INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Doutorado em Biologia Celular e Molecular

MECANISMOS CELULARES E SISTEMICOS DE REGULACAO DA EOSINOPOIESE:
EFEITOS ESTIMULATORIOS DOS CISTEINIL-LEUCOTRIENOS E DOS
GLICOCORTICOIDES E EFEITOS INIBITORIOS DA VIAINOS/CD95L E Do G-
CSF.

TuLIO QUETO DE SOUZA PINTO

Rio de Janeiro

2011

TESE DBCM-IOC QUETO 2011




Tese de Doutorado — Tulio Queto

Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacao Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ
Pos-Graduacao em Biologia Celular e Molecular

TULIO QUETO DE SOUZA PINTO

MECANISMOS CELULARES E SISTEMICOS DE REGULAGCAO DA
EOSINOPOIESE: EFEITOS ESTIMULATORIOS DOS CISTEINIL-LEUCOTRIENOS
E DOS GLICOCORTICOIDES E EFEITOS INIBITORIOS DA VIA INOS/CD95L E DO
G-CSF.

Tese apresentada ao Instituto Oswaldo Cruz como
parte dos requisitos para obtencdo do titulo de
Doutor 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 Gées, UFRJ.

RIO DE JANEIRO
2011



Ficha catalografica elaborada pela
Biblioteca de Ciencias Biomedicas/ ICICT / FIOCRUZ - RJ

PB659
Pinto, Tulio Queto de Souza

Mecanismos celulares e sistémicos de regulacao da eosinopoiese:
efeitos estimulatérios dos cisteinil-leucotrienos e dos glicocorticéides e
efeitos inibitdrios da via INOS/CD95L e do G-CSF/ Tulio Queto de Souza
Pinto. — Rio de Janeiro, 2011.

vi, 171 f. :il. : 30 cm.

Tese (doutorado) — Instituto Oswaldo Cruz, Pés-Graduagdo em
Biologia Celular e Molecular, 2011.
Bibliografia: f. 123-146

1. Cisteinil-leucotrienos. 2. Dinoprostona. 3. Anti-inflamatérios néao
esteroidais. 4. Dietilcarbamazina. 5. Eosindfilo. 6. Dexametazona. 7.
Integrinas. 8. Fator estimulante de colénias de granulécitos . Titulo.

CDD 615.31




Tese de Doutorado — Tulio Queto
Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacao Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ
Pos-Graduacao em Biologia Celular e Molecular

AUTOR: Tulio Queto de Souza Pinto

MECANISMOS CELULARES E SISTEMICOS DE REGULAGCAO DA
EOSINOPOIESE: EFEITOS ESTIMULATORIOS DOS CISTEINIL-
LEUCOTRIENOS E DOS GLICOCORTICOIDES E EFEITOS
INIBITORIOS DA VIA INOS/CD95L E DO G-CSF.

ORIENTADOR (ES):

Profa. Dra. Maria Ignez Capella Gaspar Elsas, Depto. De Palidtistituto Fernandes
Figueira, FIOCRUZ.

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

EXAMINADORES:

Profa. Dra. Patricia Machado Rodrigues e Silva Matrins - Presidente
Prof. Dr. José Carlos Farias Alves Filho

Prof. Dr. Bruno Lourengo Diaz

Prof. Dr. Alexandre Morrot - Suplente

Profa. Dra. Carmen Penido Monteiro - Revisora e Supnte

Defesa no Auditério do SESEG-FIOCRUZ-RJ em

Rio de Janeiro, 29 de Agosto de 2011.



Tese de Doutorado — Tulio Queto

Dedico esta tese a meus avés que sempre acreditaram
em mim, mas nao puderam observar esta conquista
neste mundo.



Tese de Doutorado — Tulio Queto

Agradecimentos

Percorri durante 11 anos uma longa e interessante caminhada que culmina
neste trabalho, que néo reflete um trabalho individual, mas uma comunhé&o de fatos,
situacOes e pessoas que interagiram comigo resultando em um trabalho coletivo
fantastico expresso nestas paginas. Portanto, ja que minha caminhada ndo foi
solitaria, quero em poucas palavras demonstrar a minha gratiddo a todos que

participaram dela.

Primeiramente, gostaria de agradecer aos meus orientadores e chefes,
Maria Ignez Elsas e Pedro Paulo Elsas que depositaram confianga em mim nestes
11 anos e acreditaram em mim até quando eu estava duvidando. Foram muito mais

que orientadores ou chefes, foram verdadeiros amigos, muito obrigado.

Agradeco ao Programa de Pds-Graduacdo em Biologia Celular e Molecular
pelo apoio nesta caminhada que durou 6 anos, afinal, foram mestrado e doutorado
nesta instituicdo. Agradeco a Daniele Lobato pelo seu carinho e pronto atendimento
sempre gue necessario, mesmo com a insiténcia deste aluno em ficar tirando

duvidas de tudo.

Agradeco as agéncias de fomento Capes e Faperj pela bolsa que me
permitiu a dedicacdo necessaria para completar este trabalho, e acrescento a
Fiocruz e CNPq que ajudaram neste trabalho com a verba para o material e

eguipamento do laboratério.

Falando em laboratério, nhada mais justo que agradecer a equipe que me
acompanhou durante este caminho, Daniela Masid, Daniela Moore, Ricardo Luz,
Monica Barradas, Bianca DelLuca, Bruno Dias, Cassio Coutinho, Rodrigo Lopes, Ana
Luiza, Karen, Priscila, Renan, Antonio, Luiz Arcanjo, Carla Jones e se esqueci de
alguém me desculpe, mas as noites foram curtas neste periodo. E aos que nédo
estdo mais no laboratério, “Aquele abraco!”, como dizia o poeta. Boa sorte na

carreira de todos.



Tese de Doutorado — Tulio Queto
Aos Amigos de carreira cientifica, meu abraco, mas dedico um em especial

ao meu amigo Fernando Paiva, Raquel e Fausto. Vocés séo 10.

Agradeco também aos Prof(a). Dr(a). que contribuiram com este trabalho,
Fernando Cunha, Carmen Penido, José Carlos (Zeca), Cristina Peixoto, Eliane P.
Dias, Patricia Silva, Marcelo Pelajo, Milton Ozorio, Claudia Benjamin, Claudio
Canetti, Joseli Lannes, Joseli (Lilla) e Adriana Bonomo. Agradeco até aos que
pessoalmente ndo conheco Drs. Bing e Kanaoka, pela sua contribuicdo para dois

trabalhos.

Agradeco também a equipe do CECAL, que trabalhamos tdo intimamente
que sdo quase uma familia. Um abraco especial para Belmira, Josilene e Luciana,

desculpe importunar tanto.

Agradeco a minha familia, que ainda esta esperando o dia que me vera nao
brigar contra o sono e ir dormir cedo por vontade propria e ndo por fadiga ou

doenca. Amo muito vocés, mae Hilda, pai Celio, irm&os Felipe e Jessica.

Ao meu amor, Karen Soares, vocé merece mais que um abraco, um beijo e
um eu te amo, afinal, nao é facil aturar a correria de um aluno de mestrado

emendando doutorado. Ainda te vejo fazendo um caminho parecido.

Finalmente, agradeco a “Inteligéncia suprema, causa priméaria de todas as
coisas” por proporcionar de todas as maneiras possiveis e por diversas pessoas

possiveis, as conquistas até aqui alcancadas.

Aqui fecho um pequeno texto que reflete o agradecimento nédo do fim de

uma era, mas o fim de um ciclo, para recomeco do préximo. Muito obrigado a todos.



Tese de Doutorado — Tulio Queto

“Somos 0 que pensamos. Tudo 0 que somos surge com nossos pensamentos. Com
nossos pensamentos, fazemos o0 nosso mundo.”
(Buda)

Vi



Tese de Doutorado — Tulio Queto

QPumiirio

FOINA A8 ROSIO ...t e e e e e e e e i
YN0 = (o [T o[ 1T o] (01 SRS v
Y002 =T ¢ o PP Vil
[. Lista de ADIEVIATUIAS .......ccoiiiiiiiiiiis ittt e e e eeees iX
RESUIMO . s e e e e et e e e e nn s X
Y 013 1 = Lo TP PP TTTTTPPP Xii
L INEFOTUGED ..o e e e et e e e e e e e e e e e e 1

1.1 - Apresentacao do problema: mecanismos celulares de regulagéo da
eosinopoiese e sua relacdo com mediadores e moduladores da

1418 T 01T F=To [ PRSP 1
1.2 - ReVISA0 da LIteratura .........coccuuviiiiiiiiiiiiieeeeee e 5
1.2.1 — Asma: definicdo, manifestacdes clinicas, classificacéo, e
Mecanismos iIMUNOPALOIOGICOS .....ccvvvveieeeeeeiiiieii e 5
1.2.2 - EOSINOFIO eeviiiiiiiiiieee et 10
1.2.3 - EOSINOPOIESE ..ottt e e e ee e aeaeaneee 12
Figura 1.1 — EOSINOPOIESE ....cvvviiiiiiiiiieeie ettt e 15
1.2.4 — Migrag8o dos E0SINOfIlOS .......cccoiiiiiiiiiiiiiiiiii e 18
1.2.5 — Reguladores imunofarmacolégicos da eosinofilia e da
EOSINOPOIESE ..ttt e e e e e e e e e e e e e e e et ettt e e e e e e e e e e e e e eeeeaeeebbesann s 19
ECOSANOIAES ... 19
Via da cicloxigenase e ProstanoOides ..........cccccccvveeeieeeeeeeiniiiniiins 20
Figura 1.2 — Via do Acido AraquidoniCo ............ccecveveevveeeeeieereenn. 22
Via da 5-Lipoxigenase € CiSLT .......ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiinaee e eeeeeeiieens 25
INIDIAOreS da COX ... s 28
Tabela 1.1 — Lista de Drogas Nao Esteroidais ..........cccccoeeeevvvvinnnnnnn. 29
Figura 1.3 — ASPINNG .ooeeeiiiiiieeeeei ettt 32
Figura 1.4 — INdOMEtACING. .......uuvuuriiiiiieee e 32
(€1 Tolo ot ] g1 [oX0] [0 [P PPPPPRPPPTRPR 34
Dietilcarbamazina ............ccooiiiiiiiiiiii e 36
Regulacédo Imunofarmacologica da eosinopoiese em cultura de
MEAUIA OSSE@ ...eeiiiiiiiieeeiei e e e e e e e e e e e e e e 37
1.3 — Hipéteses e Delineamento do EStudo  ..........coooeeviviiiiiiiiiiiiieeeee, 41
P2 © ] o] = 110 45
2.1 - ODBJELIVO GEIAI ....uuiiiiiiiiiiieiiieee e 45



Tese de Doutorado — Tulio Queto

2.2 - ODbjetiVOS ESPECITICOS .....uuvuiiiiiiiiiiiiiieee ettt 45
G T U o] o= Vol 1= 1= EEESUPUPRR 46
S.L = A0 Lttt 46
Be2 = ATIQO 2.t a e e e 55
3.3 m ATTIZO .ttt 65
B — ATIQO ..o e e 78
3.5 — ATTIQO Bttt 88
4. DISCUSSEO ...eeeeiiiiiaieeeeais e i iiitbtes tbatbb bt e ettt eeeeeaeeaeeaasaa s s s s aabbbbs b e e e e aneeeeeeeaeeas 98

4.1 — Papel dos CisLT sobre a producao de eosindfilos na medula 6ssea.... 98
4.2 — Papel das integrinas na regulacéo da eosinopoiese mediada por

AdeXametasonNa € PGEo ... 108

4.3 — Efeito do tratamento in vivo com DEC e G-CSF sobre a inflamacgao
pulmonar alérgica e eosinopoiese Medular ...........cccccccceiiiiniiiciiiieeee, 113
4.4 — Integracao das analises dos dados ..........ccccceveeeiiiiiiiiieee e 119
I 0] o o3 (1S 1= PP 121
Figura 5.5 — Acdo dos moduladores da eosinopoiese ....................... 122
6. Referéncias BiblIOQIrafiCas .........uvviiiiis coviiiiiiiiiiieeeeee e 123
A0 A 1= Lo 1o RSP 147
080 R 1o T T U 147
T.2 — ATLIQO 2.t e e 151

viii



Tese de Doutorado — Tulio Queto

1. &ista de Abreviaturas

5-LO - 5-lipoxigenase

AA - Acido Araquidénico

AlA - Asma sensivel a aspirina

ATA - Asma tolerante a aspirina

CFU- Unidade Formadora de Colonia

CisLT - Cisteinil-leucotrienos

COX - Cicloxigenase

CRTh2 - Receptor de PGD, homélogo ao DP2 e receptor quimiotatico
expresso em células Th2

CisLT - Cisteinil-Leucotrienos do tipo 1

CysLTqR - Receptor de Cisteinil-Leucotrienos do tipo 1

CysLT:R - Receptor de Cisteinil-Leucotrienos do tipo 2

DEC - Dietilcarbamazina

DEXA - Dexametasona

DP2 - Receptor 2 de PGD,,

EPO - Peroxidase do Eosindfilo

FLAP - Proteina ativadora de 5-lipoxigenase

G-CSF - Fator Estimulador de Colonias de Granuldcitos

GM-CSF - Fator Estimulador de Col6nias de Granulécitos e Macréfagos

IL - Interleucina

LT - Leucotrieno

LTC,4S - Leucotrieno C,4 Sintase

NO - Oxido Nitrico

NSAIDs - Drogas Antiinflamatorias Nao Esteroidais

PG - Prostaglandina
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A provocagdo por via respiratoria com ovalbumina (OVA) em camundongos
sensibilizados promove, na medula éssea (MO), eosinopoiese, resposta exacerbada
a Interleucina(IL)-5, e mudancas no padrdo de resposta em cultura a eotaxina, a IL-
13 e aos antiinflamatérios nédo esteroidais (NSAIDs). Em cultura de MO, a
Prostaglandina (PG) E; induz apoptose de eosindfilos, por via dependente de NO
sintase indutivel (INOS) e ligante de CD95 (CD95L), enquanto a dexametasona
(DEXA) promove eosinopoiese, gerando eosinéfilos agregados e morfolégicamente
imaturos e protege contra da apoptose induzida por PGE,, provavelmente por
mecanismos que regulem a expressdo ou ativacdo de integrinas. No presente
trabalho avaliamos se: a) in vitro, os efeitos dos NSAIDs, da IL-13 e da eotaxina
dependem da producéo de cisteinil-leucotrienos (CisLT) e da sinalizacao via receptor
1 de CisLT (CysLT;R); b) in vitro, a DEXA regula expressédo de VLA-4, que
promoveria a agregacao e imaturidade dos eosindfilos, e se PGE; contrapde a acao
da DEXA; c) in vivo, G-CSF e dietilcarbamazina (DEC) promoveriam eosinopenia
medular e sistemica e se inibiriam a inflamac&o pulmonar alérgica. Resultados: a)
NSAIDs, eotaxina e IL-13 potencializam a eosinopoiese via producao de CisLT e
sinalizacdo via CysLT;R. Os NSAIDs ainda protegem os eosinofilos da apoptose
induzida por PGE, exdgena. b) A interacdo farmacoldgica entre PGE, e DEXA
modificam a acdo de ambas, de forma estreitamente relacionada sobre a expressao
de VLA-4 e, em condicbes especificas, esses agentes sinergizam gerando
guantidades aumentadas de eosindéfilos maduros. ¢) A DEC, inibidor da sintese de
LTs, que na filariose experimental possivelmente atua via INOS, inibe a eosinopoiese
e os efeitos da provocacgdo sobre o pulméo e a MO, através da via INOS-CD95L. O
Fator Estimulante de Colénias de Granulocitos (G-CSF), estimulante da
neutropoiese, igualmente inibiu a inflamacdo pulmonar alérgica através da inibicao
da eosinopoiese. Este trabalho é parte do projeto intitulado "Eosino filia na
Asma Experimental”, licenciado pela Comissdo de Eti ca no Uso de Animais
(CEUA) da Fiocruz, sob n °° L010/04 e L002/09.

X
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Our laboratory has previously shown that airway allergen challenge in
ovalbumin-sensitized mice rapidly induces an increase in bone-marrow (BM)
eosinophil production (eosinopoiesis), along with an increased response to
Interleukin(IL)-5 in BM culture, changes in the ex vivo responses to cytokines and
immunomodulators, including nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) and
cysteinyl-leukotrienes (CysLT), and colonization of the lungs by eosinophil
progenitors. Early in the course of IL-5-induced eosinophil differentiation in BM
culture, Prostaglandin E, (PGE,) induces apoptosis, through a pathway dependent
on the inducible isoform of NO synthase (INOS) and the ligand for CD95 (CD95L).
NSAIDs enhance eosinopoiesis and protect eosinophils in this critical period from
exogenous PGE,, through a novel mechanism of action at the celular level. In this
study, we show that indomethacin and aspirin act through endogenously synthesized
CysLT, by establishing the essential roles of 5-lipoxygenase, LTC4 synthase and
CysLT1R receptors, as well as the cytoprotective effect of CysLT against exogenous
PGE.. The similarity between the effects of NSAIDs and those of eotaxin and IL-13
prompted us to reevaluate the contribution of endogenous CysLT to the effects of
these cytokines. We confirmed that eotaxin and IL-13 act through this mechanism,
and expand therefore the list of agents that, through CysLT, enhance eosinopoiesis,
protecting immature eosinophils from apoptosis induced through the INOS-CD95L
pathway. Dexamethasone promotes BM eosinopoiesis, generating aggregated,
cytologically immature eosinophils, which are nevertheless protected from PGE;-
induced apoptosis. We examined therefore the possibility that dexamethasone
upregulates integrin expression/activation, thereby maintaining an immature celular
phenotype in cultured eosinophils, while PGE, would have opposite effects on both
integrin function and cytological maturation. We show that the proapoptotic effects of
PGE, are profoundly modified by its pharmacological interaction with
dexamethasone, paralleling the effects of both drugs on integrins, and leading to a

synergic generation of increased numbers of mature eosinophils, in very specific

Xi
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experimental conditions. Diethylcarbamazine (DEC) is an antihelminthic drug that
blocks leukotriene synthesis, and possibly acts in experimental filarial infection
through iINOS. We have examined, for the first time, the effects of DEC in a model of
allergic pulmonary inflammation, showing that DEC is very effective in preventing the
impact of airway allergen challenge on BM and lungs, through the in vivo operation of
the INOS-CD95L pathway. Granulocyte Colony-stimulating Factor (G-CSF), which
stimulates neutropoiesis, mobilizes CD34+ hemopoietic progenitors from BM, and
exerts complex immunoregulatory effects, was shown in our study to have a strong
impact in a murine model of allergic pulmonary inflammation. Like DEC, G-CSF
suppressed BM eosinopoiesis, although through a different mechanism, since DEC
suppressed neutrophilia in the lungs with no effect on BM neutrophilia/neutropoiesis,
while G-CSF promoted neutropoiesis and induced blood neutrophilia, even though it
suppressed eosinopoiesis.

This work was part of the Research Project “Eosinop hilia in
Experimental Asthma”, licensed by the Committee on the Ethical Use of
Laboratory Animals (CEUA) at FIOCRUZ, under numbers ~ L010/04 and L002/09.

Xii
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]. Sntrodugio

1.1 - Apresentacdo do problema: mecanismos celulare s de
regulacdo da eosinopoiese e sua relacdo com mediado res e

moduladores da imunidade

A asma é uma doenca 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 Ill Consenso Brasileiro de Manejo de Asma,
ocorrem atualmente no Brasil, cerca de 350.000 interna¢gbes por ano de casos de
asma, sendo a quarta causa de hospitalizacdo pelo SUS (2,3% dos casos) e a
terceira na fase infancia e juventude (1). A denominada asma alérgica caracteriza-se
pelo aumento dos niveis séricos de Imunoglobulina (Ig)E, inflamacdo crénica com

predominéncia de eosinéfilos, e remodelamento das vias aéreas. (2; 3).

Os estudos sobre a asma alérgica buscam encontrar novos alvos para
tratamento da mesma, seja por inibir a atuacdo de diferentes mediadores pro-
inflamatorios, seja por modificar a atuacdo desses mediadores. Neste campo, a
grande variedade de metabolitos biologicamente ativos do acido araquiddnico (AA)
representa um campo da imunofarmacologia de grande interesse para o
desenvolvimento de novas estratégias de controle da asma alérgica. Estudos
incluiriam mediadores com acfes pro- e anti-inflamatorias, tanto entre os produtos
da via da cicloxigenase (os prostandides, incluindo prostaglandinas e tromboxanas)
como os da 5-lipoxigenase (essencialmente os leucotrienos, incluindo os Cisteinil-
leucotrienos (CisLT) e o Leucotrieno B4). Os CisLT, produzidos pela via da 5-
lipoxigenase (5-LO) a partir do AA, por diferentes populacdes leucocitarias (em
especial por mastocitos, basofilos, eosindfilos, neutréfilos e macréfagos), participam
de diferentes maneiras das reacfes alérgicas agudas. Muitas das manifestacdes
fisiopatoldgicas essenciais da crise asmética, incluindo a broncoconstricdo, a
hipersecrecdo de muco e a infiltracdo por eosinofilos, podem ser reproduzidas
experimentalmente, em maior ou menor grau, pela administracdo direta de CisLT,
atuando sozinhos ou em associagdo com outros mediadores (4; 5). A relacdo dos
CisLT com os eosindfilos, leucécito mais caracteristico do infiltrado no foco alérgico,

€ complexa, pois estas células tanto produzem estes mediadores como respondem a

1
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eles (6). Embora os efeitos de mediadores soluveis da inflamacédo tenham sido
amplamente investigados em eosinéfilos maduros, pouco se sabe sobre os seus
efeitos durante o desenvolvimento dos eosinofilos. Esta questdo é importante,
porque estudos recentes sugerem um papel central da producao de eosindfilos pela
medula O0ssea no estabelecimento e na perpetuacdo da inflamacdo eosinofilica

pulmonar (4; 5).

A Prostaglandina E, (PGE;), um dos principais produtos da via das
cicloxigenases, € descrita em alguns estudos apresentando acdo anti-alérgica,
embora tenhamos conhecimento de suas ag¢des pro-inflamatorias, assim como de
sua contribuicdo para uma polarizagdo rumo a um perfil Th2 (7; 8). A PGE; influencia
diretamente a eosinopoiese na medula 6ssea, induzindo a apoptose de eosindfilos,
em uma fase precoce do seu desenvolvimento, através da producéo de 6xido nitrico
(9). Por outro lado, a dexametasona, que possui efeitos anti-inflamatorios de forma
sistémica promovendo a apoptose de eosindfilos maduros, assim como a de
precursores eosinofilicos presentes no tecido pulmonar (10), apresenta em cultura
medula Ossea efeitos paradoxais. A Dexametasona promove uma producao
aumentada de eosinofilos que permanecem com um perfil imaturo, do ponto de vista
morfolégico (11). Estudos anteriores do nosso grupo evidenciaram que a
dexametasona interage a PGE,, inibindo a apoptose de eosindfilos em cultura
liquida de medula 6ssea e promovendo a maturacdo destes mesmos eosindfilos (9).
Esta interacdo, ndo prevista nos modelos correntes de acdo dos glucocorticoides,
sugere o envolvimento de novos mecanismos de regulacdo celular, atuantes no

curso da eosinopoiese.

No presente trabalho, procuramos explorar os mecanismos celulares
envolvidos na atuacao de PGE;, e dexametasona, com vistas a explicar os efeitos da
sua associacao sobre a eosinopoiese. Como a dexametasona nao apenas forma
eosindfilos em cultura de células de medula 6ssea, mas como também promove o
crescimento destas células agregadas (12), apresentou-se a hipotese de que a
interacdo PGE, — dexametasona envolveria regulacdo da expressédo de integrinas,

um aspecto que foi avaliado em detalhe no presente estudo.

Outro ponto de interesse no nosso laboratério € a interacdo entre as vias da
cicloxigenase (COX) e da 5-LO, exemplificada pela interagcdo complexa entre CisLT

e PGE; no contexto da eosinopoiese, interacdo esta que apresenta numerosas



Tese de Doutorado — Tulio Queto
semelhancas com a mencionada anteriormente, entre dexametasona e PGE,. No
presente estudo, nos concentramos em alguns aspectos importantes desta

regulagao celular, como se segue:

1. Avaliagdo do potencial dos CisLT na regulacdo da eosinopoiese em
cultura de medula 6ssea de camundongo. Dentro desta linha de investigacao,
examinamos a contribuicdo dos CisLT para os efeitos eosinopoiéticos anteriormente
descritos, para dois agentes antiinflamatorios nédo esteroidais (NSAIDs), a
indometacina e a aspirina. Ainda na mesma linha de pesquisa, avaliamos os efeitos
da eotaxina e da IL-13, uma quimiocina e uma citocina respectivamente, sobre a
eosinopoiese e sua relacdo com a producdo de CisLT. Ao fazé-lo, utilizamos
estratégias farmacologicas e genéticas que permitem vincular as acdes dos agentes
antiinflamatorios néo esteroidais e das citocinas a producdo endégena de CisLT na
cultura. Estes estudos foram essencialmente conduzidos em cultura de medula
0ssea, inclusive pela facilidade de estudar interagcdes farmacolégicas em condi¢cdes
simplificadas e bem controladas, de forma consistente com a énfase em
mecanismos celulares, eminentemente locais, e diretamente relacionados a célula-

alvo da regulacao, o precursor eosinofilico.

