e moléculas de adesado, que ajudam na manutencéo e sobrevivéncia
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de células hematopoiéticas. Em longo prazo, a hematopoiese € mantida por células-
tronco, que sao auto-renovaveis. Por divisao celular assimétrica, as células-tronco
geram novas células-tronco, e um numero equivalente de progenitores (sem
capacidade de auto-renovagao). Estes progenitores vao gerar, em ultima instancia,
os tipos celulares que podemos distinguir com base na sua morfologia, suas reagdes

citoquimicas e expressao de marcadores imunoldgicos. (Weissman et al., 2001).

Os progenitores sao reconheciveis pela capacidade de formar colénias em
meio semi-sélido (agar ou metilcelulose), contanto que o meio de cultura contenha

fatores de crescimento hematopoiético (Metcalf, 1977, 1993; Jonhson, 1984).

Em contraste, os precursores, formas mais avancadas de diferenciacao
dentro da linhagem, ja podem ser identificadas através da morfologia caracteristica e
pelas reagdes citoquimicas. (Metcalf, 1977, 1993; Jonhson, 1984), mas perderam a

capacidade de iniciar o crescimento de colénias em meio semi-sélido.

Os progenitores mais avancados estdo engajados na proliferacao inicial de
uma ou mais linhagens especificas, antes que esta diferenciacdo possa ser
demonstrada. No entanto, a colénia resultante da proliferacdo inicial desses
progenitores pode ser caracterizada por critérios morfolégicos e citoquimicos,
indicando que a coldénia em crescimento consiste de precursores e de células
terminalmente diferenciadas. (Metcalf, 1977, 1993; Jonhson, 1984)

A eosinopoiese € um processo de diferenciagdo celular de progenitor a
eosindfilo maduro com restrigdo progressiva do potencial do desenvolvimento e
capacidade proliferativa (Figura 1.1). Nos estagios iniciais, existe um potencial de
desenvolvimento mais amplo e uma maior capacidade de proliferacdo, e nos
estagios finais o potencial de desenvolvimento € restrito a uma unica linhagem com
uma capacidade proliferativa minima associada a diferenciagcado terminal (Dexter,
1990; Metcalf, 1999).

A diferenciacao de células-tronco hematopoiética em progenitores mieldides é
influenciado por fatores como Steel Factor (SIf), ligante de FIt-3 (FMS-like tyrosine
kinase 3), IL-3, IL-11, GM-CSF, eritropoietina e trobopoietina (Akashi, 2000) e o
engajamento dos progenitores hematopoiéticos para a via de diferenciacéo

eosinofilica comega com a resposta destes progenitores mieldides iniciais e
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comprometidos com a linhagem de granulécitos e macréfagos a Slf, IL3, GM-CSF e
IL-5 (lwasaki, 2005).

Mas a diferenciagcdo final dos precursores em eosindfilos € induzida
seletivamente pela acao da IL-5, que € um importante fator que mantém a sobrevida
dos eosindfilos (Giembycz et al., 1999; Busse et al., 2001). Uma vez atingida a
maturagcdo completa do eosindfilo, a IL-5 sinergiza com a eotaxina e promove
liberagdo destas células da medula éssea. A eotaxina também estaria relacionada
com a mobilizagdo dos eosindfilos e de seus progenitores para corrente sanguinea e

para os sitios de inflamacgéao alérgica (Palframan et al.,1998a).

A IL-5 é uma glicoproteina homodimérica de 124 aminoacidos contendo duas
pontes disulfeto, cujo gene contém 4 exons (Azuma et al., 1986), pertencente a
familia de citocinas da IL-4. A IL-5 é um Fator de Formagédo de Colbnias (Colony
Stimulating Factor, CSF), assim como a IL-3 e GM-CSF, capaz de promover
seletivamente a formacao de coldnias eosinofilicas em meio semi-soélido, e, portanto,
atua diretamente sobre progenitores comprometidos com esta linhagem. A IL-5
também é um potente estimulante a diferenciacdo eosinofilica em cultura liquida
(Sanderson, 1992).

O receptor de IL-5 (IL-5R) € um heterodimero: contendo uma sub-unidade de
60 kDa especifica para IL-5, IL-5Ra, e uma sub-unidade  de 130 kDa, que também
pode ser encontrada como parte dos receptores de IL-3 e GM-CSF (Lopez et al.
1991, Murata et al. 1992, Miyajima et al. 1993). O IL-5Ra é expresso principalmente
em eosinofilos e basofilos e € requerido para a ligagdo especifica com a IL-5, mas a
sub-unidade B aumenta a afinidade de ligagdo do receptor com a citocina (Takagi et
al. 1995). A IL-5Ra possui duas isoformas, uma associada a membrana e outra
soluvel (Tuypens et al. 1992, Tavernier et al. 1992); e ambas apresentam a mesma
afinidade pela a IL-5, que é aumentada pela ligagdo com a sub-unidade B, tendo o
potencial de competir pela IL-5 (Tavernier et al. 1992, Devos et al., 1993, Koike &
Takatsu, 1994). Para ocorrer sinalizagdo, é necessaria a presenga das duas sub-
unidades da IL-5R, com seus dominios citoplasmaticos preservados. O receptor atua
pela via de sinalizagado Janus Kinase (JAK) 2, e STAT (de signal trasnducers and

activators of transcription) 1 e 5 (Mui et al. 1995, van der Bruggen et al. 1995).
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Figura 1.1 — Eosinopoiese. Esquema simplificado da via de formacdo de eosindfilos a
partir de células tronco hematopoiéticas. As setas azuis indicam as etapas de formacéo de
eosindfilos; as setas cinzas, a formagdo de outras células hematopoiéticas. As citocinas
envolvidas com cada etapa da maturacdo eosinofilica estdo indicadas em vermelho. Em
destaque no quadro, um eosinéfilo murino revelado por reacéo histoquimica da peroxidase
do eosinodfilo resistente ao cianeto (Producdo da figura por Tulio Queto. Baseada em
Mcnagny et al.,, 2002; Iwasaki et al., 2005; Denburg et al., 1985; Elsas et al., 2003;
Rothenberg et al., 2005).
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A origem dos progenitores eosinofilicos ainda é controvertida. Por um lado,
alguns autores propdéem a existéncia de um progenitor comum a eosindfilos e
basofilos, com exclusdo das outras linhagens mieloides, de forma consistente como
0 padrao de expressao de IL5Ra (Denburg et al., 1985). Por outro lado, uma série de
estudos demonstrou a presenga de um progenitor mieléide comum, capaz de
originar granulécitos e mondcitos além dos eosindfilos (Elsas et al., 2003;
Rothenberg et al., 2005). Estudos recentes detalhados reforcam a segunda
possibilidade, ao caracterizar um progenitor mieldide comum, que posteriormente da
origem a um progenitor comprometido exclusivamente com a linhagem eosinofilica
(Mcnagny et al., 2002; lwasaki et al., 2005).

A hematopoiese pode ser alvo de uma complexa modulagédo em resposta a

sensibilizagdo e provocacéo das vias aéreas.(Elsas et al., 2003)

A modulacao da eosinopoiese € mediada, portanto, por fatores como IL-3, IL-
5, eotaxina e GM-CSF (Denburg, 1999; Hogan et al., 2000; Simon, 2001) fatores que
se encontram aumentados em pacientes asmaticos (Walker, et al., 1994). A
importancia da IL-5 na regulacdo da maturacdo eosinofilica e na liberagdo da
medula é demonstrado em camundongos transgénicos para IL-5, que apresentam
naturalmente eosinofilia na corrente sanguinea (Dent, et al., 1990) e no tecido
pulmonar (Xavier-Elsas, et al., 2007) enquanto camundongos deficientes em IL-5
apresentam um baixo numero de eosindfilos no sangue e nos pulmdes mesmo apos
a provocagao alergénica (Foster, et al., 1996). A infusdo de IL-5 seguido de eotaxina
aumenta significativamente o numero de eosindfilos maduros liberados pela medula
O0ssea (mostrando uma agao cooperativa da IL-5 e eotaxina na maturacédo e
eosinofilia) de forma dependente da expresséo de integrinas 2 (Palframan, et al.,
1998 e 1998a).

O desenvolvimento de eosindfilos a partir de células CD34+ cultivadas na
presenca de IL-3 e GM-CSF ¢é associado com o aumento de mRNA para IL-5, e 0
bloqueio da IL-5 enddgena previne o desenvolvimento eosinofilico (Tavernier J, et
al., 2000). Ao mesmo tempo, a provocagao alergénica induz o aumento de células
CD34+ que expressam mRNA para IL-5, (Wood et al., 2002). IL-3, IL-5 e GM-CSF
aumentam a expressao de IL-5Ra em células CD34+ derivadas de sangue de
corddo umbilical (Tavernier J, et al., 2000). As mesmas citocinas, atuando sobre os

eosindfilos maduros circulantes levam a uma regulagdo negativa da expresséao de IL-
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5Ra (Gregory, et al., 2003). O numero de progenitores CD34+/CD45+/IL-5Ro+ €&
aumentado no sangue periférico e medula 6ssea de pacientes asmaticos atopicos
(Sehmi, et al., 1996), em asmaticos apds a provocagao alergénica (Sehmi, et al.,
1997), e em modelos murinos de asma (Johansson, et al.,, 2004). Evidéncias
sugerem que estas células migrariam da medula 6ssea para o sitio da inflamagéo e
sofreriam diferenciagao “in situ”, visto que pacientes asmaticos atdpicos apresentam
numero aumentado de células CD34+ que expressam taxas elevadas de IL-5Ra
MRNA na mucosa brénquica (Robinson, et al., 1999). Recentes trabalhos mostram
também que a provocagdo alergénica promove acumulo de progenitores
CD34+/CD45+/IL-5Ro+ no lavado broncoalveolar (Southam, et al., 2005), bem como
promove o acumulo de progenitores capazes de gerar colénias eosinofilicas em
cultura (Gaspar-Elsas, et al., 2003), com propriedades distintas dos da medula éssea
(Maximiano et al., 2005). O pulmé&o alérgico também desempenha um papel ativo ao
induzir o acumulo de progenitores no tecido pulmonar em apenas 24 horas, e por um

mecanismo dependente de IL-5 (Xavier-Elsas, et al., 2007).
1.2.3 — Vias do Acido Araquiddnico

O AA é normalmente encontrado na membrana e no envelope nuclear de
células em repouso, esterificado ao glicerol na estrutura dos fosfolipideos. Sua
liberagao dos fosfolipideos ocorre através de um evento receptor-dependente, que
leva a uma transducao de sinal dependente de proteina G, iniciando a hidrolise de
fosfolipideos, catalisada pelas enzimas Fosfolipase A, (PLAz), Fosfolipase C (PLC) e
Fosfolipase D (PLD). Cada uma destas enzimas ataca um diferente ponto da cadeia
de fosfolipideo, gerando assim diferentes produtos. A PLA; catalisa a reacao
estereoespecifica na posi¢ao 2, liberando acido araquidénico em uma unica etapa,
enquanto o PLC e o PLD liberam respectivamente diacilglicerol e acido fosfatidico,
que possuem acido araquidénico em sua composicao, fazendo-se a liberagao deste

numa etapa subsequente, pela atuacédo das diacilglicerol- e monoacilglicerol-lipases.

ApOs a sua liberagdo, o araquidonato livre pode seguir tres possiveis rumos:
a) a reincorporagao aos fosfolipideos; b) a difusdo para o exterior da célula; e c) o
metabolismo. O acido araquidbnico livre pode ser metabolizado por uma variedade
de vias: a via das ciclooxigenases, as diferentes vias das lipoxigenases (5-, 8-, 12-,
15-lipoxigenase), a via da oxidagéao alilica (Citocromo P4s0), a via da epoxigenase e a

via da omega-hidroxilagdo (Capdevila et al., 1992). Pode igualmente ocorrer que
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uma mesma molécula de araquidonato sofra a agao, sequencialmente, de enzimas

pertencentes a mais do que uma via, gerando produtos complexos.

No presente trabalho, avaliamos apenas os cisteinil-leucotrienos, produtos da
via da 5-LO, e a PGE,, produto da via das ciclooxigenases, portanto, iremos focar o
trabalho em cima destas duas vias do acido araquiddnico, apresentado na Figura
1.2.

Prostaglandinas — Via das ciclooxigenases

A via das ciclooxigenases € a principal via de metabolizagao fisiolégica do
acido araquidénico e é inicialmente mediada através da acao das ciclooxigenases
(prostaglandina G/H sintase), que promovem uma primeira conversao de acido
araquidénico em PGG;, seguida de uma conversdo de PGG; em PGH,. A PGH; é o
subtrato necessario para a geracdo dos produtos terminais pela agdo de enzimas
especificas: tramboxanos (pela ag¢dao da tramboxano-sintase) e outras
prostaglandinas (pela agcdo das prostaglandinas-isomerases, com exce¢éo da PGl;
ou prostaciclina, que é gerada pela prostaciclina-sintase) (Harris et al., 2002; Hata et
al., 2004).

Existem duas isoformas principais da ciclooxigenase: COX 1 e COX-2 (Smith
et al., 1998). A COX-1 é expressa constitutivamente numa variedade de tipos
celulares, enquanto a COX-2 é expressa apos um estimulo inflamatério e de forma
mais importante em células do infiltrado inflamatério, especialmente macréfagos
(Hata et al., 2004; Herschman, 1996).

Recentemente, uma terceira isoforma principal de COX, denominada COX-3,
foi descrita. A COX-3 é formada por duas pequenas proteinas derivadas de COX-1,
e sua atividade de ciclooxigenacdo € dependente de glicosilagdo. Os
antiinflamatorios ndo esteroidais inibem COX-3, sugerindo que este poderia ser um
mecanismo central na diminuigdo a dor e, possivelmente, febre (Chandrasekharan et
al., 2002).

