UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
Departamento de Morfologia

Programa de Pos-Graduacao em Biologia Celular

Vitor Hugo Neves Nascimento

INFILTRACAO EOSINOFILICA EM SITIOS INFLAMATORIOS: estudo
ultraestrutural de eosinofilos apds a morte celular

Belo Horizonte

2021



Vitor Hugo Neves Nascimento

INFILTRACAO EOSINOFILICA EM SITIOS INFLAMATORIOS: estudo
ultraestrutural de eosindéfilos apds a morte celular

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pés-
Graduacao em Biologia Celular do Departamento
de Morfologia do Instituto de Ciéncias Biologicas
da Universidade Federal de Minas Gerais como
requisito parcial para obtencao do titulo de Mestre
em Ciéncias.

Orientadora: Dra. Rossana Correa Netto de Melo

Belo Horizonte

2021



043

Nascimento, Vitor Hugo Neves.

Infiltracdo eosinofilica em sitios inflamatorios: estudo ultraestrutural de
eosinofilos apos a morte celular [manuscrite] / Vitor Hugo Neves Nascimento. -
2021.

L il E 295 e

Orientadora: Dra. Rossana Correa Netto de Melo.
Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal de Minas Gerais, Instituto de
Ciéncias Bioldgicas. Programa de Pos-Graduacdo em Biologia Celular.

1. Biologia Celular. 2. Eosindfilos. 3. Morte Celular. 4. Microscopia Eletrénica

de Transmissdo. . Melo, Rossana Correa Netto de. II. Universidade Federal de
Minas Gerais. Instituto de Ciéncias Biologicas. IIL Titulo.

CDU: 576

Ficha catalografica elaborada pela bibliotecaria Fabiane C M Reis - CRB 6 - 2680




Universidade Federal de Minas Gerais - Instituto de Ciéncias Biologicas
Programa de Pos-Graduacio em Biologia Celular

ATA DA DEFESA DE DISSERTACAO DE MESTRADO DE iﬁﬁ?ﬂl
1°/2019
VITOR HUGO NEVES NASCIMENTO 2019689973

As quatorze horas do dia 31 de maio de 2021, reuniu-se, no Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
UFMG, a Comissao Examinadora da Disserta¢ao, indicada pelo Colegiado do Programa, para julgar,
em exame final, o trabalho final intitulado: "INFILTRACAO EOSINOFILICA EM SITIOS
INFLAMATORIOS: ESTUDO ULTRAESTRUTURAL DE EOSINOFILOS APOS A
MORTE CELULAR", requisito final para obtencdao do grau de Mestre em Biologia Celular.
Abrindo a sessdo, a Presidente da Comissdo, Dra. Rossana Correa Netto de Melo, apos dar a
conhecer aos presentes o teor das Normas Regulamentares do Trabalho Final, passou a palavra ao
candidato, para apresentacdo de seu trabalho. Seguiu-se a arguigdo pelos examinadores, com a
respectiva defesa do candidato. Logo apods, a Comissao se reuniu, sem a presenca do candidato e do
publico, para julgamento e expedi¢do de resultado final. Foram atribuidas as seguintes indicagoes:

Prof./Pesq. Instituicao Indicacao
Dra. Rossana Correa Netto de Melo UFJF Aprovagdo
Dra. Josiane Sabbadini Neves UFRJV/ICB Aprovagao
Dra. Carolina Cattoni Koh UFMG Aprovagdo

Pelas indicagdes, o candidato foi considerado: _Aprovado

O resultado final foi comunicado publicamente ao candidato pela Presidente da Comissdo. Nada mais
havendo a tratar, a Presidente encerrou a reunido e lavrou a presente ATA, que sera assinada por
todos os membros participantes da Comissao Examinadora. Belo Horizonte, 31 de maio de 2021.

== 'N“\\> >
Dr?. Rossana Correa Netto de Melo (Orientadora) l@ P = (~
|

Dra. Josiane Sabbadini Neves

Dra. Carolina Cattoni Koh #70( ”L/t\){/( ﬂﬂ‘ (/}C(/%Z/Uf m )

Fenanda A0 Abmecta

Obs: Este documento ndo tera validade sem a assinatura e carimbo do Coordenador



AGRADECIMENTOS

Agradeco aos meus pais Rita e Vitério por todo o encorajamento e suporte sem
0s quais seria impossivel concluir minha formacéo.

Aos membros do Laboratério de Biologia Celular da UFJF pela amizade, por toda
a ajuda no desenvolvimento deste trabalho e pelas discussdes cientificas
enriquecedoras.

Aos membros do LABER/UFMG, em especial aos professores Hélio e Fernanda,
pelo acolhimento e pela disponibilizacdo do espaco do laboratério para a realizacéo
das minhas atividades na UFMG.

A minha orientadora, Rossana Melo, por todos os ensinamentos durante este
periodo, pelas discussdes, por toda a disponibilidade e pela confianga em mim para a
realizacao deste trabalho.



Um cientista em seu laboratorio ndo € um mero tecnico.

ele tambéem e uma crianca enfrentando fenémenos
naturais que o impressionam como se fossem contos

de fadas

- Marie Curie



RESUMO

Eosindfilos sdo células multifuncionais do sistema imune com atividades associadas
a secrecao de inumeros produtos estocados em seus granulos citoplasméticos. Um
dos principais mecanismos pelo qual o eosindfilo libera o contetdo de seus granulos
secretores se baseia em um processo de morte celular necrético, classicamente
chamado de citélise. Este consiste no rompimento da membrana plasmatica com a
deposicdo extracelular de granulos secretores intactos e funcionais. Evidéncias
crescentes vém mostrando que os granulos ndo sdo as unicas estruturas derivadas
da citolise do eosindfilo, com destaque para vesiculas especificas, cristais de Charcot-
Leyden e redes de DNA. Estas redes sédo liberadas em decorréncia da ETose, um
mecanismo citolitico de morte celular mais recentemente descrito, onde ha deposicéo
de cromatina na matriz extracelular em conjunto com os granulos secretores de
eosindfilos. O processo de citblise €, portanto, muito complexo e ainda pouco
entendido, principalmente in vivo. Muitas questdes acerca da ultraestrutura do
processo da citélise convencional e principalmente da ETose continuam em aberto. O
presente estudo teve como objetivo investigar, in situ, as caracteristicas
ultraestruturais de eosinoéfilos em processo de citdlise em doencas inflamatérias
eosinofilicas humanas. Para isso, aplicamos a microscopia eletrénica de transmisséo
(MET), Unica técnica que permite distinguir em alta resolu¢cdo as formas de
desgranulacdo do eosindfilo e suas caracteristicas subcelulares, em bidpsias de
pacientes diagnosticados com rinossinusite cronica eosinofilica (RSCE, tecido nasal)
e colite ulcerativa (tecido intestinal). Nossas analises qualitativas e quantitativas
mostraram que a citélise € um dos mecanismos secretores de eosinodfilos mais
frequentes nas doencas estudadas e que a ETose representa uma parcela
significativa destes eosinofilos. As caracteristicas ultraestruturas associadas com
ETose (arredondamento/delobulacédo nuclear, descondensagdo e expansédo da
cromatina) e liberacdo de redes extracelulares de cromatina foram identificadas e
guantificadas em 43% dos eosindfilos em citélise. Identificamos também, pela primeira
vez, alteracbes do envoltério nuclear (EN), representadas por dilatacdo do espaco
perinuclear e formacao de vesiculas derivadas do EN. Nossas andlises demonstraram
gue processo de ETose leva ndo apenas a liberacdo de granulos integros, mas
também a liberac&o de carreadores vesiculotubulares tipicos de eosinoéfilos humanos,
as EoSVs (Eosinophil Sombrero Vesicles). As EoSVs livres associam-se com granulos
livres, células inflamatorias e redes extracelulares de DNA. As EoSVs permanecem
integras ap0s a morte citolitica de eosinéfilos humanos com potencial implicacéo
funcional in situ. Por fim, identificamos granulos livres depositados na matriz inflamada
com protrusbes de membrana, caracteristica morfologica tipica do brotamento
vesicular. Baseando-se nessas evidéncias ultraestruturais, propomos que vesiculas
sao geradas in situ a partir de granulos secretores livres, mecanismo pelo qual estes
granulos liberam gradativamente seus conteudos fora da célula. Em conjunto, nossos
resultados destacam o mecanismo de morte celular citolitica como processo secretor
importante de eosinéfilos em doengas eosinofilicas e identificam outras vias
potencialmente participantes na propagacao da resposta do eosinofilo apos a morte
celular, com énfase para o sistema vesicular derivado de granulos de secre¢ao de
eosindfilos.

Palavras-chave: eosindfilos; citdlise; ETose; trafego vesicular; microscopia eletrénica
de transmissao.



ABSTRACT

Eosinophils are multifunctional cells from the immune system with activities associated
with the secretion of numerous products stored in their cytoplasmic granules. One of
the main mechanisms by which the eosinophil releases the contents of its secretory
granules is based on a necrotic cell death process, classically named cytolysis. This
consists of the plasma membrane rupture with extracellular deposition of intact and
functional secretory granules. Increasing evidence has shown that granules are not
the only structures derived from eosinophil cytolysis, but specific vesicles, Charcot-
Leyden crystals and DNA nets are also released. Nets are released through ETosis, a
more recently described cytolytic cell death mechanism where there is deposition of
chromatin together with eosinophil secretory granules, in the extracellular matrix
(ECM). The cytolysis process is, therefore, very complex and still poorly understood,
mainly in vivo. Many questions about the ultrastructure of both the conventional
cytolysis process and mainly about ETosis remain open. The present study aimed to
investigate, in situ, the ultrastructural characteristics of eosinophils undergoing
cytolysis in human eosinophilic inflammatory diseases. For this, we applied
transmission electron microscopy (TEM), the only technique that allows distinguishing
in high resolution the eosinophil degranulation mechanisms and its subcellular
characteristics, to biopsies of patients diagnosed with eosinophilic chronic
rhinosinusitis (ECRS, nasal tissue) and ulcerative colitis (intestinal tissue). Our
gualitative and quantitative analyzes showed that cytolysis is one of the most frequent
secretory mechanisms of eosinophils in the studied diseases and that ETosis
represents a significant portion of these eosinophils. More than 40% of cytolitic
eosinophils presented ultrastructural characteristics associated with ETosis (nuclear
rounding/delobulation, chromatin decondensation and expansion) and release of
chromatin extracellular nets. For the first time, we also identified changes in the nuclear
envelope (NE), represented by dilation of the perinuclear space and formation of
vesicles derived from the NE. Our analyses showed that the process of ETosis leads
not only to the deposition of intact granules, but also to the release of typical human
eosinophils’ vesiculotubular carriers, the EoSVs (Eosinophil Sombrero Vesicles). Free
intact EOSVs were associated with free granules, inflammatory cells and extracellular
DNA nets. EoSVs remain intact after the cytolytic death of human eosinophils with
potential functional implications in situ. Finally, we identified free granules deposited in
the inflamed matrix with membrane protrusions, a typical morphological characteristic
of vesicular formation. Based on this ultrastructural evidence, we propose that EoSVs
are generated in situ from free secretory granules, a mechanism by which these
granules gradually release their contents in the ECM. Together, our results highlight
the mechanisms of cytolytic cell death as an important eosinophil secretory process in
eosinophilic diseases and identify other pathways potentially participating in the
propagation of the eosinophil response after cell death, with emphasis on the vesicular
system derived from eosinophil secretory granules.