2. Avaliacao do papel de moléculas de adesé&o celular na manutencéo de
um fenodtipo imaturo de eosindfilos e a sua relacio com os efeitos de
glucocorticoides e prostanodides. Nesta linha de investigacdo, tiramos proveito do
fendtipo incomum apresentado por eosinofilos que se desenvolvem em cultura de
medula éssea na presenca de IL-5 associada a dexametasona — células grandes,
com segmentacao nuclear incompleta, relativa escassez de granulos EPO+ e alto
grau de agregacao homotipica — para avaliar novos alvos moleculares da regulacéo
por glucocorticoides, e dissecar as relacdes entre apoptose e maturacdo terminal.
Como no caso anterior, trata-se de estudos de regulagao local, conduzidos em
cultura de células, permitindo a adicdo de reagentes especificos — drogas e
anticorpos — em fases precisas do desenvolvimento do eosinofilo, o que seria

impraticavel in vivo.

3. Avaliacéo das relacdes entre os mecanismos celulares analisados acima
e 0S mecanismos de regulacdo sistémica da eosinopoiese. Dentro desta linha de
investigacao, aprofundamos observacdes anteriores do nosso grupo, que mostram o

impacto multidimensional da sensibilizacdo alérgica e da provocagcdo por via
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respiratéria sobre a eosinopoiese in vivo, resultando inclusive na migracdo de
progenitores eosinofilicos para o tecido pulmonar, que mostramos ser dependente
de IL-5 (13). Neste estudos, fizemos a caracterizacdo dos efeitos e a analise dos
mecanismos de acao da dietilcarbamazina (DEC) em modelo experimental de asma
alérgica. A DEC é uma droga usada com sucesso no controle clinico e
epidemiologico de varias formas de filariose linfatica, cujo mecanismo de a¢éo ainda
€ objeto de controvérsias (14; 15). DEC foi utilizada por muito tempo como inibidor
da via da 5-LO, e foi uma ferramenta importante na caracterizacao inicial do papel
fisiopatoldgico dos CisLT (14; 16). Mais recentemente, foi sugerido que os efeitos da
DEC na filariose experimental fossem dependentes de Oxido nitrico, além de
envolverem a modulacdo da via da COX (15). Varios estudos sugerem que DEC é
eficaz no controle da asma em um subgrupo especifico de pacientes (17). De forma
diretamente relevante para a nossa linha de pesquisa, DEC esta bem estabelecida
como droga de escolha no controle da eosinofilia pulmonar tropical, uma séria
complicacdo da filariose linfatica (18). A dupla relacdo farmacolégica de DEC com
CisLT, de um lado, e com NO, pelo outro, € do maior interesse, visto que tanto CisLT
como NO desempenham papéis criticos, em sentidos opostos, na regulacdo da
eosinopoiese em medula éssea murina (19; 9). Embora ndo tenhamos, no presente
trabalho, investigado os efeitos de DEC em modelo de infec¢do parasitaria, a
questdo do papel de NO e de produtos da 5-LO nas acdes antifilariais de DEC
continua em aberto (20; 21). Consideramos importante, portanto, avaliar o impacto
da utilizacdo in vivo da DEC sobre a eosinopoiese medular e periférica, e a
contribuicdo da producdo de NO através da via CD95-CD95L ativada pela PGE,.
Para atingir este objetivo, langamos méao de diferentes técnicas in vivo e ex vivo para
avaliar o efeito da DEC em um modelo murino de asma alérgica, bem como
utilizamos estratégias farmacoldgicas e genéticas complementares para dissecar

seus mecanismos de acao in vivo e in vitro.

4. Avaliagao da contribuicdo de mecanismos de regulagédo da eosinopoiese
para a busca de novas estratégias de imunomodulacdo na asma. Nesta parte do
trabalho, avaliamos os efeitos do Fator Estimulante de Col6nia de Granulécitos (G-
CSF), a mais importante citocina neutropoiética, sobre a producdo de eosindéfilos na
medula 6ssea murina, no contexto de um modelo experimental de asma alérgica.
Citocinas hematopoiéticas, principalmente as comprometidas com determinadas

linhagens celulares, ndo apresentam somente agdes que induzam a proliferacéo e
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sobrevida de seus tipos celulares alvos, apresentam também efeitos regulatorios
fora da medula 6ssea. G-CSF nao apenas induz neutrofilia medular e periférica,
mas também mobiliza progenitores hematopoiéticos para a circulacdo, além de
exercer complexos efeitos imunoregulatérios (22; 23; 24; 25). G-CSF também tem
uma conhecida ac¢éo anti-inflamatéria através da regulacdo da producao de citocinas
pro-inflamatérias, incluindo TNF-a, IFN-y, IL-6, IL-1[3, tanto in vivo quanto in vitro
(26). G-CSF é muito utilizado na pratica clinica, para o tratamento de neutropenia
consequente a quimioterapia, para mobilizar progenitores hematopoiéticos e
células-tronco no contexto de transplantes, para mobilizar neutréfilos maduros na
terapia de transfusdo de granulocitos no contexto de neutropenia crénica, e para o
tratamento de pacientes imunologicamente comprometidos, com o0 objetivo de
melhorar sua capacidade de resposta a infec¢éo (revisto por 27). Embora estejam
correlacionados com o tratamento cronico por G-CSF varios efeitos adversos, como
desenvolvimento de anemia e de trombocitopenia, ou ainda reac¢des locais a injecao,
raros sdo o0s casos de alergia observados (revisto 27). Nosso estudo avaliou a
possibilidade de que G-CSF tenha um efeito modulador de processos alérgicos,
utilizando um modelo experimental bem caracterizado de inflamagcdo pulmonar

alérgica.
1.2 - Revisao da literatura

1.2.1 - Asma: definicdo, manifestacdes clinicas, cl assificacdo, e

mecanismos imunopatoldgicos

Asma é uma doenca inflamatoéria cronica das vias aéreas, associada a um
aumento das respostas do musculo liso dos brénquios a uma variedade de estimulos
(fisicos, quimicos, farmacologicos), e, a longo prazo, pelo remodelamento da
estrutura pulmonar, resultando em perda progressiva das suas propriedades
mecanicas normais (2; 3). Esta inflamacéo cronica € entrecortada por exacerbacgdes
em resposta a estimulos ambientais, causando episddios recorrentes de
broncoespasmo, dispnéia, opressao toracica, tosse e sibilos (crises asmaticas).
Estes episddios sdo normalmente auto-limitados, durando de alguns minutos a
algumas horas, e 0 paciente pode se recuperar completamente, do ponto de vista
clinico. Contudo, alguns individuos podem apresentar um quadro de obstrucdo das
vias aéreas todos os dias, que pode ser branda ou, pelo contrario, levar a

obstrucdes severas e mantidas por mais de um dia. Esta condicdo extrema é

5



Tese de Doutorado — Tulio Queto
conhecida como estado asmatico, estando associada a uma significativa mortalidade
(2; 3).

A asma vem atingindo proporc¢des epidémicas tanto em paises desenvolvidos
quanto em desenvolvimento, possuindo etiologia multifatorial e influenciada por
fatores ambientais e genéticos. Cerca de 50% dos casos de asma comecam antes
dos 10 anos de idade; 25% dos casos s6 ocorrem em individuos apds os 40 anos de
idade. Portanto, embora seja predominante na infancia, ndo é restrita a nenhuma
faixa etaria, havendo curiosamente predominancia de individuos do sexo masculino

na infancia, e do sexo feminino na idade adulta (1).

A asma € heterogénea, sendo classificada em asma alérgica (ou atopica) e
asma idiossincratica (ou idiopatica, ou intrinseca). A asma alérgica é freqientemente
associada a um histérico familiar de alergia; esses pacientes apresentam niveis
elevados de IgE no soro e resposta de broncoconstricdo a inalagcdo de antigeno
especifico. Na asma idiossincratica, pelo contrario, os sintomas costumam aparecer
apos uma infeccdo das vias aéreas superiores. O denominador comum das duas
formas de asma € uma irritabilidade exacerbada da arvore traqueobrénquica, que
reage com bronco-espasmo a provocacdo com doses minimas de agentes bronco-
constritores. Por esta razdo, esta irritabilidade € denominada hiperreatividade
broncopulmonar, ou hiperreatividade de vias aéreas (2; 3). Devido as diferencas de
mecanismo entre estas duas variedades da doenca, a pesquisa tem,
tradicionalmente, procurado analisa-las como dois processos diferentes, com
algumas caracteristicas fisiopatolégicas em comum. No presente estudo, nos
concentraremos exclusivamente nos aspectos tedricos e experimentais da asma

alérgica, que é mais conhecida.

A asma alérgica é caracterizada por uma obstrucéo reversivel do fluxo de ar,
inflamacéo eosinofilica crénica das vias aéreas, hiperreatividade broncopulmonar e
remodelamento pulmonar (2; 3). Todos estes processos sdo dependentes da
sensibilizacdo alérgica, que leva a producdo de anticorpos anafilaticos, que séo
citotrépicos, ligando-se a receptores de superficie de mastocitos e basofilos, e séo
capazes de disparar reacdes de hipersensibilidade do tipo | (28; 29). A
hipersensibilidade do tipo |, também conhecida como hipersensibilidade anafilatica
ou imediata, € 0 mecanismo patogenético compartilhado por doencas como a asma

alérgica, a rinite alérgica e a dermatite atOpica. Estas patologias dependem da
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atuacao de anticorpos anafilaticos dirigidos contra antigenos ambientais (alergenos)
em individuos geneticamente predispostos (ditos atopicos) (30; 31). A caracteristica
mais marcante na atopia € a producdo aumentada de anticorpos da classe IgE. Esta
classe, em resposta a uma variedade de antigenos que por si sO sao inécuos,
possibilita o desencadeamento de respostas inflamatérias rapidas e violentas,
iniciadas pela desgranulacdo de mastocitos e basofilos sensibilizados, a cada

reexposicao ao alergeno.

A sensibilizacéo alérgica das vias aéreas inicia-se pela inalacdo de alergenos.
Estes sdo endocitados e processados por células apresentadoras de antigenos, as
células dendriticas, que se localizam no trato respiratorio em locais que maximizam
a probabilidade do encontro com antigenos (32; 33). Uma vez em contato com o
antigeno em um contexto inflamatério ou na presenca de mediadores pro-
inflamatorios, as células dendriticas amadurecem e migram até os linfonodos
regionais. A interacdo das células dendriticas, com células T virgens especificas
para epitopos do alergeno na presenca de IL-4 e IL-13, promovem a ativagdo de e
evolucdo destas células T para um fenoétipo Th2 com producéo preferencial de IL-4,
IL-5 e IL-13, citocinas importantes na producdo de anticorpos anafilaticos e de
eosindfilos pela medula 6ssea (32; 30; 34; 35), em detrimento as citocinas de padréo
Thl (INF-y e IL-2) (36; 37), como observado em células de pacientes com asma
atopica em comparacao as ceélulas de individuos normais (38). Experimentos em
modelos murinos de inflamacdo alérgica pulmonar demonstraram que a
transferéncia de células Th2, mas ndo Thl, induz eosinofilia das vias aéreas,
hipersecrecdo de muco e hiperreatividade das vias aéreas (28; 35; 39).

No referente a producdo de anticorpos, de forma geral, os pacientes nao-
alérgicos expostos aos alergenos, produzem uma resposta imunolégica em pequena
escala, produzindo imunoglobulinas (Ig) da classe G, IgG1 e IgG4 especificos para o
antigeno (38; 35), enquanto que em pacientes havera a diferenciagdo de células B
em plasmoécitos secretores de IgE (40; 35). Esta diferenciacdo é induzida pela
interacdo entre Linfocito B com receptor especifico para o antigeno com células Th2
na presenca de IL-4 ou e/ou IL-13 (35; 40; 41; 42; 43). Mast0citos ativados também
induziriam a sintese local de IgE por células B, de forma dependente de IL-13,
sugerindo uma funcéo crucial na sintese de IgE (43). Basdfilos, eosinofilos, células T
CD8+ e fibroblastos portanto, também seriam importantes, pois também produzem

IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13 (39). Os anticorpos IgE liberados rapidamente se ligam a
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receptores de alta afinidade para IgE (FceRI) na superficie de mastocitos e basofilos
(35; 44; 45; 38). Contudo, em camundongos, a IgGi e seu receptor, FcyRIIl,
possuem uma grande relevancia para as patologias alérgicas, independentemente
de IgE. (44; 46). A interacdo de antigenos multivalentes com moléculas de IgE
presentes na superficie de mastocitos leva a uma ligacdo cruzada entre estes
anticorpos, e esta ligagcdo cruzada promove ativacdo de vias de sinalizagdo que
levam a liberacdo de granulos pré-formados, cujo conteddo inclui: histamina,
heparina, quimase, sulfatases e triptase (47; 44; 43; 38). A histamina induz a
contracdo dos musculos lisos das vias aéreas, secrecdo de muco e vasodilatacao,
acompanhada de aumento de permeabilidade vascular e prurido, podendo ainda
induzir células epiteliais a produzirem oxido nitrico (um potente vaso dilatador). As

triptases por sua vez, potencializam a contragcdo do musculo liso (43).

A ativacdo de mastocitos resulta também na sintese de mediadores lipidicos
(prostaglandinas e leucotrienos) derivados do acido araquiddnico. A prostaglandina
D2 (PGD,) é produzida pela via das cicloxigenases; e os leucotrienos, que incluem
tanto o Leucotrieno B4 como os CisLT, ou seja, os Leucotrienos(LT) C4, D4 € Eg4,
pela acdo coordenada de 5-lipoxigenases (47; 44; 43; 38; 48). A PGD, causa edema,
vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular (42; 31; 38). Camundongos
deficientes no receptor de PGD, (chamado DP2) quando imunizados e provocados
com ovalbumina (alergeno comumente utilizado em modelos experimentais)
apresentam niveis reduzidos de citocinas de padrdo Th2 e pequenos numeros de
eosindfilos no lavado broncoalveolar. Estes animais ndo apresentam
hiperreatividade quando desafiados com metacolina, um agente broncoconstritor
(49). Estudos em humanos ainda revelaram que o gene que codifica o receptor para
PGD, esta associado a uma maior susceptibilidade ao desenvolvimento da asma
(50). Por outro lado, o LTB4 € um fator quimiotatico importante, principalmente para
neutrofilos, e pode contribuir para a infiltragédo inflamatoria na fase tardia (51; 52; 53).
A liberacdo de proteases pelos mastdcitos, em consequéncia da ligacdo dos
receptores da IgE, pode também levar a ativacdo de outros receptores em células
endoteliais e epiteliais, levando a producéo de citocinas e de moléculas de adeséo

que, seletivamente, levam ao recrutamento de eosinofilos e neutrofilos (50).

Aproximadamente metade dos pacientes atdpicos apresenta, além da fase
imediata, uma reacéo de fase tardia, que ocorre de 6 a 24 horas apds a exposicao

ao alergeno, devido ao influxo de células inflamatorias, e a producdo e secrecédo de
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mediadores no orgao-alvo (42; 44). A fase tardia é correlacionada com a presenca
aumentada de neutrofilos e eosindfilos no tecido inflamado. Os mastocitos produzem
e secretam uma variedade de citocinas pré-inflamatdrias, incluindo TNF-a, IL-8, IL-6
e IL-1a, cuja liberagdo no estagio inicial da inflamacéo contribui para o recrutamento
de leucdcitos na fase tardia, através da sua capacidade de aumentar a expressao de
moléculas de adesdo como P- e E-selectina, VCAM-1 e ICAM-1 nas células
endoteliais. Os mastdcitos secretam também IL-3, IL-4, IL-13, IL-16, IL-5 e GM-CSF
(43). A expressdo de IL-5 durante a transicdo para a fase tardia prolonga a
sobrevida e promove a atividade funcional dos eosindfilos (54; 55). O GM-CSF é
importante na sustentacdo da funcao e sobrevida de macrofagos e eosinéfilos, além
de influenciar decisivamente a funcéo de células dendriticas, macréfagos, neutrofilos

e outros componentes do infiltrado (38; 39).

O remodelamento pulmonar € uma consequéncia importante da inflamacéo
cronica das vias aéreas, sendo caracterizado pelo espessamento da membrana
basal do epitélio bronquico, edema e infiltracdo inflamatéria das paredes dos
brébnquios, com uma predominédncia de eosinofilos, aumento no tamanho das
glandulas submucosas; e hipertrofia do masculo liso da parede dos brénquios (38). A
inflamacé&o alérgica inclui aumento no numero de células T ativadas, eosinofilos,
neutréfilos e mastdcitos no tecido pulmonar. Essas células produzem mediadores
sollveis, citocinas e fatores de crescimento que contribuem para o remodelamento e

alteracao na fungdo mecanica pulmonar (56; 57; 38).

Em resumo, os elementos essenciais das reacdes alérgicas sao: a) anticorpos
anafilaticos (IgE, e, no caso do camundongo, também IgG1l); b) células que
desgranulam (mastdcitos, basofilos) por apresentarem receptores de superficie de
alta e baixa afinidade para IgE (FceRI e FceRIl, respectivamente); ¢) mediadores
liberados por essas células, tanto pré-formados (conteddo granular) como neo-
sintetizados (lipidios inflamatorios, citocinas); d) células atraidas para o local da
desgranulacdo pelos mediadores liberados (células T, basdfilos, eosindfilos); e)
mediadores liberados secundariamente por estes ultimos. Assim, a interferéncia com
algum destes elementos essenciais modifica significativamente a intensidade e a
apresentacdo das reacdes anafilaticas. Tendo em vista o papel -central
desempenhado pelo eosindfilos em multiplas etapas da reacdo alérgica na asma,

este € um alvo importante de regulacdo. Como os eosinoéfilos que morrem sdo
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repostos a partir da medula 6ssea, um ponto de regulagéo critica para a manutencao

da inflamacéo dos pulmdes € o processo de eosinopoiese (58; 59).
1.2.2 — Eosindfilos

Os eosindfilos foram descritos detalhadamente em 1879 por Paul Ehrlich,
embora tenham sido mencionados anteriormente em varios estudos, e seu nome se
origina da afinidade dos seus granulos pelo corante acido eosina. O eosindfilo é a
célula hematopoiética que é preferencialmente recrutada para os tecidos
pulmonares na asma alérgica, embora ocorra a participagcdo de outros tipos
célulares, particularmente mastécitos e linfocitos (60). Alguns autores propdem que
os eosindfilos 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. (61; 62, 63).

Os eosinodfilos sdo granulécitos que, na espécie humana, apresentam um
nacleo bilobado preenchido por cromatina parcialmente condensada, enquanto que
em camundongos tendem a ter o nucleo em forma de rosca. Quando ativados, sdo
capazes de realizar fagocitose de pequenas particulas e bactérias, de forma muito
menos eficiente que o observado em neutréfilos. Sua principal forma de atuacéo no
processo inflamatoério consiste na liberacdo de proteinas toxicas, citocinas, enzimas,
mediadores lipidicos e produtos reativos de oxigénio. Em individuos normais, 0s
eosinofilos sdo normalmente encontrados em numeros baixos na circulacdo. Seu
namero costuma aumentar em pacientes alérgicos ou nos que apresentam
infestacbes por helmintos (63; 64; 61; 62). Trabalhos recentes sugerem ainda o
envolvimento dos eosinéfilos em processos imuno-regulatorios, atuando como
células apresentadoras de antigenos e induzindo a morte de células Th;. Evidéncias
apontam para uma acao na imunidade inata, através de interacdo direta com
microorganismos, como fungos e micobactérias, possivelmente através de Toll Like
Receptor (65; 66).

Nos eosinofilos encontramos granulos contendo: Peroxidase do Eosindfilo
(EPO); enzimas lisossomais; um cristaldide formado principalmente pela Proteina
Basica Principal (MBP); a Proteina Catidénica do Eosindfilo (ECP), a Neurotoxina
Derivada do Eosindfilo (EDN) (64; 67; 68). Encontramos também corpusculos
lipidicos (69; 70) e granulos menores que apresentam arilsulfatase, fosfatase acida

(71; 72) e catalase (73). As proteinas acima citadas séo liberadas através de
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degranulacdo apo0s exposicdo do eosinofilo a estimulos imunoldgicos,
farmacoldgicos ou a ligacdo de 1gG ou IgE e apresentam toxicidade ndo apenas a
parasitas, e podem causar danos no epitélio das vias aéreas, intensificando a
responsividade brénquica e a desgranulacéo de basdfilos e mastécitos, contribuindo

para a patologia crénica observada na asma alérgica ou na urticaria (74; 35).

Os eosindfilos podem também produzir mediadores lipidicos, como os CisLT,
particularmente o LTC4, responsaveis no pulmdo pela broncoconstricao,
vasodilatacao e hipersecrecdo de muco. Produzem igualmente espécies reativas de
oxigénio e sdo capazes de estimular outras classes de células inflamatérias,
aumentando a resposta inflamatéoria local (3). Também produzem e secretam
citocinas envolvidas em varios niveis em processos inflamatérios, incluindo
Interleucina (IL)-5, IL-3, Fator Estimulante de Formacé&o de Colbénias de Granuldcitos
e Macrofagos (GM-CSF), IL-6, IL-8, Fator de Necrose Tumoral-a, entre outros (75).
O eosinofilo possui receptores para varias citocinas pro-inflamatérias, incluindo IL-2,
IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 e GM-CSF (76). Apresenta também receptores de
guimiocinas, como o CCR-3 (receptor de eotaxina) cujo ligante sinergiza com a IL-5
na mobilizacdo de eosinofilos a partir da medula 6ssea para o tecido pulmonar

provocado com alergeno (77; 78; 76).

Muitos trabalhos correlacionam o aumento no numero de eosinofilos no
lavado broncoalveolar com a gravidade da asma, tal observacdo é compativel com a
hipotese de que o eosindfilo seria a célula efetora central responsavel pela
inflamacé&o das vias aéreas (79; 80; 81; 82; 83). Contudo, alguns trabalhos recentes
mostram que a auséncia de eosinofilos em animais deficientes ndo impede o
desenvolvimento da hiperreatividade das vias aéreas e da producdo de muco em
resposta a sensibilizacdo e provocacdo alergénicas com ovalbumina (84). Existem
também evidéncias de que o eosindfilo igualmente estaria envolvido no reparo e
remodelamento do tecido pulmonar, por secretar fatores de crescimento TGF
(Transformating Growth Factor)-a e -B1 entre outros (85). Estudos demonstram que
0 blogueio da eosinofilia nas cavidades peribronquiais, reduz a inflamagéo crénica
pulmonar, o progressivo remodelamento das vias aéreas, os niveis de IgE e de
citocinas Thy no soro e no lavado broncoalveolar. (86). Camundongos deficientes em
eosinofilos apresentam, apos sensibilizacdo e provocacao alergénicas, um aumento
da hiperreatividade das vias aéreas e da producdo de muco, comparavel aos

animais selvagens, mas € observada uma ampla reducdo na deposicdo de colageno
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e na hipertrofia do musculo liso (84). Apresentam também reducdo na fibrose
peribrébnquica, na massa de musculo liso e na producdo de TGF-B (87). Em co-
culturas de eosindfilos e fibroblastos, MBP que sinergiza com TGF-f e IL-1q,
induzindo nos fibroblastos produgéo de IL-6 e matriz extracelular e a expressao de
fibrinogénio reforcando a idéia que os eosinofilos possuem um papel central no

remodelamento das vias aéreas e fibrose em doencas associadas a eosinofilos (88).
1.2.3 — Eosinopoiese

Hematopoiese € a formacdo de elementos figurados do sangue (eritrécitos,
leucdcitos e plaquetas). No individuo adulto, as etapas de multiplicacdo e maturacao
das células mieloides (ou seja, todas as listadas acima, com excecdo de uma
categoria de leucdcitos, os linfocitos) ocorrem exclusivamente na medula déssea.
Neste compartimento sdo encontrados fatores que ativam ou inibem o crescimento
das células, além de fatores de diferenciacdo e moléculas de adeséo, que ajudam

na manutencao e sobrevivéncia de células hematopoiéticas.

A longo prazo, a hematopoiese é mantida por células-tronco, que séo auto-
renovaveis. Por divisdo celular assimétrica, as células-tronco geram novas células-
tronco, € um numero equivalente de progenitores (sem capacidade de auto-
renovacao). Estes progenitores vao gerar, em ultima instancia, os tipos celulares que
podemos distinguir com base na sua morfologia, suas reac¢des citoquimicas e

expressdo de marcadores imunolégicos. (89).

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

fatores de crescimento hematopoiético (90; 91; 92).

Em contraste, os precursores, formas mais avancadas de diferenciacao
dentro da linhagem, ja podem ser identificadas através da morfologia caracteristica e
pelas reagdes citoquimicas. (90, 91; 92), mas perderam a capacidade de iniciar o
crescimento de coloénias em meio semi-solido. Os progenitores mais avancados
estdo engajados na proliferacdo inicial de uma ou mais linhagens especificas, antes
que esta diferenciagéo possa ser demonstrada. No entanto, a colonia resultante da
proliferacdo inicial desses progenitores pode ser caracterizada por critérios
morfolégicos e citoquimicos, indicando que a colénia em crescimento consiste de

precursores e de células terminalmente diferenciadas. (90, 91; 92)
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A eosinopoiese é um processo de diferenciacdo celular, de progenitor a
eosindfilo maduro, com restricdo 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 diferenciacao terminal (93; 94).