As prostaglandinas geradas sao liberadas para o meio extracelular e se ligam
com alta afinidade a receptores especificos membranares, acoplados a proteinas G.
Estes receptores sao designados EP, DP, FP e IP para PGE,, PGD,, PGFa, e Pgl,
respectivamente (Ushikubi et al., 2000; Hata et al., 2004).
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Figura 1.2 — Principais vias de metabolizagcdo do Acido Araquidénico. A figura apresenta
as duas principas vias correlacionadas com este trabalho. As vias em azul escuro
representam as vias de formacgdo de prostandides e leukotrienos com seus produtos
intermediarios e finais. Em verde, as enzimas envolvidas com cada etapa da via. Em ciano,
0s receptores em que cada componente atua. Em vermelho, antagonistas e bloqueadores
usados no trabalho e locais da via onde atuam.
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Os prostanoides sao importantes mediadores da inflamacao. As PGE; e PGl;
sinergizam, nos sitios inflamatérios, com outros mediadores soluveis da inflamacéao,
como histamina e bradicinina, contribuindo para o aumento da permeabilidade

vascular e hiperalgesia (Ushikubi et al., 2000).

No tocante a inflamagao alérgica, a PGD, parece ter um papel importante,
uma vez que os mastdcitos, liberam quantidades importantes deste mediador
durante a desgranulagdo; por outro lado, animais deficientes para o receptor DP
produzem menos IgE apos sensibilizagcdo e desafio com ovalbumina (Matsuoka et
al., 2000), o que sugere uma contribuicdo da PGD2 em reforgar os mecanismos proé-
alérgicos. Em linfocitos T helper 2 (Th2), linfécitos T citotdxicos, baséfilos e
eosindfilos, encontram-se dois diferentes tipos de receptores para PGD,: DP2
(receptor 2 da PGD;) e CRTh2 (chemoattractant receptor-homologous molecule
expressed on Th2 cells). O CRTH,, quando ativado pela PGD, ou por outros
agonistas, induzem migragao celular, com recrutamento de eosinodfilos para sitios
inflamatorios em modelos animais de dermatite atopica e de asma alérgica (Spik et
al. 2005).

A PGE:; é o principal produto da ciclooxigenase em uma série de processos
fisioldgicos. Por exemplo, no trato gastro-intestinal a PGE; exerce um importante
papel de protecao da mucosa gastrica. PGE; é capaz de modular a fungao de muitos
tipos de células do sistema imunologico, como macrofagos, células dendriticas,
células T e B resultando tanto em efeitos pro como antiinflamatérios (Hata et al.,
2004). Além disso, a PGE; possui um importante efeito modulador na hematopoiese,

inibindo a mielopoiese (Miller et al., 1978; Gentile et al., 1988).

As PGE, podem se ligar a quatro diferentes tipos de receptores: EP1, EP2,
EP3 e EP4. O receptor EP1 exerce seus efeitos através do aumento do influxo de
Calcio. Os receptores EP2, EP3 e EP4 sao acoplados a proteinas G; a ligagao de
PGE; a EP2 ou EP4 resulta na estimulacdo da adenilato ciclase, levando a um
aumento da concentracdo de cAMP intracelular (Hata et al., 2004). Mita e
colaboradores demonstraram que eosindfilos periféricos humanos expressam EP2 e

EP4, contrastando com os niveis indetectaveis de EP3 (Mita et al., 2002).

A PGE; esta envolvida no processo central de polarizagao de células Th2, por

diminuir a producédo de IL-12 pelas células dendriticas (Kapsenberg et al., 1999;

18



Dissertacdo de Mestrado — Tulio Queto
Vieira et al., 2000), e diminuir a produgao de IL-2 e de INF-y por células T mas n&o a
de IL-4 e IL-5 (Katamura et al., 1995). Long e colaboradores demonstraram que
células dendriticas de pacientes alérgicos sdo maiores produtoras de PGE;, se

comparadas aquelas provenientes de individuos controles (Long et al., 2004).

Contudo, varios estudos in vivo sugerem uma agao predominantemente
antialérgica da PGE,. Camundongos geneticamente deficientes na producao da
enzima COX-2 apresentam uma inflamagéo alérgica exacerbada, incluindo niveis
elevados de IgE e maior numero de eosindfilos no lavado broncoalveolar do que
observado nos animais controle, nas mesmas condicbes de sensibilizagcdo e
provocacao alergénicas (Gavett et al., 1999; Nakata et al., 2005). A administracado de
PGE; por via intratraqueal, antes do desafio alergénico com ovalbumina em ratos
sensibilizados, reduz o numero de eosindfilos encontrados nas vias aéreas, e a
concentragao de cisteinil-leucotrienos no lavado broncoalveolar (Martin et al., 2002).
Kunikata e colaboradores analisaram o efeito da PGE; sobre a inflamacéao alérgica
em animais deficientes em cada um dos quatro receptores EP, mostrando que o
receptor EP3 é o mais relevante para a modulacdo do numero de eosindfilos no
BAL, a producéo de IL-4, IL-5 e IL-13 e a liberacdo de mediadores inflamatérios
(Kunikata et al., 2005).

Peacock e colaboradores mostraram que a PGE; é capaz de inibir a apoptose
espontanea de eosindfilos humanos, prolongando a sobrevida destas células,
possivelmente através dos receptores EP2 (Peacock et al., 1999). Estudos recentes
ainda demonstram uma correlagao entre a maior produgéo de PGE; por macréfagos
alveolares de pacientes asmaticos e a diminuicdo da morte de eosindfilos (Profita et
al., 2003). Contudo, a relagcdo entre a presenca PGE; e a apoptose pode variar
conforme a fase do desenvolvimento dos eosindfilos que € analisada, visto que ela

induz apoptose diretamente em cultura de medula 6ssea murina estimulada por IL-5.

Evidéncias da literatura mostram que glucocorticoides sado capazes de
influenciar os niveis de RNA mensageiro para fosfolipase A2 e COX-2, assim como a
producdo de PGE; apds estimulo com IL-13 (Newton et al., 1997). Posteriormente, o
mesmo grupo demonstrou que a dexametasona € capaz ainda de reduzir a meia
vida de RNAs mensageiros de COX-2, através de efeitos diretos sobre suas caudas

poli-adeniladas, sugerindo que a producdo de PGE; enddgena poderia ser
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bloqueada em alguns sistemas pela agao direta dos glucocorticéides (Newton et al.,
1998).

Cisteinil-leucotrienos — Via da 5-lipoxigenase

Os LT incluem o LTB4 e os cisteinil-leucotrienos (LTC4, LTD4s € LTE4) e séo
gerados através da atuagdo da enzima 5-LO, que gera o precursor desta classe de
lipidios, o chamado LTA4, a partir do AA (Abramovitz et al. 1993).

As LOs sdo uma familia de enzimas que tém em comum a capacidade de
catalisar a oxigenagdo do AA, formando distintos acidos hidroperoxi-
eicosatetraendicos (HPETE) em fungdo do ponto de ataque de cada enzima
(Yamamoto et al., 1992). A 5-LO de células de mamiferos, assim como todas as
lipoxigenases de animais, fungos e plantas sdo capazes de inserir oxigénio no
substrato apropriado (normalmente acidos graxos poliinsaturados com ligagdes
duplas de carbono, onde a 5-LO atua oxigenando o carbono 5 da estrutura - Peters-
Golden & Brock, 2003).

A 5-LO é uma enzima que atua sobre AA liberado, cujo potencial catalitico
esta diretamente associado com a presenca de um atomo de ferro ndo-heme, sendo
a sua atividade diretamente proporcional a concentragcdo de calcio no meio. A
presenca de ATP também influencia a velocidade de acdo da 5-LO (revisto em
Peters-Golden & Brock, 2003).

A 5-LO pode ser inibida direta ou indiretamente por diferentes agentes. Os
inibidores diretos incluem os inibidores competitivos como zileuton (muito especifico
para 5-LO) e bloqueadores de catalise como o acido nor-dihidroguaiarético
(bloqueador geral que altera o estado redox do ion ferro na 5-LO, reduzindo a
producdo de LT) (revisto em Peters-Golden e Brock, 2003). O NO também €& um
potente inibidor da 5-LO, alterando o estado oxidativo do ion ferro (Brunn et al.,
1997; Coffey et al., 2000). Os inibidores indiretos incluem bloqueadores da proteina

de ativagao da 5-LO (FLAP — do inglés 5-LO activating protein).

A FLAP é uma proteina ligadora de AA, que pode ter uma fung&o auxiliar na
acao da 5-LO, mais do que desempenhar um papel de ativador indispensavel
(Mancini et al., 1993). A FLAP é requerida para a atuagao da 5-LO sobre o substrato
enddégeno, mas nao para o processameno de AA exdgeno pela 5-LO (revisto em

Peters-Golden e Brock, 2003). Por esta razdo, o MK-886 é um potente inibidor da
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sintese de LT no meio intracelular, pois compete com o AA para se ligar ao sitio da
FLAP (Charleson et al., 1994), impedindo que o AA seja disponibilizado para a acao
do 5-LO.

O LTA4 é o substrato principal, mas instavel, necessario para as duas
enzimas terminais da via da 5-lipoxigenase, a LTA4 hidrolase e a LTC,4 sintase
(LTC4S), responsaveis pela producéao de LTB4 e LTC4, respectivamente (Abramovitz
et al. 1993). LTB4 € um dihidroxi-leucotrieno, e constitui o principal produto da via da
5-LO em neutrdfilos. O LTBs possui uma potente atividade quimiotatica via
receptores de LTB4, dos tipos BLT1 e BLT2 (Yokomizo et al., 2000 e 2001). Por
outro lado, em eosindfilos, basdfilos, mastdcitos e macréfagos, ha predominio da
producdo de LTC, (Kanaoka & Boyce, 2004). A LTC4sS é uma enzima
exclusivamente encontrada em células de origem hematopoiética, especificamente
em eosindfilos, basodfilos, mastdocitos, macréfagos/monécitos e plaquetas (Weller,
1983; MacGlashan Jr, 1982; Soderstrom, 1992), cuja acado € dependente de M92+ e
inibida por Co®" (revisto em Lam, 2003). A LTC4S também pode ser regulada pela
expresséao de IL-4, e esta regulacéo positiva € dependente da via de sinalizagéo por
STAT6 (Lam, 2003). A LTC4S é estruturalmente homologa a FLAP (Lam et al., 1994;
Welsch et al., 1994) e a mesma pode ser inibida, em doses muito altas, pelo inibidor
de FLAP, MK-886 com IC5y em torno de 3uM (Lam et al., 1994).

FLAP e LTC4S estao colocalizadas no envelope perinuclear e em outros sitios
subcelulares (por exemplo, corpusculos lipidicos) onde se acredita ter lugar a sintese
dos CisLT. Interessantemente, em eosindfilos ativados, 5-LO, FLAP e LTD4S se
colocalizam em corpos lipidicos citoplasmaticos elétron-densos induziveis (Bozza et
al., 1997).

Os cisteinil-leucotrienos (CisLTs), sdo assim conhecidos por apresentarem
em suas férmulas o aminoacido cisteina e o primeiro dos cisteinil-leucotrienos
formados ¢é o LTCs (acido5[S]-hidroxi-6 [R]-glutationil-7,9-trans-11,14-cis-
eicosatetraendico) gerado através da conjugacédo da glutationa ao LTA4 junto ao
carbono 6 pela LTC4S. Ao ser produzido, o LTC4 é transportado para o ambiente
extracelular através de um transportador transmembrana especifico, incluindo MPR-
1 (multidrug resistance protein) (Lam et al., 1989 e Loe et al., 1996). No espaco
extracelular o LTC4 serve de substrato para a y-glutamil transpeptidase ou para uma

enzima mais especifica, a y-glutamil leucotrienase, que gera LTD4 (acido 5[S]-
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hidroxi-6[R]-cisteinil-glicil-7,9 trans-11,14-cis-eicosatetraendico) (Anderson et al.,
1982; Carter et al., 1998). O LTD4 é processado por uma dipetidase onde ha
remogao da metade glicina da cadeia peptidica para formar o LTE4 (acido 5[S]-
hidroxi-6[R]-cisteinil-7,9-trans-11,14-cis-eicosatetraendico) (Lee et al., 1983). O LTC4
e seus derivados LTD4 e LTE4 constituem o que antes era conhecido como SRS-A

(slow-reacting substance of anaphylaxis) (Feldberg et al., 1938).

Os CisLTs atuam em receptores especificos existentes nas células. Existem
dois tipos de receptores, os do tipo 1 (CysLT{R) (que possuem duas isoformas em
camundongos, provenientes de splincing alternativo — Maekawa et al., 2001) e os do
tipo 2 (CysLT,R), tanto em camundongos quanto em humanos e ambos os
receptores fazem parte da familia dos receptores ligados a proteina G (revisado em
Kanaoka & Boice, 2004).

As afinidades dos CisLT pelos seus receptores sao diferentes dentro da
classe de ligantes, e dependente também do subtipo de receptor estudado. Para o
CysLT1R, o LTD4 apresenta maior afinidade, seguido por LTC4 e LTE4, que
apresentam afinidades iguais (LTD4>LTC4=LTE,4). Para o CysLT2R, o LTC4 e 0 LTD4
possuem afinidades iguais, enquanto o LTE4 possui a menor afinidade do grupo
(revisado em Lam, 2003). Os CysLT+R sdo normalmente expressos no musculo liso
das vias aéreas, macréfagos alveolares, monécitos do sangue periférico, eosinofilos
(Lynch et al., 1999; Figueroa et al., 2000) e células endoteliais (Sjostrom et al.,
2001). Ja os CysLT2R sé&o expressos pelos macréfagos alveolares, musculo liso das
vias aéreas, pelas células de Purkinje cardiacas, células da medula adrenal,

leucdcitos do sangue periférico e células cerebrais (Heise et al., 2000).

Tanto CysLT1R quanto CysLT,R possuem capacidade de promover o influxo
de caélcio ao serem ativados pelos LTs, mas a sua agao ocorre em tipos celulares
diferentes. Contudo, acredita-se que a contragdo do musculo liso, induzida pela
estimulacdo com CysLT4R é uma acéao independente de calcio extracelular (revisado
em Kanaoka & Boyce, 2004).