Keywords: eosinophil; cytolysis; ETosis; vesicular traffic; transmission electron
microscopy.
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1. INTRODUCAO

1.1. Eosinofilos: células multifuncionais

Eosinofilos s&o leucdécitos do sistema imune inato, considerados células
multifuncionais por possuirem atividades tanto em processos inflamatérios, incluindo
infeccbes parasitarias e condicbes alérgicas, como em mecanismos de
imunorregulacdo e homeostase tecidual (Rothenberg e Hogan, 2006; Kita, 2013;
Rosenberg et al., 2013; Weller e Spencer, 2017). Eosindfilos se desenvolvem a partir
de precursores mieloides na medula 6ssea e sao liberados para o0 sangue periférico
guando maduros (Kouro e Takatsu, 2009). Estas células representam menos de 5%
dos leucdcitos do sangue, mas estas taxas podem aumentar em decorréncia de
diversas condi¢cdes patoldgicas (Fulkerson e Rothenberg, 2013). A partir do sangue,
os eosindfilos sdo capazes de serem ativados e recrutados para os tecidos pela acéo
de diversos estimulos, como a interleucina-5 (IL-5) e a eotaxina (CCL11) (Rothenberg
e Hogan, 2006; Mcbrien e Menzies-Gow, 2017).

Em alguns oOrgdos, os eosindfilos sdo células residentes, atuando na
manutencdo da homeostase tecidual (Weller e Spencer, 2017). No intestino, por
exemplo, eosindfilos residentes auxiliam na sustentacdo da imunidade da mucosa,
influenciando a producéo de IgA e a manutencéo do tecido linfoide (Chu et al., 2014;
Jung et al., 2015). A auséncia dessas células estd associada a uma desregulacdo da
microbiota e da barreira epitelial intestinal (Chu et al., 2014). Eosinoéfilos também
influenciam o desenvolvimento normal de 6rgaos tais como o timo, as glandulas
mamarias e o Utero. No timo, eosinofilos sdo recrutados principalmente no inicio do
estagio de involugcdo do 6rgdo, possivelmente participando deste processo pela
inducdo da apoptose de timdcitos (Throsby et al., 2000). Juntamente com macréfagos,
0s eosindfilos promovem a ramificacdo e modelamento dos ductos das glandulas
mamarias em desenvolvimento (Gouon-Evans et al., 2002) e estdo presentes no utero
em diversas fases do ciclo reprodutivo (Diener et al., 2016), apresentando a¢des tanto
de degradacao como de regeneracéao tecidual (Knudsen et al., 1997; Timmons et al.,
2009). De fato, eosindfilos exibem certa capacidade de reparo tecidual, podendo
participar da regeneracéo do tecido hepatico e muscular (Goh et al., 2013; Heredia et
al.,, 2013). No tecido adiposo, eosindfilos estdo intimamente relacionados com

homeostase metabdlica e termorregulacdo (Wu et al., 2011; Rao et al., 2014). Na
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medula 6Ossea, estimulam o desenvolvimento e a sobrevivéncia de plasmaécitos
(Frohlich et al., 2011; Chu e Berek, 2012).

Os eosindfilos realizam uma alta gama de interagdes celulares com outros tipos
de leucacitos, possuindo alto potencial imunorregulador. Estas células sdo capazes
de promover a proliferacéo, ativacao e polarizacao (Thl ou Th2) de Linfécitos T, tanto
pela secrecao de citocinas como pela apresentacdo de antigenos (Mawhorter et al.,
1994; Mackenzie et al., 2001; Shi, 2004). Os eosinoéfilos conseguem processar uma
variedade de antigenos microbianos, virais e parasitarios (Shi, 2004). Mastocitos
também podem ser ativados em decorréncia das acfes do eosindfilo, liberando
diversos produtos envolvidos na resposta inflamatéria, como a histamina (Piliponsky
etal., 2002). Além disso, eosinofilos possuem um forte potencial autécrino, produzindo
sinais que induzem a ativacdo e sobrevivéncia de outros eosinoéfilos (Radke et al.,
2009; Luna-Gomes et al., 2011; Willebrand e Voehringer, 2016).

Em infeccbes, os eosinofilos sdo classicamente descritos como células com
atividade antiparasitaria (Butterworth e David, 1981). Estas células estdo presentes
em grande numero tanto nos locais da infeccdo quanto no sangue circulante de
individuos infectados com varias espécies de parasitos, principalmente helmintos. No
entanto, as funcbes dos eosindfilos em infec¢cdes parasitarias sdo alvo de debates
mais recentes, com indicios de que estejam mais envolvidos na imunorregulacéo do
ambiente inflamatério do que na destruicao direta do parasito (Klion e Nutman, 2004,
Huang e Appleton, 2016). Diversos trabalhos também vém mostrando o papel
protetivo do eosinofilo em infec¢cbes virais, principalmente em virus de RNA
respiratorios (Adamko et al., 1999; Samarasinghe et al., 2017; Flores-Torres et al.,
2019). Aqui, agem tanto diretamente, pela secrecdo de ribonucleases, quanto
indiretamente, pela regulagdo do sistema imune (Rosenberg e Domachowske, 2001;
Flores-Torres et al., 2019).

Atividades desreguladas do eosindfilo, que podem estar relacionadas a sua
biogénese, recrutamento ou ativacao, levam ao surgimento de diversas doencas. Um
exemplo claro dos efeitos deletérios do excesso de eosinofilos e da ativacédo desta
célula no organismo esta na sindrome hipereosinofilica, caracterizada pelo nimero
excessivo (>1500/mm3) de eosindfilos no sangue (Curtis e Ogbogu, 2016). Esta € uma
doenca de etiologia pouco conhecida, com manifestacdes que variam desde casos

assintomaticos a casos severos de dano tecidual e falha terminal de érgéos, estes
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podendo atingir diversos sistemas, como o cardiovascular, respiratério, neural, renal
e gastrointestinal (Curtis e Ogbogu, 2016). O eosindfilo esta intimamente relacionado
com diversas patologias associadas ao trato respiratorio, em especial aquelas de
cunho alérgico, como asma e rinossinusite (Shah et al., 2016; Mcbrien e Menzies-
Gow, 2017). Nessas condic¢des, os eosinodfilos participam ativamente na inducdo da
resposta inflamatoéria, que ird ocasionar em dano epitelial, producdo excessiva de
muco e contracdo do musculo liso dos bronquios, este Ultimo estando mais
relacionado a asma (Shah et al., 2016; Mcbrien e Menzies-Gow, 2017). A soma destes
fatores ird exacerbar a obstrucéo das vias aéreas e piorar o prognostico das doencgas.
Sendo importantes células residentes da mucosa intestinal, o desbalanco no
funcionamento de eosindfilos também esta diretamente relacionado com condi¢des
do trato gastrointestinal, com destaque para as chamadas Doencas Inflamatérias
Intestinais, que abrangem a Doenca de Crohn e a Colite Ulcerativa (Woodruff et al.,
2011; Mehta et al., 2015; Filippone et al., 2019).

A multifuncionalidade do eosindfilo se baseia na secrecdo de uma infinidade de
componentes produzidos por estas células. A grande maioria destes produtos se
encontra armazenada no interior de estruturas extremamente dinamicas conhecidas
como granulos especificos ou secretores, que compdem a maior populacdo de

organelas citoplasmaticas desta célula.

1.2. Granulos secretores

Os eosindfilos integram o grupo dos granulécitos polimorfonucleares, cujas
principais caracteristicas sdo um nucleo segmentado (multilobulado), frequentemente
bilobulado no caso dos eosindfilos, a presenca de granulos citoplasmaticos (Figura 1).
Em eosindfilos, os granulos especificos armazenam grande quantidade de proteinas
basicas, conferindo a estas células uma forte afinidade por corantes acidos (acidofilia),
como a eosina, e resultante coloracao résea quando observada pela microscopia de
luz (Figura 1A) (Lee et al., 2012; Rosenberg et al., 2013). Os eosindéfilos armazenam
diferentes tipos de proteinas catidnicas, citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento
e enzimas no interior de seus granulos (Rosenberg et al., 2013; Weller e Spencer,
2017). Dentre estas destacam-se quatro proteinas catidnicas principais: a proteina
bésica principal (MBP — major basic protein), a peroxidase eosinofilica (EPO —
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eosinophilic peroxidase) e as proteinas com atividades de ribonucleases, como a
proteina catiénica do eosinéfilo (ECP — eosinophil cationic protein) e a neurotoxina
derivada de eosindfilos (EDN — eosinophil derived neurotoxin) (Acharya e Ackerman,
2014). Importante destacar que estes componentes se acumulam nos granulos do
eosindfilo durante o processo de maturacao celular e se encontram pré-formadas no
interior de granulos maduros, e prontos para liberacao apos ativacao celular (Muniz et
al., 2012; Melo e Weller, 2018).