A diferenciacdo de células-tronco hematopoiéticas em progenitores mieldides
é influenciada por fatores como “Steel Factor” (SIf), ligante de Flt-3 (“FMS-like
tyrosine kinase 3”), IL-3, IL-11, GM-CSF, eritropoietina e trobopoietina (95). O
engajamento dos progenitores hematopoiéticos para a via de diferenciacao
eosinofilica comeca com a resposta destes progenitores mieldides primordiais,
comprometidos com as linhagens de granulécitos e macréfagos, a Slf, IL3, GM-CSF
e IL-5 (96). Mas a diferenciacédo final dos precursores em eosindfilos € induzida
seletivamente pela acdo da IL-5, que € também um importante fator de sobrevida
para eosinofilos (74; 35). Uma vez atingida a maturagcdo completa do eosindfilo, a IL-
5 sinergiza com a eotaxina, promovendo a liberacdo destas células da medula
0ssea. A eotaxina também estaria relacionada com a mobilizacdo dos eosinofilos e
de seus progenitores para a corrente sanguinea e para os sitios de inflamacéo
alérgica (97). A IL-5 é uma glicoproteina homodimérica de 124 aminoéacidos,
contendo duas pontes disulfeto, codificada por um gene que contém 4 exons (98),
pertencente a familia de citocinas da IL-4. A IL-5 é um Fator de Formacéo de
Colbnias (Colony Stimulating Factor, CSF), assim como a IL-3 e GM-CSF, capaz de
promover seletivamente a formagéo de colbnias eosinofilicas em meio semi-sélido,
e, portanto, atua diretamente sobre progenitores comprometidos com esta linhagem.
A IL-5 também é um potente estimulante a diferenciacdo eosinofilica em cultura
liquida (61).

O receptor de IL-5 (IL-5R) é um heterodimero, contendo uma sub-unidade de
60 kDa especifica para IL-5 (IL-5Ra), e uma sub-unidade 3 de 130 kDa, que também
pode ser encontrada como parte dos receptores de IL-3 e GM-CSF (99; 100; 101). O
IL-5Ra é expresso principalmente em eosinodfilos e basdfilos e é requerido para a
ligacdo especifica com a IL-5, mas a sub-unidade (3 aumenta a afinidade de ligacdo
do receptor com a citocina (102). A IL-5Ra possui duas isoformas, uma associada a
membrana e outra sollvel (103, 104); e ambas apresentam a mesma afinidade pela
a IL-5, que é aumentada pela ligagdo com a sub-unidade (3, tendo o potencial de
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competir pela IL-5 (104, 105, 106). Para ocorrer sinalizacdo, € necessaria a
presenca das duas sub-unidades da IL-5R, com seus dominios citoplasmaticos
preservados. O receptor atua pela via de sinalizacdo Janus Kinase (JAK) 2, e STAT

(de “signal trasnducers and activators of transcription”) 1 e 5 (107, 108).

A origem dos progenitores eosinofilicos ainda é controvers. Alguns estudos
propbem a existéncia de um progenitor comum a eosinofilos e basofilos, com
exclusdo das outras linhagens mieloides, de forma consistente como o padrdo de
expressdo de IL5Ra (109). Outros demonstraram a presenca de um progenitor
mieldide comum, capaz de originar granulécitos, mondcitos e eosindfilos (110; 66).
Estudos recentes reforcam a segunda possibilidade, ao caracterizar um progenitor
mieldide comum, que posteriormente da origem a um progenitor comprometido

exclusivamente com a linhagem eosinofilica (111; 96).

A hematopoiese pode ser alvo de uma complexa modulacdo em resposta a
sensibilizacdo e provocacgdo das vias aéreas (110). A modulagédo da eosinopoiese €
mediada, portanto, por fatores como IL-3, IL-5, eotaxina e GM-CSF (112; 113; 114)

fatores que se encontram aumentados em pacientes asmaticos (115).
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Figura 1.1 — Eosinopoiese. Esquema simplificado da via de formacdo de eosindéfilos a
partir de células tronco hematopoiéticas. As setas azuis indicam as etapas de formacao de
eosinofilos; as setas cinzas, a formacédo de outras células hematopoiéticas. As citocinas
envolvidas com cada etapa da maturacdo eosinofilica estdo indicadas em vermelho. Em
destaque no quadro, um eosindéfilo murino revelado por reacéo histoquimica da peroxidase
do eosindfilo resistente ao cianeto (Baseada em 66; 109; 110; 111; 96).
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A importancia da IL-5 na regulacdo da maturacao eosinofilica e na liberacao
da medula é demonstrada em camundongos transgénicos para IL-5, que
apresentam naturalmente eosinofilia na corrente sanguinea (116) e no tecido
pulmonar (13) enquanto camundongos deficientes em IL-5 apresentam um baixo
namero de eosinofilos no sangue e nos pulmdes mesmo apO0s a provocacao
alergénica (117). A injecao de IL-5 seguido de eotaxina aumenta significativamente o
namero de eosindfilos maduros liberados pela medula éssea (mostrando uma acao
cooperativa da IL-5 e eotaxina na maturacéo e eosinofilia) de forma dependente da

expressao de integrinas (32 (97;118).

No desenvolvimento de eosindfilos, IL-3 e GM-CSF induzem, em células
CD34+, a expressdo de mRNA para IL-5 e IL-5Ra, enquanto o bloqueio da IL-5
endogena inibe este desenvolvimento (119). Sobre eosindfilos maduros circulantes,
as mesmas citocinas regulam negativa da expressao de IL-5Ra (120). Ao mesmo
tempo, a provocacdo alergénica induz o aumento de células CD34+ que expressam
MRNA para IL-5 (121) e o numero de progenitores CD34+/CD45+/IL-5Ra+ na
medula e no sangue de pacientes atopicos (79) e em modelos murinos de asma
(122). Evidéncias sugerem ainda que estas células migrariam da medula éssea para
o sitio da inflamacdo e sofreriam diferenciacdo “in situ” (123). A provocacéao
alergénica também promove acumulo de: progenitores no lavado broncoalveolar
(124); de progenitores capazes de gerar colonias eosinofilicas em cultura (125) no
tecido pulmonar, com propriedades distintas dos da medula 6ssea (10) e o pulméao
alérgico participa ativamente neste acumulo de progenitores por um mecanismo
dependente de IL-5 (13).

No presente estudo, estudamos ainda a possibilidade de que outros fatores
de crescimento hematopoiético, além do GM-CSF e da IL-5, influenciem a
eosinopoiese, com énfase no papel do Fator de estimulante de colbnias de
granuldcitos (G-CSF), um dos mais importantes fatores neutropoiéticos.

O G-CSF é membro de uma familia de fatores de crescimento glicoproteicos
que controlam a sobrevivéncia e diferenciacdo de células progenitoras
hematopoiéticas e funcionalidade de células hematopoiéticas maduras (Revisto por

26). G-CSF possui peso molecular de aproximadamente 24 a 25kDa e € codificado
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por um gene que se apresenta em coépia Unica no cromossomo 17g21-22 humano
(26; 27; 126; 127, 128).

O receptor de G-CSF (G-CSFR) configura uma proteina transmembrana de
cadeia Unica, com uma grande regido extracelular que possui em sua extremidade
um dominio semelhante as imunoglobulinas. A sua por¢ao intracelular possui uma
regido com atividade tirosina-cinase intrinseca e duas regides conservadas com
atividade Jak-quinase especifica (129). Este receptor é detectado principalmente na
linhagem granulocitica, tanto em neutréfilos maduros quanto no progenitor
neutrofilico, mas € expresso também em progenitores mieldides, células tronco
hematopoiéticas, mondcitos, linfocitos e em células de tecidos ndo hematopoiéticos
como cardiomidcitos, precursores neuronais, células endoteliais e células do tecido
placentario (130). A sua ligacdo a citocina G-CSF ativa varias cascatas distintas de
ativacdo intracelulares como Jac/Stat/Socs, Ras/Raf/Erc e PI3-quinase/Akt (que
possuem impacto direto nas funcdes de migracdo, sobrevivéncia, proliferacdo e
diferenciacdo) e esta sinalizacdo é finalizada pela combinacdo de diferentes
reguladores negativos incluindo Shp-1 e Socs3, bem como ubiquitinacdo e

internalizacao do receptor (129).

O alvo principal de atuacdo do G-CSF configura as células da linhagem
neutrdfilica, incluindo progenitores e precursores neutrofilicos bem como neutroéfilos
maduros (26; 27). Embora ndo seja capaz de sozinho estimular o neutrofilo maduro,
0 G-CSF modula as fun¢des do neutrofilo maduro ativo, induzindo o aumento da
fagocitose, da citotoxicidade mediada por células dependente de anticorpo e priming
de neutrdfilos para o burst oxidativo (26; 131; 132). A auséncia do G-CSF ou de seu
receptor promove neutropenia cronica (130, 27). Diferentemente, a administracao
de G-CSF “in vivo” promove neutrofilia periférica em diferentes sistemas
experimentais e em pacientes (26; 27). G-CSF regula também expressao de CD35
(receptor 1 de complemento — Crl), CD64 (receptor de IgG Fc) e CD11b ( Mac-1q;
integrin ay chain), aumentando seu espectro de acao na resposta imune inata (26).
Interessantemente, estudos realizados no periodo de recuperacdo de quimioterapia
mieloablativa revelaram que a G-CSF promove aumento de numero de células
tronco CD34+ na corrente sanguinea, mas interessantemente, nao promove

aumento na circulacéo de promieldcitos, mieldcitos e metamieldcitos.
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Entre as células que produzem G-CSF, encontram-se principalmente os
mondcitos/macrofagos, mas também neutrdéfilos, células endoteliais, fibroblastos, e
células mesoteliais (26). Em pacientes sadios, o G-CSF apresenta niveis
indetectaveis pelo método de ELISA, ou bioensaios in vitro, mas em situacdes de
estresse (como inflamacao) pode levar os niveis de G-CSF para valores acima de
250ng/mL no soro (27). Em geral, sua producéo é estimulada por TNF-a, LPS, IL-1,
IFN-y e PMA (26).

Embora os efeitos do G-CSF sobre regulacdo neutrofilica e sua utilizacdo em
diferentes tratamentos clinicos, sua atuacdo como regulador de outras populacdes
celulares como a eosinofilica, principalmente em modelos de doencas Th2, estdo
inexplorados. Esta é uma questao importante, visto que alguns trabalhos sugerem
que G-CSF favorece um padréo de resposta Th, em modelos de Doenca Enxerto
Contra Hospedeiro (133) enquanto outros mostram que o G-CSF suprime ambas
respostas, Thy; e Th, (134).

1.2.4 — Migracao dos Eosinofilos

O recrutamento de eosindfilos apos sua producdo na medula e liberagcao
através da acao conjunta entre IL-5 e eotaxina, se torna fator primordial para o
acumulo de eosindfilos e progenitores eosinofilicos nos tecidos inflamados. O
recrutamento de eosinofilos durante um episodio alérgico, incluindo o de asma, é
dependente da interagcdo entre moléculas de adesdo expressas em eosinofilos

circulantes e células endoteliais (135).

O eosindfilo apresenta naturalmente em sua superficie diferentes moléculas
de adeséo, cujo a melhor descrita se encontra a a4 integrina, que juntamente com a
integrina B1, caracteriza a VLA-4 (antigeno muito tardio-4, do inglés very late
antigen-4; 136), importante tanto para migracdo do esindfilo para o sitio da
inflamacdo bem como para a manutencdo e desenvolvimento de progenitores e
células hematopoiéticas na medula (137; 138; 139). Em contrapartida, as células do
endotélio que ndo estejam em sitios inflamados ndo expressam niveis expressivos
de moléculas de adesdo, o que acarreta na nao aderéncia dos eosindfilos neste

endotélio ndo ativado (135).

Em contrapartida, estudos in vitro demonstraram que citocinas observadas

em processo inflamatérios, como IL-13 e TNF-a séo capazes de induzir a expresséo
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de moleculas de adesdo, como a VCAM-1, ligante da molécula VLA-4, e da molécula
de adesdo intercelular 1 (ICAM-1) no endotélio ligado ao tecido brénquico pulmonar
apos estimulo alergénico. TNF-a também induz a expressao de selectinas E e P, 0
que sugere que ambas citocinas sdo de extrema importancia para a migragcédo de

eosinofilos para o sitio pulmonar inflamado (135).

A passagem dos eosinofilos do sangue periférico para o tecido se inicia
mediado pelo rolamento do eosinéfilo pela superficie do endotélio mediado pelas E-
selectina e P-selectina (presentes nas superficies das células endoteliais ativadas); e
L-selectina (constitutivamente expressa em eosindfilos). Esta fraca interacdo entre
as selectinas ndo € suficiente para que a mesma se ligue ao endotélio para sua
passagem ao tecido, mas este rolamento promove a ativa¢do do eosindfilo circulante
bem como permite a ligacdo de VLA-4 a uma molécula de adeséo vascular do tipo 1,
a VCAM-1, presente no tecido vascular apds a ativacdo do tecido pelas citocinas

inflamatorias.

Além de IL-1p e TNF-a, o aporte de quimiocinas como eotaxina se apresenta
como de igual importancia para migracdo de eosinoéfilos, por transduzir sinais
necessarios para ativagdo destas integrinas, promovendo mudancgas

conformacionais nestas que permitem a forte ligacao entre elas (35).

Pacientes asmaticos, em peridos pOs-crise, apresentam no lavado
broncoalveolar, concentracdes elevadas de eotaxina, IL-8, RANTES e IL-5, citocinas
e quimiocinas correlacionados com a migracdo e numero de eosindéfilos presentes
nesta mesma cavidade (140- Venge et al.,, 1996; 141- Conroy et al., 1997; 142-
Scheerens et al., 1999; 78). Interessantemente, a adeséo nao apresenta importancia
apenas na migracdo destes eosindfilos, mas também na inducdo de sobrevida
destes no tecido inflamado, como alguns estudos sugerem (143- Higashimoto et al.,
1996).

1.25 - Reguladores imunofarmacologicos da eosinofi lia e da

eosinopoiese
Eicosandides

O AA é principalmente encontrado na membrana e no envelope nuclear de

células em repouso, esterificado ao glicerol na estrutura dos fosfolipideos. Sua
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liberacdo dos fosfolipideos ocorre através de um evento receptor-dependente, que
leva a uma transducgdo de sinal dependente de proteina G, iniciando a hidrélise de
fosfolipideos, catalisada pelas enzimas fosfolipase A, (PLA;), fosfolipase C (PLC) e
Fosfolipase D (PLD).

Cada uma destas enzimas catalisa um diferente ponto da cadeia de
fosfolipideo, gerando assim diferentes produtos. A PLA, catalisa a reacgdo
estereoespecifica na posicao 2, liberando AA em uma Unica etapa, enquanto as PLC
e PLD liberam respectivamente diacilglicerol e acido fosfatidico, que possuem AA
em sua composicdo, fazendo-se a liberacdo deste numa etapa subsequiente, pela
atuacdo das diacilglicerol- e monoacilglicerol-lipases. Ap6s a sua liberacdo, o
araquidonato livre pode seguir tres possiveis rumos: a) a reincorporacdo aos

fosfolipideos; b) a difusédo para o exterior da célula; e ¢) o metabolismo.

O AA livre pode ser metabolizado por uma variedade de vias: a via das
cicloxigenases (COX), as diferentes vias das lipoxigenases (5-, 8-, 12-, 15-LO), a via
da oxidacao alilica (Citocromo Pss0), a via da epoxigenase e a via da omega-
hidroxilagdo (144). Pode igualmente ocorrer que uma mesma molécula de
araquidonato sofra a acéo, sequencialmente, de enzimas pertencentes a mais do

gue uma via, gerando produtos complexos.

No presente trabalho, avaliamos apenas os cisteinil-leucotrienos (CisLT),
produtos da via da 5-LO, e a PGE,, produto da COX. Portanto, iremos recapitular os
aspectos mais importantes destas duas vias do acido araquidonico, que s&o

apresentados na Figura 1.2.

Via da Cicloxigenase e Prostanoides

Esta é a principal via de metabolizacao fisiolégica do &cido araquidénico e é
inicialmente mediada através da acdo das COX (ou Prostaglandina G/H sintases),
gue promovem uma primeira conversao do acido araquidoénico em PGG,, seguida de
uma conversao da PGG,; em PGH,. A PGH; € o subtrato necessario para a geracao
dos produtos terminais pela acdo de enzimas especificas: tromboxanas (pela acéo
da tromboxana-sintase) e outras prostaglandinas (pela acdo das prostaglandina-
isomerases, com excec¢do da PGI, ou prostaciclina, que é gerada pela prostaciclina-
sintase) (145; 146).
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Existem duas isoformas principais, COX-1 e COX-2 (147). A COX-1 é
expressa constitutivamente numa variedade de tipos celulares, enquanto a COX-2 é
expressa apds um estimulo inflamatorio e de forma mais importante em células do
infiltrado inflamatorio, especialmente macrofagos (146; 148). Recentemente, uma
terceira isoforma de COX, denominada COX-3, foi descrita. A COX-3 é formada por
duas pequenas proteinas derivadas de COX-1, e sua atividade de ciclooxigenacao &
dependente de glicosilacdo. Os antiinflamatorios ndo esteroidais inibem COX-3,
sugerindo que este poderia ser um mecanismo central na diminuicdo a dor e,

possivelmente, febre (149).

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 sédo designados EP, DP, FP e IP para PGE,, PGD,, PGF.a, e Pgl,
respectivamente (150; 146).
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Figura 1.2 — Principais vias de metabolizacio do Acido Araquidon ico. A figura apresenta
as duas principas vias correlacionadas com este trabalho. As vias em azul escuro
representam as vias de formacdo de prostandides e leukotrienos com seus produtos
intermediérios 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 sdo importantes mediadores da inflamac&o. As PGE; e PGl;
sinergizam, nos sitios inflamatérios, com outros mediadores sollveis da inflamacéo,
como histamina e bradicinina, contribuindo para o aumento da permeabilidade
vascular e hiperalgesia (150). No tocante a inflamacao alérgica, a PGD, parece ter
um papel importante, uma vez que 0s mastocitos, liberam quantidades importantes
deste mediador durante a desgranulagéo; por outro lado, animais deficientes para o
receptor DP produzem menos IgE apds sensibilizacdo e desafio com ovalbumina
(49), o que sugere uma contribuicdo da PGD, em reforcar os mecanismos pro-

alérgicos.

Em linfocitos T auxiliares 2 (Th2), linfécitos T citotoxicos, 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 migracdo celular, com recrutamento de eosindéfilos para sitios

inflamato6rios em modelos animais de dermatite atdpica e de asma alérgica (151).

A PGE; é o principal produto da cicloxigenase associda a uma série de
processos fisiologicos. Por exemplo, no trato gastro-intestinal a PGE, exerce um
importante papel de protecdo da mucosa gastrica. PGE, € capaz de modular a
funcd@o de muitos tipos de células do sistema imunologico, como macrofagos, células
dendriticas, células T e B resultando tanto em efeitos pro como antiinflamatorios
(146). Além disso, a PGE; possui um importante efeito modulador na hematopoiese,
inibindo a mielopoiese (152; 153). 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 sdo acoplados a
proteinas G; a ligacdo de PGE, ao EP2 ou EP4 resulta na estimulacdo da adenilato
ciclase, levando a um aumento da concentracdo de cAMP intracelular (146). Mita e
colaboradores (2002) demonstraram que eosindfilos periféricos humanos expressam

EP2 e EP4, contrastando com os niveis indetectaveis de EP3 (154).

A PGE:; esta envolvida no processo central de polarizacédo de células Th2, por
diminuir a producéo de IL-12 pelas células dendriticas (7; 8) e diminuir a producéo
de IL-2 e de INF-y por células T mas ndo a de IL-4 e IL-5 (155). Long e

colaboradores (2004) demonstraram que células dendriticas de pacientes alérgicos
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sdo maiores produtoras de PGE,;, se comparadas aquelas provenientes de

individuos controles (156).

Contudo, varios estudos in vivo sugerem uma ac¢ao predominantemente
antialérgica da PGE,. Camundongos geneticamente deficientes na producdo da
enzima COX-2 apresentam uma inflamacéo alérgica exacerbada, incluindo niveis
elevados de IgE e maior nimero de eosinofilos no lavado broncoalveolar do que
observado nos animais controle, nas mesmas condicbes de sensibilizacdo e
provocacao alergénicas (157; 158). De fato, a administracdo 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 concentracdo de
CisLT no lavado broncoalveolar (159). Kunikata e colaboradores analisaram o efeito
da PGE; sobre a inflamacéo alérgica em animais deficientes em cada um dos quatro
receptores EP, mostrando que o receptor EP3 é o mais relevante para a modulacao
do numero de eosinodfilos no BAL, a produgéo de IL-4, IL-5 e IL-13 e a liberag&o de
mediadores inflamatoérios (160).

Peacock e colaboradores (1999) mostraram que a PGE; é capaz de inibir a
apoptose espontanea de eosinofilos humanos, prolongando a sobrevida destas
células, possivelmente através dos receptores EP2 (161). Estudos recentes ainda
demonstram uma correlacdo entre a maior producdo de PGE, por macrofagos
alveolares de pacientes asmaticos e a diminuicdo da morte de eosindfilos (162).
Contudo, a relacdo entre a presenca PGE; e a apoptose pode variar conforme a fase
do desenvolvimento dos eosindfilos que é analisada, visto que ela induz apoptose

diretamente em cultura de medula éssea murina estimulada por IL-5.

Evidéncias da literatura mostram que glucocorticoides sdo capazes de
influenciar negativamente os niveis de RNA mensageiro para PLA2 e COX-2, assim
como a producado de PGE; apos estimulo com IL-1B (163). Posteriormente, 0 mesmo
grupo demonstrou que a dexametasona é 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 producao de PGE, enddgena poderia ser bloqueada em

alguns sistemas pela acdo direta dos glucocorticoides (164).
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Via da 5-Lipoxigenase e CisLT

Os LT incluem o LTB,4 € 0s CisLT (LTCy4, LTD,4 € LTE,), € sdo gerados através
da atuacdo da enzima 5-LO, que gera o precursor desta classe de lipidios a partir do
AA, o chamado LTA, (165).

As LOs sdo uma familia de enzimas que tém em comum a capacidade de
catalisar a oxigenagcdo do AA, formando distintos &cidos hidroperoxi-
eicosatetraendicos (HPETE) em funcéo do ponto de ataque de cada enzima (166). A
5-LO de células de mamiferos, assim como todas as lipoxigenases de animais,
fungos e plantas s@o capazes de inserir oxigénio no substrato apropriado
(normalmente &cidos graxos poliinsaturados com ligagdes duplas de carbono, onde
a 5-LO atua oxigenando o carbono 5 da estrutura - 167).

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 ligado a
heme, sendo a sua atividade diretamente proporcional a concentra¢do de célcio no
meio. A presenca de ATP também influencia a velocidade de acdo da 5-LO (revisto
em 167). A 5-LO pode ser inibida direta ou indiretamente por diferentes agentes. Os
inibidores diretos incluem os inibidores competitivos como o zileuton (especifico para
5-LO) e bloqueadores de catélise, como o acido nor-dihidroguaiarético (bloqueador
geral que altera o estado redox do ion ferro na 5-LO, reduzindo a producéo de LT)
(revisto em 167). O NO também é um potente inibidor da 5-LO, alterando o estado
oxidativo do ion ferro (168; 169). Os inibidores indiretos incluem bloqueadores da

proteina de ativacao da 5-LO (FLAP — do inglés “5-LO activating protein”).

A FLAP é uma proteina adaptadora de AA, que pode ter uma fungdo auxiliar
na acdo da 5-LO, mais do que desempenhar um papel de ativador indispensavel
(170). A FLAP é requerida para a atuacao da 5-LO sobre o substrato endégeno, mas
nao para o processamento de AA exdgeno pela 5-LO (revisto em 167). Por esta
razdo, o MK-886 é um potente inibidor da sintese de LT no meio intracelular, pois
compete com o AA para se ligar ao sitio da FLAP (171), impedindo que o AA seja

disponibilizado para a acao do 5-LO.

O LTA; é o substrato principal, mas instavel, necessario para as duas
enzimas terminais da via da 5-lipoxigenase, a LTA, hidrolase e a LTC, sintase
(LTC,4S), responsaveis pela producdo de LTB,4 e LTC,4, respectivamente (165). LTB,
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€ um dihidroxi-leucotrieno, e constitui o principal produto da via da 5-LO em
neutrofilos. O LTB, possui uma potente atividade quimiotatica via receptores de
LTB,4, dos tipos BLT1 e BLT2 (172; 173). A LTC4S é uma enzima exclusivamente
encontrada em células de origem hematopoiética, especificamente em eosinofilos,
basdfilos, mastdcitos, macréfagos/mondcitos e plaquetas (174; 175; 176), cuja acao
é dependente de Mg** e inibida por Co?" (revisto em 177). A LTC,S também pode
ser regulada pela expresséo de IL-4, e esta regulagéo positiva € dependente da via
de sinalizacéo por STAT6 (177). A LTC4S é estruturalmente homologa a FLAP (178;
178) e a mesma pode ser inibida, em doses muito altas, pelo inibidor de FLAP, MK-
886 com ICsp em torno de 3uM (178). FLAP e LTC,S estdo colocalizadas no
envelope perinuclear e em outros sitios subcelulares (por exemplo, corpusculos
lipidicos) onde se acredita ter lugar a sintese dos CisLT. Interessantemente, em
eosinofilos ativados, 5-LO, FLAP e LTD,4S se colocalizam em corpusculos lipidicos

citoplasmaticos elétron-densos induziveis (180).