Estdo disponiveis varios antagonistas seletivos do CysLT¢R, incluindo:

zafirlukast, montelukast, tomelukast, pobilukast e pranlukast (Back, 2002).

Interessantemente, a expressdao de CysLT{R é regulada positivamente pela

IL-5 na linhagem celular HL-60 diferenciada em eosindfilos (Thivierge et al., 2000).
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Também é regulada positivamente por IL-13 e IL-4, mas n&o por interferon-gama,

em mondcitos e macréfagos humanos (Thivierge et al., 2001).

CisLT possuem poderosos efeitos broncoconstritores e indutores de secregao
de muco nos bronquiolos humanos, sendo 100 vezes mais potentes do que
agonistas colinérgicos (metacolina) e outros indutores de secregado (prostandides)
(revisado em Kanaoka Y e Boyce JA, 2004). LTE4 € 100 a 1000 vezes mais potente
que a histamina, em induzir a diminuicdo do fluxo de ar em pacientes alérgicos
(Davidson, et al., 1987).

A instilacdo de LTE,4 resulta em influxo de eosindfilos para o lavado bronco-
alveolar (Laitinen et al., 1993), e CysLT¢R, mas nado CysLT;R, sdo expressos em
células progenitoras hematopoiéticas humanas CD34+ (Bautz et al., 2001). A
utilizacdo de montelukast bloqueia o fluxo de calcio induzido por CisLT nas células
CD34+, mas nao é capaz de bloquear em leucdcitos maduros no sangue periférico,
sugerindo que o CysLT2R é adquirido durante a diferenciagcado de leucdcitos e que
possivelmente possuiria relagdo com os ligantes de migracdo endoteliais e
provavelmente estaria envolvido com a migragéo trans-endotelial (Kanaoka & Boyce,
2004).

Na inflamacao crénica, como a asma, os CisLTs tém uma potente acao
quimiotatica que atrai eosindfilos para o local da inflamacgao, que € dependente de
CysLT1R (Fregonese et al., 2002). Este efeito também pode ser mediado pela:
regulagcéo positiva das moléculas de adesdo no endotélio vascular pulmonar, assim
como pela regulagao positiva da expressdo de Mac-1 em eosindfilos (Fregonese et
al., 2002).

O LTC4 e LTD4 atuam na ativacdo do endotélio vascular, permitindo o
extravasamento de macromoléculas que resulta em edema. Atuando em receptores
CysLT,R, também determinam constricdo das veias pulmonares e a regulagéo
positiva da expressdao de moléculas de adesédo (como as P-selectinas) no endotélio

vascular, favorecendo a marginagao dos leucocitos (Kanaoka & Boyce, 2004).

No remodelamento brénquico, os CysLTs participam da fibrose pulmonar via
CysLT,R, e na proliferagdo de células musculares lisas em agao conjunta com

fatores de crescimento, via CysLT¢R (revisto em Kanaoka & Boyce, 2004).
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O tratamento com inibidores da produgdo de CisLTs e antagonistas do
CysLT1R tem sido visto como alternativa para tratamento de asma. A administracéao
de Zileuton ou MK-886 reduz o infiltrado pulmonar de eosindfilos e bloqueia
significativamente a producdo de muco (Kanaoka & Boyce, 2004). O montelukast
reduz significativamente o infiltrado eosinofilico nas vias aéreas, produg¢ao de muco,
fibrose pulmonar e hiperplasia celular, mas nao a hipertrofia do musculo liso das vias
aéreas em modelos murinos de asma (Muz et al, 2006). O tratamento com
Montelukast diminui rapidamente a concentracdo de NO presente no ar exalado de
pacientes asmaticos e seu efeito é potenciado com a acdo de broncodilatadores
(Bisgaard H, 2001).

1.2.4 —Inibidores da Ciclooxigenase

Drogas Antiinflamatérias nao-esteroidais (NSAIDs — do inglés Nonsteroidal
Antiinflamatory Drugs) € o rétulo comum a um extenso e heterogéneo grupo de
drogas que suprimem a inflamagao, mas sem apresentarem relagao estrutural ou
funcional com os glucocorticoides, ndo compartilhando dos seus efeitos endocrinos,
metabdlicos, cardiovasculares, neurolégicos ou imunoloégicos. Sao usados
normalmente para tratar inflamagao e condi¢cdes dolorosas como atrite reumatoide,
gota, bursite, menstruagao dolorosa e dores de cabecga, sendo efetivos também em
aliviar a febre. Os NSAIDs costumam inibir de forma inespecifica a atividade das
enzimas COXs (isoformas 1 e 2), resultando na redugéao e inibigdo da produgéo dos
prostandides e tramboxanos. Contudo, existem NSAID que n&o tém efeito inibitorio
significativo sobre a COX, embora sejam estruturalmente e funcionalmente
aparentados a outros membros do grupo que suprimem a inflamagao por este
mecanismo. Algumas NSAID s&o inibidoras seletivas de COX-2, como o meloxicam,
e o0s coxibs (celecoxib, rofecoxib, valdecoxib, parecoxib and etoricoxib) n&o
interferindo com a agado da COX-1 (Kalgutkar, 2000). A inibicdo de COX pode ser
perigosa em varios sentidos: baixos niveis de prostandides no estdbmago (devido a

inibicdo de COX-1) podem resultar em ulceragdo, sangramento interno e perfuragéo.

Entre as NSAIDs, a aspirina é a mais proeminente (Vane et al., 1990) e as
outras NSAIDs sao classificadas baseadas pelas estruturas quimicas como

apresentadas na Tabela 1.1.
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Tabela 1.1 — Lista de Drogas Nao Esteroidais.

Grupo Subgrupos Drogas

Acetilsalicilato, Salicilato Colinico,

Diflunisal, Salicilato de Magnésio
Salicilatos

Colinico,

Salicilato de Magnésio, Salsalato

Bendazac, Diclofenaco, Etodolac,

Acidos Acéticos Indometacina, Ketorolac, Nabumetona,

Sulindac, Tolmetina

Carprofeno, Fenoprofeno, Flurbiprofeno,

Acidos Ibuprofeno, Ketoprofeno, Loxoprofeno,

Acidos Carboxilicos Propibnicos Naproxeno, Naproxeno Sadico,

Oxaprozino, Vedaprofeno

Acidos Acido Meclofenamico, Meclofenamato
Antralinicos sodico, Acido Tolfenamico

Acidos

o Paracetamol
Fenilacéticos

Acidos .
L Flunixina

Aminonicotinicos

. Indometacina, Nabumetona, Ketorolac,
Analogos Indol

Etodolac

Acidos Enolicos . Fenilbutazona, Oxyfenbutazona,
Pirazolonas

(Nao possuem grupo Dipirona, Ramifenazona

carboxilico mas o acido

vem do endlico hidroxi Oxicams Meloxicam, Piroxicam, Tenoxicam
substituinte)
. Celecoxib, Rofecoxib, Valdecoxib,
Coxibs

Parecoxib, Etoricoxib

Auronofina, Tiomalato Sodico de Ouro,
Sais de Ouro

Aurotioglicose
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Aspirina e Indometacina

A aspirina (como é mais conhecido o acido acetilsalicilico) foi desenvolvida
pelo quimico alemao Felix Hoffmann, ha mais de um século, para o tratamento da
artrite de seu pai. Em 1971, Vane mostrou que a aspirina e as outras NSAIDs inibem
a produgao das prostaglandinas em homogeinatos de pulmao de cobaios (Marnett,
2002; Vane, 1971) e em 1975, Roth demonstra que as NSAIDs inibem a COX.

O acido acetilsalicilico (CH3COOCsH4COOH — Figura 1.3) € um acetil
derivado do acido salicilico, substancia em pd de cor branca cristalina fracamente
acida de peso molecular de 180,2, com ponto de fusdo de 137°C. Apresenta
estabilidade em ar seco e é soluvel em agua na proporcao de 1g/100g
(aspirina/agua). E utilizado como analgésico, antipirético, antiinflamatério,
anticoagulante e também usado para o tratamento de artrite reumatodide, febre
reumatdide e infeccbes suaves. Altas doses de aspirina promovem desbalanco

acido-base, desturbios respiratérios e pode ser fatal, especialmente em criangas.

A indometacina (C49H1sNO4Cl — Figura 1.4), foi descoberta por Shen e
colaboradores em 1963, nos laboratorios Merck Sharp & Dohme (MS&D) e é uma
droga da classe das NSAIDs fazendo parte do grupo dos acidos carboxilicos, mas
especificamente como um dos analogos indol. Atua inibindo as duas isoformas da
cilooxigenase (COX-1 e COX-2), e € normalmente usada para o tratamento de
doengas reumatoides inflamatoérias e para alivio dores agudas, sendo efetiva contra
dores provenientes de cirurgias e febre, por possuir agdes, antiinflamatéria e anti-
pirética. A indometacina possui peso molecular de 357,79 e encontra-se na forma de
po branco cristalino com ponto de ebulicdo entre 155-160°C. A indometacina é
insoluvel em agua, mas soluvel em etanol p.a. e o mesmo apresenta estabilidade em

ambiente seco e temperatura ambiente.

Ambas as drogas sao capazes de inibir as proteinas COX-1 e COX-2, mas a
aspirina € a unica das NSAIDs que modifica a proteina covalentemente através da
transferéncia do grupo acetil de sua estrutura para residuo de serina 530 (Ser-530)
na COX-1 (Rome et al., 1976; DeWitt et al., 1990) que se sobrepde com a arginina
120 (Arg-120) da COX-2 e a aspirina possui agdao mais potente contra COX-1 do que
com COX-2 como descrito por Ouderaa em 1980 e Bhattacharyya em 1996 (Marnett

et al., 1999). Quanto a indometacina, causa uma inibicdo de COX-1 e -2, fraca e
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tempo dependente pela formagao de pontes salinas entre a droga e a Arg-120 assim
como as outras NSAIDs (Marnett et al., 1999), com exce¢ado das drogas de acao
seletiva para COX-2 (Marnett e Kalgutkar 1999a).

Em 1905, a aspirina foi introduzida no mercado (Marnett, 2002) mas logo
apos, foram relatados varios casos de individuos que apresentaram crises agudas
de asmas algumas horas apds a ingestdo da aspirina. Em 1922, Widel et al.
descreveu a associagao entre a sensibilidade a aspirina, a indu¢do de asma sensivel
a aspirina (AlA - do inglés aspirin-induced asthma) e a presenga de pdlipos nasais.
Em seguida, todo o quadro clinico da sensibilidade a aspirina associada a asma e
polipose foi descrito no trabalho de Samters e Beers, sendo hoje comumente
conhecido como a “Triade de Samters”, onde a pdlipose nasal apresenta-se como o
primeiro indicador clinico da sensibilidade a aspirina (Pfaar e Klimek, 2006). O
diagndstico de sensibilidade a aspirina e a indometacina em pacientes so é realizado
por provocagao com aspirina, € nao ha protocolos padronizados que sejam
utilizados no mundo inteiro. Ha quatro tipos de teste de provocacdo: oral, nasal,
inalado e intravenoso, também aplicavel para as outras NSAIDs, embora o

intravenoso seja raramente usado com indometacina (Obase et al., 2005).

Normalmente, os pacientes apresentam teste cutdneo negativo, e nao
possuem anticorpos contra a aspirina ou as NSAIDs (Szczecklik e Stevenson, 1999;
Settipane, 1988). Ao mesmo tempo, pacientes com AIA apresentam numero
aumentado de eosindfilos (Obase et al., 2005), maior expressao de IL-5 (Sousa et
al.,, 1997) e um numero de eosindfilos que expressam proteina catibnica do
eosindfilo (ECP) 3 vezes maior do que pacientes com asma tolerante a aspirina
(ATA) e 10 vezes maior que pessoas saudaveis (Cowburn et al., 1998). Esta
proteina também induz maior produgdo de muco nas vias aéreas apos a exposicao

as drogas (Obase et al., 2002).

A asma aguda sensivel a aspirina € similar as rea¢gdes asmaticas imediatas
que ocorrem em pacientes asmaticos sensibilizados, quando entram em contato com
o alergeno. Kalyoncu et al. descreve que dermografismo, hipersensibilidade
antibacteriana e elevacédo dos niveis de IgE estdo intimamente relacionado com a
AIA. A auséncia de IgE contra a aspirina e as outras NSAIDs, o teste cutadneo
negativo, associado com a inibigdo preferencial de COX-1, sdo caracteristicas da

doencga.
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OH

Figura 1.3 — Aspirina

Cl

Figura 1.4 — Indometacina
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NSAIDs que nao inibem a atividade de COX nao provocam ataques agudos
de asma (Szczeklik, 1990); da mesma forma, ocorre desensibilizagdo cruzada para
outras NSAIDs apos a desensibilizacdo a aspirina (Stevenson et al., 1996); estes
achados sado todos coerentes com a teoria da COX, segundo a qual as
manifestacbes da asma induzida pelas NSAIDs (aspirina e indometacina inclusive)
ocorrem por agdes farmacoldgicas, através da inibicdo das COX intracelulares no
trato respiratério (Szczeklik, 1990).

Portanto, a administragdo das NSAIDs, inibiria a produgéo de prostaglandinas
e tramboxanos (tanto as PGs pré-inflamatérias PGD, e PGF,a, quanto a anti-
inflamatoéria, PGE;) e induziria a produgdo exacerbada de leucotrienos,
principalmente de CisLT, em pacientes com AIA. Contudo, Higashi et al. (2002)
mostrou que os niveis de PGD; no muco estdo aumentadas em pacientes com AlA
em relagcdo aos pacientes com ATA, e acreditam que este achado seja devido a
ativacdo de mastécitos (um dos principais produtores de PGD, no organismo) nas
vias aéreas inferiores. Também mostra que os niveis aumentados de LTE4 na urina
nao refletem necessariamente a producdo de CisLT nas vias aéreas inferiores.
Finalmente, ha uma correlagdo significativa entre a concentragdo de CisLTs e a
concentragcdo de neurotoxinas derivadas de eosindfilos (EDN). Portanto, mais

estudos seriam necessarios para analise da participacao da PGD; na AlA.