Os granulos do eosindfilo também sao fundamentais para a identificacdo

morfolégica desta célula pela microscopia eletronica de transmissdo (MET). Estas

Cristaloide

} A o Matriz
i "‘m_\‘,‘

Figura 1 — Aspectos morfolégicos do eosindfilo. (A) Eosinéfilo humano corado por
Giemsa (azul de metileno + eosina), mostrando ndcleo bilobado (arroxeado) e citoplasma
granular réseo. (B) Microscopia eletrénica de transmisséo de um eosinéfilo humano. Note
o tipico ndcleo bilobado (Nu) e os granulos secretores (Gr). (Bi) Destaque para um
granulo secretor, mostrando matriz e nucleo cristaloide (core) intactos. (A) Adaptado de
Lee et al. 2012. (B) Adaptado de Spencer et al. 2014.
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organelas apresentam morfologia Unica com uma regido central elétron-densa,
chamada de cristaloide envolta por uma matriz mais elétron Iucida (Figura 1B) (Melo
et al., 2012; Spencer et al., 2014; Melo e Weller, 2018). O nucleo cristaloide possui
esta denominagao por se tratar de uma estrutura formada pela cristalizacdo de
proteinas dos granulos, principalmente MBP (Muniz et al., 2012). Importante destacar
gue a elétron-densidade dos granulos varia dependendo do grau de ativacdo do
eosinofilo. Os granulos se tornam mais elétron-licidos, podendo haver perda do

cristaloide naqueles altamente ativados, sinalizando uma perda de contetdo.

Eosindfilos séo células tipicamente secretoras as quais liberam seus produtos
por meio de trés mecanismos de secrecao distintos: i) exocitose, ii) desgranulacéo por
piecemeal (PMD — piecemeal degranulation) e iii) citolise (Melo et al., 2013; Spencer
et al., 2014) (Figura 2). Entender a ultraestrutura do eosindfilo € fundamental para o
estudo destes mecanismos de secrecao, ja que a MET € a técnica mais apropriada
para identifica-los (Melo et al., 2010a).
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Figura 2 — Mecanismos de secrecdo do eosinofilo. Exocitose: Fusédo de granulos com
a membrana plasmatica; Desgranulacdo por Piecemeal: liberagdo gradual e seletiva de
produtos dos granulos mediada por transporte vesicular; Citdlise: rompimento da
membrana plasmatica com deposicéo tecidual de granulos secretores integros. Adaptada
de Spencer et al. 2014.
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1.3. Exocitose

A exocitose € um processo de desgranulacéo que consiste na fusdo dos granulos
com a membrana plasmatica, seguido da liberacédo de todo o conteudo armazenado
por estas organelas para o meio extracelular (Logan et al., 2003). Este mecanismo
pode ocorrer de duas formas, denominadas exocitose classica e exocitose composta.
A primeira, consiste em um evento de fusdo discreto, onde granulos individuais se
fundem com a membrana da célula. Enquanto a segunda é caracterizada por multiplas
fusBes entre granulos, que formam grandes camaras, ou vacuolos, no interior da
célula, antes da ocorréncia de fusdo com a membrana plasmatica (Scepek et al., 1994;
Logan et al., 2003). Na exocitose composta, essas estruturas originadas a partir da
fusdo entre granulos, ao se fundirem com a membrana plasmatica formam um grande
“poro de secregado”, onde todo o conteudo de um conjunto de granulos € liberado de

uma Unica vez, de forma concentrada, sobre uma superficie alvo (Scepek et al., 1994).

A exocitose de granulos do eosindfilo ocorre através de uma série de eventos
altamente regulados: i) mobilizacdo ou translocacédo de granulos para a periferia da
célula (Figura 3A); ii) acoplamento entre o granulo e a membrana plasmatica; iii) fuséo

das membranas e liberagdo do mediador (Figura 3B) (Logan et al., 2003).

Este mecanismo de secrecdo pode ser observado in vitro, na interacdo de
eosindfilos com parasitos helmintos (Mclaren et al., 1977). Nesta situacdo, a exocitose
composta com a formacdo de grandes vacuolos de secrecdo fica bem evidente
(Figuras 3C e D), e a secrecdo frequentemente € observada diretamente sob a
superficie do parasito (Figura 3D). In vitro, a exocitose também pode ser fortemente
estimulada pela acdo do Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a — Tumor Necrosis
Factor Alfa) (Carmo et al., 2016; Carmo et al.,, 2018). Também ha relatos de sua
inducéo por estimulos com IgA e IgG (Weiler et al., 1996), guanosina 5’-O-[gama]
trifosfato (GTPyS) (Hafez et al., 2003) e iondforo de célcio A23187 (Henderson e Chi,
1985). In vivo, no entanto, a exocitose € raramente observada. Mesmo havendo
relatos de sua ocorréncia em condicdes patoldgicas, como em doencas inflamatorias
intestinais (Dvorak et al., 1993), evidéncias deste evento nos tecidos sdo escassas

(Melo et al., 2013).
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Figura 3 — Caracteristicas ultraestruturais da exocitose. (A) Eosin6filo humano
estimulado com Fator de Necrose Tumoral Alfa, apresentando diversos granulos
fundidos translocados para a periferia celular (regido altamente elétron-ltcida). (B)
Célula na mesma condi¢ao anterior, com destaque para uma regido de fusdo do granulo
com a membrana plasmética (cabega de seta). (C) Eosindfilo de rato em co-cultura com
larvas de Shistosoma mansoni aderido a parede do parasito e apresentando um grande
vacuolo citoplasmético (Va) em decorréncia da fusdo de granulos. (D) Célula na mesma
condicao anterior, com destaque para uma regiéo de fusdo do vacuolo com a membrana
plasmaética (cabeca de seta), na superficie do parasito. Seta aponta uma fuséo entre
granulos. (A e B) adaptados de Carmo et al. 2016. (C e D) adaptados de McLaren et al.
1977. (Nu) Nucleo, (Gr) granulos.
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1.4 Desgranulacéo por piecemeal

O termo desgranulacéo por piecemeal foi proposto nos anos 70, para descrever
um padrao ultraestrutural de secrecao celular primeiramente observado em basofilos
presentes nos tecidos durante condi¢fes inflamatérias (Dvorak et al., 1974; Dvorak et
al., 1976). Este processo consiste no transporte vesicular de pequenas quantidades
de conteudos estocados no interior de granulos secretores para a superficie celular
(Melo e Weller, 2010). Desta forma, células em PMD exibem granulos parcialmente
vazios (Crivellato et al., 2003; Melo e Weller, 2010). A PMD é um mecanismo também
encontrado em células enddécrinas, mas possui especial importancia em células do
sistema imune, tais como basofilos, mastocitos e eosindfilos (Crivellato et al., 2003;
Melo e Weller, 2010).

Em eosindfilos, a desgranulacdo por piecemeal pode ser identificada
principalmente pelas altera¢des ultraestruturais dos granulos secretores, que incluem:
aumento de volume do granulo, desorganizacdo do nudcleo cristaloide e reducdo da
elétron-densidade da matriz e do cristaloide (Figura 4A) (Melo et al., 2005a; Melo e
Weller, 2010). A membrana limitante do mesmo &, por sua vez, mantida. Além disso,
0 esvaziamento ocorre em paralelo com a formacédo de vesiculas derivadas dos
granulos que carregam seu conteudo de secrecdo. (Melo et al., 2005a; Melo et al.,
2008b). Estas vesiculas se encontram destacadas em rosa na Figura 4A e o

mecanismo exemplificado na ilustracdo da Figura 4B.

Em eosindfilos, a PMD é o processo secretor mais frequentemente observado in
vivo, sendo documentado em diversas situacdes inflamatorias (Dvorak, 1980;
Karawajczyk et al., 2000; Erjefalt et al., 2001; Ahlstrom-Emanuelsson et al., 2004). In
vitro, este mecanismo secretor € estimulado por classicos agonistas inflamatoérios do
eosinofilo, como o0 CCL5/RANTES, CCL11/eotaxina e PAF (fator ativador de plaquetas
— platelet-activating fator) (Melo et al., 2005a). Enquanto eosindfilos ndo estimulados
possuem apenas 8% dos granulos com caracteristicas de PMD, células estimuladas
apresentam um significativo aumento no percentual de granulos em esvaziamento,
25% para eosinofilos estimulados com CCL5, 43% para aqueles estimulados com
CCL11 e 34% nos estimulados com PAF (Melo et al., 2005a). Sendo o transporte

vesicular um importante fator na PMD, o pré-tratamento com Brefeldina A (BFA), um
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classico inibidor de transporte vesicular (Nebenfiihr et al., 2002), diminui o

esvaziamento dos granulos induzido por agonista (Melo et al., 2005a).

Figura 4 — Caracteristicas
ultraestruturais da desgranulacdo
por piecemeal (PMD). (A) MET de
um eosindéfilo humano, apesentando
granulos intactos (*) e mobilizados
(cabecas de seta), além de vesiculas
secretoras (rosa). (Nu) Nucleo. (Ai)
Destaque para um granulo intacto,
(Aii) um granulo mobilizado e (Aiii)
um granulo dilatado extensamente
mobilizado. (B) llustracéo
representando a PMD, com
brotamento de vesiculas a partir do
granulo (seta preta) e a fusédo destas
' com a membrana plasmatica (seta
azul). Escalas: (Ai-Aiii) 400nm.
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1.4.1. Sistema vesicular do eosind&filo

O transporte vesicular € um mecanismo fundamental para a desgranulacao por
piecemeal (Crivellato et al., 2003; Melo e Weller, 2010) e os eosindéfilos humanos, em
especial, possuem um sistema vesicular extremamente proeminente e caracteristico
gue participa ativamente deste mecanismo de secrecdo (Melo et al., 2008a; Melo et
al., 2008b; Melo e Weller, 2010). Este sistema é composto por vesiculas grandes
(~150-300nm de diametro) e tubulares que apresentam morfologias extremamente
caracteristicas quando observadas pela MET (Melo et al., 2005b; Melo et al., 2008b).
Elas podem se apresentar com uma &rea central de citoplasma envolvida por uma
borda circular delimitada por membrana, com uma morfologia em formato de um “C”,
ou ainda podendo apresentar um formato tubular achatado e alongado (Figura 5A)
(Melo et al., 2005b; Melo et al., 2008b). Tédo caracteristica € a morfologia destas
vesiculas, que elas receberam um nome proprio, sendo chamadas de Eosinophil
Sombrero Vesicles (EoSVs), pelo fato de apresentarem semelhanca com o chapéu
mexicano (sombrero) quando vistos em seccdes transversais (Melo et al., 2005b; Melo
et al., 2008b). Devido a seu tamanho proeminente e a sua morfologia, as EoSVs
possuem superficies de membrana mais extensas quando comparadas com as
vesiculas classicamente envolvidas em transporte intracelular, normalmente esféricas
e pequenas (~50-100nm de diametro), tornando o transporte vesicular do eosindfilo
muito eficiente (Melo et al., 2005b; Melo et al., 2008b).