Os CisLT, sédo assim conhecidos por apresentarem em suas férmulas o
aminodcido cisteina e o primeiro dos CisLT formados é o LTC, (acido5[S]-hidroxi-6
[R]-glutationil-7,9-trans-11,14-cis-eicosatetraendico) gerado através da conjugacao
da glutationa ao LTA, junto ao carbono 6 pela LTC4S. Ao ser produzido, o LTC, €
transportado para o ambiente extracelular através de um transportador
transmembrana especifico, incluindo MPR-1 (“multidrug resistance protein”) (181 e
182).

No espaco extracelular, o LTC, serve de substrato para a y-glutamil
transpeptidase ou para uma enzima mais especifica, a y-glutamil leucotrienase, que
gera LTD4 (acido 5[S]-hidroxi-6[R]-cisteinil-glicil-7,9 trans-11,14-cis-
eicosatetraendico) (183; 184). O LTD, é processado por uma dipetidase onde ha
remocado da metade glicina da cadeia peptidica para formar o LTE, (acido 5[S]-
hidroxi-6[R]-cisteinil-7,9-trans-11,14-cis-eicosatetraendico) (185). O LTC,; e seus
derivados LTD,4 e LTE,4 constituem o que antes era conhecido como SRS-A (“slow-
reacting substance of anaphylaxis”) (186). Os CisLTs atuam em receptores
especificos existentes nas células. Existem dois tipos de receptores, os do tipo 1
(CysLTiR) (que possuem duas isoformas em camundongos, provenientes de
splincing alternativo — 187) 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 (5). As afinidades dos CisLT pelos seus receptores sao diferentes dentro
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da classe de ligantes, e dependente também do subtipo de receptor estudado. Para
o CysLTiR, o LTD, apresenta maior afinidade, seguido por LTC, e LTE4 que
apresentam afinidades iguais (LTD4>LTC4=LTE,). Para o CysLT;R, 0 LTC, e 0 LTD,4
possuem afinidades iguais, enquanto o LTE, possui a menor afinidade do grupo
(177).

Os CysLT;R sédo normalmente expressos no musculo liso das vias aéreas,
macrofagos alveolares, monécitos do sangue periférico, eosindfilos (188; 189) e
células endoteliais (190). Ja os CysLT,R séo expressos por macrofagos alveolares,
musculo liso das vias aéreas, pelas células de Purkinje cardiacas, células da medula
adrenal, leucocitos do sangue periférico e células cerebrais (191). Tanto CysLT;R
guanto CysLT,R possuem capacidade de promover o influxo de calcio ao serem
ativados pelos LTs, mas a sua acao ocorre em tipos celulares diferentes. Contudo,
acredita-se que a contracdo do musculo liso, induzida pela estimulacdo com
CysLT:R € uma acgéo independente de calcio extracelular (5). Estdo disponiveis
varios antagonistas seletivos do CysLT;R, incluindo: zafirlukast, montelukast,

tomelukast, pobilukast e pranlukast (192).

Interessantemente, a expressao de CysLT;R é regulada positivamente pela
IL-5 na linhagem celular HL-60 diferenciada em eosindfilos (193). Também é
regulada positivamente por IL-13 e IL-4, mas ndo por IFN-y, em mondcitos e
macrofagos humanos (194). CisLT possuem poderosos efeitos broncoconstritores e
indutores de secrecdo de muco nos bronquiolos humanos, sendo 100 vezes mais
potentes do que agonistas colinérgicos (metacolina) e outros indutores de secrecao
(prostanodides) (revisado em 5). LTE, é 100 a 1000 vezes mais potente que a
histamina, em induzir a diminuicdo do fluxo de ar em pacientes alérgicos (195). A
instilacdo de LTE,4 resulta em influxo de eosindfilos para o lavado broncoalveolar
(196), e CysLTiR, mas ndo CysLT;R, sdo expressos em ceélulas progenitoras
hematopoiéticas humanas CD34+ (197). A utilizacdo de montelukast bloqueia o fluxo
de calcio induzido por CisLT nas células CD34+, mas ndo é capaz de bloquear em
leucdcitos maduros no sangue periférico, sugerindo que o CysLT,R é adquirido
durante a diferenciacdo de leucdcitos e que possivelmente possuiria relacdo com os
ligantes de migracdo endoteliais e provavelmente estaria envolvido com a migracao

trans-endotelial (5).
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Na inflamacéo crbénica, como a asma, os CisLTs tém uma potente acao
quimiotética sobre eosinodfilos para o local da inflamacdo, que € dependente de
CysLTiR (198). Este efeito também pode ser mediado pela regulacdo positiva das
moléculas de adesdo no endotélio vascular pulmonar, assim como pela regulacao

positiva da expressdo de Mac-1 em eosinofilos (198).

O LTC4 e LTD4 atuam na ativacdo do endotélio vascular, permitindo o
extravasamento de macromoléculas que resulta em edema. Atuando em receptores
CysLT2R, estes mediadores também determinam constricdo das veias pulmonares e
a regulacao positiva da expressao de moléculas de adesdo (como as P-selectinas)

no endotélio vascular, favorecendo a marginacao dos leucdécitos (5).

No remodelamento brénquico, os CysLTs participam da fibrose pulmonar via
CysLT2R, e na proliferacdo de células musculares lisas em acdo conjunta com

fatores de crescimento, via CysLT;R (revisto em 5).

O tratamento com inibidores da producdo de CisLTs e antagonistas do
CysLT;R tem sido visto como alternativa para tratamento de asma. A administracéo
de zileuton ou MK-886 reduz o infiltrado pulmonar de eosinéfilos e bloqueia
significativamente a producéo de muco (5). O montelukast reduz significativamente o
infiltrado eosinofilico nas vias aéreas, producdo de muco, fibrose pulmonar e
hiperplasia celular, mas ndo a hipertrofia do musculo liso das vias aéreas em
modelos murinos de asma (199). O tratamento com Montelukast diminui
rapidamente a concentracdo de NO presente no ar exalado de pacientes asmaticos

e seu efeito € potenciado com a acao de broncodilatadores (4).
Inibidores da COX

As Drogas Antiinflamatorias ndo esteroidais (NSAIDs — do inglés Nonsteroidal
Antiinflamatory Drugs) constituem um extenso e heterogéneo grupo de drogas que
suprimem a inflamacgéao (normalmente utilizados para tratar inflamacéo, febre e dor)
mas sem apresentarem relacao estrutural ou funcional com os glucocorticoides, nao
compartilhando portanto dos seus efeitos enddcrinos, metabdlicos, cardiovasculares,
neuroldgicos ou imunolégicos. As NSAIDs costumam inibir de forma inespecifica a
atividade das enzimas COXs (isoformas 1 e 2), resultando na reducao e inibicdo da
producdo dos prostandides e tramboxanos. Contudo, existem NSAID que ndo tém

efeito inibitério significativo sobre a COX, embora sejam estruturalmente e
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funcionalmente aparentados a outros membros do grupo que suprimem a inflamacgéo

por este mecanismo.

Entretanto, a inibicdo de COX-1 pode ser perigosa em Varios sentidos: baixos
niveis de prostanodides no estbmago podem resultar em ulceragdo, sangramento
interno e perfuracdo. Algumas NSAID sao inibidoras seletivas de COX-2, como o
meloxicam, e os coxibs (celecoxib, rofecoxib, valdecoxib, parecoxib and etoricoxib)
nao interferindo com a acdo da COX-1 (200). As NSAIDs séao classificadas baseadas

pelas estruturas quimicas como apresentadas na Tabela 1.1.

A aspirina (nome comercial do acido acetilsalicilico — Figura 1.3) € um acetil
derivado do &cido salicilico de peso molecular de 180,2 e a mais estudada e uma
das mais utilizadas (201) das NSAIDs. A aspirina, juntamente com outras NSAIDS,
inibe a producdo das prostaglandinas em homogeinatos de pulmao de cobaios
através de inibicdo das COXs (202; 203). A indometacina (Figura 1.4), € uma
NSAIDs do grupo dos acidos carboxilicos de peso molecular de 357,79. Assim como
aspirina, atua inibindo as duas isoformas da COX. Embora ambas as drogas inibam
COX, a aspirina € a uUnica das NSAIDs que modifica as proteinas de COX
covalentemente. Aspirina reage promovendo transferéncia do grupo acetil de sua
estrutura para residuo de serina 530 (Ser-530) na COX-1 (204; 205) que se
sobrepde com a arginina 120 (Arg-120) da COX-2, diferenga que resulta numa agéo
da aspirina mais potente sobre COX-1 do que sobre COX-2 (205). Indometacina
inibie COX-1 e -2, de forma fraca e tempo dependente, pela formacdo de pontes
salinas entre a droga e a Arg-120 assim como as outras NSAIDs (205), com excec¢éo
das drogas de acgao seletiva para COX-2 (207).

Existe uma relagéo direta entre a sensibilidade a aspirina, a indugéo de asma
sensivel a aspirina (AIA - do inglés aspirin-induced asthma) e a presenca de polipos
nasais, configurando a “Triade de Samters”, no qual a pélipose nasal apresenta-se
como o primeiro indicador clinico da AlA (208). O diagnéstico da AlA é realizado
através de provocacao com aspirina por via oral, nasal, inalado e intravenoso, por
falta de um teste padrdo universal, e pelos pacientes apresentarem teste cutaneo
negativo, e ausencia anticorpos contra as NSAIDs (209; 210; 211). Pacientes com
AlA apresentam numero aumentado de eosinéfilos (209), maior expressao de IL-5
(212), numero de eosinofilos que expressam ECP 3 vezes maior do que pacientes

com asma tolerante a aspirina (ATA) e 10 vezes maior que pessoas saudaveis (213).
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Tabela 1.1 — Lista de Drogas Nao Esteroidais.

Grupo Subgrupos Drogas
Acetilsalicilato, Salicilato Colinico,
o Diflunisal, Salicilato de Magnésio
Salicilatos

Colinico,

Salicilato de Magnésio, Salsalato

Acidos Acéticos

Bendazac, Diclofenaco, Etodolac,
Indometacina, Ketorolac, Nabumetona,

Sulindac, Tolmetina

Carprofeno, Fenoprofeno, Flurbiprofeno,

Acidos Ibuprofeno, Ketoprofeno, Loxoprofeno,
Acidos Carboxilicos Propionicos Naproxeno, Naproxeno Sadico,
Oxaprozino, Vedaprofeno

Acidos Acido Meclofenamico, Meclofenamato
Antralinicos sédico, Acido Tolfenamico

Acidos

L Paracetamol
Fenilacéticos

Acidos o

Flunixina

Aminonicotinicos

Anélogos Indol

Indometacina, Nabumetona, Ketorolac,

Etodolac

Acidos Endlicos

Fenilbutazona, Oxyfenbutazona,

Dipirona, Ramifenazona

Pirazolonas
(N&o possuem grupo
carboxilico mas o acido
vem do endlico hidroxi Oxicams

substituinte)

Meloxicam, Piroxicam, Tenoxicam

Coxibs

Celecoxib, Rofecoxib, Valdecoxib,

Parecoxib, Etoricoxib

Sais de Ouro

Auronofina, Tiomalato Sodico de Ouro,

Aurotioglicose
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A asma aguda sensivel a aspirina € similar as reacdes asmaticas imediatas
gue ocorrem em pacientes asmaticos sensibilizados, quando entram em contato com
o alergeno. O dermografismo, hipersensibilidade antibacteriana e elevacdo dos
niveis de IgE estéo intimamente relacionado com a AlA. (214).

NSAIDs que néo inibem a atividade de COX n&o provocam ataques agudos
de asma achado coerentes com a Teoria da COX, segundo a qual as manifestacdes
da asma induzida pelas NSAIDs (aspirina e indometacina inclusive) ocorrem por
acOes farmacologicas, através da inibicdo das COX intracelulares no trato

respiratério (215).

Portanto, a administracdo das NSAIDs, inibe a producéo de prostaglandinas e
tramboxanos (tanto as PGs pré-inflamatérias PGD, e PGF,a, quanto a anti-
inflamatoria, PGE,) e induzir a producédo exacerbada de CisLT, em pacientes com
AlA. Contudo, Higashi et al. (2002) mostrou que os niveis de PGD, no muco estédo
aumentadas em pacientes com AIA em relacdo aos pacientes com ATA, e acreditam
que este achado seja devido a ativacdo de mastdcitos (um dos principais produtores
de PGD, no organismo) nas vias aéreas inferiores. Mostra finalmente, que ha uma
correlacdo significativa entre a concentracdo de CisLTs e a concentracdo de
neurotoxinas derivadas de eosinofilos (EDN). Portanto, mais estudos seriam

necessarios para analise da participacdo da PGD, na AlA (216).

A indometacina também foi descrita como um agonista do CRTH, receptor
de PGD; envolvido com a migracéo de células para sitios de inflamacéo. A acédo 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 é também
restrito a indometacina, visto que o mesmo nao foi observado para outras NSAIDs,

como a aspirina (217).
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OH

o

Figura 1.3 — Aspirina — Estrutura Quimica Molecular da cadeia da molécula de Aspirina.

Cl

Figura 1.4 — Indometacina — Estrutura Quimica Molecular da cadeia da molécula de

Indometacina.
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Os pacientes com AIA apresentam concentracdo mais baixa de PGE; em
amostras de sangue periférico e cultura de células epiteliais de polipos nasais,
embora as concentracdes deste produto ndo parecem estar correlacionados com a
presenca da doenca (209). Ja a administracdo de PGE, exdgena ndo apenas €
eficiente em proteger contra ataques agudos de asma induzida por indometacina
(218) e aspirina (219), como também previne 0 aumento na excrecao de LTE4 na
urina em pacientes com AlA (220).

Quanto aos CisLTs, os pacientes com AIA apresentam 2 a 20 vezes mais
CisLT na urina (221; 222, 223), muco (214, 224) e lavado broncoalveolar (213; 225)
comparado com pacientes com ATA. Apresentam também um ndamero de células
com expressao de LTC,4S 5 vezes maior que pacientes ATA (213), os niveis de LTC,
estdo diretamente correlacionados com o numero de eosinéfilos LTC4S positivos
presentes no pulméao (225). Os pacientes AIA também apresentam expressao de
receptor CisLT em células inflamatdrias de forma anormal (226; 227) e apresentam
uma hiperresponsividade a LTE, inalado (226; 228) sugerindo que, por sua baixa

afinidade por LTE,4, em pacientes com AlA esta afinidade esteja elevada (229).

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 (230; 231).
Normalmente as lipoxinas e 15-epi-lipoxinas possuem um carater antiinflamatério,
por inibirem a migracao trans-endotelial e trans-epitelial de polimorfosnucleares in
vitro e in vivo (232; 233). Varias evidéncias mostram que pacientes com AIA
apresentam niveis reduzidos de lipoxinas e 15-epi-lipoxinas em relacdo aos
pacientes com ATA, sugerindo que as reacdes adversas induzidas por aspirina
possam também estar relacionadas com a desregulacao na producédo de 15-HETE e
15-epi-lipoxina (209).

Baseado na modificacdo da producdo de CisLT, prostanoides e lipoxinas,
muitos postulam como tratamento para AIA (e também na asma alérgica) a
administracdo de substancias que interferem com a producao ou a acao dos CisLT:
inibidores das enzimas da via da produc¢éo de CisLT como o zileuton (inibidor da 5-
LO — 234), ou antagonistas dos receptores como 0 montelukast (inibidor do CisLT;R
— 235; 236).
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Outro meio de tratamento proposto € a utilizacdo de inibidores seletivos de
COX-2, visto que a atividade de COX-1 com estas drogas seria mantida, com a
preservacao da producédo da prostaglandina protetora, a PGE,. Mas a utilizacao
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
(209).
Glicocorticoides

Os glicocorticéides sintéticos sao atualmente os farmacos mais utilizados no
tratamento de desordens alérgicas principalmente na forma inalada, onde seu uso
topico, é a que apresenta menores efeitos colaterais sistémicos, como disturbios do
crescimento em criancas e adolescentes. Sua utilizacao é relacionada a reducéo de
eosinofilos ativados, mastécitos, e células T nas vias aéreas e a um aumento da
fagocitose dos restos apoptéticos, embora alguns pacientes apresentem resisténcia
aos efeitos anti-alérgicos dos glicocorticoides, reforcando a necessidade de melhor

entendimento da patologia (237).

Os (glicocorticoides sao esteroides, moléculas lipofilicas capazes de
atravessar a membrana plasmatica de qualquer célula do corpo (238; 239) e que
compartilham uma série de acdes fisiologicas com o0s hormonios esterbides
secretados pelas glandulas adrenais em resposta a estimulacdo fisiolégica pelo
ACTH (cortisol, também conhecido como hidrocortisona, na espécie humana e

corticosterona, no camundongo - 240).

Estes horménios sdo produzidos sob controle do eixo hipotalamo-pituitaria-
adrenal-HPA, obedecendo a ritimos circadianos (240). Contudo seus niveis elevam-
se em situacdes de estresse das mais diversas causas e nestes casos igualmente
apresentam importantes funcdes imuno-regulatorias (241; 242; 243). Os esterodides
(glicorticéides) sintéticos promovem acdes imuno-regulatérias semelhantes ao
glicorticoide secretado pela adrenal, atuando como agente anti-inflamatério e

imunossupressor (244; 241; 245).

O receptor de glicorticéide (GR) € um receptor intracelular, que possui
basicamente 4 dominios, um que se liga ao esterdide, um dominio de ligacdo ao
DNA e 2 dominios envolvidos na transativagdo génica. Na sua forma néo ligada a

glicorticoides, ele se mantém estavel no citoplasma retidos em complexos
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comproteinas de choque termico (HSP — “Heat Shock Protein”) cujo ligacdo previne

gue este va do citoplasma para o nacleo (244; 245).

O hormonio presente na corrente sanguinea migra para o interior da células e,
no citoplasma, liga-se ao GR; com a ligacdo de ambos, ocorrem mudancas
conformacionais que promovem a dissociagdo do HSP ligado ao receptor em
condi¢cdes basais, e o complexo glicocorticoide-GR, transloca para o nucleo,
passando a interagir com complexos co-ativadores nucleares e com regides
promotoras de diversos genes. O receptor ativado se liga a sequéncias regulatérias
de DNA, denominadas elementos de resposta de glicocorticoides (GRE) (246; 247,
240).

O GR, dentro do nucleo, também interage com fatores de transcricdo como, o
fator nuclear kB (NF- kB) e o AP-1 (do inglés adapter-related protein complex 1), que
regulam a expressao de varios genes mediadores da inflamacao, promovendo, por
exemplo, a inibicdo da expresséo das citocinas IL-13, TNF-a, GM-CSF, IL-4, IL-5 e
IL-8 e da quimiocina eotaxina (248; 246), um dos fatores responsaveis pela acao
anti-inflamatdria dos glicocorticoides. E igualmente capaz de inibir producdo de LTC,
apos a administracao in vivo de prednisona (glicocorticoide sintético; 249; 250). Além
disso, os glicocorticoides modulam a expressao de VLA-4, VCAM-1 e ICAM-1, bem
como inibem a expressdao de CCR3 e de outros receptores de quimiocinas,
interferindo diretamente com a migracdo de células da linhagem eosinofilica (251;
252; 253). Também regulam negativamente a expressdo de GM-CSF e da
subunidade alfa do receptor de IL-4, duas proteinas que séo fatores importantes
para desenvolvimento, sobrevida e migracdo de células hematopoiéticas ligadas a
respostas Th, (254; 255).

Segundo o modelo teérico predominante, casos que promovem 0 aumento
dos niveis de glicocorticoides enddgenos, ou a administracdo de glicocorticéides
exdgenos, estes glicocorticoides reduziriam a inflamacao alérgica através da inducéo
de apoptose em eosinofilos, associado a diminuicdo de ativacéo celular nos sitios
inflamados e diminuicdo do recrutamento celular para estes sitios (246). Mas o0s
glicocorticéides podem apresentar efeitos paradoxais que estariam correlacionados
ao agravamento do quadro alérgico de forma tardia ou crbnica, envolvendo a
diminuicdo na expressdo de IFN-y, inducdo de diferenciacdo de células Th2 e

aumento da expressédo de IgE, potencializacdo de acdo das citocinas IL-3, IL-5 e
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GM-CSF na promocédo da diferenciacdo eosinofilica na medula éssea (256; 257;
258; 259). Seus efeitos paradoxais demonstram também que progenitores
eosinofilicos na medula respondem positivamente a dexametasona, resultando na
producdo exacerbada de eosindfilos, em contraste com progenitores provenientes
do tecido pulmonar, que sofrem apoptose quando cultivados com a mesma droga.
Estes dados sugerem que a acdo da dexametasona pode variar de acordo com cada

célula e tecido alvo (Maximiniano et al, 2003).
Dietilcarbamazina

A dietilcarbamazina (DEC) é um composto organico sintético, que nao possui
em sua composi¢cdo nenhum elemento toxico de origem metalica, e possui atividade
anti-helmintica seletiva para algumas espécies de filarias. A DEC é uma das
principais drogas utilizadas no controle da filariose linfatica, mas seu mecanismo de
acao durante o tratamento continua até hoje um mistério (14). A DEC somente n&o
possui nenhuma acao direta sobre o parasita demonstravel in vitro, mesmo em
doses superiores a terapeutica, sugerindo que a atividade anti-microfilarial do DEC
ocorra através de estimulo ao proprio sistema imune do hospedeiro (260; 14).
Embora alguns estudos tenham sugerido que DEC leva plaquetas a matar as
microfilarias (261). Esta proposta ndo tem sido sustentada, no entanto, o co-cultivo
de microfilarias com macrofagos na presenca de DEC permite observar a paralisia e,
subsequentemente, a morte do parasita (262). Nesta linha, alguns grupos
apresentaram que Oxido nitrico (NO) € um importante agente filaricida derivada do
hospedeiro, sendo um dos possiveis mediadores da acdo da DEC, embora a
correlagéo entre DEC e NO em modelos de filariose seja dificil de estabelecer.

Trabalhos mostraram que a inibicdo da NO sintase induzivel (iINOS) reduz a
resisténcia inata de camundongos BALB/c injetados com microfilarias (19). Por
outro lado, a administracdo de agentes que liberam NO sob condi¢des fisiologicas
pode abortar a infeccao filarial em camundongos scid, que sdo suscetiveis ao
parasita (262). O bloqueio da liberacdo de NO com inibidores de iINOS em co-cultura
de filaria com macrofagos, abole o efeito paralizador observado nesta cultura na
presenca de DEC (262). Embora esta dependéncia do efeito da DEC ao NO esteja
inicialmente tragada, outros estudos nao foram capazes de detectar aumento de NO
em macrofagos e em células endoteliais ou excrecdo de nitrito na urina apos a

injecdo de DEC in vivo (263). DEC é também capaz de inibir a eosinofilia pulmonar
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tropical, uma conhecida e grave complicacdo da filariose (18), o que sugere que 0
DEC, mesmo indiretamente, possua capacidade de regulacdo da eosinopoiese e

migracéao celular.

Estudos também demonstraram que um tratamento continuo com DEC,
embora incapaz de bloquear crises agudas de asma, diminuia a necessidade e
dose da rotina de tratamento com glicocorticéides (17), sugerindo que DEC poderia

ser Gtil como profilatico.

DEC foi descrita como um bloqueador da via de producdo de CisLT em
mastocitos murinos e plaquetas equinas (264; 265). DEC também é capaz de inibir o
trafego de vesiculas em células hematopoiéticas, o que poderia ter efeitos
importantes sobre a sinalizacdo celular, a expressdo de proteinas e receptores, bem

como a desgranulacéo (266).

Todos estes dados sugerem que a DEC possa ter efeitos sobre a
eosinopoiese medular e tecidual, visto que teoricamente seria um bloqueador da via
de producdo de mediadores lipidicos importantes para eosinopoiese (0s CisLT), bem
como pela possivel producdo de NO, mediador anteriormente descrito como
responsavel pela apoptose de eosinéfilos em cultura (9). Seus efeitos sobre a
inflamacdo pulmonar também se mantém inexplorados, bem como seus

mecanismos de atuacao, gerando uma area de estudo interessante.
Regulacdo imunofarmacologica da eosinopoiese em cultura de medula éssea

Nosso grupo estuda a eosinopoiese em cultura de medula éssea murina e
suas modificacdes observadas em consequéncia da sensibilizagdo e provocagéo
alergénica (110). Inicialmente foram analisadas as modificacdes da medula 6ssea,
induzidas pela sensibilizacdo e provocacdo alergénicas com ovalbumina em
camundongos BALB/c. Observou-se nestes estudos que a sensibilizacdo seguida de
provocacao por via respiratoria promove o aumento da capacidade de resposta dos
progenitores eosinofilicos a IL-3 e ao GM-CSF com a formacdo de colbnias
eosinofilicas; aumenta igualmente a capacidade de resposta dos precursores
eosinofilicos a IL-5 do ponto de vista da diferenciacdo terminal, levando a um
aumento seletivo do numero de eosindfilos da medula 6ssea (12). 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 apos a
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exposicdo ao alergeno (12). Além disso, mediadores circulantes induzidos pela
exposicao aos alergenos podem reproduzir a resposta exacerbada de precursores
eosinofilicos da medula 6ssea a IL-5 (12).