Recentemente, a indometacina também foi descrita como um agonista do
CRTHa, receptor de PGD, envolvido com a migragao de células, como linfocitos T,
eosinodfilos e basodfilos, para sitios de inflamagdo. A acdo da indometacina se
restringe a este receptor, ndo atuando em outros receptores de PGD,, como o DP»,
que possui homologia com o CRTH;. Este agonismo €& também restrito a
indometacina, visto que o mesmo nao foi observado para outras NSAIDs, como a

aspirina (Hirai et al., 2002).

Os pacientes com AIA apresentam concentragdo mais baixa de PGE, em
amostras de sangue periférico e cultura de células epiteliais de polipos nasais, mas
as concentracdoes deste produto em lavados broncoalveolar e nasal ndo parecem
estar correlacionados com a presenga da doenga (Obase et al., 2005), embora as

NSAIDs possuam a capacidade de inibir a producédo de PGE; pela inibicdo de COX.
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Ja a administracdo de PGE; exdégena nao apenas € eficiente em proteger contra
ataques agudos de asma induzida por indometacina (Raud et al., 1988) e aspirina
(Szczecklik et al., 1996), como também previne o aumento na excrecéo de LTE4 na

urina (Sestini et al., 1996) em pacientes com AlA.

Quanto aos CisLTs, os pacientes com AIA apresentam 2 a 20 vezes mais
CisLT na urina (Christie, et al., 1991; Kumlin, et al., 1992, Israel, et al., 1993), muco
(Obase et al., 2002, 2001) e lavado broncoalveolar (Cowburn et al., 1998; Sampson
et al., 1997) comparado com pacientes com ATA, mesmo na auséncia de
provocagao com aspirina/NSAIDs. Os pacientes com AlIA também apresentam um
namero de células com expressdao de LTC4S 5 vezes maior que pacientes ATA
(Cownburn. 1998), os niveis de LTC,4 estdo diretamente correlacionados com o
numero de células LTC4S positivas presentes no pulméo, e a maioria destas células
positivas sao eosindfilos (Sampson et al., 1997). Neste sistema, os receptores de
CisLT apresentam um papel significativo (Arm et al., 1989) e estudos mostram a
possibilidade de que ndo apenas o aumento de CisLT estaria comprometidos com a
AlA, mas também a expressao de receptor CisLT em células inflamatérias pode ser
anormal (Sousa et al., 2002). Interessantemente, pacientes com AIA apresentam
uma hiperresponsividade a LTE4 inalado (Arm et al., 1989; Christie et al., 1993)
embora o CisLT¢R possua baixa afinidade por LTE4, levando a especulagdo de que
o CisLT4R ndo somente esteja aumentado em pacientes com AlA, como apresente
uma afinidade maior pelo LTE4 (Arm & Austen, 2002).

Recentemente, a aspirina foi correlacionada com uma via de biosintese
alternativa de lipoxina: COX-2 acetilada por aspirina converte AA em acido 15R-
hidroeicostetraenoico, que é convertido a 15-epi-lipoxina pela 5-LO (Serhan & Oliw,
2001; Mitchell et al., 1997). Normalmente as lipoxinas e 15-epi-lioxinas possuem um
carater antiinflamatorio, por inibirem a migragao trans-endotelial e trans-epitelial de
polimorfosnucleares “in vitro” e “in vivo” (Serhan 2005 e 2005a) e varias evidéncias
mostram que pacientes com AlA apresentam niveis reduzidos de lipoxinas e 15-epi-
lipoxinas em relagdo aos pacientes com ATA, sugerindo que as reagdes adversas
induzidas por aspirina possam também estar relacionadas com a desregulacédo na
producao de 15-HETE e 15-epi-lipoxina (Obase, et al., 2005; Jawien, 2002).

Baseado neste desequilibrio da producdo de cisteinil-leucotrienos,

prostandides e lipoxinas, muitos postulam como tratamento para AlA (e também na
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asma alérgica) a administragéo de substancias que interferem com a produgdo ou a
acao dos CisLT: inibidores das enzimas da via da produgdo de CisLT como o
Zileuton (inibidor da 5-LO — Dahlén et al., 1998), ou antagonistas dos receptores
como o Montelukast (inibidor do CisLT{R — Mastalerz, et al., 2002; Micheletto, et al.,
2004; Lee et al., 2004).

Outro meio de tratamento proposto seria a utilizagcao de inibidores seletivos de
COX-2, visto que a atividade de COX-1 com estas drogas seria mantida, com a
preservagdo da producdo da prostaglandina protetora, PGE,. Mas a utilizagao
continua poderia ser problematica visto que a mesma € produzida constutivamente
no epitélio, cérebro, mucosa gastrica, e células estruturais das vias aéreas. Por
causa dos efeitos colaterais, algumas destas NSAIDs foram retiradas de circulagéo
(Obase et al., 2005).

1.3 - Regulagao Imunofarmacologica da eosinopoiese em

cultura de medula 6ssea.

Nosso grupo estuda a eosinopoiese em cultura de medula éssea murina, e
suas modificacbes observadas em consequéncia da sensibilizacdo e provocagao
alergénica (Elsas et al., 2003). Inicialmente foram analisadas as modificacdes da
medula &ssea, induzidas pela sensibilizagdo e provocagao alergénicas com
ovalbumina em camundongos BALB/c. Observou-se nestes estudos que a
sensibilizagdo seguida de provocagado por via respiratoria promove o aumento da
capacidade de resposta dos progenitores eosinofilicos a IL-3 e ao GM-CSF com a
formagao de coldnias eosinofilicas; aumenta igualmente a capacidade de resposta
dos precursores eosinofilicos a IL-5 do ponto de vista da diferenciagcao terminal,
levando a um aumento seletivo do numero de eosindfilos da medula 6ssea (Gaspar-
Elsas et al., 1997). Portanto, a provocacao das vias aéreas tem efeitos intensos e
rapidos (em apenas 24h) sobre a linhagem eosinofilica na medula, e envolve um
mediador circulante, liberado apds a exposicdo ao alergeno (Gaspar-Elsas et al.,
1997). Além disso, mediadores circulantes induzidos pela exposigao aos alergenos
podem reproduzir a resposta exacerbada de precursores eosinofilicos da medula

Ossea a IL-5 (Gaspar-Elsas et al., 1997).
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O trabalho de outros grupos igualmente evidenciou o efeito da provocagao
alergénica sobre o0s progenitores eosinofilicos presentes na medula 6ssea de
camundongos e em pacientes asmaticos (Sehmi et al., 1997; Inman et al., 1999). Os
resultados do nosso grupo, aliados as evidéncias da literatura, apdiam a idéia de
que a provocagao alergénica € capaz de induzir o aumento de eosindfilos e de
progenitores eosinofilicos na medula éssea, na corrente sanglinea e no sitio da
inflamac&o (Woolley et al., 1994; Gaspar Elsas, et al.,, 1997; Foster et al., 2001;
Dorman et al., 2004).

O nosso grupo também mostrou que a sensibilizagdo e provocagao de um
animal com alergeno, promove o acumulo de progenitores eosinofilicos no tecido
pulmonar, capazes de gerar colénias (em torno de 80% eosinofilicas) na presenga
IL-5, GM-CSF e IL-3 (Gaspar-Elsas et al. 2003; Maximiano et al., 2005). Ao mesmo
tempo, o tecido pulmonar de um camundongo sensibilizado e provocado, quando é
enxertado na cavidade peritonial de um animal recipiente sensibilizado, promove o
acumulo de progenitores no pulmao deste recipiente por um mecanismo dependente
de IL-5 e de fatores provenientes da sensibilizagdo (Xavier-Elsas et al., 2007). Estes
fatores sugerem um papel importante do tecido pulmonar e dos progenitores para a

eosinofilia nas vias aéreas.

Trabalhos anteriores do laboratério mostraram que o estresse cirurgico
promove um aumento seletivo na produgao de eosindfilos pela medula éssea, o qual
pode ser inibido pelo pré-tratamento dos animais com antagonistas do receptor de
glicocorticoide, por inibidores da produgdo de glicocorticoides e pela remogéao
cirurgica prévia das adrenais (Elsas et al., 2004). Em apenas 24 horas, o estresse
cirurgico aumenta os niveis circulantes de corticosterdides, sendo este efeito abolido
pelo pré-tratamento com metirapone (Elsas et al., 2004). Os resultados, portanto
mostram um papel critico dos hormdnios glicocosticoides induzidos por estresse na

eosinopoiese medular de animais submetidos a cirurgia (Elsas et al., 2004).

Por outro lado, adicdo de dexametasona a culturas semi-sélidas de medula
ossea, estimuladas por GM-CSF, promove um aumento do numero total de colénias
mieldides, aumento da frequéncia de colénias contendo eosindfilos e o aumento do
tamanho médio das colénias eosinofilicas puras (Gaspar Elsas et al., 2000a). A
dexametasona também aumentou a resposta in vitro dos precursores eosinofilicos a

IL-5, em cultura liquida de medula 6ssea. Em contraste com estas observagdes na
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medula d0ssea, a dexametasona inibe fortemente a diferenciagcdo eosinofilica em
culturas semi-sélidas de células hematopoiéticas pulmonares estimuladas por IL-5
(Maximiano et al., 2005). Contudo, os mecanismos celulares pelos quais a

dexametasona exerce seus efeitos ainda permanecem obscuros.

Ja a administragcdo in vivo de dexametasona promoveu, in vitro, a
subsequente formacgao de colénias em culturas semi-soéllidas na presenga de GM-
CSF, assim como a resposta dos precursores, em cultura liquida, a IL-5. O efeito
potenciador da administracéo in vivo de dexametasona sobre a resposta de medula
6ssea ao GM-CSF in vitro foi abolido pelo pré-tratamento dos animais com o
antagonista seletivo do receptor de glicocorticéide, mifepristone, demonstrando que
os efeitos observados s&do mediados pelo receptor GRa, ja bem caracterizado
(Gaspar Elsas et al., 2000b).

Estes resultados evidenciaram um efeito potenciador importante da
dexametasona sobre as formas imaturas da linhagem eosinofilica de medula éssea.
Hidrocortisona e corticosterona, glicocorticoides de ocorréncia natural, tém efeitos
semelhantes. O efeito potenciador dos glicorticoides na eosinopoiese foi inicialmente
descrito por Barr e colaboradores em 1987. Este estudo mostrou, que células de
medula éssea humana cultivadas na presenga de hidrocortisona, apresentavam uma
maior capacidade de formacao de colbnias eosinofilicas (Barr et al., 1987). Nos
experimentos do nosso grupo, o efeito potenciador foi detectavel apenas na
presenga de citocina exdégena, sugerindo que a dexametasona prepara a medula
O0ssea para uma resposta aumentada a citocinas liberadas sistémicamente (Gaspar
Elsas et al., 1997), ap6s a provocacao alérgica, em vez de substituir o estimulo

alérgico (Gaspar Elsas et al., 2000c).

Ao mesmo tempo, outros trabalhos mostram que os glicocorticbides sao
capazes de bloquear a produgcédo endoégena de prostandides (Newton et al., 1997;
Newton et al.,, 1998). Baseado nesta correlagao, foram conduzidos trabalhos de
forma a avaliar o efeito da PGE, sobre a resposta de progenitores e precursores
eosinofilicos ao GM-CSF e a IL-5, respectivamente. Por sua vez, a PGE,, inibe
eficientemente a resposta das células a IL-5 em cultura liquida de medula éssea de
todas as cepas de camundongos isogénicos analisados, levando a uma drastica
diminuicdo do numero de células pertencentes a linhagem eosinofilicas

(reconhecidas por serem positivas para a peroxidase do eosindéfilo (EPO+)) em
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relacdo aos controles cultivados somente com IL-5 (Gaspar Elsas et al., 2000a). A
presenca da PGE; nas culturas promovia a formagao de uma grande quantidade de
debris EPO+, presentes principalmente no interior de macréfagos, sugerindo que as
células pertencentes a linhagem eosinofilica teriam morrido em algum ponto apoés o
inicio da expressao deste marcador enzimatico, sugerindo que a PGE; poderia estar

induzindo a morte celular programada de forma linhagem-seletiva.

Nosso laboratério mostrou que a PGE, promove a apoptose de células EPO+
em cultura por mecanismos dependentes de NO. Interessantemente, a
dexametasona e os inibidores de NO sintase bloquearam os efeitos da PGE; sobre o
desenvolvimento eosinofilico. Por outro lado, a PGE, em associacdo com

dexametasona, promove a maturagéo dos eosinofilos em cultura (Jones et al., 2004).

As observagdes acima resumidas tém um grande potencial de aplicagéo
clinica, relativamente a: a) o entendimento da resisténcia aos corticosterdides, um
dos maiores problemas de controle de muitos pacientes asmaticos; b) o papel de
interagbes imunoenddcrinas e imunofarmacoldgicas na evolugdo de um paciente
rumo a sensibilizagdo alérgica e a manutencdo de uma eosinofilia tecidual (Gaspar
Elsas et al., 2000a).

Outro recente estudo do laboratério mostrou os efeitos da inibigao seletiva da
producao de prostanodides, por inibidores da ciclooxigenase, sobre a resposta a IL-5
em cultura de medula Ossea de camundongos normais de varias linhagens
isogénicas (Lintomen et al., 2002). Os resultados indicam que a indometacina e a
aspirina apresentam efeitos potenciadores da eosinopoiese em cultura de medula
O0ssea de camundongos normais, mas que seus efeitos sdo completamente abolidos

em animais sensibilizados.

Ao mesmo tempo, os mecanismos pelos quais estas drogas atuam na medula
O0ssea de camundongos naive nao foram avaliados. Uma possibilidade € que elas
estejam atuando indiretamente através da promocao da producgao de CisLT (Obase
et al., 2005).