As EoSVs eram inicialmente denominadas na literatura como “microgranulos”, a
fim de descrever esta populagao distinta de organelas observadas no citoplasma do
eosinofilo (Schaefer et al., 1973). Depois de um tempo, a ideia de que estas estruturas
eram na verdade vesiculas comecou a ganhar forca (Dvorak e Weller, 2000), até que
estudos combinados de MET e tomografia eletrbnica revelaram a estrutura
tridimensional das EoSVs, mostrando que elas sdo um sistema dinamico e que de fato
podem surgir de granulos de eosinéfilos mobilizados (Figuras 5B a F) (Melo et al.,
2005a; Melo et al., 2005b; Melo et al., 2007). Nestes estudos, os granulos se
mostraram como organelas elaboradas e compartimentalizadas, com complexos
dominios vesiculotubulares de membrana em seu interior (Figura 5B) (Melo et al.,
2005a). Este sistema de membranas € formado em decorréncia da estimulagéo
celular, sendo capaz de sequestrar e realocar produtos do granulo (Melo et al., 2005a).

Também foi mostrado que a quantidade de EoSVs esta diretamente relacionada com
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a presenca de granulos em esvaziamento (Melo et al., 2005b). As EoSVs sé&o
frequentemente observadas em contato com os granulos especificos e aparentemente
brotando a partir deles, em células estimuladas (Figura 5B) (Melo et al., 2005b). Uma
evidéncia muito forte da origem destas vesiculas foi a observacdo a partir da
tomografia eletronica, que mostra claramente a formagdo de compartimentos
membranares intragranulares (Figura 5C e D; em verde) e o brotamento de EoSVs a
partir dos granulos (Figura 5D; EoSVs em rosa e granulos em roxo) (Melo et al.,
2005b). A tomografia eletrbnica também evidenciou a estrutura tridimensional das
EoSVs, destacando sua morfologia Unica (Figuras 5E e F). O uso da BFA, diminuiu a
formacdo de EoSVs e causou o colapso dos compartimentos de membrana no interior
dos granulos, mostrando ndo apenas a forte relacdo entre estas duas estruturas
presentes em eosinofilos ativados, mas também que as EoSVs sdo realmente

sistemas vesiculares (Melo et al., 2005a; Melo et al., 2005b).

Trabalhos com imunomarcacéo ultraestrutural mostraram que as EoSVs podem
carrear proteinas e mediadores imunes tipicos dos granulos do eosindfilo, como MBP
(Melo et al., 2009), Interferon-gama (INF-y) (Carmo et al., 2018) e IL-4 (Melo et al.,
2005b). Foi mostrado que a IL-4, em especial, é sequestrada nos granulos e carreada
pelas EoSVs por meio de receptores de membrana, que estdo presentes tanto nos
granulos quanto nas préprias EoSVs (Spencer et al., 2006). Também foi demonstrado
gue eosindfilos possuem uma quantidade substancial de outros receptores de
citocinas associados aos granulos e as vesiculas, como os IL-6Ra e IL-13Ra1.
Estoques de CCR3 intracelulares também s&o encontrados em eosindfilos humanos,
e sua detecgdo € aumentada apos estimulo que induz a liberagédo de CCL5, conhecido
como um ligante de CCR3 (Spencer et al., 2006). A partir destes estudos, foi proposto
um modelo através do qual receptores presentes nos granulos e vesiculas medeiam

o transito de citocinas estocadas intracelularmente (Melo et al., 2013).

Além de mediadores imunes, as EoSVs apresentam outros tipos de proteinas,
como a dissulfeto isomerase (PDI) (Dias et al., 2014), que € tipicamente associada ao
reticulo endoplasmatico, envolvida no dobramento de proteinas (Turano et al., 2002;
Laurindo et al.,, 2012), mas podendo também estar localizada em outros
compartimentos celulares (Turano et al., 2002). Em leucdcitos especificamente pode
estar envolvida na geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS — reactive oxigen

species) (Laurindo et al., 2008), em processos de adesdo (Hahm et al.,, 2013) e
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possivelmente em acdes anti-inflamatérias (Gadgil et al., 2003). A acdo da PDI nos
eosinofilos e a significancia de sua presenca nas EoSVs é desconhecida. As EoSVs
também expressam proteinas que estdo relacionadas com o processo de fusdo de
membranas e a secrecao celular, como a tetraspanina CD63 (Carmo et al., 2016) e a
sintaxinal7, um membro da familia das SNAREs (Carmo et al., 2015).
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AFigura 5 — Vesiculas secretoras de eosinofilos humanos/Eosinophil
Sombrero Vesicles (EoSVs). (A) Eosindfilo humano visto pela MET com destaque
para as EoSVs (rosa). Maior aumento de EoSVs destacando suas morfologias
tipicas: (Ai) arredondada com area central citoplasmatica; (Aii) em forma de “C”; (Aii)
achatada e alongada. (B) Granulo de eosinéfilo com compartimentos membranares
em seu interior e EoSVs ao seu redor, ambos evidenciados em rosa em Bi, onde
também é possivel ver uma regido de brotamento de vesicula (cabeca de seta). (C)
Modelo em 3D obtido pela técnica de tomografia eletrénica (TE) evidenciando um
granulo (vermelho) e o compartimento de membrana em seu interior (verde), com
uma area de continuidade entre ambas as membranas (seta). (D) Reconstru¢do por
TE da organizacao ultraestrutural de EoSVs (rosa), com a membrana limitante do
granulo (azul) e o compartimento de membrana intragranular (verde). (E e F)
Reconstrucdo 3D de EoSVs, em (F) a seta aponta para o liumen tubular da vesicula.
(B) Adaptado de Melo et al. 2005. (C; E e F) Adaptado de Melo et al. 2007. (D)
Adaptado de Melo et al. 2010.

1.5. Citolise

A citolise, nome gque para muitos tipos celulares pode significar simplesmente a
ruptura da célula, é para o eosinofilo o nome de um importante mecanismo de
liberacdo do contetdo dos granulos (Spencer et al., 2014). Desta forma, o eosinofilo
sofre um processo de morte onde ha a ruptura da membrana plasmatica e
extravasamento do conteudo citoplasmatico. No entanto, os seus granulos secretores
permanecem integros e depositados nos tecidos apds este processo (Figura 6). Os
granulos de eosinodfilos livres da célula, comumente chamados de FEGs (free
eosinophil granules), retém sua capacidade secretora, sendo totalmente funcionais

independentemente da célula (Neves et al., 2008).

1.5.1. Ocorréncia em doencas eosinofilicas

A ocorréncia de granulos no meio extracelular tem sido relatada no escarro de
pacientes asmaticos desde o século XIX, mesmo antes do estabelecimento dos
métodos de coloragao para leucécitos por Paul Ehrlich e da identificacdo do eosindfilo.
Estes granulos eram chamados “granulos lipidicos”, como revisado por Persson e

Erjefalt (Dvorak et al., 1976; Persson e Erjefalt, 1997b; a). No século seguinte, a lise
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Figura 6 — Caracteristicas ultraestruturais da citélise. MET da bidpsia de uma leséo
dérmica de um paciente com Sindrome Hipereosinofilica, mostrando um eosindéfilo
citolitico com granulos (Gr) livres e intactos depositados no tecido, além de restos de
conteudo nuclear (Nu) e um cristal de Charcot-Leyden (CLC). (A) Maior aumento,
evidenciando os granulos livres (roxo em Ai) em meio aos feixes de colageno (rosa em
Ai) da matriz extracelular.

de eosindfilos e os FEGs continuaram sendo identificados em muitas condi¢des,
geralmente considerados apenas como um subproduto da necrose de eosindfilos. Foi
apenas no final do século 20 que esse processo passou a NAo ser mais visto como
um simples artefato, mas como um importante mecanismo de ativacéo de eosindfilos,
considerado até como o estado de “ativagao final” dos eosinofilos e como um possivel
alvo para futuros estudos farmacologicos sobre doencas eosinofilicas (Persson e
Erjefalt, 1997b; a). Eosindfilos citoliticos com FEGs séo frequentemente observados
ao lado de células intactas, o que da forca a ideia de que essa morte ndo € resultado

de necrose tecidual ou ruptura acidental dos eosindfilos (Erjefalt e Persson, 2000).
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Ainda durante o século passado, mas especialmente nas Ultimas décadas, a citolise

mostrou-se um evento frequente em inUmeras patologias relacionadas ao eosindfilo.

Além da asma (Jeffery et al., 1992; Ohashi et al., 1992), estudos morfolégicos
também mostraram a presenca de eosindfilos citoliticos em pacientes com pélipos
nasais (Erjefalt et al., 1998; Uller et al., 2004; Armengot et al., 2009), alergia a poeira
(Watanabe et al., 2003), pneumonia eosinofilica crénica (Gonzalez et al., 1987), rinite
alérgica (Erjefalt et al., 1998; Ahlstrom-Emanuelsson et al., 2004), rinossinusite
cronica (Ponikau et al., 2005) e também em doencas nao relacionadas as vias aéreas,
como dermatite (Cheng et al., 1997), erupcdes cutaneas de penfigoide bolhoso
(Dvorak et al.,, 1982), oncocercose (Gutiérrez-Pefia et al., 1998), hematomas
subdurais crénicos (Yamashima et al., 1985), sindrome nefrética (Makino et al., 1995),
ceratoconjuntivite (Trocme et al., 1989), esofagite eosinofilica (Aceves et al., 2007,
Saffari et al., 2014), no trato gastrointestinal de pacientes com doenca celiaca
(Colombel et al., 1992), doenca de Crohn (Dubucquoi et al., 1995; Rubio, 2003) e

carcinoma gastrico avancado (Caruso et al., 2005).