O trabalho de outros grupos igualmente evidenciou o efeito da provocacao
alergénica sobre os progenitores eosinofilicos presentes na medula 6ssea de
camundongos e em pacientes asmaticos (79; 267). Os resultados do nosso grupo,
aliados as evidéncias da literatura, apdiam a idéia de que a provocacédo alergénica €
capaz de induzir o aumento de eosindfilos e de progenitores eosinofilicos na medula
0ssea, na corrente sanguinea e no sitio da inflamacéo (268; 12; 269; Dorman et al.,
2004).

O nosso grupo também mostrou que a sensibilizacdo e provocacdo de um
animal com alergeno, promove o acumulo de progenitores eosinofilicos no tecido
pulmonar, capazes de gerar colénias (em torno de 80% eosinofilicas) na presenca
IL-5, GM-CSF e IL-3 (125; 10). 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
pulmdo deste recipiente por um mecanismo dependente de IL-5 e de fatores
provenientes da sensibilizacdo (13). Estes fatores sugerem um papel importante do

tecido pulmonar e dos progenitores para a eosinofilia nas vias aéreas.

Trabalhos anteriores do laboratério mostraram que 0 estresse cirurgico
promove um aumento seletivo na producéo de eosindfilos pela medula 6ssea, o qual
pode ser inibido pelo pré-tratamento dos animais com antagonistas do receptor de
glicocorticéide, por inibidores da producdo de glicocorticoides e pela remocao
cirirgica prévia das adrenais (270). Em apenas 24 horas, 0 estresse cirurgico
aumenta os niveis circulantes de corticosteroéides, sendo este efeito abolido pelo pré-
tratamento com metirapone (270). Os resultados, portanto, mostram um papel critico
dos hormonios glicocosticoides induzidos por estresse na eosinopoiese medular de
animais submetidos a cirurgia (270). Por outro lado, adicdo de dexametasona a
culturas semi-sélidas de medula éssea, estimuladas por GM-CSF, promove um
aumento do numero total de colonias mieldides, aumento da frequéncia de colbnias
contendo eosindéfilos e o aumento do tamanho médio das colénias eosinofilicas
puras (11). A dexametasona também aumentou a resposta in vitro dos precursores

eosinofilicos a IL-5, em cultura liquida de medula 6ssea.
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Em contraste com estas observacdes na medula 0ssea, a dexametasona

inibiu fortemente a diferenciagdo eosinofilica em culturas semi-solidas de células
hematopoiéticas pulmonares estimuladas por IL-5 (10). Contudo, 0os mecanismos
celulares pelos quais a dexametasona exerce seus efeitos ainda permanecem

obscuros.

Medula Ossea de animais tratados com dexametasona in vivo, quando
cultivadas in vitro, promoveu a subseqiente formacéo de col6nias em culturas semi-
séllidas na presenca de GM-CSF, assim como a resposta dos precursores, em
cultura liquida, a IL-5. O efeito potenciador da administracdo in vivo de
dexametasona sobre a resposta de medula 6éssea ao GM-CSF in vitro foi abolido
pelo pré-tratamento dos animais com o0 antagonista seletivo do receptor de
glicocorticéide, mifepristone, demonstrando que os efeitos observados sdo mediados
pelo receptor GRa, ja bem caracterizado (256). Estes resultados evidenciaram um
efeito potencializador importante da dexametasona sobre as formas imaturas da
linhagem eosinofilica de medula 6ssea. A hidrocortisona possui acdes semelhantes
onde cultura de células de medula éssea humana cultivadas na presenca desta,
apresentam uma maior capacidade de formacao de colbnias eosinofilicas (271). Nos
experimentos do nosso grupo, o efeito potenciador foi detectavel apenas na
presenca de citocina exogena, sugerindo que a dexametasona prepara a medula
O0ssea para uma resposta aumentada a citocinas liberadas sistemicamente (12),

apos a provocacao alérgica, em vez de substituir o estimulo alérgico (257).

Ao mesmo tempo, outros trabalhos mostram que os glicocorticéides séao
capazes de bloquear a producdo enddgena de prostandides (163; 164). Baseado
nesta correlacdo, 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. A PGE,, inibe eficientemente a resposta das células a IL-5 em
cultura liquida de medula 6ssea de todas as cepas de camundongos isogénicos
analisados, levando a uma drastica diminuicdo do nimero de células pertencentes a
linhagem eosinofilicas (reconhecidas por serem positivas para a peroxidase do

eosindfilo (EPO+)) em relacdo aos controles cultivados somente com IL-5 (11).

A presengca da PGE; nas culturas promoveu a formagdo de uma grande
quantidade de debris EPO+, presentes principalmente no interior de macréfagos,

sugerindo que as células pertencentes a linhagem eosinofilica teriam morrido em
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algum ponto apos o inicio da expresséo deste marcador enzimatico, sugerindo que a
PGE, poderia estar induzindo a morte celular programada de forma linhagem-
seletiva (11). Nosso laboratdrio mostrou ainda 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 associagdo com

dexametasona, promove a maturagdo dos eosindfilos em cultura (9).

As observacgdes acima resumidas tém um grande potencial de aplicacédo
clinica, relativamente a: a) o entendimento da resisténcia aos corticosteréides, um
dos maiores problemas no controle da asma de diversos pacientes asmaticos; b) o
papel de interagBes imunoenddcrinas e imunofarmacolégicas na evolugdo de um
paciente rumo a sensibilizacdo alérgica e a manutencdo de uma eosinofilia tecidual
(11).

Outro recente estudo do laboratério mostrou os efeitos da inibicdo seletiva da
producéo de prostandides, por inibidores da COX, sobre a resposta a IL-5 em cultura
de medula 6ssea de camundongos normais de varias linhagens isogénicas (272). Os
resultados indicam que a indometacina e a aspirina apresentam efeitos
potenciadores da eosinopoiese em cultura de medula éssea de camundongos
normais, mas que seus efeitos sdo completamente abolidos em animais
sensibilizados. Ao mesmo tempo, 0s mecanismos pelos quais estas drogas atuam
na medula 6ssea de camundongos naive ndo foram avaliados. Uma possibilidade &
que elas estejam atuando indiretamente através da promoc¢ao da producéo de CisLT
(209).

No presente estudo, procuramos analisar se os CisLT influenciariam a
producdo de eosinofilos em cultura de medula éssea murina, como sugerido por
estudos anteriores da literatura (273), seja atuando diretamente sobre estas células,
seja como mediadores dos efeitos dos inibidores de cicloxigenase. Avaliamos
também se os CisLT mediariam a atuacdo de uma quimiocina e uma citocina
envolvidas com producdo, migracdo de eosinofilos e desenvolvimento do quadro

alérgico da asma, eotaxina e IL-13 respectivamente.
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1.3 - Hipoteses e Delineamento do Estudo

Hipotese 1 — Os CisLTs, exdgenos ou enddgenos, modulariam positivamente
a eosinopoiese medular, o desenvolvimento e a sobrevida de eosindfilos, via
CysLT:R.

Desenho Experimental

) No presente estudo para analisar os efeitos diretos dos CisLT na
eosinopoiese, utilizamos as seguintes estratégias: a) adicdo de CisLT nas culturas
de medula é6ssea; b) utilizacdo dos antagonistas do CysLT;R (montelukast e MK-
571) e utilizacdo de animais deficientes no CysLT;R, para bloguear os efeitos

farmacoldgicos induzidos pelos CisLT.

II) Para avaliar os efeitos de indometacina, aspirina, eotaxina e IL-13, e sua
dependéncia ao CisLT, utilizamos técnicas semelhantes: a) adicdo de indometacina
e aspirina as culturas de medula éssea; b) utilizacdo dos antagonistas do CysLT;R,
montelukast e MK-571, e utilizacdo de animais deficientes para o CysLT;R, para
bloquear os efeitos farmacolégicos induzidos pela indometacina e aspirina; c)
utilizacado do antagonista da FLAP e de MK-886 e uso de animais deficientes da 5-
lipoxigenase para bloquear os efeitos farmacoldgicos induzidos pela indometacina,

aspirina, eotaxina e IL-13.

[Il) Para avaliar a relagéo 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 os efeitos destes moduladores sobre a
acao da PGEjy; b) utilizagdo dos antagonistas do CysLT;R, montelukast e MK-571, e
utilizacdo do inibidor da FLAP, MK-886, para bloguear os efeitos da indometacina,

aspirina e CisLT sobre a resposta a PGE.,.

Hipbtese 2 — A atuacao de dexametasona promove aumento da expressao de
VLA-4 responséavel pela formacdo de agregados de eosindfilos imaturos, enquanto
gue a PGE;, apresentaria efeito inverso, diminuindo a expressao de VLA-4, 0 que
levaria a apoptose de células da linhagem eosinofilicas ou, a maturacdo dos

eosinofilos gerados.
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Neste estudo, procuramos analisar se a atuacdo eosinopoiética da
dexametasona e pré-apoptdética da PGE, estdo correlacionadas com a capacidade

de ambas em regular a expresséo da integrina VLA-4 (041 integrina).
Desenho Experimental

[) Para analisar os efeitos diretos da dexametasona e da PGE, sobre a
producado, desenvolvimento e maturacdo dos eosindfilos, utilizamos a estratégia de
adicdo e PGE; isoladas ou combinadas nas culturas de medula 0ssea, seguida de
analise morfoldgica por microscopia o6tica. Para andlise de expressao de integrinas
VLA-4 e seu ligante VCAM-1, lancamos méao de estratégias de imunocitoquimica e
microscopia confocal, em diferentes momentos de cultura para demonstrar: a) a
expressdo de VLA-4 colocalizada em eosindfilos; b) a expressdo de integrinas em
agregados celulares; c) avaliacdo da porcentagem de células que expressam VLA-4
na medula 6ssea. Finalmente, para avaliar qual o efeito das integrinas na agregacao
celular, lancamos mao de adicdo no terceiro dia de cultura de anticorpos
neutralizantes de VLA-4 e VCAM-1 nas culturas contendo dexametasona e PGE;
sozinhas ou associadas, avaliando seu efeito sobre a agregacao celular.

Hipotese 3 — O tratamento prévio com DEC ou G-CSF é capaz de inibir os
efeitos promovidos pela sensibilizacdo e pela provocacédo alergénica no tecido

pulmonar e de atuar sistemicamente regulando a eosinopoiese in vivo.

Procuramos analisar o efeito de tratamento prévio de DEC e G-CSF sobre a
inflamacdo pulmonar, avaliando seu impacto regulatério sobre a populacdo
eosinofilica especificamente, visto que: a) G-CSF apresenta uma indicacdo de acéo
anti-inflamatéria bem como de balangco positivo para formacdo de neutrofilos em
detrimento a eosindfilos; b) DEC apresenta acao eficais sobre a eosinofilia pulmonar
tropical, bloqueia producéo de CisLT e suspeita-se de envolvimento de INOS/NO na

sua acao.
Desenho Experimental

I) Para analisar os efeitos de DEC ou G-CSF sobre a inflamacgdo pulmonar,
foram realizados diferentes tratamentos com DEC por via oral ou com G-CSF por via
subcutédnea antes e durante a provocacdo alergénica, seguido de analise da

reatividade respiratéria e resisténcia pulmonar dos animais, seguido de varias
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analises ex vivo para avaliacdo do efeito sistemico de cada um dos agentes como: 1)
contagem total e diferencial de células do lavado broncoalveolar; 2) analise sobre a
producéo de citocinas no tecido pulmonar e particularmente no trabalho com G-CSF,
producdo de citocinas no sangue periférico; 3) analise das células do tecido
pumonar no tratamento com DEC; 4) realizacédo de histologia do tecido pulmonar; 5)
contagem total e tipagem de células hematopoiéticas de sangue periférico; 7)
contagem total e tipagem de células da medula éssea.

II) lgualmente, foram avaliados os efeitos do tratamento com ambos agentes
na capacidade de respostas das células de responderem a citocinas
hematopoiéticas, realizadas através da cultura liguida e semi-solida ex vivo, de
células da medula éssea na presenca de citocinas como IL-5 e GM-CSF, avaliando o
seu impacto sobre progenitores hematopoiéticos e precursores da linhagem

eosinofilicas.

[Il) Para a DEC, ainda foram realizados analises para avaliar se a mesma
atuava, in vivo e in vitro, de forma dependente de INOS e pela via CD95/CD95L.
Para analise esta analise lancamos mao de: a) bloqueio da producdo de NO
utilizando bloqueador farmacologico de INOS, aminoguanidina, tanto em tratamento
in vivo quanto bloqueio in vitro em cultura liquida; b) utilizacdo de animais deficientes
da enzima iNOS, tanto para o tratamento in vivo, seguido de cultura liquida para
andlise ex vivo, quanto para analise in vitro em cultura liquida. Para avaliagdo da
dependéncia da via CD95/CD95L, lancamos mé&o da utilizacdo de animais gld
(animais que apresentam uma mutacdo expontdnea que promoveram uma
deficiencia na producdo de CD95), tanto para o tratamento in vivo, seguido de
histologia pulmonar e cultura liquida ex vivo, quanto para analise in vitro em cultura

liquida.

Andlise global — O presente trabalho, portanto, visa correlacionar os diferentes
meios de controle da eosinopoiese avaliando os efeitos de diferentes farmacos e
citocinas em dois possiveis sitios e situacoes, diretamente na medula 0ssea (atraves
do contato direto da linhagem eosinofilica e da medula a estes agentes) e sistémico
(através da analise do desenvolvimento da eosinofilia tanto na medula quanto em
outros tecidos em um quadro especifico de asma alérgica). O desenho das ac¢des de

citocinas e farmacos em ambos o0s sistemas nos permitiria avaliar pro quais
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mecanismos o0 eosinodfilo é produzido, atua e qual o seu verdadeiro papel em um

sistema de asma alérgica.
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2. Objetives

2.1 — Objetivo Geral

Avaliar os meios de regulagédo da eosinopoiese na medula 6ssea e no modelo

de asma murina, evidenciando o papel dos CisLTs e dos glicocorticoides no
desenvolvimento, na sobrevida, na protecdo contra apoptose induzida de eosinofilos
na medula 6ssea. Avaliar também o efeito de drogas e citocinas sobre a inflamacao

pulmonar, na producdo e na mobilizacdo de eosinofilos da medula 6ssea.

2.2 — Objetivos Especificos

2.2.1 — Avaliar os efeitos dos CisLTs exdgenos sobre o desenvolvimento e
sobrevida dos eosindfilos em cultura de medula éssea.

2.2.2 — Analisar a contribuicdo dos CisLTs enddgenos para os efeitos dos
inibidores da COX sobre a producéo de eosindéfilos em cultura de medula 6ssea.

2.2.3 — Analisar a contribuicdo dos CisLTs enddgenos para os efeitos da
citocina IL-13 e da quimiocina eotaxina sobre a producéo de eosinofilos em cultura
de medula 0ssea.

2.2.4 — Avaliar a importancia da expressao de VLA-4 e VCAM-1 para os efeitos
observados pela acdo da dexametasona e da PGE; sobre a linhagem eosinofilica
em cultura de medula 6ssea.

2.2.5 — Avaliar os efeitos sistémicos da DEC in vivo, in vitro e ex vivo, no
modelo murino de asma, incluindo efeitos imunomodulatérios sobre linfocitos T, bem
como sobre a eosinopoiese medular e periférica.

2.2.6 — Avaliar os efeitos sistémicos do G-CSF in vivo, in vitro e ex vivo, no
modelo murino de asma, incluindo efeitos imunomodulatorios sobre a eosinopoiese

medular e periférica.
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3 Rublicagses

3.1 — Artigo - Elsas PX, Queto T, Mendonga-Sales SC, Elsas Ml,

Kanaoka Y, Lam BK. Cysteinyl leukotrienes mediate the enhancing effect s of
indomethacin and aspirin on eosinophil production i n murine bone marrow
cultures. Br J Pharmacol. 153, 3, 528-535. 2008

Os antiinflamatérios ndo esteroidais atuam através do bloqueio das
cicloxigenases (COX), enzimas chave para a via de producéo de prostaglandinas e
tramboxanos, cujo principal produto no nosso sistema é a PGE,. Ao mesmo tempo,
estas drogas potencializam a eosinopoiese em cultura liquida de células de medula
Ossea (272). A capacidade destas drogas em proteger eosindfilos em
desenvolvimento dos efeitos pro-apoptoticos da PGE,, descrita anteriormente como
ativadora de uma via pré-apoptética dependente tanto de i NOS como de CD95L (9),
sugere o envolvimento de um mecanismo celular distinto dos modelos correntes de
acado para os inibidores da COX. Tal hipdtese foi explorada no presente estudo,
fornecendo evidencias de que indometacina e aspirina tém seus efeitos sobre a
eosinopoiese mediados pela producdo e atuacdo dos CisLT. O estudo permitiu
evidenciar um papel critico para a 5-LO, a LTC, sintase e para 0s receptores
CysLT1R nas acOes dessas drogas, assim como mostrar uma forte acéo

citoprotetora dos CisLT sobre eosindfilos expostos a PGE-.
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Cysteinyl leukotrienes mediate the enhancing
effects of indomethacin and aspirin on eosinophil
production in murine bone marrow cultures

PX Elsas!?, T Queto®, SC Mendonca-Sales®, MIG Elsas®, Y Kanaoka” and BK Lam?

1Departrnent of Immunology, IMPPG, Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFR]), Rio de Janeiro, Brazil; 2Division of
Rheumatology, Immunology and Allergy, Department of Medicine, Brigham and Women’s Hospital, Boston, MA, USA and
3Departmcm‘ of Pediatrics, IFF, FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brazil

Background: Prostaglandin E, (PGE;) suppresses, while indomethacin and aspirin enhance, eosinophil production in murine
liquid bone-marrow cultures. Because cysteinyl leukotrienes (cys-LTs) enhance human eosinophil colony formation, we
investigated whether the effects of indomethacin and aspirin on murine bone-marrow were due to blockade of PGE,
production alone, or involved further promotion of cys-LTs production/signalling.

Experimental approach: BALB/c liquid bone-marrow cultures were established with IL-5, alone or associated with
indomethacin, aspirin, or cys-LTs. The effects of preventing cys-LT production or signalling were assessed.

Key results: Indomethacin and aspirin counteracted the suppression of eosinophil production by exogenous PGE,. LTD,4, LTC4
and LTE4 enhanced IL-5-dependent eosinophil production and further counteracted the effect of exogenous PGE,. The
5-lipoxygenase activating protein (FLAP) inhibitor, MK886, a leukotriene synthesis inhibitor, zileuton, the CysLT; receptor
antagonists, MK571 and montelukast, or inactivation of the LTC, synthase gene, abolished effects of indomethacin and aspirin.
MK886 and zileuton were ineffective but MK571 and montelukast were effective, against LTD,4. Indomethacin, aspirin and
LTD, failed to enhance eosinophil production in bone-marrow from CysLT1 receptor-deficient mice. Indomethacin, aspirin
and LTD4 no longer counteracted the effects of exogenous PGE, in the presence of MK571 and montelukast. MK886, MK571
and montelukast had no effect by themselves, or in association with PGE,.

Conclusions and implications: Dependence on the FLAP/5-lipoxygenase/LTC, synthase pathway and receptor signalling
shows that cyclo-oxygenase inhibitors act here through endogenous cys-LTs. While PGE, does not act by suppressing cys-LT
production, cys-LTs override PGE; signalling. Eosinophil production is therefore coordinately regulated by both pathways.
British Journal of Pharmacology (2008) 153, 528-535; doi:10.1038/sj.bjp.0707586; published online 26 November 2007

Keywords: NSAID; cysteinyl leukotriene; bone marrow; eosinophils; haematopoiesis; COX; 5-lipoxygenase

Abbreviations: cys-LT, cysteinyl-leukotriene; NSAID, nonsteroidal anti-inflammatory drug

Introduction

Eosinophilic granulocytes are prominent in allergic inflam- responses remain, however, largely undefined. We have
matory infiltrates and secrete numerous mediators of allergic provided evidence that prostaglandin E2 (PGE,) suppresses
inflammation and asthma (Rothenberg and Hogan, 2006). murine eosinophil production by inducing apoptosis in
Maintenance of blood and tissue eosinophilia depends on immature eosinophils (Jones et al., 2004). This effect depends
the sustained upregulation of eosinophil production in the on NO generation by inducible NOS and ultimately on

bone marrow (Sehmi et al.,, 2003), induced by allergen interactions between the death receptor CD95 (Fas) and its
exposure as well as by stress hormones, drugs and cytokines ligand (CD154, Fas ligand). Furthermore, both indomethacin
(Elsas et al., 2003). The pathways through which these and aspirin, two nonsteroidal anti-inflammatory drugs
environmental influences are translated into cellular (NSAIDs) which inhibit COX through distinct mechanisms,
upregulate eosinophil production (Lintomen et al., 2002).
The simplest explanation would be that both NSAIDs
Correspondence: Dr PX Elsas, Department of Immunology, UFR]—Instituto de suppressed COX activity, thereby decreasing endogenous
Microbiologia, CCS Bloco |,segundo andar, sala 066, UFR] CEP21941-90, Rio PGE, production, with an ultimate decrease in apoptosis-

de Janeiro, Rio de Janeiro, Brazil. inducing signals. However, there is evidence that the COX
E-mail: pxelsas@yahoo.com.br

Received 10 July 2007; revised 18 September 2007; accepted 19 October and the S—Iipoxygenasg pathways interact, leading to an
2007; published online 26 November 2007 increased generation of cysteinyl leukotrienes (cys-LTs) in
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some asthmatic subjects exposed to NSAIDs (Szczeklik and
Sanak, 2006). Such an interaction suggests other possible
mechanisms to account for our observations, as cys-LTs are
known to enhance eosinophil colony formation from
human bone marrow (Braccioni et al., 2002).

The cys-LTs are central mediators of allergic reactions,
where eosinophils are the most important leukocyte popula-
tion (Boyce, 2007), and have stimulatory etfects for various
stages of the eosinophil lineage (Saito et al., 2004). Even
though LTB4, the other major S-lipoxygenase derivative
released during allergic reactions, has chemoattractant
activity for eosinophils, its predominant effects relate to
neutrophil migration and activation. To our knowledge, no
selective effect of LTB4 on eosinophil generation from
human or murine bone marrow has been reported, even
though this leukotriene has been described as a chemo-
attractant for mast cell progenitors (Weller et al., 2005;
Boyce, 2007). For these reasons, we have focused on cys-LTs,
evaluating whether they might influence eosinophil produc-
tion in murine bone marrow, as one would expect from the
existence of communication and cross-regulation between
the COX and S-lipoxygenase pathways.

To test this hypothesis, we initially assessed whether the
effects of indomethacin and aspirin could be solely
accounted for by prevention of PGE, production, without
any involvement of the 5-lipoxygenase pathway. Next, we
assessed whether their effects would depend on endogenous
cys-LTs and, finally, whether PGE, would suppress this
endogenous production of cys-LTs or, alternatively, be
suppressed by it.

Methods

Animals and animal procedures

All animal housing and procedures followed the guidelines
of and were approved by, the institutional Committee on
Ethical Handling of Laboratory Animals (protocol CEUA no.
P0107-02). Male and female BALB/c mice, bred at CECAL-
FIOCRUZ, Rio de Janeiro (Brazil), were used at 6-8 weeks of
age. For specific experiments, mice lacking (a) the cys-LT;
receptor, generated on both the BALB/c and C57BL/6
background (Maekawa et al., 2002), or (b) LTC, synthase,
generated in the BALB/c background (Kanaoka et al., 2001),
bred at Brigham and Women’s Hospital, Boston, were used.
All transgenic animal studies were approved by the Animal
Care and Use Committee of the Dana-Farber Cancer Institute
(protocol no. 02-122).

Bone marrow cell studies

Bone marrow cells were obtained by flushing the two femurs
of BALB/c mice with RPMI-1640 medium containing 1% fetal
calf serum. Liquid bone marrow cultures were established as
described (Gaspar Elsas ef al., 2000b). Brietly, 10° bone
marrow cells were seeded in 1ml of RPMI-1640 medium,
with 10% fetal calf serum, in the presence of rmlL-5
(1 ngml’l), and incubated at 37°C, 5% CO,/95% air for 7
days, before counting total cells in a haemocytometer and
determining the frequency of cells positive for eosinophil
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peroxidase (EPO) after staining of cytocentrifuge smears by
the method of Ten et al. (1989). Eosinophil numbers were
calculated from total and differential counts. For the entire
series of experiments with BALB/c bone marrow, the yield
at day 7 was 10.3(£4.0)x 10* eosinophils per culture
(mean £ s.d., n=35) established in the presence of interleukin
(IL)-S alone (control cultures). In a much smaller series,
C57BL/6 mice presented slightly higher counts of bone
marrow cells per femur and eosinophils produced in culture
than BALB/c mice. The functional significance of these
ditferences, if any, has not been established. Comparisons
between wild-type and knockout mice were made within the
same genetic background (C57BL/6 or BALB/c), not between
strains. Our experimental conditions were previously shown
to allow detection of both enhancing and suppressive etfects
(Gaspar Elsas et al., 2000a, b). This was always done by adding
various drugs, alone or in combination, to cultures already
established in the presence of IL-5, at the beginning of the
culture, without replenishment (as indicated in the figures by
‘+’, followed by specification of the drug). Hence, unless
otherwise stated, IL-5 was present all the time in the
experimental conditions used throughout the study.

Statistical analysis

Data were analysed with Systat for Windows version 4 from
(Systat Inc., Evanston, IL, USA), using factorial analysis of
variance with the Tukey (HSD) correction for multiple
comparisons of means observed with different treatments.