No presente estudo, procuramos analisar se os CisLT influenciariam a
producdo de eosindfilos em cultura de medula éssea murina, como sugerido por
estudos anteriores da literatura (Braccioni et al., 2002), seja atuando diretamente,

seja como mediadores dos efeitos dos inibidores de ciclooxigenase.
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Hipotese — Os CisLTs, exdgeno ou enddgeno, modulariam positivamente a
eosinopoiese medular, o desenvolvimento e sobrevida de eosindfilos, e as agdes

seriam mediadas via CysLT¢R.

Desenho Experimental — No presente estudo para analisar os efeitos diretos
dos CisLT na eosinopoiese, utilizamos as seguintes estratégias: a) adicao de CisLT
nas culturas de medula Ossea; b) utilizagdo dos antagonistas do CysLTR,
montelukast e MK-571, e utilizagdo de animais deficientes no CysLT4R, para

bloquear os efeitos farmacoldgicos induzidos pelos CisLT.

Para avaliar os efeitos da indometacina e aspirina, utilizamos técnicas
semelhantes: a) adicao de indometacina e aspirina as culturas de medula 6ssea; b)
utilizacdo dos antagonistas do CysLT1R, montelukast e MK-571, e utilizacdo de
animais deficientes para o CysLT¢R, para bloquear os efeitos farmacoldgicos
induzidos pela indometacina e aspirina; c) pela utilizagdo do antagonista da FLAP,
MK-886, para bloquear os efeitos farmacoldgicos induzidos pela indometacina e

aspirina.

Para avaliar a relacédo entre efeitos dos CisLT e os da PGE,, utilizamos as
seguintes estratégias: a) adicdo de PGE; a culturas de medula 6ssea na presenca
de indometacina, aspirina e CisLT, avaliando quais os efeitos destes moduladores
sobre a acado da PGEy; b) utilizagdo dos antagonistas do CysLT1R, montelukast e
MK-571, e utilizacdo do inibidor da FLAP, MK-886, para bloquear os efeitos da

indometacina, aspirina e CisLT sobre a resposta a PGE-.
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2. Ojotivos

2.1 — Objetivo Geral

Avaliar o papel dos CisLTs no desenvolvimento e sobrevida de eosindfilos em

cultura de medula 6éssea murina.
2.2 — Objetivos Especificos

2.2.1 — Avaliar os efeitos dos CisLTs exdgenos sobre o desenvolvimento e

sobrevida dos eosindfilos em cultura.

2.2.2 — Analisar a contribuicdo dos CisLTs enddégenos para os efeitos dos

inibidores da ciclooxigenase sobre a produgao de eosindfilos em cultura.
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3.1 — Reagentes Utilizados

3.1.1 — Meios de Cultura e Suplementos

Fabricante HyClone (Logan, Utah, USA): meio RPMI 1640 (Cat. N°
SH30011.01) e Soro Fetal Bovino (US Standard Fetal Bovine Serum, FCS Cat. N°
SH30088.03); Fabricante Sigma® (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO, USA):
Penicilina G Potassica 100 U/mL (Ref. N°: PEN-B), Estreptomicina 100ug/mL (Ref.
N°: S 9137).

3.1.2 — Citocinas Recombinantes, Quimiocinas e Drogas

Fabricante Pharmingen (San Diego, CA, USA): Interleucina-5 murina (rmlL-
5 - Ref. N° 554581). Fabricante Sigma® (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO,
USA): Aspirina (Acetylsalicylicsalic Acid Ref. N°: A-5376), Indometacina (Ref. N°: I-
7378), PGE, (PGE, - Ref. N°: P-5640). Fabricante CALBIOCHEM® (Merck KgaA
affiliated, Darmstadt, Germany): MK-886 (Ref.: Cat# 475889), MK-571 (Ref.: Cat#
475874). Fabricante Cayman Chemicals (Ann Arbor, Michigan, USA): Montelukast
(Ref. N°: 10008318), Leucotrieno C4 (Ref. N°: 20210), Leucotrieno Ds (Ref. N°:
20310), Leucotrieno E4 (Ref. N°: 20410), 15(R)-Prostaglandin D, (15(R)-PGD; - Ref.
N°: 10118).

A solucao estoque de citocina IL-5 e dos farmacos de MK571, MK886 e
Montelukast foram preparadas em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de Soro
Fetal Bovino (RPMI 10%FCS), aliquotados e armazenado a temperatura de —20°C.
Antes do armazenado a —20°C, as solugdes de MK571, MK886 e Montelukast foram
filtradas em filtro de 0,22um (MILLEX®-GV 0,22y Filter Unit, fabricante MILLIPORE,
Carrigtwohill, Co. Cork, Ireland). Apés descongelamento, as aliquotas foram diluidas
para concentragao de uso com RPMI 10% FCS. As drogas indometacina e aspirina
foram pesadas, dissolvidas em etanol (Alcool Etilico P.A. — Ref.: Céd. 107 —
Fabricante: VETEC QUIMICA FINA LTDA., Duque de Caxias, RJ, Brasil) e agua
destilada, respectivamente. As solugdes foram filtradas em filtro de 0,22u. As

aliquotas nas concentracdes de uso foram preparadas diluindo-se estas solucdes
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iniciais com meio RPMI 10% FCS. As prostaglandinas PGE, e 15(R)-PGD, e os
leucotrienos LTCy4, LTD4, LTE4, foram armazenadas em etanol a —20°C. As aliquotas
a serem utilizadas foram diluidas para concentracdo de uso com RPMI 10%FCS.
Durante a manipulagdo, todas as aliquotas foram conservadas em gelo. A
concentracido ideal das citocinas e dos farmacos foram definidas em trabalhos
anteriores do laboratério (Gaspar Elsas et al., 1997, Lintomen et al., 2004, Jones et
al., 2004 ).

3.2 — Cepas de Animais Utilizados

Neste estudo foram utilizados camundongos isogénicos machos e fémeas
das cepas BALB/c e C57BI/6, com idade entre 8 e 10 semanas, fornecidos pelo
laboratério dos Profs. Bing K. Lam e Yoshihide Kanaoka, Department of Medicine,
Division of Rheumatology, Immunology and Allergy, Brigham and Women’s Hospital,
Harvard Medical School, Boston, Estados Unidos. Células de camundongos
CysLT1R(-/-), animais deficientes que ndo produzem o receptor de leucotrieno do
tipo 1 (Maekawa A et al., 2002), com idade entre 8 e 10 semanas foram igualmente
cedidos pelo laboratério dos Profs. Bing K. Lam e Yoshihide Kanaoka. Como
controle genético para os camundongos CysLT1R(-/-), utilizou-se animais BALB/c e
C57BI/6, visto que o mesmo foi produzido para as duas cepas. Os experimentos
realizados com estes animais foram iniciados pelo Prof. Pedro Paulo Elsas,

trabalhando em Boston, e as amostras obtidas foram analisadas por mim, no Brasil.

Os experimentos realizados no nosso laboratério, no Instituto Fernandes
Figueira-FIOCRUZ, foram utilizados camundongos isogénicos machos e fémeas da
cepa BALBI/c, entre 8 e 10 semanas de idade, foram fornecidos pelo Biotério Central
da FIOCRUZ (CECAL), Rio de Janeiro.

O presente projeto encontra-se inserido no projeto intitulado "Eosinofilia na
Asma Experimental", anteriormente encaminhado para Comiss&o de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Fiocruz, sob o protocolo N° P0107-02. Os experimentos foram
desenvolvidos de acordo com os "Principios para a Pesquisa Envolvendo o Uso de
Animais" aprovados pela CEUA-FIOCRUZ.
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3.3 — Metodologia

3.3.1 — Obtenc&o de Células de Medula Ossea

Camundongos foram eutanasiados com injecéo letal por via intraperitonial
de Tribromoetanol 400 mg/kg (Sigma® Ref. N°: T48402). Os dois fémures foram
retirados sob condigdes assépticas, e foram acondicionados com meio RPMI 1%
FCS. Posteriormente, a cavidade 6ssea de cada fémur foi lavada com o mesmo
meio, usando-se seringa e agulha 22G. A suspenséao foi homogeneizada e realizada
contagem de células pelo método de Turk’'s em Hemocitdbmetro. Em seguida foi
retirada uma pequena amostra de células e realizada a citocentrifugacao a 30g e as
laminas formadas foram fixadas as laminas em 10% de Formaldeido diluido em
solugdo de PBS (10%Formol/PBS). para contagem diferencial de células apos
coloracao para peroxidase resistente ao cianeto (Ten et al., 1989). As células fixadas
sdo coradas pela técnica da peroxidase resistente ao cianeto (Ten et al., 1989) e
contracoradas com hemaoxilina de Harri's permitindo, através de contagem

diferencial, analisar a porcentagem de eosindfilos.
3.3.2 — Cultura Liquida de Precursores da Medula Ossea

A cultura liquida foi estabelecida ressuspendendo células (obtidas como
descrito no item 3.3.1) em meio RPMI 10% FCS. 10%células/mL foram plaqueadas
em placas de 24 pocos (Nunclon A Surface - Cat. N% 142475 - NUNC™ Brand
Products), na presenca de IL-5 a 1ng/mL. Nos pogos foram adicionadas drogas,
farmacos e mediadores lipidicos, que eram objetos de estudo, em diferentes
concentragbes, separados ou em conjunto e todos os pontos foram feitos em
duplicata. A cultura foi incubada a 37° C, por 5 ou 7 dias, em estufa umida, com
atmosfera de 5% de CO,. Apds o tempo de incubacdo, as células no pogo sao
ressupendidas com pipeta e uma pequena amostra da suspensao celular formada é
obtida e contada em hemocitdmetro e, através deste procedimento, calculamos o
numero de células totais no pogo. A mesma suspensao foi citocentrifugada a 30g e
as laminas formadas foram fixadas as laminas em (10%Formol/PBS). As células
fixadas sé&o coradas pela técnica da peroxidase resistente ao cianeto (Ten et al.,
1989) e contracoradas com hemaoxilina de Harri's permitindo, através de contagem
diferencial, analisar a porcentagem de eosindfilos. A obtencdo do numero absoluto

de eosindfilos na cultura, correlacionamos a porcentagem de eosinofilos com o
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numero células totais obtida de cada cultura ((n° células totais X % células
EPO+)/100).

3.4 —Técnicas de Contagem, Fixacao e Coloracéo

3.4.1 — Contagem de Células Totais

As células em suspensao foram diluidas em solugao corante de Turk’s na
proporgcao 1:10 (células para cultura provenientes da medula 6ssea) ou 1:2 (células
provenientes da suspensao celular apos 5 ou 7 dias de cultura), e as células totais

foram contadas em Hemocitdmetro (Camara de Neubauer).

3.4.2 — Citocentrifugagdo e Coloragdo para Peroxidase Resistente ao

Cianeto

A suspenséo celular foi citocentrifugada a 30g por 6 min, em citocentrifuga
modelo Cytospin 3 (Cat. N% 74000102 - Shandon - England). As células na lamina
foram entdo fixadas em Formol 10% em PBS por 10 minutos. As laminas fixadas
foram avaliadas utilizando o método desenvolvido por Ten e colaboradores (Ten et
al., 1989). Para coloragdo usamos o kit de sistema de coloracdo com DAB (Liquid
DAB+ Substrate Chromogen System Ref. N°: K3468 — Fabricante DakoCytomation
Via Real Carpinteria, CA, USA). Para cada 1 mL de solugdo cromodgena,
adicionamos 10uL de cianeto de potassio 600 mM em tampao fosfato (pois a
peroxidase do eosinoéfilo de camundongo é a unica resistente a adigdo de cianeto ao
sistema) e 10uL de H,0O, 30%. As células foram incubadas com esta solugao final
por 5 minutos em camara umida, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Em
seguida as laminas foram lavadas com PBS e contra-coradas com solugao corante
hematoxilina por 10 minutos. Os eosindfilos corados por esta técnica aparecem
como ceélulas marcadas com um precipitado marrom nos seus granulos
citoplasmaticos e um nucleo corado em roxo pela hematoxilina enquanto as demais
células (mesmo que possuam peroxidase) aparecem coradas apenas de roxo, pois
suas peroxidases sao inativadas pelo cianeto, permitindo assim a facil diferenciacéo

entre os eosinofilos e as demais células.
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3.4.3 — Corantes

Turk’s: A solugao Turk’s foi preparada com 2mL de acido acético glacial
adicionado de 1mL de cristal violeta 1% em metanol e completada com agua

deionizada ou destilada até o volume final de 100mL.

Hematoxilina de Harry’s: A solugdo corante foi preparada pesando 5g de
cristais de hamatoxilina e 100g de alumen de potassio, dissolvida, sob calor, em uma
solucdo preparada com 50mL de alcool absoluto, 2,5mL de acido de mercurio, em

agua destilada suficiente para 1L.

3.5 — Anédlise Estatistica

Todos os dados obtidos foram submetidos a analise fatorial da variancia,
acompanhada do teste de Tukey. P < 0,05 foi considerado significativo. Para
comparagao de resultados com apenas dois grupos, foi utilizado o teste t ndo
pareado, com variancias reunidas. Todas as analises foram realizadas utilizando o

programa Systat (Systat 5.04 for windows — Systat, Inc. Everston, IL, USA).
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4. Resultodos

4.1 — Efeito dos Inibidores da Ciclooxigenase e dos Cisteinil-

Leucotrienos em Cultura de Medula Ossea.

Trabalhos anteriores do laboratério mostraram que a indometacina e a
aspirina, potenciavam a resposta de progenitores e precursores eosinofilicos em
cultura de medula éssea de animais BALB/c naive (Lintomen et al, 2002). Como a
literatura indica que os CisLTs potenciam a formacao de colbnias eosinofilicas de
medula 6éssea humana (Braccioni et al., 2002), e como existe a hipotese de que os
efeitos dos inibidores de COX podem ser, em condi¢des especificas, mediados por
CisLTs (Obase et al., 2005; Szczecklik, 1990), procuramos comparar os efeitos

dessas duas classes de agentes em cultura liquida de medula 6ssea murina.