A citélise, em geral, € um dos mecanismos de ativacdo de eosindfilos mais
comuns, identificado como o segundo mais frequente, ficando apenas atras da PMD
(Erjefalt et al., 2001). Um estudo em pacientes com rinite alérgica sazonal indicou a
citolise como o principal mecanismo de liberacdo de produtos dos granulos apés a
exposicdo a alérgenos (Erjefalt et al., 1999). Resultados semelhantes foram
observados em pacientes com esofagite eosinofilica, onde a maioria dos eosindfilos
(>70% das imagens analisadas) estavam em citélise (Saffari et al., 2014).
Curiosamente, a citélise € um processo de morte celular de eosindfilos muito mais
frequente em condic¢des inflamatérias do que a apoptose, como mostrado em biopsias
de polipos nasais (Erjefélt et al., 1998). Esse mecanismo pode explicar por que, em
algumas situacfes, o aumento da deposicao tecidual de proteinas dos granulos de
eosinofilos, como a MBP, nem sempre esta associado ao maior acumulo de destas
células (Leiferman et al., 1985; Wright et al., 2011), ja que essa secrecao é causada

por uma morte celular.
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1.5.2. Granulos livres e suas influéncias

Como os FEGs eram normalmente considerados artefatos, as suas possiveis
acOes fora da célula foram negligenciadas por décadas. Aqueles que defendiam a
citdlise como um estado de ativacdo dos eosinofilos comumente associavam a
deposicao de granulos extracelulares a danos teciduais (Persson e Erjefalt, 1997a),
ideia corroborada por diversos trabalhos. Um estudo em pacientes com pneumonia
eosinofilica crénica demonstrou a proximidade entre aglomerados de granulos de
eosinofilos livres e locais sem células de revestimento alveolar e com membrana basal
alveolar intacta mas reduzida (Gonzalez et al., 1987). Na rinite alérgica, eosinofilos
exibindo PMD extensiva e citélise se mostraram numerosos em areas com alteracdes
nas ceélulas epiteliais (Ahlstrom-Emanuelsson et al., 2004). Uma analise de modelos
de doenca alérgica em porquinhos-da-india identificou a presenca de FEGs em areas
traqueais danificadas e também foi observada uma correlagéo significativa entre os
FEGs e o grau de dano epitelial (Erjefélt et al., 1997). Chehade e cols. mostraram que
nas bidpsias endoscopicas de criancas com esofagite eosinofilica, a presenca de
aglomerados de FEGs, o que eles chamaram de "desgranulacéo de eosinofilos”, eram
mais comuns em criangas que apresentavam fibrose esoféagica (Chehade et al., 2007).
Toyoda e cols. mostraram a correlacdo entre granulos livres e a patologia da urticaria
(Toyoda et al., 1996). Em pacientes com doenca de Crohn, os eosinofilos citoliticos
foram detectados apenas em areas danificadas, ndo foi observada lise em areas
normais do intestino (Dubucquoi et al., 1995). Um estudo ultraestrutural em biépsias
renais de um paciente com sindrome nefrética inferiu a presenca de granulos livres

ao dano de células glomerulares (Makino et al., 1995).

Além das condi¢cdes ja mencionadas, a citolise dos eosinofilos também
desempenha um papel importante na asma, doenca em que a influéncia desse
mecanismo secretor € melhor descrita (Persson, 2014; Persson e Uller, 2014).
Apresentando brevemente tais a¢fes, estudos mostram um grande numero de FEGs
no escarro de pacientes com asma severa e que estes numeros sao reduzidos apos
o tratamento da condicdo (Pizzichini et al., 1997). Um estudo anterior relatou a
presenca de FEGs em espacos alargados entre células adjacentes e em regides de
abertura de juncbes de adesdo entre células da mucosa brénquica em pacientes
asmaticos (Ohashi et al., 1992). Muniz-Junqueira e cols. demonstraram que a

porcentagem de liberacdo de granulos de eosinofilos € maior em criangcas asmaticas
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do que em criangas ndo asmaticas e que existe uma correlagdo direta entre a
guantidade de granulos encontrados no tecido e o grau de patogenicidade da asma
(Muniz-Junqueira et al., 2013). Em pacientes com asma leve eosindfilos estavam
liberando pequenas gquantidades de granulos, enquanto em pacientes com asma
grave guantidades moderadas de granulos foram encontradas e, finalmente, em
pacientes com asma severa, grandes quantidades de granulos estavam depositadas

nos tecidos (Muniz-Junqueira et al., 2013).

Todos esses trabalhos corroboram com a ideia de que a citolise de eosinoéfilos
com liberagdo de granulos extracelulares esta intimamente associada a lesao tecidual
e a patogenicidade da doenca. Em conjunto e dada a presenca da citllise de
eosinodfilos em inimeras patologias, é de extrema importancia o estudo deste
mecanismo para o melhor entendimento das doencas relacionadas com o0s

eosinofilos.

1.5.3. Granulos como organelas secretoras independentes da célula

Apesar da correlacdo entre eosindfilos citoliticos e diversas doencas, durante
muito tempo, nada se sabia sobre os mecanismos pelos quais 0os granulos livres
poderiam exercer seus efeitos. Existem estudos ultraestruturais demonstrando que
alguns granulos livres se encontram degenerados nos tecidos (Gonzalez et al., 1987;
Gutiérrez-Pefia et al., 1998), o que indicaria um possivel mecanismo de liberagédo do
conteudo. No entanto, a frequéncia dessas observacfes nédo foi estabelecida e a
maioria dos trabalhos sobre citélise de eosindéfilos nem mesmo relatam degeneracéao
de gréanulos livres, indicando que este € provavelmente um evento sutil, portanto, ndo
explicaria por si s6 o efeito causado pelos FEGs. Colombel e cols. detectaram, por
imunomarcacao ultraestrutural, MBP extracelular em estreita associagcdo com
granulos livres, mas a origem desta MBP nao pdde ser confirmada (Colombel et al.,
1992).

Em 2008, Neves e cols. demonstraram pela primeira vez que os granulos de
eosinofilos sdo organelas secretoras ativas e independentes, ou seja, podem secretar
conteudos mesmo fora da célula (Neves et al., 2008). Este estudo mostra que granulos

de eosinofilos isolados possuem o0s receptores de membrana atipos para IFN-y e
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CCL11, secretando ECP e B-hexaminidase ap0s estimulacdo com estes agonistas
inflamatérios. O IFN-y também foi capaz de induzir a secregao das citocinas IL-4 e IL-
6. Um fato interessante é que, mediando a secrecéo de granulos livres de eoisndfilos,
existe uma complexa via de sinalizagdo intragranular. Os inibidores de tirosina
guinase, proteina quinase C (PKC - protein kinase C) e proteina quinase ativada por
mitdégenos p38 (p38 MAPK - mithogen-activated protein kinase) inibiram a liberacéo
de ECP induzida por IFN-y, enquanto a liberacdo de ECP induzida por eotaxina foi
reprimida por inibidores de fosfoinositideo 3-quinase (PI3K - phosphoinositide 3-
kinase) e também por inibidores de p38 MAPK e PKC (Neves et al., 2008). Outro
componente capaz de inibir a secrecdo de granulos isolados foi a BFA (Neves et al.,
2008). O tratamento com esse composto também levou ao acumulo de depdsitos
intragranulares de lipidios, o que poderia indicar um papel destes compartimentos e
do transporte vesicular nessa secrecdo. No entanto, até 0 momento ndo existem

evidéncias observacionais do brotamento de vesiculas a partir de granulos livres.

Posteriormente, 0 mesmo grupo demonstrou que os granulos de eosindfilos
também apresentam receptores de leucotrienos cisteinicos (cysLT - cysteinyl
leukotrienes) - cysLT1R e cysLT2R - e o receptor purinérgico P2Y12 (Neves et al.,
2010). Além disso, LTC4, LTD4 e LTE4 foram capazes de estimular a secrecdo de
ECP de granulos isolados. Nenhuma secrecéo de citocina foi induzida por qualquer
um dos cysLT usados no estudo, indicando uma especificidade de secre¢ao de ECP
(Neves et al., 2010). Por outro lado, os grénulos livres parecem carecer de outros
receptores tipicos de membrana celular de eosinoéfilos como os receptores para GM-
CSF, IL-5, IL-3-B e C5a (Muniz et al., 2012). Isso poderia representar acdes distintas
entre FEGs e eosindfilos intactos, visto que seu repertorio de receptores ndo é o
mesmo (Muniz et al., 2012). E também, explicam, em parte, a falha da terapia anti-IL-
5 no tratamento de alguns pacientes asméaticos, uma vez que essa terapia teria como

alvo apenas os eosindfilos intactos e ndo seus granulos livres (Muniz et al., 2012).

Esses achados séo cruciais para a compreensdo da imunobiologia dos
eosinofilos. Eles nos mostram que o0s granulos secretores s&do organelas
extremamente dinamicas e complexas que podem funcionar independentemente da
célula. Estes granulos, abrigam receptores ativos em suas membranas que Sao
capazes de desencadear modificacdes bioquimicas que levardo a secrecdo de

mediadores nos tecidos onde estdo depositados.
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1.6. Citolise: muito além da deposicdo de granulos

A citolise de eosinodfilos e sua ocorréncia em doencas, conforme ressaltado
acima, sao eventos comumente associados a deposic¢ao de granulos livres nos tecidos
(Spencer et al., 2014). Porém, estudos recentes vém mostrando que outras estruturas
derivadas da citélise de eosindfilos, particularmente armadilhas de DNA, cristais de
Charcot Leyden (CLCs) e EoSVs podem também estar envolvidas nesse mecanismo
de ativacéo do eosinofilo (Ueki et al., 2013; Saffari et al., 2014; Ueki et al., 2018).

1.6.1. ETose

Em 2004, Brinkmann e cols. descreveram um novo mecanismo pelo qual
neutréfilos matavam microrganismos, que consistia na formacdo do que chamaram
de “armadilhas extracelulares de neutréfilos” (NETs — neutrophil extracelular traps),
compostas principalmente de DNA embebido em proteinas tipicas dos granulos de
neutréfilos (Brinkmann et al., 2004). Alguns anos depois, foi demonstrado que essa
liberacdo de NETs é resultado de um novo tipo de mecanismo de morte celular, no
gual a membrana plasmatica e o envelope nuclear se dissolvem possibilitando o
extravasamento de DNA (Fuchs et al., 2007). Pouco mais tarde, 0os mesmos
resultados foram observados em mastocitos, um mecanismo de morte celular
acompanhado pela liberacdo de armadilhas extracelulares (ETs — extracelular traps)
com atividade antimicrobiana (Von Kéckritz-Blickwede et al., 2008). Esse processo de
morte celular seguido pela liberacéo de ETs foi entdo denominado ETose (Wartha e
Henriques-Normark, 2008). Alguns autores usam o termo NETose (neutrophil ETosis)
guando se referem especificamente ao processo em neutréfilos. No entanto, foi
posteriormente mostrado que a liberacdo de redes extracelulares de DNA néao
necessariamente ocorre juntamente a morte celular (Yousefi et al., 2009). Essa
liberagdo de ETs a manutencd@o da viabilidade celular € comumente chamada de
ETose vital, e aqui o DNA extracelular é descrito como sendo de origem mitocondrial
(Yousefi et al., 2009).