Reagents

Heat-inactivated fetal calf serum and culture media were
from Hyclone (Logan, UT, USA); L-glutamine, penicillin,
streptomycin, aspirin, indomethacin and PGE, were from
Sigma (St Louis, MO, USA); recombinant rmIL-5 was from
Pharmingen (San Diego, CA, USA); MK886 and MKS71
were from Calbiochem (Merck KgaA affiliated, Darmstadt,
Germany); LTD4, LTC,, LTE; and montelukast were from
Cayman Chemical Company (Ann Arbor, MI, USA). Purified
zileuton was a kind gift from Dr Artur Kummerle (LASSBIO,
UFR], Rio de Janeiro, Brazil). Optimal concentrations for
MK886, MK571, zileuton and montelukast were established
on the basis of dose-response studies in preliminary experi-
ments. Optimal doses were effective against the intended
agonists (see Results section) but had no effect by themselves.

Results

Blockade of the effects of exogenous PGE, by NSAIDs

We hypothesized that, if NSAIDs were acting exclusively by
preventing the COX-dependent generation of PGE,, which
in turn induces apoptosis in developing eosinophils, they
would be unable to counteract the suppressive actions of
exogenously administered, preformed PGE,. To test this
hypothesis, we evaluated the response to IL-5 in the presence
of COX inhibitors, PGE, or both. Figure 1a confirms that the
response to IL-5 is suppressed by PGE, (10~¢ and 10~ M, but
not 10~®Mm); by contrast, it is enhanced by both indomethacin
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cultures established from BALB/c bone marrow, in the presence of IL-5 alone, or associated with the following: PGE,, indomethacin (Indo) or
aspirin (Asp) (a), or the indicated combinations of these agents (b). Data are derived from 4 to 5 experiments. *P< 0.05; significant differences
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immersion ( x 1000). Counterstaining was kept to a minimum to allow easier visualization of individual EPO + debris inside macrophages.
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(1077 M but not 107 or 10~ M) and aspirin (10~®wm but not
1077 or 107 '°M). Figure 1b shows that PGE, (1077 M) is able
to suppress the response to IL-5 only in the absence, but not
in the presence, of COX inhibitors. This shows that both
COX inhibitors act through a mechanism that cannot be
entirely accounted for by the inhibition of PGE, synthesis,
since addition of the end product does not overcome their
effects. The photomicrographs shown in the upper row of
Figure 1c illustrate representative views of the eosinophils
generated in the presence of IL-5 alone (left) or associated
with indomethacin (centre) and aspirin (right). In the
presence of COX inhibitors, the numbers of mature, well-
preserved EPO + cells are increased and EPO— cells (mostly
macrophages) are proportionately decreased. The lower row
of Figure 1c shows the eosinophils generated in the presence
of IL-5 and PGE,; (left), or of both IL-5 and PGE, associated
with either indomethacin (centre) or aspirin (right). PGE,
drastically reduced the number of intact EPO + cells, leading
to a predominance of macrophages at the end of the culture,
some of which have ingested EPO+ cellular debris. By
contrast, this effect was totally abolished in the presence of
the COX inhibitors. Because these COX inhibitors blocked
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the actions of preformed PGE,, it was necessary to define a
mechanism of action, distinct from inhibition of COX alone,
to account for their effects.

Effect of exogenous cys-LTs on eosinophil differentiation

LTD4 has been reported to enhance colony formation by
human bone marrow cells (Braccioni et al., 2002). We
evaluated the effects of LTD4 and other cys-LTs on murine
eosinophil production in our system. Figure 2a shows that
LTD4, LTC4 or LTEy, all tested at 10’7M, strongly enhanced
IL-5-dependent eosinophil differentiation in bone marrow
liquid cultures, as compared to control cultures with IL-5
alone. As further shown in Figure 2b, the response to IL-5
was increased (P<0.01) by LTD, at 10~® and 10~ M, but not
1071° or 107 !2Mm); LTD,, at the indicated effective concen-
trations, did not support eosinophil survival or differentia-
tion by itself. LTD, was most effective if added at the
beginning of the culture, but still had a significant enhan-
cing effect if added up to day 2, although not at later times
(data not shown). This shows that cys-LTs can duplicate the
enhancing effects of indomethacin and aspirin on eosino-
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Figure 2 Effects of cys-LTs and MK886 on murine eosinophil
production. The data are mean + s.e.mean of the number of EPO +
cells in liquid cultures established from BALB/c bone marrow, in the
presence of IL-5 alone, or associated with the following: LTD,, LTC,
or LTE, (1077M) (a); LTD, (1078 to 107 '2m) (b); FLAP inhibitor
MK886 (c) and 5-lipoxygenase inhibitor zileuton (d), with or without
LTD,4, indomethacin or aspirin at the indicated concentrations. Data
are derived from 3 to 5 experiments. *P<0.05 relative to IL-5
controls. **P<0.05 relative to positive controls without MK886 or
zileuton. cys-LT, cysteinyl-leukotriene; IL, interleukin.

phil production at concentrations that occur in vivo.
Furthermore, the effect of cys-LTs is to modulate the
responses to IL-5, not to substitute for IL-S as a growth
stimulus.

Mediation of the effects of COX inhibitors by endogenous cys-LTs
Because exogenous cys-LTs duplicated the enhancement of
eosinophil production observed with COX inhibitors,
we next evaluated whether endogenous cys-LTs might
mediate this enhancement as well. To test this hypothesis,
we initially investigated whether blocking the generation of
endogenous cys-LTs would affect the effectiveness of COX
inhibitors. Figure 2c shows that MK886, a S-lipoxygenase
activating protein (FLAP) inhibitor, completely inhibited the
effects of both indomethacin and aspirin on eosinophilo-
poiesis in bone marrow culture. By contrast, MK886 had no
effect on the response to IL-5 alone, nor on the effectiveness
of preformed LTD,. Furthermore, a comparable blockade was
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achieved with a specific leukotriene biosynthesis inhibitor,
zileuton (Figure 2d). Again, zileuton had no effect on the
response to IL-5 alone, or on the effectiveness of LTD,. Taken
together, these findings indicate that the effects of COX
inhibitors are dependent on FLAP and ultimately on
leukotriene biosynthesis. Importantly, the lack of effect of
MKS886 and zileuton by themselves indicates that leuko-
triene biosynthesis is not required for the response to IL-5
alone, only for its upregulation by NSAIDs.

However, because the effects of these biosynthesis inhibi-
tors would not be restricted to cys-LTs, it is necessary to
demonstrate further a specific link between the production
of cys-LTs and the effects of COX inhibitors. We therefore
evaluated whether specifically targeting production of cys-
LTs and their function would affect the effectiveness of COX
inhibitors. This was done through both pharmacological
(Figure 3) and genetic (Figure 4) approaches.

Figure 3a shows that the selective cys-LT1 receptor
antagonist, MK571, inhibits the effects of both LTD4 and
indomethacin on eosinophil production in bone marrow
culture. In the absence of LTD, or indomethacin, MK571 had
no significant effect. Figure 3b further shows that montelu-
kast, a clinically effective cys-LT; receptor antagonist,
equally antagonized the actions of indomethacin and
aspirin. Montelukast blocked, as expected, the effects of
LTD,, but had no effect by itself. These results indicate that
the upregulation of eosinophilopoiesis observed in the
presence of indomethacin, aspirin or LTD, is dependent on
the intact function of the cys-LT1 receptor. Again, blocking
the cys-LT1 receptor in the absence of NSAIDs had no effect,
showing the dependence of this mechanism on the inhibi-
tion of the COX pathway. Taken together, these observations
are consistent with the hypothesis that the effects of both
NSAIDs are mediated by the production of cys-LTs that takes
place in the culture as a result of blocking the COX pathway.

Figure 4 shows that neither indomethacin nor aspirin had
any enhancing effect on the response to IL-5 in bone marrow
culture from cys-LT1 receptor-deficient mice, regardless of
whether the bone marrow came from donors bearing the
BALB/c (Figure 4a) or CS57BL/6 (Figure 4b) genetic back-
ground. As expected, cys-LT1 receptor-deficient mice of both
strains were unresponsive to LTD,, confirming that the
enhancement of eosinophil production by cys-LTs depends
on the cys-LT1 receptor class. By contrast, wild-type controls
of the BALB/c (Figure 4a) or C57BL/6 (Figure 4b) strains were
tully responsive to indomethacin, aspirin and LTD,, as were
CysLT, receptor deficient mice, which have functional cys-
LT1 receptors (data not shown). Further evidence was
provided by the inability of LTC, synthase-deficient mice
to respond to indomethacin, unlike the wild-type control
mice of the same genetic background (BALB/c) (Figure 4c).
These findings demonstrate that the link between NSAID
effects and intact production and signalling of cys-LTs can be
established on the basis of gene inactivation approaches as
well as on the use of specific receptor antagonists.

Finally, we addressed the issue of whether the proposed
mechanism could account for the ability of both NSAIDs to
counteract the actions of preformed PGE,. To do so, bone
marrow cultures were established in the presence of the
following: (a) the suppressive agonist, PGE; (b) the
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Figure 3 Effects of cys-LT1 receptor antagonists on the responses
to indomethacin, aspirin and LTD,4. The data are mean + s.e.mean of
the number of EPO + cells in liquid cultures established from BALB/c
bone marrow, in the  presence of IL-5 alone, ,or associated W|th the
following: LTD, (10~ 8 M), indomethacin (10”7 m) or aspirin (1 0 M),
in the absence or in the presence of MK571 (a), 1077M, or
montelukast (Mkt; b and c), at the indicated concentrations. Data
are derived from 3 to 5 experiments. *P<0.05 relative to IL-5
controls. **P<0.05 relative to positive controls without MK571 or
Mkt. cys-LT, cysteinyl-leukotriene; EPO, eosinophil peroxidase; IL,
interleukin.

modulators of its activity (namely indomethacin, aspirin or
LTD4) and (c¢) the inhibitors of either the production
(MK886) or action (MK571, montelukast) of cys-LTs. Con-
trols included each of these reagents in isolation, as well as
their combinations, in the absence of COX inhibitors.

Figure Sa shows that PGE, suppressed eosinophil produc-
tion as well in the absence as in the presence, of montelukast
or MK886, thereby confirming that these two inhibitors have
no effect by themselves, and that the presence of PGE, does
not change this situation.

Figure 5b addresses the ability of LTD, to modulate
eosinophil production by itself, as well as to counteract the
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Figure 4 Inability of indomethacin and aspirin to enhance
eosinophil production in bone marrow from cys-LT1 receptor- or
LTC,4 synthase-deficient mice. The data are mean £ s.e.mean of the
number of EPO+ cells in liquid cultures established from bone
marrow of control (Wild Type) or mutant (cys-LTIR—/— (a and b);
LTC4s—/— (c)) mice from the BALB/c (a and c) or the C57BL/6
strains (b), in the presence of IL-5 alone, or associated with the
following: LTDy, mdomethacm or aspirin, at the indicated molar
concentrations (10°”M in (c)). Data are derived from 3 to 4
experiments. *P<0.01 relative to the IL-5 control. cys-LT, cysteinyl-
leukotriene; EPO, eosinophil peroxidase; IL, interleukin.

suppressive effects of PGE, as follows: (a) PGE, suppressed,
and LTD4 enhanced, eosinophil production relative to the
baseline (IL-S control); (b) LTD,4 could completely override
PGE, signalling; (c) montelukast, as expected, completely
blocked both the direct enhancing effect of LTD, and its
ability to counteract the effects of PGE, and (d) MK886, as
expected, failed to prevent either effect of preformed LTD,.

By contrast, both inhibitors were seen to abolish the
effectiveness of indomethacin (Figure S5c) and aspirin
(Figure 5d), in the absence as well as in the presence of
PGE,: (a) PGE, suppressed, and indomethacin (or aspirin)
enhanced eosinophil production; (b) both indomethacin
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an agonist (PGE,, 107 M), of modulators of its activity (LTD,4, indomethacin or aspirin) and of inhibitors of cys-LT-dependent pathways
(MK886, montelukast) as well as the appropriate combinations of these substances. Asterisks indicate significant differences between the
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and aspirin were able to override PGE, signalling; (c)
montelukast completely blocked the direct effects of the
NSAIDs, as well as their ability to counteract the effects of
PGE,, thereby confirming an essential role for cys-LT1
receptors in both experimental conditions and (d) MK886
similarly abolished both the direct effects of NSAIDs and
their ability to override signalling by PGE,, confirming that
in both experimental conditions the mechanism depends on
endogenous leukotriene biosynthesis.

Discussion

The findings reported here concern the pathways through
which external signals are translated into opposing cellular
responses—namely apoptosis or increased differentiation
and survival—in developing murine eosinophils. PGE,
induces apoptosis through a novel pathway, involving
induction of NO production through iNOS, followed by
activation of the death receptor CD9S by its ligand (Jones
et al.,, 2004). However, most regulators studied so far,
increased, rather than suppressed, eosinophil production,
(Elsas et al., 2003). For dexamethasone, enhancement was
paralleled by acquisition of resistance to the pro-apoptotic
actions of PGE, and downregulation of iNOS (Jones et al.,
2004). Hence, it is necessary to further define the relation-
ship between the following: (a) the signalling pathways
involved in enhancing eosinophil production and (b) the
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mechanisms that counteract the actions of PGE,. The
enhancing effects of NSAIDs offer a unique experimental
probe for dissecting these issues.

Below, we address in sequence the following central issues:
(a) why the experimental findings support a role for cys-LTs
in regulating eosinophil production; (b) in what specitic
circumstances this role can be demonstrated, and what it
implies for the relationships between the COX and 5-
lipoxygenase pathways; (c) why we have followed pharma-
cological and genetic, rather than biochemical, approaches
and (d) the potential implications of these findings.

Regulation by cys-LT

The demonstration that NSAIDs could counteract the effects
of preformed PGE, shows that their mechanism of action
does not conform, in this case, to the general mode of action
for this class of drugs, namely preventing the generation of
COX end-products. Indeed, our data concerning the effects
of MK886 suggest that COX inhibition is important, not
because it prevents the generation of any specific COX
product, but because it enhances generation of S-lipoxy-
genase products. Specifically, cys-LTs are responsible, because
two distinct antagonists of cys-LT1 receptors (MKS571 and
montelukast; Back, 2002) completely blocked the actions of
NSAIDs in the system, and because mice deficient in either
LTC, synthase or in cys-LT1 receptors were insensitive to
these agents (Kanaoka and Boyce, 2004). This mechanism is
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consistent with previous studies suggesting that inhibition
of COX by NSAIDs diverts arachidonate into the 5-lipoxy-
genase pathway, with a resulting generation of cys-LTs
(Bertolini et al., 2002; Obase et al., 2005). This variously
termed shunting, diversion or COX hypothesis requires the
presence, in the system studied, of the key enzymes involved
in both pathways, as well as the NSAIDs themselves. COX-1
is expressed in most cells in baseline conditions, and is
effectively inhibited by both indomethacin and aspirin; by
contrast, COX-2 is induced by cytokines and other intflam-
matory stimuli, and almost undetectable in baseline condi-
tions (Charlier and Michaux, 2003; Amman and Peskar,
2004). We assume, therefore, that the primary target in our
experiments is COX-1. The key enzymes involved in cys-LT
synthesis have a more restricted distribution; nevertheless,
S-lipoxygenase is expressed in myeloid cells (Charlier and
Michaux, 2003), and both macrophages and eosinophils,
which are present in our culture conditions, express LTCy
synthase (Lam, 2003) and secrete LTC, (Rothenberg and
Hogan, 2006). Finally, the response to cys-LTs depends on
the cys-LT1 receptor, which is present in eosinophils
(Kanaoka and Boyce, 2004).

Conditions and directionality for cys-LT-dependent regulation
Most importantly, MK886, MKS571 and montelukast had no
effect by themselves, nor in the presence of PGE,. This shows
that, when COX is not inhibited, no S-lipoxygenase- and
cys-LT1 receptor-dependent activity can be demonstrated.
This clearly establishes a relationship between blockade of
COX and functioning of the S5-lipoxygenase pathway.
Furthermore, a directionality in the mechanism can be
defined: while PGE, could not prevent functioning of the
S-lipoxygenase pathway and generation of the endogenous
cys-LTs that determine the final outcome, cys-LTs, by
contrast, could totally block the effects of PGE,. Down-
regulation of eosinophil production depends therefore on
the presence of PGE, a ubiquitous COX product; by
contrast, upregulation through this mechanism depends on
several factors, namely (a) a constitutively active arachido-
nate turnover, (b) an effective blockade of COX and (c) the
local expression of 5-lipoxygenase, FLAP and LTC, synthase
(Lam, 2003; Peters-Golden and Brock, 2003; Brock, 2005).
Hence, the effects of PGE, are likely to reflect the primary
mechanism, while the effects of NSAIDs may reflect a
superimposable control pathway. Accordingly, the PGE,-
dependent pathway acts on the target cell itself, via iNOS-
CD9S (Jones et al., 2004). By contrast, the NSAID-dependent
pathway, which overrides the PGE,-dependent pathway, may
require other cells in the environment, as transcellular
synthesis is a major factor in production of cys-LTs in tissues
(Folco and Murphy, 2006).

Justification and limits of our approach

A study of cultured bone marrow in which the response to
NSAIDs or cys-LTs is evaluated by haematological methods is
not a physiological system, but enables us to analyse the
relationship between external signals and cellular responses,
which would be extremely difficult to determine in vivo, as
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discussed in detail elsewhere (Xavier Elsas and Gaspar Elsas,
2007). Any factors released from cells closely packed in the
bottom of the culture well and attached to a variable extent
to an adherent stromal layer, would be necessarily be more
concentrated in their vicinity than in the culture super-
natants. Such factors might be effective where they are
produced, even though they might suffer dilution beyond
the detection range in culture supernatants. Cultures take
place over a week and the exact timing of release of the
mediators, which is critical for their detection, is unknown.
We consider therefore a biochemical approach less effective
than the one we have taken, where disruption of the relevant
mechanism is reliably achieved throughout the culture
period, and regardless of the concentration of factors any-
where in the culture, or of the rate and duration of their
release. The success of this approach is documented by the
striking agreement between all of the disruptive strategies
taken: the use of MK886, zileuton, MK571 and montelukast,
and disruption of cys-LT1 receptor function or of LTC,
synthase activity have all led to an identical blockade of the
effects of NSAIDs.

Implications of these findings

The cellular mechanisms described here resemble those
which have been proposed to explain the pathogenesis of
aspirin-exacerbated respiratory disease. This condition is
associated with bronchoconstriction, rhinorrhea, conjuncti-
val irritation and scarlet flush, ocurring within 3h of
ingestion of aspirin or other NSAIDs capable of inhibiting
COX-1 (Obase et al., 2005). Prominent eosinophilia is a
hallmark of the disease (Kim and Park, 2006; Stevenson and
Szczeklik, 2006). Several lines of evidence involve cys-LTs in
its pathogenesis, including the elevated levels of cys-LTs in
the urine, sputum and bronchoalveolar lavage fluid of these
subjects, even in the absence of NSAID provocation, and
further increases following administration of NSAIDs, along
with a favourable clinical response to zileuton and montelu-
kast (Obase et al., 2005; Stevenson and Szczeklik, 2006). Even
though a wide variety of abnormalities were described in
affected subjects, the shunting hypothesis defines cys-LTs
production in the lungs as the central pathogenetic event
(Kim and Park, 2006; Szczeklik and Sanak, 2006). It is clear
that our observations do not concern lung tissue from
human asthmatic subjects, but bone marrow taken from
nonsensitized mice; and therefore our findings do not
automatically translate into increased understanding of
aspirin-exacerbated respiratory disease. With these qualifica-
tions in mind, bone marrow might still provide a useful
model for those wishing to explore the biochemical mechan-
isms of aspirin-exacerbated respiratory disease. An important
ditference, however, may be that PGE, downregulates cys-LT
production in the lungs of aspirin-exacerbated respiratory
disease patients (Szczeklik and Sanak, 2006), contrasting with
our observations in murine bone marrow. In our case, caution
should be exercised in advancing a shunting hypothesis,
because there is evidence that COX and S5-lipoxygenase
utilize distinct arachidonate pools (Peters-Golden and Brock,
2000), which would preclude this mechanism. Definitive
demonstration of a shunting mechanism would require



evidence that in bone marrow of wild-type mice the
radiolabelled precursor (that is, arachidonate) is quantita-
tively converted to cys-LTs as a function of NSAID concentra-
tion, through a mechanism that would be missing from bone
marrow deficient in S-lipoxygenase or LTC, synthase. This is
a technically challenging approach which is presently
beyond our reach. Nevertheless, no such experiment is
required to conclude that the mechanism of action of
NSAIDs in murine bone marrow cultured with IL-5 requires
both production of cys-LTs and signalling by cys-LT1
receptors. Our findings suggest that in bone marrow, at least,
activation of the cys-LTs-generating enzymes does not require
external stimuli other than (perhaps) IL-5 (which is indis-
pensable for eosinophil production).
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3.2 — Artigo - Queto T, Gaspar-Elsas MI, Masid-de-Brito D, Vasconcelos
ZF, Ferraris FK, Penido C, Cunha FQ, Kanaoka Y, Lam BK, Xavier-Elsas P.
Cysteinyl-leukotriene type 1 receptors transduce a critical signal for the up-
regulation of eosinophilopoiesis by interleukin-13 and eotaxin in murine bone
marrow. J Leukoc Biol. 87, 5, 885-893. 2010

A IL-13, citocina de extrema importancia para o desenvolvimento de reaces
alérgicas e asmatica, e a eotaxina, potente quimioatrator para eosinofilos, séo
mediadores capazes de promover a eosinopoiese em cultura de medula éssea na
presenca de IL-5, mas 0os mecanismos pelos quais este promovem a eosinopoiese
ainda é inexplorado. O efeitos da eotaxina e da IL-13 em cultura de medula 6ssea
apresentarem larga semelhanca aos observados com NSAIDs neste mesmo
trabalho, sugerindo que os efeitos de ambas, eotaxina e IL-13, sejam mediado pela
via CisLT/CysLTiR, mostrando-se importante avaliar a contribuicdo dos CisLT
endogenos para os efeitos da eotaxina e da IL-13 em cultura de medula éssea. Nste
presente estudo, demosntramos que a eotaxina e a IL-13 vém, consequientemente,
ampliar a lista de substancias que, ao atuarem por intermédio dos CisLT,
potencializam a eosinopoiese e protegem eosinéfilos imaturos dos efeitos pré-

apoptoticos asociados a ativacao da via INOS-CD95L.
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ABSTRACT

IL-13 and eotaxin play important, inter-related roles in
asthma models. In the lungs, CysLT, produced by the
5-LO-LTC4S pathway, mediate some local responses
to IL-13 and eotaxin; in bone marrow, CysLT enhance
IL-5-dependent eosinophil differentiation. We examined
the effects of IL-13 and eotaxin on eosinophil differenti-
ation. Semi-solid or liquid cultures were established
from murine bone marrow with GM-CSF or IL-5, re-
spectively, and the effects of IL-13, eotaxin, or CysLT
on eosinophil colony formation and on eosinophil differ-
entiation in liquid culture were evaluated, in the ab-
sence or presence of: a) the 5-LO inhibitor zileuton, the
FLAP inhibitor MK886, or the CysLT1R antagonists,
montelukast and MK571; b) mutations that inactivate
5-LO, LTCA4S, or CysLT1R; and c) neutralizing mAb
against eotaxin and its CCR3 receptor. Both cytokines
enhanced GM-CSF-dependent eosinophil colony forma-
tion and IL-5-stimulated eosinophil differentiation. Al-
though IL-13 did not induce eotaxin production, its ef-
fects were abolished by anti-eotaxin and anti-CCR3 an-
tibodies, suggesting up-regulation by IL-13 of
responses to endogenous eotaxin. Anti-CCR3 blocked
eotaxin completely. The effects of both cytokines were
prevented by zileuton, MK886, montelukast, and
MK571, as well as by inactivation of the genes coding
for 5-LO, LTC4S, and CysLT1R. In the absence of either
cytokine, these treatments or mutations had no effect.

Abbreviations: 5-LO=5-lipoxygenase, 5.0~ =lacking 5-LO, BCIP=5-
bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate, CysLT=cysteinyl leukotrienes,
CysLTIR=type 1 CysLT receptor, EPO=eosinophil peroxidase, EPO+/
EPO-=EPO-positive/EPO-negative, FLAP=5-.O-activating protein,
KO=knockout, LTC4S=leukotriene C4 synthase, SA-ALP=streptavidin-
conjugated alkaline phosphatase
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These findings provide evidence for: a) a novel role of
eotaxin and IL-13 in regulating eosinophilopoiesis; and
b) a role for CysLTRs in bone marrow cells in transduc-
ing cytokine regulatory signals. J. Leukoc. Biol. 87:
885-893; 2010.

Introduction

Allergic pulmonary inflammation and hemopoiesis are often
regarded as unrelated processes. However, they share a num-
ber of chemical mediators endowed with systemic and local
activities, which may provide means of communication be-
tween inflammatory sites and the bone marrow. Such commu-
nication might be important in the case of eosinophils, charac-
teristically associated with chronic infiltrates in asthma, as eo-
sinophils are produced in bone marrow and usually enter
inflammatory sites as mature, postmitotic effector cells, which
are programmed to undergo apoptosis in a relatively short
time. As a consequence, long-term eosinophil infiltration is
highly dependent on chronically increased eosinophilopoiesis
[1, 2]. The search for chemical mediators capable of ensuring
the long-distance, functional coupling between eosinophil in-
filtrates in the lungs, on the one hand, and eosinophil produc-
tion in the bone marrow, on the other hand, is therefore of
interest.