A Figura 4.1.A mostra uma curva dose-resposta da agdo da indometacina e
aspirina sobre os precursores eosinofilicos na presenga de IL-5 a 1ng/mL em cultura
liguida de medula éssea de camundongos BALB/c. Observamos que ambos os
inibidores apresentam um efeito dose-dependente; nas doses eficazes aumentam o
nimero absoluto de eosindfilos presentes na cultura (Indometacina 10°'M - P<

0,001; Aspirina 10°M - P= 0,007 em relagdo ao controle com IL-5).

Na Figura 4.1.B, analisamos os efeitos dos trés CisLT (LTD4, LTC4, LTE4). Os
trés CisLTs potencializaram fortemente a resposta a IL-5 (LTD4 — P=0,036; LTC4 —
P=0,006; LTE4 — P=0,001), ndo sendo observadas diferengas de atividade entre os

trés CisLT em cultura, nas concentragdes testadas.

O efeito dos CisLTs em cultura é dependente de IL-5, visto que culturas
estabelecidas com LTD4 na auséncia de IL-5 n&do potencia a eosinopoiese (em
relacdo ao grupo LTD4+IL-5 P<0,001).

A Figura 4.1.C mostra uma curva dose-resposta da agdo do LTD4, nas mesmas
condigbes que na Figura 4.1.A. Observamos que o LTD, apresenta um efeito

potenciador comparavel ao dos inibidores da COX nas concentragdes de 10° e 10
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M (P<0,01 para ambas as doses em relagdo ao controle IL-5), de forma compativel
com as afinidades esperadas para a interagéo do LTD4 com o CysLT4R (Kanaoka Y,
2004).

A Figura 4.1.D apresenta a relagdo da IL-5 na acdo do LTD4. O LTD4 é
funcional na presenca de IL-5, mas na auséncia da IL-5, observa-se a diminuicdo do
numero de células EPO+ ao nivel mais baixo que o basal com IL-5, mostrando que a
IL-5 € necessaria para a agado dos CisLTs (P< 0,001 em relagdo aos controles

somente com IL-5 e IL-5+LTD,).

A Figura 4.1.E, apresenta o efeito do LTD4, da indometacina e da aspirina
sobre a eosinopoiese em cultura de medula éssea de camundongos C57BI/6 naives.
Observamos que, o LTD4, a indometacina e a aspirina, potenciam a eosinopoiese
nesta cepa de maneira comparavel a observada com BALB/c (LTD4 10®M - P= 0,014
Indometacina 10'M — P= 0,009; Aspirina 10®M - P= 0,007 em relacdo ao controle

com IL-5 apenas).

43



Dissertacdo de Mestrado — Tulio Queto

B
A 40 + 40 ¢ * * *
=t
— o
o * xR
= +
+ 0
4 &
20 + Y 204
") o
i} =
] 0
o o
o )
< e
= 0- A1 408 an7 an10 4n® an8 = o-
IL-5 10" 10° 107 10" 10° 10 IL-§ LTDs LTCs LTE4
Indo Asp 107" Molar
Molar
C D 20y * *
30 -+ ﬂ""
o, * * o
< S #
: :
+ -
8 20 &
w u)10 T
" l = -
o 2
% 10 + 3
O o
J o
3 %
2 - 0
IL-5 102 10 10° 108 IL-6§ IL-5 LTD4
+LTDs 10°m
LTD,4 (Molar
4( ) 10.3M
E
80 1 % * *

N° de Células EPO+ (x104}
-3
)

[=]
L

IL-5 10°2107"° 10 107" 10° 107 10" 10° 108
LTD4 Indo Asp
Molar

Figura 4.1 — Efeito dos Inibidores da Cicloxigenase e dos Cisteinil-Leucotrienos sobre
a modulacéo da Eosinopoiese em cultura liquida de medula 6ssea. - Os resultados séo
apresentados como o namero absoluto (média+EPM) de eosindéfilos em cultura liquida de
medula 6éssea de camundongos BALB/c (Paineis A, B, C, D) e C57/BI6 (Painel E) naive na
presenca de IL-5 a 1ng/mL por 7 dias. Painel A, efeito da indometacina (Indo) e aspirina
(Asp) nas concentragfes indicadas. Painel B, efeito dos cisteinil-leucotrienos (LTC,4, LTDy,
LTE,). Painel C, curva dose-resposta de LTD,. Painel D, a importancia da IL-5 para a¢éo do
LTD,. Painel E, efeito da Asp, Indo e LTD,4 nas concentracdes indicadas em camundongos
da CEPA C57/BIl6. Os dados foram obtidos com n entre 3 a 5. * indica diferencga significativa
(P<0.05) em relacdo ao respectivo controle com IL-5.
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4.2 — Andlise dos efeitos do agonista 15R-PGD, sobre a cultura de

medula 6ssea.

A indometacina foi recentemente descrita como um agonista especifico do
CRTh2, receptor de PDG, envolvido na resposta quimiotatica de eosindfilos,
basdfilos, linfécitos e neutréfilos (Hirai et al., 2002). O mesmo trabalho mostra que o
tratamento com anti-CRTh2 inibe a migracao destes tipos celulares. O mesmo efeito
nao foi observado com aspirina e outras NSAIDs, sendo o efeito especifico para
indometacina. Portanto, torna-se importante avaliar se os efeitos da indometacina

sobre a eosinopoiese da medula 6ssea envolviam receptores de PGD..

Para testar esta hipotese, utilizamos o 15R-PGD2, um agonista dos
receptores de PGD; (tanto os receptores DPs quanto o CRTh, - Monneret et al.,
2003). A Figura 4.2 mostra que o 15R-PGD; n&o aumenta a producéo de eosindfilos
em cultura de medula dssea. Isto nos permite excluir o envolvimento dos receptores

de PGD; nas ac¢des da indometacina em nossas condi¢gées experimentais.
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Figura 4.2 — Incapacidade do agonista 15R-PGD, em estimular a eosinopoiese em
cultura de medula Ossea. Os resultados sdo apresentados em numero absoluto
(média+EPM) obtidos como descritos na Figura 4.1. O grafico apresenta o efeito do
15(R)PGD, (analogo da PGD,) sobre a eosinopoiese na medula 6ssea has concentracdes
de 107 a 10"°M (15R). Os dados foram obtidos com n 3.
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4.3 — Andlise dos efeitos do bloqueio da FLAP e do CisLT1R sobre a
resposta ao LTD,4, a Indometacina e a Aspirina em cultura de

medula 6ssea.

Procuramos em seguida avaliar se a produgdo enddégena de CisLT poderia
contribuir para os efeitos da indometacina e da aspirina sobre a eosinopoiese. Para
isso utilizamos o inibidor da FLAP, MK886 e os antagonistas do CisLTR,
montelukast e MK571.

A Figura 4.3.A mostra que o MK886 é capaz de bloquear completamente os
efeitos da indometacina (P< 0,001) e da aspirina (P= 0,010) sobre a eosinopoiese
em cultura de medula 6ssea. Em contraste, o MK886 nao teve efeito na auséncia de
indometacina (em relagéo aos controles: IL-5 - P=1,000; IL-5 + MK886 - P= 0,999) e
aspirina (em relagdo aos controles: IL-5 - P= 0,997; IL-5 + MK886 - P= 0,976) . O
MK886, como esperado, nao interfere com a acdo do LTD4 (em relagcdo aos
controles: IL-5 - P=0,026; IL-5 + MK886 - P= 0,012; IL-5 + LTD4 - P= 1,000)

A Figura 4.3.B mostra que a adi¢do do MK571 é capaz de bloquear os efeitos
da indometacina (em relagdo aos controles: IL-5 - P= 0,998; IL-5 + MK571 - P=
0,816; IL-5 + Indo - P= 0,030) e do LTD4 (em relagao aos controles: IL-5 - P=0,974;
IL-5 + MK571 - P= 0,873; IL-5 + LTD4 - P< 0,001) sobre a eosinopoiese em cultura

de medula éssea.

A Figura 4.3.C mostra que o Montelukast, igualmente ao observado com
MK571, blogueia completamente os efeitos induzidos pela indometacina (em relagao
aos controles: IL-5 - P= 0,594; IL-5 + montelukast - P= 0,391; IL-5 + Indo - P=
0,014), pelo LTD4 (em relacdo aos controles: IL-5 - P= 0,266; IL-5 + Montelukast -
P= 0,374; IL-5 + LTD4 - P< 0,001) e pela aspirina (em relagao aos controles: IL-5 -
P=0,999; IL-5 + Montelukast - P= 1,000; IL-5 + Asp - P=0,010).

A adicao dos trés bloqueadores néo teve efeito na auséncia dos moduladores.
A concordancia de efeitos entre o inibidor da FLAP e os antagonistas do CisLT4R
sugere que os efeitos da indometacina e da aspirina sdo mediados pela produgéo

endégena de CisLT, por uma via dependente tanto da FLAP como do CisLT/R .
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Figura 4.3 — Bloqueio dos efeitos da indometacina e da aspirina sobre a eosinopoiese
em cultura de medula 6ssea pelo MK886, MK571 e montelukast. Os resultados sao
apresentados em numero absoluto (média+EPM) de eosinéfilos de camundongos da cepa
BALB/c, como descritos para a Figura 4.1. Efeitos do bloqueador da FLAP, MK886 (Painel
A), e dos inibidores competitivos do CisLT;R, MK571 (Painel B) e Montelukast (Painel C)
sobre a acéo do LTD,4, indometacina (Indo) e aspirina (Asp). Os dados foram obtidos com n
entre 3 a 6. * indica diferenca significativa (P<0.05) em relacdo ao respectivo controle com IL-
5. # indica diferenca significativa (P<0.05) em relacdo ao controle isento de inibidor.

48



Dissertagdo de Mestrado — Tulio Queto

4.4 — Andlise da resposta da medula 6ssea de animais deficientes

para CysLT,R.

Tendo obtido evidencia farmacoldgica de um envolvimento dos CisLT na agéao
da indometacina e da aspirina, procuramos em seguida confirmar estas observagdes
utilizando camundongos CysLT R(-/-), que sao deficientes para o receptor de CisLT

do tipo 1.

A Figura 4.4.A (controle genético BALB/c) e 4.4.B (controle genético C57BL/6)
apresentam a resposta dos animais deficientes para CysLT{R. Os resultados
mostram que animais deficientes para CysLT{R ndo respondem a estimulagdo por
nenhum dos trés agentes, em nenhum dos dois grupos genéticos apresentados,

como esperado a partir das nossas observagdes com MK571 e montelukast.
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Figura 4.4 — Comparacao dos efeitos do LTD4, da indometacina e da aspirina sobre a

eosinopoiese em cultura de medula 6ssea de camundongos normais e deficientes ao
CysLT;R. Os resultados s&@o apresentados em numero absoluto (média+EPM) obtidos
como descritos na Figura 4.1. Efeito do LTD,, indometacina e aspirina em animais
CysLT;R(-/-) e wild tipe BALB/c (Painel A) e C57BL/6 (Painel B). * indicam diferengas
significativas (P<0.05) em relagédo aos respectivos controles com IL-5. # indica diferenca
significativa (P<0.05) em relacdo ao Wild Tipe. Os dados foram obtidos com n 3.
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4.5 — Interferéncia dos CisLT e dos inibidores da ciclooxigenase

com a acado da PGE; em cultura de medula 6ssea.

A PGE; induz apoptose em eosindfilos produzidos em cultura de medula
o0ssea (Jones et al., 2004). Em contraste, tanto os CisLT quanto os inibidores da
ciclooxigenase, elevam o numero de células EPO+. Em consequéncia, procuramos
verificar se LTD,4, indometacina e aspirina eram capazes de antagonizar os efeitos

da PGE, em cultura.

Primeiramente, realizamos experimentos associando LTD, com varias
concentragbes de PGE,, avaliando tanto o 5° (Figura 4.5.A) quanto o 7° (Figura
4.5.B) dia de cultura liquida, tendo em vista a possibilidade de que a interacao

desses agentes modificasse as relagdes dose-resposta ou a cinética de efeitos.

Observamos que, ja no dia 5 de cultura, a PGE; induziu a apoptose de
eosindfilos nas concentracdes de 10° (P=0,004) e 107M (P=0,009) mas ndo 10°M.
O LTD4 na concentragdo de 10®M bloqueou o efeito da PGE, (em relagdo aos
controles: PGE, 10°M -P<0,001; PGE; 10"M - P=0,002). No dia 7 a PGE; teve
efeito nas concentragdes de 10° (P=0,043) e 10"M (P=0,022). O LTD, bloqueou sua
agao nas duas concentragbes (em relagdo aos controles: PGE; 10°M - P=0,002;
PGE, 10"M - P=0,002). O bloqueio pelo LTD4 ndo se limitou a conduzir a resposta
ao niveis basais observado com IL-5, mantendo-a num patamar semelhante ao
observado com LTD4 que foi significativamente diferente dos controles IL-5 tanto no
dia 5 (PGE, 10°M - P=0,006; PGE, 10"M - P=0,032) como no dia 7 (PGE, 10°M -
P=0,031; PGE, 10"M - P=0,021).
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Figura 4.5 — Efeito protetor do LTD,4 contra a PGE, sobre a eosinopoiese em cultura
de medula 6ssea. Os resultados sdo apresentados em numero absoluto (média+EPM) de
eosindfilos de camundongos da cepa BALB/c em cultura liquida de medula éssea, de 5 dias
(Painel A) e 7 dias (Painel B) de duracao, avaliado como descrito na Figura 4.1. * indicam
diferencas significativas (P<0.05) em relagdo ao controle com IL-5. # indicam diferengas
significativas (P<0.05) em relagdo ao controle com PGE; e IL-5 apenas. Os dados foram
obtidos com n entre 3 a 4.
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Em seguida, avaliamos se os inibidores da COX reproduziriam os efeitos do
LTD4. A Figura 4.6.A mostra que tanto a indometacina (P<0,001) como a aspirina
(P=0,001) foram capazes de reverter a agao da PGE;. Esse bloqueio pela
indometacina e aspirina ndo se limitou a conduzir a resposta aos niveis basais
observado com IL-5, mantendo-os num patamar semelhante ao observado
indometacina ou aspirina, que foi significativamente diferente dos controles IL-5

(P=0,002 para ambos os inibidores).