Para eosindfilos, os primeiros relatos sobre a liberacdo de ETs defendem que
estas possuem origem mitocondrial e sé@o liberadas com auséncia de morte celular,

com os eosinofilos permanecendo vidveis mesmo apds esse processo (Yousefi et al.,
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2008). O DNA mitocondrial extracelular foi mostrado como sendo “catapultado” a partir
dos eosindfilos e capaz de causar danos a microrganismos, por se encontrar
incorporado em proteinas dos granulos especificos, como ECP e MBP (Yousefi et al.,
2008).

Posteriormente, foi demonstrado que a liberagéo de ETs de eosindfilos (EETs —
eosinophil extracelular traps) também ocorre em associagcdo com a morte celular
citolitica, por um mecanismo diferente da apoptose ou da necrose classica (Figura 7)
(Ueki et al., 2013). Essa morte pdde ser desencadeada pela estimulacdo com PAF +
IL-5 ou GM-CSF, PMA, IgG, IgA ou ion6foro de célcio A23187 (Ueki et al., 2013).
Importante ressaltar que esses trés ultimos estimulos eram classicamente conhecidos
como indutores de citélise (Fukuda et al., 1985; Weiler et al., 1996). Na ETose do
eosindfilo (EETose — eosinophil ETosis), a origem do DNA das armadilhas é nuclear
e apresenta algumas distingbes importantes da NETose.(Ueki et al., 2013). Na
NETose, produtos dos granulos de neutréfilos sdo incorporados as armadilhas de
DNA e, de fato, a translocacdo desses produtos, como a mieloperoxidase (MPO) e
elastase de neutrdfilos (NE) para o nucleo € um evento precoce na NETose e
possivelmente essencial para o desencadeamento deste tipo de morte celular (Fuchs
et al., 2007; Papayannopoulos et al., 2010; Metzler et al.,, 2014). O mesmo nao
acontece com a EETose, a qual se caracteriza pela presenca de granulos intactos,
completamente funcionais e presos as armadilhas de DNA dos eosinofilos (Figura 7)
(Ueki et al., 2013). Por conta dessa diferenca, as EETs derivadas da EETose sao mais
estaveis do que as NETs. As enzimas proteoliticas incorporadas nas NETs as
degradam mais rapidamente, enquanto o mesmo nao acontece em EETs, uma vez
gue as proteinas do eosindfilo permanecem armazenadas dentro de FEGs (Ueki et
al., 2016).
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Figura 7 — ETose do eosindfilo. (A) llustragdo da sequéncia de eventos que ocorrem no
processo de ETose do eosindfilo. (B) Imunofluorescéncia de eosinéfilos em ETose
estimulados com A23187 marcados DNA e MBP. (C) MET da bidpsia de um paciente
com sindrome hipereosinofilica onde se pode observar granulos livres (Gr) e nicleo
rompido (Nu), com cabecas de seta indicando regides de extravasamento de contetdo
nuclear. (D e E) Microscopia eletrdnica de varredura de eosindfilos estimulados com fator
ativador de plaquetas, mostrando grandes redes de DNA liberadas pelos eosindfilos. (A e
B) Adaptados de Fukushi et al. 2021. (C-E) Adaptadas de Ueki et al. 2013.
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Apesar da ETose em neutréfilos ter uma forte acdo antimicrobiana, em
eosinofilos a funcdo deste mecanismo ainda € pouco entendida. As armadilhas
derivadas da morte do eosindfilo tém um forte potencial na captura de bactérias (S.
aureus e E. coli) e fungos microscopicos (C. albicans e Aspergillus sp.) (Ueki et al.,
2016). No entanto, um estudo com Aspergillus fumigatus demonstrou que apesar do
fungo se aderir as ETs do eosindfilo, elas foram incapazes de induzir qualquer
alteracao funcional ao microrganismo (Muniz et al., 2018). Ao contrario de ter acdes
protetivas, hipéteses apontam que as EETs podem prender conidios de A. fumigatus
na arvore brénquica, o que poderia causar uma colonizacao crénica e propagacao da

inflamacao (Silva et al., 2021).

A ocorréncia da ETose de eosindfilos ja foi descrita em diversas doencgas
humanas tais como asma (Mukherjee et al., 2018; De Groot et al., 2019), Rinossinusite
cronica eosinofilica (RSCE) (Ueki et al., 2016; Persson et al.,, 2019), aspergilose
broncopulmonar alérgica (Muniz et al., 2018; Omokawa et al., 2018), doenga pulmonar
obstrutiva cronica (DPOC) (Echevarria et al., 2017), otite média eosinofilica (Ohta et
al., 2018), sindrome hipereosinofilica (Ueki et al., 2013; Takeda et al., 2020) e na
aterotrombose (Pertiwi et al., 2019). Na DPOC, a ocorréncia de EETose foi associada
a maior dano celular, possivelmente relacionado a um aumento da inflamagé&o estéril
com recrutamento de neutréfilos e NETose (Echevarria et al., 2017). O DNA de células
gue estdo morrendo pode servir como padrées moleculares associados a danos
(DAMPs — Damage Associated Molecular Patters) (Marichal et al., 2011), entdo, de
fato, os filamentos de DNA liberados pela EETose podem ter efeitos no aumento da
inflamag&o. J& se sabe que DNA extracelular possui a capacidade de influenciar a

viscosidade do muco (Rogers, 2007).

As armadilhas de DNA derivadas da ETosis do eosindfilo sdo capazes de levar
a um aumento da viscosidade do muco de secrec¢des eosinofilicas (Ueki et al., 2016;
Ueki et al., 2018) e este aumento pode influenciar o progndstico de diversas doencas.
Como visto em um paciente diagnosticado com aspergilose broncopulmonar alérgica,
onde o tratamento com corticosteroide diminuiu as concentracdes das armadilhas de
DNA e a obstrucdo pelo muco, o que levou a uma melhora clinica do quadro
(Omokawa et al., 2018). Além disso, como ja discutido, os FEGs causam danos aos
tecidos e séo capazes de prolongar a resposta dos eosinofilos apos a morte celular.

Como esses granulos também séo liberados no meio extracelular em consequéncia
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da EETose e retém suas capacidades secretoras (Ueki et al.,, 2013), eles
possivelmente possuem as mesmas acdes danosas ja mencionadas anteriormente

para inumeras condicdes.

1.6.2. Cristais de Charcot-Leyden

Outros importantes atores na resposta desencadeada pela morte citolitica do
eosinofilo sao os Cristais de Charcot-Leyden (CLCs — Charcot-Leyden Crystals). CLCs
séo delgados cristais hexagonais bipiramidais (Figura 8A) descritos pela primeira vez
em meados do século XIX e sdo considerados uma marca registrada da inflamacao
eosinofilica (Su, 2018). Os CLCs sdo formados pela cristalizacdo da proteina
galectina-10, uma proteina de ligacdo a carboidratos (Leonidas et al., 1995). Apesar
dos CLCs terem sido descritos, durante mais de um século, em variadas doencas
infecciosas e alérgicas, além de diversos tipos de tumores e de outras condi¢cdes
inflamatérias, pouca atencao foi dada a cerca de seu mecanismo de formacédo e
funcionalidade (Su, 2018; Ueki et al., 2019). A lise de eosinofilos induzida por
aerossois ja era um método utilizado para a obtencado destes cristais (Ayres, 1949; El-
Hashimi, 1971), no entanto, apenas mais recentemente, no ano de 2018, que este
mecanismo foi melhor descrito (Ueki et al., 2018). In vitro, ap6s a estimulagdo para
EETose e durante as alteracdes morfologicas relacionadas a este mecanismo de
morte celular, a proteina galectina-10, que se encontra abundantemente localizada no
citoplasma periférico (Melo et al., 2020), comeca uma realocacao citoplasmatica e se
inicia o processo de cristalizacdo, que acontece imediatamente ap6s o dano a
membrana plasmatica (Figura 8B) (Ueki et al., 2018).

Em doencas humanas, o aumento das concentracbes de galectina-10 e a
presenca de CLCs esta associada a dano tecidual e ao grau de inflamacao (De Re et
al., 2009; Khrizman et al., 2010; Ueki et al., 2018). Inclusive, a deteccéo desta proteina
vem se mostrando Uutil em diagnésticos clinicos (Liu et al., 2019), para a previsao da
resposta do paciente a glicocorticoides (Wu et al., 2019) e na diferenciacdo de
condicBes eosinofilicas e ndo-eosinofilicas (Nyenhuis et al., 2019). Em suas acdes
inflamatérias, CLCs sdo capazes de induzir a secrecdo de IL-1B e a ativagédo de
inflamassomas (Persson et al., 2019; Rodriguez-Alcazar et al., 2019). Também estao
muito relacionados com o recrutamento de neutroéfilos (Rodriguez-Alcazar et al., 2019;



38

Gevaert et al.,, 2020), sendo capazes ainda de induzir a NETose destas células
(Gevaert et al., 2020).