IL-5 is produced by Th2 lymphocytes in many sites, includ-
ing the lungs and bone marrow [3]. IL-5 is indispensable to
long-term eosinophilia, as it is the major factor inducing eosin-
ophil differentiation from lineage-committed precursors [1-5].

1. These authors contributed equally to this work.

2. Correspondence: Dept. of Immunology, IMPPG-UFR]J, CCS, Room 1-2-066,
Cidade Universitaria, Rio de Janeiro, 21941-590, Brazil. E-mail: pxelsas@
yahoo.com.br
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In addition, IL-5 extends the lifespan of infiltrating eosino-
phils and further activates or enhances their effector capabili-
ties [6, 7]. However, IL-5 also promotes eosinophilia through

mechanisms requiring its interaction with eotaxin and IL-13,
two powerful chemical mediators of allergic inflammation. IL-5
interacts with eotaxin to initiate mobilization of bone marrow
eosinophils to peripheral blood [8, 9] and with eotaxin and
IL-13 to promote accumulation of eosinophils in the airways
[10-12]. In murine models of asthma, IL-5, eotaxin, and IL[-13
are all considered essential for the maintenance of eosino-
philic infiltrates [10, 11]. Promotion of eosinophilia is part of
the wide-ranging role of IL-13 in asthma [13, 14]. Some stud-
ies have reported that IL-13 induces eotaxin production [15,
16], thus raising the issue of whether its effects are mediated by
eotaxin rather than synergic with those of eotaxin.

IL-13 has strong regulatory effects on various hemopoietic
cell subtypes [17, 18], and eotaxin acts on the bone marrow
to mobilize eosinophil progenitors [8, 9]. Nevertheless, the
effects of either cytokine on eosinophil production from
bone marrow cells (eosinophilopoiesis) remain unexplored.
We have addressed here the possibility that eotaxin and/or
IL-13 modulate eosinophilopoiesis. In addition, we have
evaluated the relationship of their modulatory effects to the
production and action of CysLT, which are powerful media-
tors of allergic inflammation. Such a relationship is sug-
gested by a number of previous studies as follows: a) some
of the effects of IL-13 [19] and eotaxin [20] in inflamma-
tory sites are blocked by interference with CysL'T produc-
tion and signaling; b) CysLT feed back positively on IL-13
production [21, 22]; c¢) CysLT1Rs are required for produc-
tion of eotaxin by IL-13-stimulated lung fibroblasts [23];

d) CysLT stimulate eosinophil colony formation in humans
[24]; and e) CysLT strongly potentiate the effects of IL-b in
murine bone marrow culture [25]. As CysL'T might provide
an effective means to transduce the modulatory effects of
eotaxin and IL-13 on eosinophilopoiesis, we examined here
whether IL-13 or eotaxin requires CysLT production or sig-
naling to modulate eosinophilopoiesis.

MATERIALS AND METHODS

Animals and animal procedures

Male and female BALB/c mice, bred at CECAL-FIOCRUZ (Rio de Ja-
neiro, Brazil), were used at 6-8 weeks of age. Animal housing and han-
dling followed procedures approved by the Institutional Committee on
Ethical Handling of Laboratory Animals (Protocol CEUA #P0107-02).
Where indicated, mice lacking: a) the CysLT1R (Cys-LTIR KO), gener-
ated on the BALB/c and C57BL/6 background [26]; b) the CysLT2R
KO, generated on the C57BL/6 background [27]; or ¢) LTC4S, gener-
ated in the BALB/c background [28], bred at Brigham and Women’s
Hospital (Boston, MA, USA), were used, along with their wild-type litter-
mate controls, as approved by the Animal Care and Use Committee of
the Dana-Farber Cancer Institute (Brookline, MA, USA; Protocol Num-
ber 02-122). Where indicated, 5LO™~ mice, generated in the S129 back-
ground [29] and bred at the Department of Pharmacology, Faculdade
de Medicina de Ribeirao Preto-Universidade de Sao Paulo (Ribeirao
Preto, Brazil), were used as approved by the Institutional Ethics Com-
mittee.
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Reagents

Heat-inactivated FCS and culture media were from Hyclone (Logan,
UT, USA); agar Noble, L-glutamine, penicillin, streptomycin, and NBT/
BCIP from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA); MK886 and
MK571 from Calbiochem (Merck KgaA-affiliated, Darmstadt, Germany);
LTD4 and montelukast from Cayman Chemical Co. (Ann Arbor, MI,
USA); recombinant murine cytokines (GM-CSF, IL-5, IL-13, eotaxin)
and antibodies specific for murine CCR3 or eotaxin, along with the ap-
propriate control antibodies of the IgG2a isotype from R&D Systems
(Minneapolis, MN, USA); SA-ALP from MabTech (Cincinnati, OH,
USA); and liquid diaminobenzidin solution from Dako Cytomation
(Dako Denmark A/S, Glostrup, Denmark).

Bone marrow cell studies

Bone marrow cells were obtained by flushing the two femurs of naive
mice with RPMI-1640 medium containing 1% FCS. Initial studies were
carried out in semi-solid cultures to define whether either cytokine had
an impact on lineage-committed progenitors (colony-forming cells) [4,
30, 31]. Subsequently, to assess the effects of blockers (drugs and anti-
bodies), liquid culture assays were used to facilitate sequential addition
and proper mixing of these reagents to previously plated cells [32].
Blockers (inhibitors and antibodies) were added before positive stimuli
(cytokines), all being present from the beginning of the culture without
replenishment. Semi-solid (clonal) cultures were established by seeding
2 X 10° cells in 1 mL in 85 mm triplicate culture dishes in a mixture of
IMDM with 20% FCS and agar Noble (0.3% final concentration) in the
presence of GM-CSF (2 ng/mlL), alone or in association with IL-13
(0.01-1 ng/mL) or eotaxin (0.01-1 ng/mL). Colonies (defined as the
progeny of a single progenitor, totaling >50 cells) were scored at Day 7.
The frequency of eosinophil-containing colonies was determined on
agar layers dried, mounted on microscope slides, stained for EPO [33],
and scored under high magnification (400X) [4]. For representative
images of EPO+ and EPO- colonies, see Figure 1. We have confirmed
previously that these conditions were adequate for counting total my-
eloid colonies and for accurate differential counts of myeloid colony
types on dried agar layers [4, 30, 31]. Liquid bone marrow cultures
were established by seeding 10° bone marrow cells in 1 mL RPMI-1640
medium, with 10% FCS in the presence of IL-5 (1 ng/mL), alone or in
association with IL-13 (0.01-1 ng/mL) or eotaxin (0.01-1 ng/mL) and
incubated at 37°C, 5% CO,/95% air, for 7 days before counting total
cells in a hemocytometer and determining the frequency of cells posi-
tive for EPO after staining of cytocentrifuge smears for EPO [33]. There
is excellent agreement among eosinophil counts by EPO cytochemical
staining, by CCR3 immunostaining, and by Giemsa hematological stain-
ing [32]. Eosinophil numbers were calculated from total and differen-
tial counts. These conditions were shown previously to support eosino-
phil proliferation and terminal differentiation and to allow detection of
enhancing and suppressive effects [4, 30-32]. In the absence of IL-5,
eosinophil differentiation does not occur, and cultures present virtually
no EPO+ cells by Day 7 [4], containing only macrophages and endo-
thelial /stromal cells, which survive from the bone marrow inoculum,
regardless of IL-5. Accordingly, no eosinophils were produced in the

presence of eotaxin or IL-13 alone.

Eotaxin quantitation

Endogenous eotaxin production was quantitated (pg/mL) in 10X con-
centrated culture supernatants (100 pl) conditioned by 10° bone mar-
row cells for 4 days by ELISA (Quantikinevr‘“) using MAB420 and
BAF420 anti-eotaxin antibodies, according to the manufacturer’s in-
structions. ELISPOT assays were done in 96-well nitrocellulose plates
(MAHA S4510, Millipore, Billerica, MA, USA), sensitized with 5 ug/mL
MAB420 (50 uL./well, 16 h, 4°C), washed (3X), and blocked (1 h,
37°C) in medium/10% FCS. Cultures were established for 5 days with
bone marrow cells (200 uL/well, 1-0X10° cells) in the same medium
plus cytokines (1 ng/mL IL-5 and IL-3, separately or in combination).

www jleukbio.org



Plates were washed 3X in PBS/1% FCS, incubated with biotinylated
BAF420 antibody (1 ug/mL, 4 h, 37°C), washed further 3X in PBS-
Tween 20, incubated with SA-ALP (1:1000, 50 pL/well, 1 h, 37°C), and
developed with NBT/BCIP (50 uL/well, 40 min). ELISPOTs were pho-
tographed and enumerated in an Immunospot analyzer (CTL Analyzers,
Cleveland, OH, USA).

Statistical analysis

Data (mean*sEm) were analyzed with Systat for Windows, Version 4,
from Systat Inc. (Evanston, IL, USA), using factorial ANOVA with

the Tukey (Honestly Significant Difference) correction for multiple
comparisons of means observed with different treatments. For the
entire study, the variation in baseline responses to IL-5 in liquid
culture [(10.22+0.74) X10* cells/ml, mean*sEmM, n=28], as well as

in the enhanced responses in the presence of IL-5 and eotaxin
[(19.28+1.96)x10"* cells/ml, n=17] or IL-13 [(18.71+1.55) X 10" cells/
ml, n=18], was consistent with studies published previously using this
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methodology [25, 30, 31, 33]. To facilitate comparisons between the
effects of the two cytokines in the two different culture systems, the
magnitude of the average increase in response to IL-5 or GM-CSF in-
duced by IL-13, and eotaxin was expressed as percent enhancement rel-
ative to the respective (IL-5 or GM-CSF) controls, calculated as: [(re-
sponse in the presence of IL-13 or eotaxin)—(response in the controls)/
(response in the controls)] X 100.

RESULTS

Effects of IL-13 and eotaxin on eosinophilopoiesis

To determine whether IL.-13 and eotaxin have an impact on

eosinophilopoiesis, we initially evaluated their effects on for-
mation of myeloid colonies by bone marrow progenitors
cultured in the presence of the multilineage hemopoietic
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cent of the enhancing effect of eotaxin on
total (E) or EPO+ (F) colony counts, ob-

served after exposure to irrelevant control (IgG2a) or to neutralizing (CCR3- or eotaxin-specific) antibodies, relative to controls incubated without
antibodies. Photomicrographs (G and H) illustrate the morphology of colonies with (H, brown, coarse cytoplasmic granulation) and without (G)
EPO+ cells after counterstaining. *, P < 0.05, for the differences between the indicated points and the respective GM-CSF (negative) controls
(A-D) or between the indicated points and respective isotype control antibodies (E and F). (A-D) n = 6; (E and F) n = 3; (G and H) images rep-

resentative of three experiments.
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factor, GM-CSF. As shown in Figure 1A, eotaxin increased

the total numbers of myeloid colonies significantly (which
include eosinophil colonies) [4, 30-32], developing in the
presence of GM-CSF from BALB/c bone marrow progeni-
tors at 1 and 0.1 (but not 0.01) ng/ml (59.6+21.7% and
51.6=8.5% enhancement, P=0.031 and P=0.014, respec-
tively). As shown in Figure 1B, in the presence of 1 ng/mL
eotaxin (but not at lower concentrations), this increase in
total colony numbers was accompanied by a significantly
increased frequency of eosinophil colonies (142.7+41.1%
increase, P=0.028), which was mirrored by a nonselective
decrease in the frequency of the other colony types (G, GM,
and M). Eosinophil-containing colonies were “pure” (Eos)
or “mixed” (GMEos), as described previously [4], and types
were increased similarly by eotaxin. As shown in Figure 1C,
IL-13 significantly increased the total numbers of GM-CSF-
stimulated myeloid colonies at 1 ng/ml (62.8%£10.7% en-
hancement, P=0.008) but not at lower concentrations. As
reported by others [23], IL-13 by itself had no colony-stimu-
lating activity (not shown). As further shown in Figure 1D,
at this concentration, IL-13 increased the frequency of eo-
sinophil colonies significantly (154.6*=37.3% increase,
P=0.043)—pure and mixed—and G, GM, and M colony
numbers were decreased to a comparable extent.

EPO+ and EPO- colony numbers contributed to the in-
crease in total colony counts observed with either cytokine.
By far, EPO+ colony counts made the largest contribution
(two-thirds) to this increase in both cases, EPO-colony
counts accounting for the remaining one-third.

We have further examined the possibility that these effects
reflected, to some extent, the presence of a contaminant able
to increase colony counts nonspecifically. By definition, this
hypothetical contaminant would not lose its activity when treat-
ments that specifically neutralize the cytokine are used. We
took advantage of the availability of anti-CCR3 and anti-
eotaxin neutralizing antibodies to block the effects of eotaxin
on colony counts as a control for the presence of a nonspe-
cific stimulus in the cytokine preparation. (i.e., a stimulus able
to increase colony counts independently of eotaxin). Both neu-
tralizing antibodies abolished the enhancing effect of eotaxin
on total colony counts (Fig. 1E) as well as eosinophil-contain-
ing colonies (Fig. 1F), thus ruling out the possibility of colony-
count increases being induced by a contaminant rather than
by an eotaxin itself. EPO- (Fig. 1G) and EPO+ (Fig. 1H) colo-
nies, in these conditions, were identified unambiguously and
conformed to morphological types described previously [4].

We have further evaluated whether terminal differentiation
of eosinophils from committed precursors in IL-5-stimulated
liquid cultures would be affected by either cytokine. As shown
in Figure 2A, the frequency of EPO+ cells, comprising all
stages of murine eosinophil differentiation, from the earliest
precursors to fully mature eosinophils [4], was increased sig-
nificantly by eotaxin at 1 and 0.1 (but not 0.01) ng/mL. This
increased frequency was reflected in a dose-dependent in-
crease in eosinophil numbers recovered from the culture at
Day 7, as shown in Figure 2B. Eotaxin did not induce eosino-
phil differentiation in the absence of IL-5 (not shown). As
shown further in Figure 2C, the frequency of EPO+ cells was
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Figure 2. Effect of eotaxin and IL-13 on IL-5-induced eosinophil dif-
ferentiation. Data (mean*seM, n=3) are the percent EPO+ cells

(A and C), the numbers of EPO+ cells (B and D), or the numbers of
Giemsa-stained neutrophils and eosinophils (F) present by Day 7 in 1
mL liquid cultures, established with IL-5 (1 ng/ml), alone or in associ-
ation with the indicated concentrations of eotaxin (A and B) or IL-13
(Cand D). *, P < 0.05, for the differences between the indicated
points and the respective IL-5 (negative) controls. Photomicrograph
under confocal microscopy (E, X630 original magnification, represen-
tative of three experiments) illustrates typical morphology of eosino-
phils in liquid culture following immunostaining for CCR3 (green)
and nuclear staining with ToPro3 (red) [32].

also increased by IL-13 at 1 (but not 0.1-0.01) ng/ml. As
shown in Figure 2D, this increased frequency was reflected in
increased absolute numbers of EPO+ cells. IL-13 by itself did
not induce eosinophil differentiation (not shown).

Together, observations in semisolid and liquid culture con-
ditions indicate that eotaxin and IL-13 enhance eosinophilo-
poiesis in the presence (but not in the absence) of GM-CSF
and IL-5. As 1 ng/mL of either cytokine consistently had an
enhancing effect, this was the concentration used in subse-
quent experiments designed to evaluate the contribution of
CysLT in the observed cytokine effects (see below).

We controlled further for the accuracy of EPO staining in
identifying eosinophils. Liquid cultures containing EPO+ cells
contained cells that expressed CCR3 and presenting the do-
nut-shaped nuclei typical of mature murine eosinophils (Fig.
2E); EPO and CCR3 staining agreed with detection of eosino-
phils by Giemsa (Fig. 2F). By contrast, neutrophils, identifiable
by Giemsa staining, were not detectable by Day 7 in liquid cul-
tures established with IL-5, alone or associated with eotaxin or
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IL-13 (Fig. 2F). These different identification methods consis-
tently support the idea that production of eosinophils, not of
other bone marrow cell types, is enhanced by eotaxin and
IL-13 in semisolid and liquid cultures.

Relationship between the effects of IL-13 and eotaxin
The similarity of effects for both cytokines, along with the pub-
lished evidence that eotaxin is induced by IL-13 in some mod-
els, prompted us to examine whether the effectiveness of the
latter would be affected by targeting production or function of
the former. As shown in Figure 3A, IL-13 enhanced responses
to IL-5 significantly (80.1+£17.4% enhancement, P=0.049) in
the absence but not in the presence of specific neutralizing
antibodies to eotaxin or to its receptor, CCR3. Unlike the spe-
cific neutralizing antibodies, an irrelevant antibody of the
same isotype (IgG2a) at the same concentration had no effect.
As shown further in Figure 3B, eotaxin enhanced responses to
IL-5 significantly (91.1221.1% enhancement, P=0.004) in the
absence but not in the presence of anti-CCR3. These observa-
tions confirm that eotaxin is acting, as expected, through
CCRS3 and further raise the possibility that the effects of IL-13
depend on the endogenous production of eotaxin in the cul-
ture.

We evaluated initially whether endogenous production of
eotaxin was detectable in liquid bone marrow culture and
whether an enhancing effect of IL-5, I1-13, or both on endog-
enous eotaxin production would be detectable. As shown in
Figure 3C, small amounts of eotaxin were detected by ELISA
in culture supernatants (0.1 ng/mL in 10X concentrated su-
pernatants, corresponding to 0.01 ng/mL in the culture), but
no difference was observed between cultures maintained in
medium alone and those stimulated by IL-5 or IL-13. In addi-
tion, numbers of ELISPOTSs formed by bone marrow cells in
the presence of IL-56 (19.3%4.8, mean=*sem) and IL-5 + IL-13
(14=1.5) were not significantly different (P=0.868).
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In view of our inability to show induction of eotaxin pro-
duction in response to IL-13, we examined the alternative
possibility, namely that IL-13 does not induce eotaxin but
still requires eotaxin to be present, as it acts synergically
with endogenous eotaxin to stimulate eosinophilopoiesis. If
so, enhancement of eosinophilopoiesis should be detectable
in the presence of an association of IL.-13 and eotaxin con-
centrations, which would have no effect if present sepa-
rately. As shown in Figure 3D, IL-13, at concentrations that
do not enhance eosinophilopoiesis significantly (0.1-0.01
ng/mkL), strongly synergized with exogenous eotaxin at a
very low concentration (0.01 ng/mL), which had no effect
when added alone to the culture. These observations show
that II.-13 and eotaxin, at low concentrations, enhance eosi-
nophilopoiesis synergically. Furthermore, as the levels of
eotaxin in the synergic combination approximate those pro-
duced spontaneously in the culture (see above), these re-
sults are consistent with a synergic, eotaxin-requiring mech-
anism for the effects of IL-13.

Role of CysLT in the modulation of
eosinophilopoiesis by eotaxin and IL-13
As CysLT transduce the enhancing effects of nonsteroidal anti-
inflammatory drugs on eosinophilopoiesis [25] and mediate
some effects of I1-13 and eotaxin in sites of allergic inflamma-
tion [19, 20], we next evaluated whether targeting CysLT pro-
duction or function would also have an impact on the ability
of either cytokine to up-regulate eosinophilopoiesis. We took a
comprehensive approach, targeting several critical steps in
CysLT biosynthesis (involving 5-L.LO, FLAP, or LTC4S) and sig-
nal transduction (involving CysLTIR and CysLLT2R). Where
available, pharmacological and gene inactivation strategies
were used to achieve comparable outcomes.

As shown in Figure 4A, eotaxin and IL-13 enhanced eo-

sinophil production relative to IL-5 controls, in the absence
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Figure 3. Evidence that eotaxin is required for the effects of IL-13. (A, B,

and D) Data (mean®sEm, n=3) are the numbers of EPO+ cells present by
Day 7 in 1 mL liquid cultures established with IL-5
association with the indicated concentrations of I1-13 (A and D) or eotaxin

(1 ng/ml), alone or in

(B and D) or antibodies (neutralizing antibodies to eotaxin or to CCR3 or
control antibody of IgG2a isotype). (C) The amounts of eotaxin detected in
10X concentrated liquid culture supernatants conditioned in the presence
of medium alone, IL-5
13. *, P < 0.05, for the differences between the indicated points and the
respective IL-5 (negative) controls.

alone, IL-13 alone, or an association of IL-5 and IL-
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the differences between the indicated points and the respective IL-5 (negative) controls.

but not in the presence of the 5-L.O inhibitor, zileuton
(98.6*=8.5% and 98.0=17.9% enhancement, P=0.001 and
P=0.013, respectively). By contrast, zileuton, in the absence
of either cytokine, had no effect. As shown further in Fig-
ure 4B, the effects of both cytokines were blocked by the
FLAP inhibitor MK886, which had no effect of its own, in
the absence of either cytokine. Finally, as shown in Figure
4C, both were blocked completely by the CysLT1R antago-
nist, montelukast. Again, montelukast had no effect in the
absence of eotaxin or IL-13. The response to IL.-13 was also
abolished by another CysLT1R antagonist, MK571 (not
shown).

To confirm these pharmacological inhibition profiles, we
examined the response to both cytokines in bone marrow cells
from different strains of mice presenting distinct mutations
related to the production (5-LO, LTC4S) or function
(CysLTI1R, CysLT2R) of CysLT.

As shown in Figure 5A, eotaxin and IL-13 enhanced
(54.2+4.6% and 38.7£6.0%, P<0.001 and P=0.002, respec-
tively) IL-5-stimulated eosinophil production in cultured bone
marrow from wild-type controls (S129) but not from 5LO™~
mice of the same genetic background. By contrast, as ex-
pected, the end-product, LTD4, was equally effective in wild-
type and mutant bone marrow, showing that the defect in mu-
tant bone marrow is a result of a lack of production rather
than of responsiveness to CysLT. As shown further in Figure
5B, eotaxin and IL-18 were effective (114.9+39.7% and
126.0£39.8% enhancement, P=0.033 and P=0.033, respec-
tively) on bone marrow from wild-type controls (BALB/c) but
not from LTC4S-deficient mice of the same background.

Further evidence for the involvement of CysL'T in mediating
responses to both cytokines was provided by experiments with
receptor-deficient mouse strains. As shown in Figure 6A,
eotaxin and IL-13 enhanced eosinophil production in wild-
type (BALB/c) bone marrow (73.3+32.0% and 82.2+32.1%
enhancement, P=0.022 and P=0.022, respectively) but not
CysLT1R-deficient bone marrow of the same background. As
shown further in Figure 6B, eotaxin and IL-13 were effective
(for the highest concentration of each, 170.0=43.1% and
164.454.5% enhancement, P=0.018 and P=0.002, respec-
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tively) in bone marrow from wild-type controls of a different
background (C57BL/6) but were totally ineffective in the cor-
responding CysLT1R-deficient mice, thereby confirming that
lack of effect is determined by inactivation of CysLTIR and
apparently independent of other background genes.

By contrast, there was no impact of gene inactivation of
CysLT2R on the ability of eotaxin to enhance IL-5-stimulated
eosinophilopoiesis in bone marrow culture. CysL.T2R-deficient
mice and wild-type controls of the same background re-
sponded to eotaxin, and this response was abolished by monte-
lukast, indicating the involvement of CysLT1R (not shown).

DISCUSSION

The findings reported here provide evidence of a novel role
for eotaxin and IL-13. Both cytokines up-regulate eosinophilo-
poiesis in the presence of the more conventional hemopoietic
cytokines, IL-5 and GM-CSF. In GM-CSF-stimulated semisolid
cultures, both cytokines increased total colony counts, as ex-
pected from the multilineage activity of this hemopoietic fac-
tor. This increase was accounted for by a strong stimulation of
eosinophil (EPO+) colony formation and by a weaker effect
on other colony types. In IL-5-stimulated liquid cultures, both
increased eosinophil differentiation exclusively, in a way con-
sistent with the selectivity of this cytokine for eosinophils. The
effects of eotaxin in semisolid and liquid culture were abol-
ished by neutralizing antibodies to its receptor, CCR3. This
indicates that these effects are a result of eotaxin itself, rather
than of any contaminant. The evidence from semisolid and
liquid cultures, taken together, indicates that eotaxin and
IL-13 do not induce eosinophilopoiesis by themselves. Both
modify, instead, the effects of GM-CSF and IL-5 in a way that
increases eosinophil production. These observations expand
the list of regulatory activities associated with IL-13 and
eotaxin and document further an important effect of the latter
during early stages of eosinophil development, as opposed to
its well-recognized chemoattractant activity for terminally dif-
ferentiated eosinophils.

This study documents further that the modulatory signals
from both cytokines are strictly dependent on the generation
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Figure 5. Effect of mutations preventing CysLT generation on the re-
sponses to eotaxin and IL-13. Data (mean*sgm, n=3) are the num-
bers of EPO+ cells/ml present by Day 7 in liquid culture established
with IL-5 (1 ng/ml), alone or in association with the indicated concen-
trations of IL-13, eotaxin, or LTD4 from bone marrow of wild-type
(WT) control mice (A, S129; B, BALB/c) or mutant mice [A, 5-L.LO
(=/—); B, LTC4s (=/—)]. *, P < 0.05, for the differences between
the indicated points and the respective IL-5 (negative) controls.

of 5-LLO products and on signaling through CysLT1Rs. Stimula-
tion of eosinophilopoiesis by CysL.'T has been documented pre-
viously in humans [24] as well as in mice [25]. This mecha-
nism was shown previously to be required for transducing the
regulatory signals from nonsteroidal anti-inflammatory drugs
in bone marrow culture [25]. We now show that it provides a
mechanism for transducing the effects of cytokines on eosi-
nophilopoiesis as well.