A Figura 4.6.B apresenta fotomicrografias para avaliagdo da morfologia das
das culturas cujos resultados sao apresentados na Figura 4.6.A. Pode-se observar
que a indometacina e a aspirina elevam a relacao de células EPO+ contra numero
de células totais, tanto na auséncia quanto na presenca de PGE;, e diminuem a

frequéncia de achados sugestivos de apoptose nas culturas com PGE:.
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Figura 4.6 — Bloqueio da acdo da PGE, pela Indometacina e pela Aspirina. Painel A,
resultados apresentados em numero absoluto (média+tEPM) de eosindfilos de
camundongos da cepa BALB/c obtidos como descritos na Figura 4.1. * indicam diferencas
significativas (P<0.05) em relacdo ao controle indicado em cada caso. Painel B, aspectos

representativos de culturas correspondentes aos grupos apresentados no Painel A
(aumento de 1000X, em imerséao). Os dados foram obtidos com n entre 3 a 4.
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Em seguida, procuramos avaliar se a protecdo contra a apoptose induzida
pela PGE; observada na presenca de LTD4, indometacina e aspirina a cultura, era
dependente de FLAP e de CysLT4R, ou seja, resultante da producédo endoégena de

CisLT associada ao bloqueio da COX.

Na Figura 4.7.A observamos que a adicdo de montelukast a uma cultura com
IL-5 associada a PGE;, nao afeta a acdo da prostaglandina (em relagao a: IL-5,
P=0,001; IL-5+PGE,, 10"M, P=0,991; IL-5+Montelukast 10’M P=0,012). Da mesma
forma, o bloqueio da FLAP pela adicao de MK886 também n&o interferiu na resposta
a PGE, em cultura (em relacdo a: IL-5 P=0,001; PGE, 10”"M =0,999; MK886 10°M
P=0,001). Isto significa que estes inibidores ndo tém efeito por si sés, na auséncia

de moduladores, nem sobre os efeitos da PGEo..

Por outro lado, o numero de células EPO+ foi significativamente aumentado
na presenca de IL-5 associada ao LTD, 10®M (Figura 4.7.B), indometacina 10"M
(Figura 4.7.C), e aspirina 10®M (Figura 4.7.D), em relagdo ao controle contendo
apenas IL-5 (P<0.001 para todos os casos). Por outro lado, protecdo contra os
efeitos da PGE, foi observada na presenca de LTD,4, indometacina e aspirina
(Figura 4.7B, 4.7C e 4.7D, respectivamente) em relagao aos controles contendo IL-5
associado & PGE;, 10”'M (P<0,001 para todos os casos). A eficiéncia do bloqueio
das agdes destes moduladores pelo montelukast foi confirmada, pois o montelukast
10”M adicionado a cultura inibiu a resposta ao LTD,, a aspirina e & indometacina,
associados a IL-5 (mas na auséncia de PGE;), reconduzindo as respostas ao nivel
basal (em relagdo aos controles: IL-5, P>0,500 para todos os casos; |IL-5+LTDy,
P=0,041; IL-5+indometacina, P<0,001; IL-5+aspirina, P=0,001). Finalmente, quando
as culturas sdo expostas a IL-5 associada tanto a PGE2 quanto ao LTDy,
indometacina ou aspirina, o bloqueio dos efeitos da prostaglandina por cada um
destes moduladores pode ser revertido pela adicdo ao sistema de montelukast (em
relacdo aos controles: IL-5 apenas, P<0,018 para todos os casos; IL-5+PGE;,

P>0,900 para todos os casos; IL-5+PGE;+modulador, P<0,001 para todos os casos).

A eficiéncia do bloqueio das acdes destes moduladores pelo MK886 foi
confirmada, pois o MK886 10°®M adicionado a cultura inibiu a resposta a aspirina e a
indometacina, associados a IL-5 (mas na auséncia de PGE;), reconduzindo as
respostas ao nivel basal, mas nao inibiu a resposta ao LTD4 nas mesmas condi¢des

(em relagdo aos controles: IL-5, P>0,980 para indometacina e aspirina, P<0,001
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para LTD4; IL-5+LTD4, P=0,123; IL-5+indometacina ou aspirina, P<0,001).
Finalmente, quando as culturas foram expostas a IL-5 associada tanto a PGE;
quanto a indometacina ou a aspirina, o bloqueio dos efeitos da prostaglandina por
cada um destes moduladores pode ser revertido pela adicdo ao sistema de MK886,
mas nao pode ser revertida na presenca de LTD,4 (em relagdo aos controles: IL-5
apenas, P<0,022 - IL-5+PGE;, P>1,000 - IL-5+PGE,+modulador, P<0,001 para IL-
5+PGE,+MK886+indometacina ou aspirina; IL-5 apenas, P=0,004; IL-5+PGE;,
P<0,001; IL-5+PGE,+modulador, P=0,984 para IL-5+PGE+MK886+LTDy,).
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Figura 4.7 — Recuperacdo da acdo da PGE, sobre a eosinopoiese em cultura de
medula 6ssea de camundongos normais pelo bloqueio da FLAP e do CisLT;R. Os
resultados s&o apresentados em numero absoluto (média+tEPM) de eosindfilos de
camundongos da cepa BALB/c obtidos como descrito na Figura 4.1. O Painel A corresponde
a andlise de experimentos apenas com IL-5; o Painel B, LTD,4, o Painel C, indometacina
(Indo); o Painel D, aspirina (Asp); em todos os casos, associados ou ndo com: PGE,,
Montelukast, MK886 nas concentracdes indicadas. * indicam diferencas significativas
(P<0.05) entre os grupos indicados. Os dados foram obtidos com n entre 4 a 7.
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J. @Wd@'@

Os dados relatados neste trabalho apontam para duas vias através das quais
sinais externos sdo traduzidos em respostas celulares opostas — por um lado a
apoptose (descrito em Jones et al., 2004), por outro lado aumento da sobrevida e
diferenciagdo — no curso do desenvolvimento de eosindéfilos murinos em cultura de
medula 6ssea estimulada pela IL-5. A PGE,; induz apoptose através de uma nova
via, envolvendo a inducao de producao de NO pela isoforma indutivel da sintase de
NO (iNOS), seguida de ativagdo do receptor de morte CD95 pelo seu ligante (Jones
et al., 2004). Contudo, a maioria das drogas e citocinas estudadas até hoje neste
sistema levam ao aumento da producdo de eosindfilos. Seus mecanismos de
transducdo de sinal sdo ainda desconhecidos. No caso da dexametasona, o
aumento da producdo de eosindfilos € acompanhado de aquisigao de resisténcia as
agdes pro-apoptoticas da PGE,, o que poderia ser devido a regulagdo negativa da
expressao da iNOS (Jones et al. 2004). Até o presente estudo, no entanto, ndo havia
nenhum mecanismo definido para os efeitos potenciadores da indometacina e da
aspirina. O nosso trabalho faz parte de um esforgo para definir as relagdes entre: a)
as vias de sinalizagdo envolvendo o aumento na produgédo de eosindfilos; e b) os

mecanismos que se opdem a atuacao da PGE,.

Os efeitos potenciadores dos CisLTs e das NSAIDs oferecem uma ferramenta

experimental impar para abordar estas questdes.

Os resultados obtidos, em conjunto, sugerem que os efeitos da indometacina
e da aspirina poderiam ser mais facilmente explicados por um mecanismo
dependente de CisLTs do que pela sua conhecida capacidade de interferir com a

producao de PGE; e de outros prostandides.

Discustiremos estes mecanismos avaliando o papel do CisLT e CysLT+{R na
producdo de eosindfilos, a relacdo entre as vias da COX e da 5-LO na resposta a
indometacina e aspirina, 0 que os resultados implicam para a regulagao reciproca

destas duas vias e as implicagdes dos resultados para outros sistemas.

a) Modulacgéo positiva da eosinopoiese pelos CisLT. N6s observamos que os
CisLT, independentemente de sua natureza ou afinidade pelo receptor de CisLT,
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modulam positivamente a eosinopoiese na medula 6ssea de camundongo, de forma
consistente com a sua capacidade de potencializar a formacdo de colbnias

eosinofilicas a partir da medula 6ssea humana.

O efeito dos CisLT na medula éssea é estritamente dependente da presenca
de IL-5, mostrando que eles modulam a resposta a esta citocina, mas néao
substituem o estimulo que ela prové. E importante lembrar que outros estudos
afirmam que a expressao de CysLT1R em eosindfilos € regulada pela IL-5 (Thivierge
et al., 2000).

Nossos resultados permitem igualmente definir quais, dentre os tipos
conhecidos de receptor para CisLT, sdo necessarios para estes efeitos modulatérios.
O bloqueio dos efeitos dos CisLT por MK-571 e Montelukast confirma que as acdes
dos CisLT ocorrem diretamente através de CysLT4R, visto que estes dois
antagonistas sado seletivos para CysLTi{R. Nesse caso, nossos dados s&o
igualmente coerentes com os ja apresentados na literatura, onde células
progenitoras CD34+ da medula éssea apresentam exclusivamente CysLT1R na
membrana. O efeito foi observado numa faixa de concentragdes compativel com a
afinidade conhecida dos receptores de CisLT (Back, 2002), o que reforga a idéia do

envolvimento destes.

A hipotese do envolvimento dos CysLT{R nas respostas observadas é
reforcada pelos resultados obtidos com animais deficientes em CysLTR, que se
mostraram incapazes de responder ao LTD4 em cultura de medula 6ssea. Assim, os
dados de inibicao farmacoldgica, a relagao dose-resposta, o padrao de expressao do
receptor CysLT¢R e os resultados com animais geneticamente modificados apontam,

de forma coerente, para o envolvimento deste subtipo de receptor.

Um aspecto importante do nosso estudo diz respeito a capacidade dos CisLT
antagonizarem as ag¢des da PGE; exdégena no sistema (Jones et al., 2004). A PGE,
promove uma drastica queda no numero de células EPO+ recuperadas da cultura
(Gaspar Elsas et al., 2000a), ao induzir apoptose. Por outro lado, os CisLT sao
capazes de proteger eosindfilos em desenvolvimento da apoptose induzida por
PGE.. Isto significa que os CisLTs ddo um sinal de sobrevida que se sobrepde a
sinalizacdo pro-apoptoética iniciada pela PGE,, ou, alternativamente, que eles
impedem a sinalizagao iniciada pela PGE; de dar inicio ao processo de apoptose.

No presente estudo, n&o foi possivel distinguir entre estas hipoteses, o que poderia
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ser feito, por exemplo, analisando os efeitos dos CisLT sobre a expressao de iNOS
nas células em cultura, ou sobre a expressdao de CD95 e CD95L. Mesmo assim, o
experimento foi muito importante, visto que forneceu os controles indispensaveis
para interpretar experimentos semelhantes utilizando os inibidores da COX para

bloquear os efeitos da PGE; exdgena.

Cabe lembrar que o uso dos antagonistas do receptor CysLT1R no contexto
destes experimentos de interacado entre LTDs e PGE, forneceu evidéncia de que,
também neste contexto, os receptores CysLT1R eram essenciais. Isto confirma uma
suposi¢cao importante, ou seja, que a presenga de PGE; na cultura ndo modifica o

padrao celular de resposta aos CisLT.

b) Modulagao positiva da eosinopoiese pelas drogas inibidoras de COX. O
bloqueio dos efeitos da indometacina e da aspirina sobre a eosinopoiese pelo MK-
886 sugere que a modulagdo positiva da eosinopoiese pelas NSAIDs deve-se
provavelmente a inibicdo da COX e consequiente desvio do substrato da via da COX

para a da 5-LO.

E importante notar que o MK886, na auséncia de inibidores da COX, ndo teve
efeito no sistema. Isto significa que uma producgao detectavel de produtos da 5-LO
com atividade no sistema nao ocorre na auséncia de bloqueio da COX. Com o
bloqueio da COX, no entanto, ocorre produgao de CisLT, como demonstrado pelos

experimentos de bloqueio farmacoldgico e genético.

Como esperado, o MK-886 néao foi eficiente em bloquear os efeitos do LTD,
exdgeno, visto que o CisLT € no caso um produto final da via que foi bloqueada,
legitimando a hipotese de que o efeito celular observado ocorra pelos passos

descritos acima.

Por outro lado, os resultados indicam que o mecanismo de acdo da
indometacina e da aspirina no sistema ndo envolve os receptores de PGD,, do
subtipo CRTh2: na medula éssea, a 15R-PGD,, agonista com seletividade para este
subtipo de receptores, ndo apresenta nenhum efeito sobre o numero final de
eosindfilos, sugerindo que a estimulagao destes receptores nao tem efeito direto no

sistema.

O bloqueio completo dos efeitos da indometacina e da aspirina pelo bloqueio

da FLAP e do CysLT{R é igualmente consistente com a suposicdo de que a
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producado de derivados da 5-LO é o principal mecanismo de agao dos inibidores da

COX neste sistema.

A auséncia de um efeito significativo do MK-886 e dos antagonistas do
CysLT1R, na auséncia de inibidores da COX, é igualmente compativel com dados
da literatura, demonstrando que o tratamento com montelukast de animais
imunizados e provocados ndao modifica o numero de células CD34+ e células CD34+

que expressam IL-5R RNAm (Mao et al., 2004) na medula dssea.

Em conjunto, os dados sustentam duas conclusdes: a) a de que a agao dos
inibidores da COX ocorra via CysLT/R e ndo pelo CysLT2R, visto que ambos os
bloqueadores sao especificos; b) a participagao exclusiva dos CysLT¢R na regulagao
hematopoiética, visto que em animais CysLT{R (-/-) existem CysLT,R em varios

tipos celulares, embora ndo nas células hematopoiéticas (Bautz et al., 2001).

Semelhantemente aos CisLT exdgenos, os dois inibidores da COX sao
igualmente capazes de promover a sobrevida de células da linhagem eosinofilica

quando estas sdo cultivadas na presenga de PGE; exdgena.