@ Galectina-10

Granulos

Figura 8 — Cristais de Charcot-Leyden (CLCs). (A) MET do sino nasal de um paciente
com sinusite crénica, mostrando um eosindfilo citolitico com CLCs em evidéncia. (Gr)
Granulos livres, (Nu) contetdo nuclear. (B) Processo de formagéo dos CLCs durante a
EETose dos eosindfilos. (A) Adaptada de Melo et al. 2020. (B) Adaptada de Ueki et al.
2018.
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1.6.3. Vesiculas derivadas da cit6lise

Durante a inducdo da EETose foi mostrado que eosinofilos realizam a liberacéo
de vesiculas extracelulares carregadas com a proteina galectina-10 (Ueki et al., 2018).
Além disso, a presenca de outra populacdo distinta de vesiculas foi identificada
durante a morte citolitica do eosindfilo, as EoSVs, vesiculas tipicas do transporte
intracelular de produtos dos granulos, discutidas na secdo 1.4.1. Em um estudo
ultraestrutural em pacientes com esofagite eosindofilica, a citélise foi mostrada como
um mecanismo secretor do eosindfilo muito frequente (Saffari et al., 2014). Neste
mesmo trabalho, foi relatada a presenca de EoSVs livres no tecido, juntamente com
os granulos secretores do eosindfilo (Figura 9). No entanto, pouca atencao foi dada a
esta observacdo. Nosso grupo vem trabalhando com bidpsias de pacientes com
diferentes condicfes inflamatdrias e também realizamos observacdes similares (Ueki
et al., 2018). Se estes séo apenas fatos isolados, ou se a liberacdo destas vesiculas

€ um fendmeno recorrente na citélise do eosindfilo, ainda € uma questao em aberto.

. eas s =
Figura 9 — Presenca de EoSVs ap06s a citdlise. Eosindfilo citolitico em uma bidpsia de

esofagite eosinofilica, (A-C) mostrando EoSVs (cabecas de seta) juntamente com 0s
granulos livres. Adaptada de Saffari et al. 2014.
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2. JUSTIFICATIVA

Considerando a importancia da citélise em doencas eosinofilicas, é fundamental
compreender 0os mecanismos pelos quais o eosinéfilo propaga sua resposta mesmo
apos a morte celular. A citolise do eosinofilo € um mecanismo complexo e gerador de
organelas e estruturas que podem permanecer nos tecidos com potencial implicacao

funcional.

A MET € uma técnica muito utilizada para o estudo dos mecanismos secretores
do eosindfilo, pois é a Unica que permite distinguir em alta resolucdo as formas de
desgranulacdo dessa célula (Melo et al., 2010b). Além disso, a MET é fundamental
para a analise de estruturas subcelulares, em especial para eosindfilos, que possuem
uma populacdo de vesiculas especificas (EoSVs), identificadas apenas por esta
técnica. Enquanto a microscopia eletrbnica de varredura é a técnica mais
classicamente aplicada para estudos de ETose de leucdcitos in vitro, incluindo
neutrofilos e eosindfilos, a “assinatura ultraestrutural” da ETose de eosindfilos por
MET in vivo ainda € muito pouco conhecida. Desta forma, o presente trabalho
pretende estudar em detalhes o processo de citdlise de eosinofilos sob o ponto de

vista ultraestrutural em dois tipos de doencas eosinofilicas humanas.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos gerais

Investigar, in situ, as caracteristicas ultraestruturais de eosinofilos em processo

de citolise em doencas inflamatorias eosinofilicas humanas.

3.2. Objetivos especificos

Identificar os processos de desgranulacdo de eosindfilos em infiltrados

inflamatorios da colite ulcerativa e rinossinusite cronica eosinofilica;

Investigar as alteracfes ultraestruturais nos eosinéfilos em processo citolitico,

incluindo caracteristicas de ETose;
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Descrever a assinatura ultraestrutural da ETose de eosindfilos in vivo;

Avaliar a distribuicdo e integridade de EoSVs livres na matriz extracelular apos

a morte de eosindfilos.

4. METODOLOGIA

4.1. Pacientes e bidpsias

Biopsias do ileo e/lou do reto foram obtidas durante o processo de
proctocolectomia de pacientes que sofriam de colite ulcerativa (n = 15 pacientes).
Também foram coletados o tecido dos seios intranasais de pacientes diagnosticados
com rinosinusite crénica eosinofilica (RSCE) (n = 2 pacientes). Essas doencas sao
consideradas tipicamente como patologias eosinofilicas (Carvalho et al., 2003;
Lampinen et al., 2008; Kennedy e Borish, 2013), onde a citélise do eosindfilo ja foi
anteriormente relatada (Erjefalt et al., 2001; Ponikau et al., 2005). Apés coleta, todas
as amostras foram imediatamente fixadas e preparadas para MET como descrito no
item 3.2. Todas as biopsias usadas neste trabalho foram gentiimente cedidas pela
Profa. Ann Dvorak (Harvard Medical School, Boston, MA, EUA), com aprovacgao prévia

do comité de ética do Hospital Beth Israel Deaconess Medical Center (CCI/BIDMC).

4.2. Microscopia eletrénica de transmissao (MET)

Todas as amostras (n = 15 fragmentos para colite ulcerativa e 2 fragmentos para
RSCE) foram fixadas em 2,0% de paraformaldeido, 2,5% de glutaraldeido e 0,025%
de CaCl2 em tampdao de cacodilato de sédio 0,1 M, pH 7,4, e preparados para MET,
conforme descrito anteriormente (Carmo et al., 2016). As amostras foram pos-fixadas
em 1% de tetroxido de ésmio em tampao, pH 7,4, durante 2h a temperatura ambiente.
Apoés lavagem com tampédo maleato de sodio, pH 5,2, foram corados en bloc em 2%
de acetato de uranila em 0,05M de tampao de maleato de sédio, pH 6,0, durante 2h a
temperatura ambiente e lavados no mesmo tampao antes da desidrata¢do em alcoois
graduados e infiltracdo e incorporagdo com uma sequéncia de oxido de propileno-

Epon (Resina Eponate 12; Ted Pella, Redding, CA, EUA). Apo6s polimerizacédo a 60°C
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durante 16h, secc¢des ultrafinas foram cortadas usando uma faca de diamante sobre
um ultramicrétomo (Leica Microsystems, Bannockburn, IL, EUA). As seccfes foram
montadas em telas de cobre 200 mesh (Ted Pella), contrastadas com citrato de
chumbo a 5% e analisadas ao microscépio eletrénico de transmisséo (Tecnai G2-12,
FEI/Thermo Fisher Scientific, 80 kV; e P300, Philips, 60 kV).

4.3. Analises ultraestruturais

Um total de 212 micrografias eletronicas (n= 81 micrografias para colite
ulcerativa e 131 micrografias para RSCE) de &reas teciduais contendo eosindfilos
integros e/ou em processo de citdlise, em diferentes aumentos, foram obtidas ao
acaso. Pelo menos, dois blocos de tecidos de cada amostra foram analisados tanto
gualitativa quanto quantitativamente. Para fins de quantificacdo de diferentes
parametros, conforme abaixo, as areas teciduais foram medidas usando o Software
ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA). No total analisou-se uma
area de 31.300um? de area tecidual (17.000pm? e 14.300um?, colite e RSCE

respectivamente).

4.3.1. Avaliacao dos processos de desgranulacao

Primeiramente, os eosindfilos foram classificados quanto a ocorréncia ou nao de
processos de desgranulacdo, de acordo com 0s seguintes critérios: i) integros em
repouso (células com membrana plasmatica intacta, com auséncia de alteracdes
nucleares e sem eventos de desgranulacdo); ii) integros em PMD (células com
membrana plasmatica intacta, com auséncia de alteracbes nucleares e com
evidéncias morfoldgicas tipicas de PMD, representada por granulos com perda de
elétron-densidade do cristaloide e/ou da matriz, desorganizacdo do cristaloide e
presenca de EoSVs no citoplasma); iii) integros em processo de exocitose (com
presenca de eventos de fusdo entre granulos e/ou entre granulos com a membrana
plasmatica); iv) em processo de citélise inicial (rompimento parcial da membrana
plasmatica, com auséncia ou pouco extravasamento do conteudo citoplasmatico); v)

em processo de citolise tardia (rompimento total da membrana plasmatica,
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extravasamento do conteldo citoplasmatico e deposicdo de granulos intactos na
matriz extracelular). As proporcées dos processos descritos acima foram

estabelecidas.

4.3.2. Analise qualitativa e quantitativa dos aspectos nucleares

Para identificacédo de alteracGes nucleares indicativas de ETose, a ultraestrutura
nuclear foi analisada em detalhes em todos os eosinéfilos encontrados em processos
de citdlise ou ndo, tanto nas bidpsias intestinais como nas de tecido nasal. As
seguintes caracteristicas ultraestruturais foram investigadas, e quantificadas: i)
padrdo de condensacao/descondensacao da cromatina; ii) integridade da membrana
nuclear; e iii) grau de expansdo da cromatina. No total, 149 nucleos ou conteudos

nucleares de eosindfilos foram analisados (Tabela 1).

Tabela 1 — Numero de contelidos nucleares e de suas caracteristicas ultraestruturais
estudadas nas bidpsias.

NUmero de contetddos nucleares

Caracteristica do contetdo nuclear Colite
ulcerativa S fote
Total 76 73 149
Nucleos normais de eosinoéfilos intactos 38 42 80
Nucleos de eosinofilos em citolise 38 31 69
Nucleos de eosindfilos em citdlise com
distincdo entre eu- e heterocromatina 17 23 40
Envoltério ndo rompido 13 14 27
Envoltério rompido ou ausente 4 9 13
Nucleos de eosindfilos em citdlise com
cromatina totalmente descondensada 14 15 29
Envoltério ndo rompido 7 6 13
Envoltério rompido ou ausente 7 9 16

Para verificarmos o grau de expanséo da cromatina, medimos a area do nucleo
normal de eosindfilos intactos (n = 80), de ndcleos de eosindfilos em citdlise que
apresentavam a cromatina totalmente descondensada (n = 13) e aqueles de
eosinofilos em citélise que ndo apresentaram esta caracteristica ultraestrutural da

cromatina (n = 27), considerando apenas 0s nucleos com envoltério ndo rompido.
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Calculamos a proporcdo de nucleos apresentando alteracfes do envoltério nuclear
(descolamento e vesiculacdo), novamente considerando apenas aqueles nucleos com
envoltorio ndo rompido. Medimos a area e diametro de vesiculas associadas ao

envoltério nuclear.

4.3.3. Analise qualitativa e quantitativa de EoSVs

EoSVs foram quantificadas nas seguintes situacdes, conforme definido no item
3.3.1: i) dentro do citoplasma, em eosindéfilos integros; ii) em associacdo com
eosindfilos em processo de citdlise inicial; iii) em associacdo com eosinofilos em

processo de citolise tardia.