Together, our observations suggest that the primary cellular
target of cytokine action in our system should be able to:
a) express CCR3 constitutively and b) respond to eotaxin
binding of CCR3 by producing CysLT. This profile likely cor-
responds to a cell of the eosinophil lineage in the early stage
of a colony-forming cell (progenitor) or at later maturation

However, our observations suggest that

stages (precursor).
noneosinophil (EPO-) colony counts may also increase to
some extent as a result of eotaxin stimulation. As CCR3 is not
necessarily expressed by progenitors of other hemopoietic lin-
eages, it is possible that these primary targets release, following
contact with eotaxin, secondary mediators capable of stimulat-
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ing progenitors from other lineages in the presence of GM-
CSF.

Although CysLT are important mediators of allergic inflam-
mation [34] and have been shown to affect hemopoiesis in
various ways [24, 25], their possible contribution to the physio-
logical regulation of hemopoiesis remains uncertain for a
number of reasons. Local regulation of hemopoiesis by CysLT
would require evidence of their production by bone marrow
cells. To our knowledge, however, endogenous CysL.'T produc-
tion from bone marrow cells in response to standard stimuli,
such as Ca®" ionophore, has not yet been demonstrated. Alter-
natively, systemic regulation could, in principle, take place if
CysLT were released in sufficiently large amounts in the circu-
lation [34]. However, in these conditions, CysLT are known to
have untoward cardiovascular, digestive, and respiratory ef-
fects, which would make this an unlikely mechanism for physi-
ological regulation. Our observations, by providing a link be-
tween the effects of exogenously added eotaxin and local pro-
duction of CysL'T, may modify this picture substantially, as
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Figure 6. Effect of mutations preventing CysLT signaling on the re-
sponses to eotaxin and IL-13. Data (mean=*skm, n=3) are the num-
bers of EPO+ cells/ml present by Day 7 in liquid culture established
with IL-5 (1 ng/ml), alone or in association with the indicated concen-
trations of IL-13 or eotaxin from bone marrow of wild-type controls
(A, BALB/c; B, C57Bl/6) or CysLT1R-deficient mice [CysLTIR (-/-)
A and B] of the corresponding strains. *, P < 0.05, for the differences
between the indicated points and the respective IL-5 (negative) con-
trols.
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eotaxin is released from a number of sites and acts systemically

in very low concentrations [35], which are not associated with
any untoward effects. Systemically administered eotaxin is ac-
tive on bone marrow cells in vivo [9]. We have shown that:

a) eotaxin, in effective concentrations in the culture, acts by
inducing or facilitating activation of CysLLT generation by bone
marrow cells; and b) IL-13 greatly enhances the ability of
eotaxin to do so. Hence, physiological regulation of eosinophi-
lopoiesis by CysL.T might be easier to understand if eotaxin,
released from allergic inflammatory sites, acted systemically in
bone marrow (especially if aided by IL-13) through local gener-
ation of CysL.T.

Our observations show that the involvement of CysLT is sepa-
rale from but dependent on induction of eosinophilopoiesis by
IL-5. On the one hand, neither cytokine induced eosinophil
production in the absence of IL-5. On the other hand, none
of the inhibitors of CysL.T synthesis and activity tested here
and none of the gene inactivation strategies used had an effect
on responses to IL-5 alone. Every one of them had a signifi-
cant impact only in the presence of IL-13 or eotaxin. Overall,
this supports our view that the 5-LO pathway does not contrib-
ute to signaling by IL-5 [25], but endogenous CysLT produc-
tion is important for the up-regulation of eosinophilopoiesis
by eotaxin and IL-13.

The bone marrow may not be the only site where eosinophi-
lopoiesis is susceptible to modulation by eotaxin and IL-13. An
alternative possibility is that CysLT mediates regulatory effects
of eotaxin and IL-13 on eosinophil progenitors and precursors
recruited to the lungs. This possibility is supported by evi-
dence that allergen-challenged lungs: a) are important sources
of CysLLT [17-20, 27]; b) produce IL-5, IL-13, and eotaxin
[11]; and ¢) accumulate eosinophil progenitors and precur-
sors, including CD34+ IL-bRa+ cells [36], in response to sys-
temically active signals originating in lung tissue [37]. Al-
though it is of interest, this possibility was not examined here
because of the necessary focus on bone marrow in this study.

One critical issue in this study concerns the mechanism un-
derlying the dependence of IL.-13 on eotaxin and CCR3. This
has been examined with every tool available to us. Two distinct
possibilities exist: a) an inductive mechanism, in which I1-13 de-
pends on eotaxin (and on CCR3) to act, as it induces eotaxin,
and that it is eotaxin acting as a secondary mediator, which
enhances eosinophilopoiesis, by acting on CCR3; and b) a syn-
ergic mechanism, in exogenously added IL-13, acts synergically
with endogenously produced eotaxin. These two possibilities
can be distinguished by measuring the endogenous produc-
tion of eotaxin by bone marrow cells and evaluating the effect,
if any, of exogenous IL-13 on this production. Our results did
not support an inductive mechanism: Although we detected
eotaxin-producing cells in bone marrow culture and measured
the eotaxin content of culture supernatants, neither was in-
creased significantly following IL-13 exposure. Instead, our re-
sults showed that a synergic mechanism is possible, as we dem-
onstrated effective enhancement of eosinophilopoiesis in cul-
tures exposed to an association of I1-13 and eotaxin in
concentrations that would have no effect if present separately
in the culture. Our observations were also consistent with the
possibility of a synergic interaction between IL-13 exogenously
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added at relatively high concentrations (1 ng/mL) and
eotaxin at the concentration endogenously produced in the
cultures (0.01 ng/mL).

A related and important issue is whether the CCR3 pathway
would mediate CysL.T production by bone marrow cells in suf-
ficient amount. Our interpretation of the data is that it points
unequivocally to CysLT being produced in the culture. Two
different inhibitors of LT synthesis and a gene inactivation ap-
proach provided exactly the same result: When LT synthesis is
inhibited, neither IL-13 nor eotaxin enhances eosinophil pro-
duction. Furthermore, it is CysL'T that are involved, as phar-
macological and gene inactivation approaches are consistent
in showing a role for LTC4S and for a specific subtype of the
CysLTR. We consider our approach through a combination of
pharmacological and genetic tools more rigorous than an at-
tempt to quantify CysLT production over a 7-day period in
culture, as it demonstrates unequivocally that CysLL'T produc-
tion and CysLT signaling are necessary. Although an absolute
requirement can always be demonstrated clearly, the measure-
ment of the amounts produced is subject to numerous sources
of uncertainty: a) CysLT production could be taking place any-
time during the 7-day period of culture; b) CysLT are likely
degraded during this period, and total production is not nec-
essarily reflected in amounts measured at any given time-point;
and ¢) CysLT production is associated with cells and likely to
reach higher effective concentrations in the immediate vicinity
of the producer cells than in the total volume of the culture,
which is what is accessible for immunoassay. For these reasons,
we take the view that synthesis of CysL.T and signaling by
CysLT1R are absolutely required for the effects we observed;
the logical conclusion is that they are produced and act in this
system.
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integrins in the maturation of eosinophils generate d from the bone marrow in
the presence of dexamethasone. Clin Exp Allergy. 39, 8, 1187-1198. 2009.

Estudos anteriores do nosso laboratério mostram que os glicocorticoides
tém efeitos opostos aos da PGE; sobre a eosinopoiese, e protegem eosinofilos em
desenvolvimento de apoptose dependente de iINOS e CD95L (9). A dexametasona
apresenta também um efeito estimulante sobre a eosinopoiese, que na cepa BALB/c
a eosinopoiese é acompanhada de um fenotipo celular Gnico, com numerosos
eosinofilos agregados e morfolégicamente imaturos. A hipdtese que a
dexametasona induz um aumento na expressdo e/o na atividade de proteinas de
adesdo, especialmente integrinas, e de que esta modulacéo esta relacionada com a
manutencdo de um fenodtipo imaturo nas ceélulas em cultura é, evidentemente de
interesse. Este interesse aumenta na medida em que os efeitos opostos da
dexametasona e da PGE, foram acompanhados de repercussdes opostas sobre a
expressao das mesmas proteinas de adesado. O presente estudo fornece evidéncias
de que os efeitos pro-apoptoticos da PGE, sao profundamente modificados pela sua
interacdo farmacologica com a dexametasona, de forma estreitamente relacionada

com os efeitos dessa droga de regular positivamente a expresséao de integrinas.
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Summary

Background Although eosinophils co-express multiple integrin receptors, the contributions of
integrins to eosinophil development have not been explored. We previously described
extensive aggregation and cytological immaturity in eosinophils developing in bone-marrow
(BM) cultures exposed to dexamethasone. Here we examined the relationship of a4 integrins
with these effects of dexamethasone.

Objectives We evaluated: (a) the effects of exposure to dexamethasone in BM culture on
eosinophil expression of a4 integrin receptors and ligands; (b) the contribution of o4 integrins
to eosinophil aggregation and maturation.

Methods Cultures were established with IL-5 (alone or with dexamethasone) for up to 7 days,
and eosinophil production, a4 integrin receptor/ligand expression, aggregation and
morphology were evaluated before and after targeting o4 integrin-dependent adhesions.
Because prostaglandin E2 (PGE2) modifies the effects of dexamethasone on
eosinophilopoiesis, PGE2 effects on o4 integrin expression and function were also evaluated.
Results Dexamethasone increased the yield of eosinophils up to day 7. The frequency of
eosinophils expressing a4, f1 and 7 integrin receptors at day 7 was also increased by
dexamethasone. Eosinophils also expressed the 241 ligand, VCAM- 1. Dexamethasone
increased the expression of 04 integrin and VCAM-1 in aggregates containing eosinophils as
early as day 3. PGE2, added up to day 3, modified the effects of dexamethasone to suppress
the expression of o4 integrin, decrease aggregation and promote cytological maturation of
eosinophils recovered at day 7. Dissociation of immature eosinophils from clusters present at
day 3 by reagents targeting o4 or 1 integrins or VCAM-1 also induced cytological
maturation. The concordant effects of targeting o4 integrins with drugs and antibodies
support a relationship between a4-mediated aggregation and maturational arrest.
Conclusions These observations support a novel role for o4 integrin receptors and ligands
in eosinophilopoiesis. In addition, increased o4 expression following glucocorticoid
exposure may contribute to the retention and accumulation of eosinophils in haemopoietic
tissue.

Keywords adhesion molecules, bone marrow, eosinophils, glucocorticoids, prostaglandin
Submitted 4 August 2008; revised 19 April 2009; accepted 21 April 2009

Introduction

Mature eosinophils, prominent in allergic inflammation
[1], are highly sensitive to glucocorticoids, which induce
eosinopenia and accelerate apoptosis [2, 3]. However, the
effects of glucocorticoids on earlier stages of eosinophil

development are more complex, as they decrease IL-5
production [4], but paradoxically enhance the responses
of eosinophil precursors to IL-5 [5, 6]. As a result,
eosinophils developing in bone-marrow (BM) culture are
protected by dexamethasone [7] from apoptosis [both
spontaneous and induced by exogenous ligands such as
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prostaglandin E2 (PGE2)]. In stress experimentally in-
duced by surgical trauma in mice, BM presented increased
eosinophilia in vivo, and BM cells displayed enhanced
responses to IL-5 ex vivo; both phenomena were entirely
dependent on glucocorticoid hormones [6]. Furthermore,
stress states, characterized by elevated glucocorticoid
hormone levels, paradoxically predispose to allergic epi-
sodes [8, 9]: for instance, in atopic dermatitis, which is
characterized by chronic eosinophil infiltration, decreased
eosinophil apoptosis and tissue injury induced by release
of eosinophil major basic protein, chronic stress plays a
major role in the maintenance of active disease [10].

The cellular targets regulated by dexamethasone during
murine eosinophil development are currently being investi-
gated. Adhesion molecules are one likely target, because
eosinophils that have developed in the presence of both IL-5
and dexamethasone are highly aggregated [5]. Interestingly,
these aggregated eosinophils are also cytologically immature
[5]. This unusual phenotype prompted us to further evaluate
the effects of dexamethasone on the receptors and ligands
involved in eosinophil aggregation, and to examine their
role, if any, in the maintenance of an immature phenotype.

In this study, we focused on o4 integrins, the best-
characterized eosinophil integrins [11], because they were
previously shown to influence the development of several
haemopoietic lineages other than eosinophils, as follows: (a)
04P1 integrin mediates haemopoietic progenitor adhesion
to VCAM-1- and fibronectin-expressing BM stroma [12]; (b)
haemopoietic progenitors constitutively express a4p1 with
high affinity [13]; (c) anti-o4P1 integrin antibodies block
development of lymphoid and myeloid cells [12, 14]; and (d)
haemopoietic progenitor retention inside BM is o4 integrin-
dependent [15]. Even though their role in eosinophil devel-
opment remains unexplored, o4 integrin heterodimers are
differentially regulated during terminal differentiation [16,
17]. Here, we show that, in developing eosinophils, dex-
amethasone increases o4 integrin expression, and that
treatments targeting o4 integrins induce dissociation and
cytological maturation, supporting a regulatory role for o4
integrins during terminal differentiation.

Methods

Animal procedures

Six to eight-week-old BALB/c mice (CECAL-FIOCRUZ, Rio
de Janeiro, Brazil) were housed and handled following
institutionally approved procedures (protocol CEUA
#P0107-02).

Reagents

Fetal calf serum (FCS) was from Hyclone (Logan, UT,
USA), culture media from Gibco (Life Technologies SARL,
Cergy-Pontoise, France); Dexamethasone (21-phosphate),

Cy3-conjugated streptavidin (ref. S-6402), Fast Red kit
and secondary antibodies from Sigma-Aldrich (St Louis,
MO, USA); PGE2 from Cayman Chemical Company (Ann
Arbor, MI, USA); ovalbumin (5%, crystallized) from ICN
Biomedicals Inc. (Costa Mesa, CA, USA), Al(OH)3 from
Merck (Darmstadt, Germany); Anti-LFA-1 (FITC, CD11a/
LFAo; chain, clone 121/7), anti-o4 (rat IgG1 anti-mouse
CD49d, unlabelled, biotinylated or PE-conjugated, clone
PS/2, refs. 1520-01, 1520-08 and 1520-09), anti-VCAM-1
(rat IgG1 anti-mouse VCAM-1, both biotinylated and
unlabelled, Clone M/K-2, Refs. 1510-01 and 1510-08) and
isotype control (Rat IgG1 Isotype Control, both biotiny-
lated and unlabelled, Clone KLH/G1-2-2) antibodies from
Southern Biotechnology Associates Inc. (Birmingham, AL,
USA); Recombinant rmIL-5, anti-B7 integrin (FITC, clone
M293), anti-MADCAM-1 (biotin, anti-mouse, clone
MECA-89), anti-o5 integrin (purified anti-mouse CD49e;
ref. 01740D) from Pharmingen (San Diego, CA, USA);
anti-B1 integrin (purified anti-mouse CD29, ref. 550531)
from BD Biosciences (Franklin Lakes, NJ, USA); anti-
mouse CCR3 MAD (Clone 83103; ref. MAB1551), recombi-
nant mouse VCAM-1/Fc chimera fusion protein (ref.
643-VM); Streptavidin-PE from R&D Systems (Minnea-
polis, MN, USA); Alexa Fluor"™ 488-conjugated goat anti-
rat IgG (H-+L) Cat A-11006, from Invitrogen (Carlsbad, CA,
USA); and To-Pro"™-3 iodide ref. T3605 from Molecular
Probes Inc. (Eugene, OR, USA).

BM cell procedures

BM cells were collected from both femurs of naive mice,
washed, counted in a haemocytometer, seeded at 10° in
1 mL of RPMI 1640 medium, 10% FCS and rmIL-5 (1 ng/mL;
optimal dose defined in refs. Gaspar-Elsas et al.) in 24-well
clusters and incubated at 37 °C, 5% C0,/95% air for 7 days
[5]. Cultured cells were resuspended, collected, counted,
cytocentrifuged and stained for eosinophil peroxidase
(EPO) [20]. EPO™ cells were counted at x400 under oil.
Where indicated, cultures received dexamethasone, or
PGE2, or both, at 1077 m (final concentration; for detailed
dose-response relationships for both agents, see Gaspar-
Elsas et al. [18, 19]). Where indicated, anti-o4 integrin,
anti-VCAM-1, VCAM/Fc fusion protein, anti-MadCAM-1,
anti-B1 integrin or anti-o5 integrin (at 1 ug/mL in all cases,
optimal dose previously determined in titration experi-
ments) were added at days O or 3. Cultures were collected
at day 7 and evaluated for the numbers, morphology
and aggregation of eosinophils. Where indicated, the dis-
tribution of eosinophils among clusters of different size
ranges was determined by counting >500 cells. Where
indicated, cultures at days 0, 1, 3, 5 and 7 were resuspended,
counted, cytocentrifuged, fixed in methanol and stained in
Wright-Giemsa, and differential counts of neutrophils and
eosinophils were performed (x 1000, under oil) on at least
300 cells. Where indicated, nuclear morphology as

© 2009 Blackwell Publishing Ltd, Clinical & Experimental Allergy, 39 : 1187-1198
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exemplified in Fig. 1 (To-Pro™-3 staining) and 5 (haema-
toxylin staining) was used to classify eosinophils as mature
or immature, as follows: cells were resuspended from day 7
cultures, counted, cytocentrifuged, fixed in phosphate-buf-
fered saline (PBS) 10% formalin and stained for EPO™.
Nuclear morphology was examined in at least 300 EPO*
cells. Absolute numbers of eosinophils (mature or imma-
ture), neutrophils or total cells in resuspended cultures were
calculated from total and differential counts.

Immunostaining and microscopical studies

Unless otherwise indicated, immunocytochemical studies
were carried out with cells gently resuspended from day 7
cultures, fixed in PBS 1% paraformaldehyde, blocked for
FcR binding in PBS containing 2% normal mouse serum
for 10 min, washed in PBS 1% FCS, incubated with
primary antibodies against o4, B1 or B7 integrins or
VCAM-1, or with an isotype control antibody, washed
four times with PBS 1% FCS and further incubated with
alkaline phosphatase-conjugated anti-rat IgG biotiny-
lated secondary antibodies. After washing four times with
PBS 1% FCS, antibody-coated cells were stained using the
Fast Red kit. Because these samples could be counter-
stained with haematoxylin (nuclear stain), but not with
EPO (granular stain) or Wright-Giemsa (nuclear and
cytoplasmic stain), which interfere with visualization of
the red immunocytochemical stain, we used nuclear
morphology to confirm that the stained cells were eosino-
phils, the only granulocyte population present in 7 day
cultures (see ‘Results’, Figs 1a and b). Three hundred cells
were examined under a Leica DMLS microscope (Leica
Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany) for each experi-
mental point, and photographed with a Leica DC 300F
digital camera using the IM50 software. Where indicated,
cultures were established on LabTek chambers (Lab-Tek
Chamber Slide System, 16 well, NUNC, New York, NY,
USA) for 3 days; non-attached cells (representing 84%
and 86% of all cells in control and dexamethasone-
exposed cultures, respectively) were then carefully re-
moved and used for flow cytometry studies. The cells
attached to the substratum (amounting to 16% and 14% of
all cells, respectively, as evidenced by counting cells
recovered after mild trypsinization with a cell scraper,
from separate cultures). For day 3, neutrophils are found
in the cultures, and the presence of eosinophils was
confirmed by separately staining attached cells for EPO
(see Fig. 3a). Where indicated, colocalization of adhesion
proteins and eosinophil lineage markers was carried out
under a Zeiss LSM-510 Meta confocal microscope (Carl
Zeiss, Jena, Germany), as follows: cells were resuspended
from 7 day cultures, cytocentrifuged and fixed in 1%
paraformaldehyde for 10 min, before blocking FcR, and
incubation with primary antibodies to CCR3 (1 : 500 dilu-
tion, 1ug/mL final, 30 min). Slides were washed and

© 2009 Blackwell Publishing Ltd, Clinical & Experimental Allergy, 39 :1187-1198

68

incubated with Alexa Fluor™ 488-conjugated goat anti-
rat 1gG (H+L) secondary antibodies (1:2000, 1pg/mL
final, 30 min). After washing, slides were further stained
with primary biotinylated antibody to «4, to VCAM-1 or
isotype control (0.5pug/mL, 30 min) before washing and
incubation with Cy3-streptavidin and To-Pro™-3. Slides
were immersed in anti-fading solution, covered and
sealed, and maintained at 4 °C until use. Excitation
wavelengths and respective emission filters were 488 nm
and BP515-530 for Alexa fluor 488; 543 nm and BP560-
615 for Cy3; and 633 nm and LP650 for To-Pro™-3.

Flow cytometry

After FcR blocking, 10° cells were stained with primary
antibodies to: VCAM-1 (biotinylated); MadCAM-1 (biotiny-
lated); or a4 integrin chain (PE-conjugated) and isotype
control antibodies (biotinylated or PE-conjugated, respec-
tively) (15 min on ice), washed in cold PBS. Biotinylated
antibody-covered cells were further incubated with PE-
conjugated streptavidin (15 min on ice). Cells were washed
in PBS, fixed in PBS with 20 formaldehyde and analysed in
a FACScalibur (B&D PharMingen) using the Cell Quest
software (B&D PharMingen).

Statistical analysis

Data were analysed by factorial analysis of variance using
Systat for Windows version 4 software from Systat Inc.
(Evanston, IL, USA). Because multiple comparisons were
used throughout the study, the Tukey HSD correction was
used as recommended [21]. This is a parametric method, and
assumes that the data are normally distributed; the software
automatically rejects data that do not conform to this model.

Results

Dexamethasone effects on o4 integrin receptor/ligand
expression

Initially, we evaluated the effects of dexamethasone on
cultured BM cells, and identified the cells that show
increased o4 integrin expression following dexametha-
sone exposure. As shown in Fig. la, neutrophils are
numerous in uncultured BM (day 0). However, neutrophil
numbers declined drastically before day 5 of culture, and
neutrophils were < 1% of all cells at day 7, as evidenced
by Wright-Giemsa staining. By contrast, as shown in Fig.
1b, eosinophils accumulated over the same period, and
were significantly increased by day 7 in dexamethasone-
exposed cultures. Counts of EPO-stained cells were in
close agreement with eosinophil counts by Wright-
Giemsa: as shown in Fig. 1c, dexamethasone (1077 m),
associated with IL-5, increased the frequency of EPO*
cells at day 7, relative to IL-5 control cultures (P<0.001)
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Fig. 1. Cells from control and dexamethasone-stimulated cultures expressing o4 integrin and VCAM-1. BM cells were examined directly (day 0) or after
culture in the presence of IL-5 alone (IL-5) or IL-5-plus-dexamethasone (IL-5+Dex) for 7 days. (a-b), data (mean+SEM) are numbers of Wright-Giemsa-
stained neutrophils (a) or eosinophils (b) at the indicated time-points. *P=0.002 (a) and P=0.026 (b) relative to IL-5 controls. (c-d), data (mean+SEM)
are frequency (a) and numbers (b) of EPO " cells at days 0 and 7; *(P<0.001) relative to IL-5 controls. (e-h), confocal fluorescence microscopy images of
cells at day 7, from IL-5 (e-g) or IL-5+Dex (h) cultures, labelled with anti-CCR3 antibody (green), DNA marker To-Pro™ 3 (blue), and anti-o4 (e-h) or
anti-VCAM-1 (f) antibodies (red). Data for (a-d) are derived from 3, 3, 12 and 5 experiments, respectively. EPO, eosinophil peroxidase; BM, bone marow.

and uncultured BM (day 0; P<0.001) [5]. This was
paralleled by an increase in the absolute numbers of
EPO™ present in culture (Fig. 1d), relative to the same
controls (P<0.001 in both cases).
Dexamethasone-exposed eosinophils showed extensive
homotypic aggregation [5]. This suggests that eosinophils
express both the receptors and the ligands required for
aggregation. We therefore examined by confocal fluores-
cence microscopy the expression of o4 integrin or the
24p1 ligand, VCAM-1, in cells co-expressing CCR3, an
eosinophil-lineage marker. Surface staining for both o4
integrin and CCR3 was found in cells with the donut-
shaped nucleus typical of mature eosinophils, present in
IL-5-stimulated cultures (Fig. le). VCAM-1 and CCR3

were also co-expressed by these cells (Fig. 1f). Immature
eosinophils, presenting a C-shaped nucleus, also co-
expressed a4 and CCR3 (Fig. 1g). Finally, eosinophils from
dexamethasone-exposed cultures also co-expressed o4
and CCR3 (Fig. 1h). Staining for o4 and VCAM-1 was
specific, as shown by the absence of staining with an IgG1
isotype control antibody (not shown). We further evalu-
ated by immunocytochemistry the expression of o4 in-
tegrin, and of B1 and B7 integrins, which associate with
o4, by mononuclear cells and eosinophils in 7 day
cultures. As s<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>