Esta observacdo ¢é potencialmente importante, pois nossa suposicao,
sustentada pelos resultados experimentais, € que as duas drogas atuam na
dependéncia da sintese de CisLT, e que relatos da literatura sustentam a idéia de
que a PGE; regularia negativamente a producao de CisLT; outros experimentos da
literatura sugerem que o NO (que medeia os efeitos da PGE,) inibiria também a

producao de CisLT.

Nossos resultados vao contra esta idéia: a presenca de PGE,; nao impediu
nem a indometacina nem a aspirina de atuarem de forma dependente de FLAP e de
CysLT1R. Mais uma vez, os controles indicam que, na presenca de PGE,, tanto os
moduladores (LTD4, indometacina e aspirina) como os bloqueadores (MK886,

montelukast) continuaram funcionando da mesma forma que na auséncia de PGE:.

Assim, a explicagdo mais provavel € que a indometacina e a aspirina
bloqueiem as acbes da PGE; pelo mesmo mecanismo que utilizam para
potencializar a produgédo de eosindfilos na auséncia de PGE,, ou seja, induzindo a
producao de CisLT. Neste caso, evidentemente, a PGE; presente no sistema néao foi

capaz de bloquear esta sintese, como sugerido por dados da literatura.
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Esta observacao é muito importante para definirmos a relacdo entre as duas

vias — COX e 5-LO — na regulacédo da eosinopoiese em cultura de medula 6ssea. A
atuagao da PGE, é direta, bastando a presenga do agonista, e leva a uma resposta
celular irreversivel (apoptose). A atuagcdo dos inibidores da COX ¢é indireta,
dependendo da produgdo endégena de CisLT; por outro lado, os CisLT, quando
presentes, se opdem a inducdo de apoptose pela PGE,, e portanto suprimem ou

superam um sinal pro-apoptético antes que a resposta celular se torne irreversivel.

Isto estabeleceria uma relacdo hierarquica entre os dois fenbmenos, sendo a
inducdo de apoptose pela PGE, o fenbmeno mais basico, e a sua supressao pela
atuagao dos CisLT, que s6 ocorre em condi¢cdes especificas (bloqueio da COX), o
fendbmeno secundario, que se sobrepde ao primeiro. Ou seja, em cultura de medula
Ossea, a via dependente de 5-LO controla a via dependente de COX, e ndo o

contrario.

Nossos achados sdo consistentes com os mecanismos de desvio (shunting),
embora deva-se ter em mente que, segundo a literatura, COX e 5-LO utilizam fontes
distintas de AA (Peters-Golden & Brock, 2000). No momento, ainda ndo € possivel
construir um modelo de como se passa este shunting, nem se envolve mais de um
tipo celular presente na cultura, o que € uma possibilidade importante, tendo em
vista que a sintese transcelular € um fator decisivo na produgdo dos CisLT nos
tecidos (Folco & Murphy, 2006).

c) Implicagbes dos achados — As observacdes descritas neste estudo podem

ter implicagbes para outras areas do estudo das alergias.

Interessantemente, a sensibilizagdo prévia do animal inibe o aumento de
células moduladas pelas drogas inibidoras de COX (Lintomen et al., 2002). Uma
possibilidade que explicaria a perda da resposta aos inibidores da COX em animais
sensibilizados seria um efeito de estimulacdo da producdo de CisLT pela
sensibilizagao alergénica, levando a um nivel basal de produgao de CisLT diante do
qual o acréscimo eventualmente provocado pelo bloqueio da COX nio teria mais um

efeito significativo.

Alternativamente, os mesmos achados poderiam ser explicados por uma
perda da capacidade de resposta aos CisLT em células da medula Ossea,

igualmente provocada pela sensibilizago.
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Os resultados descritos aqui nao permitem decidir entre estas duas hipoteses,
mas permitem definir que tipos de experimentos futuros deverao ser realizados para

resolver estas questoes.

A primeira questdo deveria, necessariamente, ser abordada através da
comparagao entre animais normais e sensibilizados, do ponto de vista da expresséo,
na medula éssea, das enzimas principais das duas vias, assim como do ponto de

vista das quantidades de CisLT geradas em diferentes condigdes.

A segunda questéo deveria ser abordada comparando-se animais normais e
sensibilizados do ponto de vista da quantidade de eosindfilos produzida em resposta

ao LTDg4, na presencga de IL-5.

Por outro lado, os mecanismos celulares descritos aqui assemelham-se em

diversos aspectos aqueles que foram propostos para explicar a patogénese da AlA.

Esta condicdo € associada com a broncoconstricdo, a rinorréia, a irritacéo
conjuntival e a diminuicdo do fluxo de ar, que podem ocorrer em até 3h apds a
ingestao da aspirina ou de outro NSAID capaz de inibir COX-1 (Obase et al., 2005;
Stevenson & Szczeklik, 2006; Kim & Park, 2006), em individuos predispostos. A
patogénese desta condicdo tem sido freqlentemente explicada através de um
mecanismo de shunting, ocorrendo ao nivel dos pulmdes, em que o bloqueio do
consumo de AA pela via da COX permitiria o desvio deste precursor metabdlico para

a geracgéao de CisLT dependente de FLAP.

Evidentemente, embora os estudos descritos aqui ndo digam respeito aos
pulmbées, nem envolvam individuos asmaticos, algumas das caracteristicas
essenciais sao semelhantes, pois os efeitos dos inibidores da COX sdo mediados
por CisLT enddgenos, e a produgao destes adquire importédncia apenas na presenga
de inibidores da COX.

Apesar destas similaridades, no entanto, algumas diferencas devem ser
lembradas. Na AERD, a administracao de PGE, exdgena tem um importante efeito
protetor contra ataques agudos de asma induzidos por indometacina (Raud et al.,
1988) e aspirina (Szczeklik et al., 1996). Diferentemente, nossos dados mostram que
a modulacido da resposta pelos CisLT e prostandides na medula éssea murina é
necessariamente diferente do observado no pulmao destes pacientes: no pulmao, a
acao da PGE; predomina em relacdo a dos CisLT (visto que a administragdo de
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PGE; exdgena é eficiente em proteger contra ataques agudos de asma); em cultura
de medula 6ssea, o efeito dos CisLT predomina, sugerindo que os fatores ou as
células envolvidas na regulagao e no balango entre agédo de prostandides e do CisLT

sao diferentes nos referidos ambientes.

Recentemente, a aspirina foi correlacionada com uma via de biossintese
alternativa de lipoxina, na qual a COX-2 acetilada gera 15-epi-lipoxina, a qual pode
ser convertida em lipoxina. Estas sao conhecidas pela capacidade de inibir a
migragdo de polimorfonucleares, o que lhes confere uma acédo anti-inflamatdria.
Contudo, a participacdo deste mecanismo no nosso sistema é altamente improvavel,
pois: a) os efeitos foram observados tanto com aspirina (que acetila a COX-2
permitindo a geragao de 15-epi-lipoxina) como com indometacina (que nao tem esta
propriedade); b) os nossos estudos foram conduzidos com células em cultura de

animais normais, que nao apresentam niveis significativos de COX-2.

Em resumo, os experimentos aqui descritos permitem confirmar que os CisLT
exercem efeitos importantes, tanto diretos, como mediando a agao dos inibidores da
COX, sobre a eosinopoiese em cultura de medula éssea murina. As caracteristicas
destes fenbmenos permitem formular hipoteses sobre os mecanismos responsaveis
pelo desaparecimento da resposta aos inibidores da COX em animais sensibilizados,
e desenhar os experimentos necessarios para testar estas hipoteses. Por outro lado,
as semelhancas entre os processos basicos aqui descritos e aqueles propostos para
explicar a fisiopatologia da AlA, cujo um sistema experimental que permitisse avaliar
seus mecanismos era necessario e fazia grande falta (Obase et al., 2005), permitem
supor que a cultura de medula 6ssea fornega um sistema experimental no qual

algumas das questdes fundamentais relativas a AlA possam ser testadas.
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6. %mém&’e&

6.1 — Os Cisteinil-Leucotrienos sdo capazes de promover a eosinopoiese em

cultura de medula 6ssea murina, de forma dependente de IL-5, e a sua ag¢ao ocorre

exclusivamente através de CysLT4R.

6.2 — A aspirina e a indometacina promovem a eosinopoiese através da

producdo aumentada de CisLT, e estes CisLTs atuam através de CysLT/R.

6.3 — Os efeitos da indometacina no sistema nao sao reproduzidos por um

agonista do receptor de PGD; do subtipo CRTH2.

6.4 — Os CisLTs, exogenos ou endogenos (produzidos em presenca de
aspirina ou de indometacina em cultura de medula éssea) sdo capazes de proteger

as eosindfilos em desenvolvimento das acdes pro-apoptoticas da PGE-.

6.5 — A inibicdo da producao de CisLT (através do bloqueio por MK-886) ou o
bloqueio da acdo dos CisLTs (através do bloqueio do CysLT{R pelo Montelukast)
restabelece a agao pro-apoptética da PGE, sobre a cultura de células de medula

ossea.

6.6 — Estes dados, em conjunto, mostram que os CisLTs exercem importantes
efeitos regulatorios sobre a eosinofilopoiese em cultura de medula 6ssea murina,
tanto diretamente como intermediando as agbes de agentes anti-inflamatorios nao-

esteroidais.

6.7 — Em conjunto, os dados mostram igualmente que, neste modelo
experimental, a PGE; exdgena n&o é capaz de interferir com a geragao de CisLT em
resposta a agentes anti-inflamatérios nao-esteroidais, enquanto os CisLTs
conseguem anular os sinais pré-apoptoéticos dados pela PGE,, estabelecendo desta
forma uma hierarquia, na qual sinais dados produzidos através da via da 5-

lipoxigenase regulam sinais transmitidos através da via das ciclooxigenases.
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	Figura 1.1 – Eosinopoiese. Esquema simplificado da via de formação de eosinófilos a partir de células tronco hematopoiéticas. As setas azuis indicam as etapas de formação de eosinófilos; as setas cinzas, a formação de outras células hematopoiéticas. As citocinas envolvidas com cada etapa da maturação eosinofílica estão indicadas em vermelho. Em destaque no quadro, um eosinófilo murino revelado por reação histoquímica da peroxidase do eosinófilo resistente ao cianeto (Produção da figura por Tulio Queto. Baseada em Mcnagny et al., 2002; Iwasaki et al., 2005; Denburg et al., 1985; Elsas et al., 2003; Rothenberg et al., 2005).
	Prostaglandinas – Via das ciclooxigenases 
	Figura 1.2 – Principais vias de metabolização do Ácido Araquidônico. A figura apresenta as duas principas vias correlacionadas com este trabalho. As vias em azul escuro representam as vias de formação de prostanóides e leukotrienos com seus produtos intermediários e finais. Em verde, as enzimas envolvidas com cada etapa da via. Em ciano, os receptores em que cada componente atua. Em vermelho, antagonistas e bloqueadores usados no trabalho e locais da via onde atuam.
	 
	 Os prostanóides são importantes mediadores da inflamação. As PGE2 e PGI2 sinergizam, nos sítios inflamatórios, com outros mediadores solúveis da inflamação, como histamina e bradicinina, contribuindo para o aumento da permeabilidade vascular e hiperalgesia (Ushikubi et al., 2000).  
	No tocante à inflamação alérgica, a PGD2 parece ter um papel importante, uma vez que os mastócitos, liberam quantidades importantes deste mediador durante a desgranulação; por outro lado, animais deficientes para o receptor DP produzem menos IgE após sensibilização e desafio com ovalbumina (Matsuoka et al., 2000), o que sugere uma contribuição da PGD2 em reforçar os mecanismos pró-alérgicos. Em linfócitos T helper 2 (Th2), linfócitos T citotóxicos, basófilos e eosinófilos, encontram-se dois diferentes tipos de receptores para PGD2: DP2 (receptor 2 da PGD2) e CRTh2 (chemoattractant receptor-homologous molecule expressed on Th2 cells). O CRTH2, quando ativado pela PGD2 ou por outros agonistas, induzem migração celular, com recrutamento de eosinófilos para sítios inflamatórios em modelos animais de dermatite atópica e de asma alérgica (Spik et al. 2005).  

	Cisteinil-leucotrienos – Via da 5-lipoxigenase 





	 Figura 4.4 – Comparação dos efeitos do LTD4, da indometacina e da aspirina sobre a eosinopoiese em cultura de medula óssea de camundongos normais e deficientes ao CysLT1R. Os resultados são apresentados em número absoluto (média+EPM) obtidos como descritos na Figura 4.1. Efeito do LTD4, indometacina e aspirina em animais CysLT1R(-/-) e wild tipe BALB/c (Painel A) e C57BL/6 (Painel B). * indicam diferenças significativas (P<0.05) em relação aos respectivos controles com IL-5. # indica diferença significativa (P<0.05) em relação ao Wild Tipe. Os dados foram obtidos com n 3.
	Figura 4.5 – Efeito protetor do LTD4 contra a PGE2 sobre a eosinopoiese em cultura de medula óssea. Os resultados são apresentados em número absoluto (média+EPM) de eosinófilos de camundongos da cepa BALB/c em cultura líquida de medula óssea, de 5 dias (Painel A) e 7 dias (Painel B) de duração, avaliado como descrito na Figura 4.1. * indicam diferenças significativas (P<0.05) em relação ao controle com IL-5. # indicam diferenças significativas (P<0.05) em relação ao controle com PGE2 e IL-5 apenas. Os dados foram obtidos com n entre 3 a 4.
	  
	Figura 4.6 – Bloqueio da ação da PGE2 pela Indometacina e pela Aspirina. Painel A, resultados apresentados em número absoluto (média+EPM) de eosinófilos de camundongos da cepa BALB/c obtidos como descritos na Figura 4.1. * indicam diferenças significativas (P<0.05) em relação ao controle indicado em cada caso. Painel B, aspectos representativos de culturas correspondentes aos grupos apresentados no Painel A (aumento de 1000X, em imersão). Os dados foram obtidos com n entre 3 a 4.