Para analises de integridade de EoSVs no decorrer da citolise, as quantificacdes
de EoSVs foram feitas levando em conta areas teciduais contendo eosindfilos ou
granulos de eosindfilos livres (no minimo cinco granulos). Consideramos areas de
aproximadamente 180umz2, equivalentes a area de um aumento de 6800x. Esta
contagem por area é necessaria, pois existe a possibilidade de haver mais de um
eosindfilo citolitico em uma mesma regido, desta forma ndo poderiamos determinar
de qual dos eosindfilos uma vesicula especifica seria derivada. Considerando estes
critérios, 89 areas teciduais foram analisadas. Destas, 45 foram da colite ulcerativa
(20 contendo eosindfilos intactos, 11 com citdlise inicial e 14 com a citélise tardia) e
44 da RSCE (18 contendo eosindfilos intactos, 11 com citdlise inicial e 15 com a
citdlise tardia) (Tabela 2). Entdo, todas as EoSVs presentes nestas areas foram
contadas (n = 1.586 EoSVs; 800 da colite e 786 da RSCE) e separadas em trés grupos
com base na classificacdo descrita: i) EoSVs no interior de eosindfilos intactos; ii)
EoSVs no interior ou proximas (max. 1um de distancia) de eosindfilos em citélise
inicial; iii) EoSVs livres, ou seja, derivadas de eosindfilos em citolise tardia. Desta
forma pudemos comparar a densidade populacional de EoSVs (EoSVs/pm?)
presentes entre cada um destes estagios e identificar se a citdlise acarreta ou ndo em

uma perda significativa destas vesiculas.



Tabela 2 — Numero de micrografias para analise quantitativa da

integridade de EoSVs

Estagio do eosindfilo

Numero de micrografias
Colite ulcerativa \

integro 20 18
Citélise inicial 11 11
Citélise tardia 14 15
Total 45 44

45

Para avaliacéo da distribuicéo tecidual, as propor¢cdes de EoSVs livres (n = 621,

278 da colite e 343 da RSCE), préximas a estruturas da matriz extracelular (FEGs,

coladgeno, células e depdsitos de cromatina) foi calculada. Considerando proximidade

como uma distancia menor que 1um e EoSVs livres como aquelas pertencentes a

eosinofilos em citolise tardia. Aqui, consideramos todas as EoSVs livres encontradas

no tecido, desconsiderando as limitacbes impostas de area na analise quantitativa

anterior.

4.4. Andalises estatisticas

Os resultados foram expressos em porcentagem (%) ou como media £ EPM,

estes ultimos foram analisados segundo o teste de ANOVA, seguido pelo teste de

Tukey para multiplas comparag6es com nivel de significancia P < 0,05. As andlises

estatisticas foram feitas com auxilio do software GraphPad Prism versao 6.01.
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5. RESULTADOS

5.1. PMD e citolise sdo os mecanismos mais frequentes de desgranulacao

de eosinofilo na colite ulcerativa e RSCE

Primeiramente, pudemos perceber pela MET a infiltracdo de eosindéfilos nos
sitios inflamatérios das biopsias de ambas as patologias estudadas. A partir dai,
guisemos verificar a ativacéo do eosindfilo nesses tecidos, avaliando os mecanismos
de secrecdo pelos quais os eosindfilos estavam liberando o conteudo de seus
granulos. Nas duas doengas, todos os eosindéfilos observados mostravam evidéncias
morfolégicas de desgranulacdo. Na colite ulcerativa, todos os trés mecanismos de
secrecdo do eosindfilo foram observados; PMD, exocitose e citdlise (Figuras 10A e

B), enquanto na RSCE, apenas PMD e citélise foram identificadas (Figura 10C).

A citélise foi o mecanismo de secrecdo mais frequente na colite ulcerativa,
representando 49,9% dos eosindfilos, seguida pela PMD (41,8%) e pela exocitose em
menor proporgao (8,8%) (Figura 10D). Na RSCE, a PMD foi mais frequente que a
citolise (52,5% e 47,5% respectivamente), mas apresentaram apenas uma peqguena

diferenca em si (Figura 10E).

Tendo estabelecido os mecanismos de desgranulacéo e identificado a citélise
como um importante mecanismo secretor do eosinéfilo in vivo, em seguida, esse
processo foi avaliado em maiores detalhes. Quando observamos os eosindfilos
citoliticos nos tecidos pudemos perceber a presenca de diversos estagios de
progressdo da citélise, que classificamos em duas fases (conforme descrito em
material e métodos): “citdlise inicial” (Figura 11A) e “citdlise tardia” (Figura 11B). Junto
a este ultimo estagio a presenca de CLCs no tecido foi frequente. A proporcéo de
eosinofilos apresentando cada um destes estagios de progresséao da citolise é muito
parecida nas duas doencas estudadas (Figuras 11C e D), com aproximadamente 30%

em citolise inicial e 70% em citélise tardia.
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Figura 10 — Mecanismos secretores de eosinéfilos teciduais em doencas
eosinofilicas. (A) Eosinéfilos em PMD, na colite ulcerativa, préximos de um eosindfilo
em processo de citolise, com granulos destacados em roxo. (B) Sec¢édo de um eosindfilo
em exocitose na colite ulcerativa, com fusdo de granulos com a membrana plasmatica
(cabeca de seta). (C) RSCE. Eosinodfilo em PMD e granulos livres (roxo) derivados de um
eosindfilo citolitico. (D e E) Propor¢céo de mecanismos secretores apresentados por
eosindfilos na colite ulcerativa e sinusite. Nu: nacleo; Gr: granulo; CL: corpusculo lipidico.
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Figura 11 — Diferentes estagios de eosinofilos citoliticos teciduais em doencas
eosinofilicas. (A) Eosindfilo na colite ulcerativa apresentando caracteristicas de citélise
inicial, com gréanulos (Gr) ainda agregados e rompimento da membrana plasméatica
(cabecas de seta), mas com a mesma ainda preservada em algumas regides (setas). (B)
Eosindfilos na RSCE em citdlise tardia, com granulos livres (Gr) depositados e mais
espalhados pelo tecido e auséncia total de membrana plasmatica. (C e D) Proporcao de
eosinofilos apresentando cada um dos estagios da citélise. Nu: contetdo nuclear. CLC:
cristal de Charcot-Leyden.
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5.2. Eosinofilos teciduais sofrendo ETose sao frequentemente observados

na colite ulcerativa e RSCE

Uma vez definidos estagios distintos de progressédo da citélise, procuramos
avaliar se esses eosindfilos em citdlise também exibiam caracteristicas morfolégicas
de ETose. A nivel de MET, evidéncias de citélise com caracteristicas de ETose
incluem a perda do tipico padrdo lobulado do nucleo (delobulacdo/arredondamento) e
das bem definidas areas de eucromatina/heterocromatina vistas em células integras.
Estas alteracOes sdo resultado de uma extensa descondensacédo e expansédo da
cromatina, que é seguida pela ruptura das membranas nuclear e plasmatica,
permitindo a liberacdo de ETs (Barroso et al., 2021). As alteracfes celulares em
decorréncia da ETose sdo bem caracterizadas em neutrofilos (Fuchs et al., 2007; Yipp
et al., 2012), mas ainda pouco exploradas em eosindéfilos, havendo apenas escassos
estudos in vitro (Barroso et al., 2021).

5.2.1. Evidéncias ultraestruturais da liberacdo de ETs sdo observadas no tecido

apos a ruptura do eosindfilo

No presente trabalho, observamos a presenca de ETSs, identificadas como
depdsitos de cromatina totalmente descondensada e espalhada no tecido, com
auséncia total ou parcial de envoltério nuclear (Figuras 12A e B). Granulos de
eosinofilos livres e integros estavam associados com os depdésitos extracelulares de
cromatina, indicando que estas ETs tém origem a partir da morte citolitica do
eosindfilo. Esta associacao entre FEGs e ETs € uma forte evidéncia da ocorréncia da

ETose do eosindfilo.

Porém, nem toda morte citolitica do eosindfilo ir4 levar a formacao de redes de
DNA (Ueki et al., 2013). Isso se torna evidente quando observamos que alguns dos
contetidos nucleares depositados no tecido por eosindfilos em citélise, sdo nucleos
relativamente integros, muitas vezes com envoltério nuclear presente ou mesmo com
clara distincdo entre eu- e heterocromatina (Figuras 12A e B). Realizando analises
guantitativas, destacamos que cerca de 1/4 destes conteudos nucleares
representaram tipicamente as EETs propriamente ditas, correspondendo a 25% na
colite e 23,7% na RSCE (Figuras 12C e D).
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A Figura 12 — Evidéncias ultraestruturais da liberacéo de ETs do eosinéfilo in
vivo. (A) Regido do tecido inflamado na colite ulcerativa apresentando granulos de
eosindfilos livres (roxo) e regides de deposito de cromatina descondensada com
auséncia de envoltério nuclear (azul). Em maior aumento (Ai), pode-se observar mais
claramente um desses depdsitos (cabecas de seta) proximos a granulos (Gr). Na RSCE
(B), depdsitos de cromatina com as mesmas caracteristicas (cabecas de seta) também
podem ser observados préximos a granulos livres de eosindfilos (Gr). Nucleos com
regides de cromatina condensada e envoltorio nuclear relativamente integros (setas)
também podem ser observados nas mesmas regides no tecido em ambas as imagens.
(C e D) Proporcéao de nucleos de eosindfilos apresentado cromatina totalmente
descondensada e auséncia de envoltdrio nuclear (extracelular traps - ETS).

5.2.2. Alteragdes da cromatina antes da formacao das ETs

Como discutido previamente, existem sequéncias de eventos anteriores a
liberacdo de redes de DNA na ETose os quais sdo particularmente observados por
MET. Por isso, além de investigar a formacdo de EETs, também avaliamos a

ocorréncia desses eventos in Vvivo.

Entre os nucleos de eosindfilos em citélise que mantinham seu envelope nuclear
completo, pudemos perceber dois padrdes ultraestruturais de organizacdo da
cromatina: i) nucleos com distingcdo entre eu- e heterocromatina (Figura 13A); e ii)
nucleos que apresentavam a cromatina totalmente descondensada (Figura 13B).
Importante destacar que neste primeiro grupo, apesar de apresentarem distingéo
entre eu- e heterocromatina, o padrao ultraestrutural comumente se diferencia do
padréo observado em nucleos de células integras, por apresentarem um formato mais
arredondado e a eucromatina mais abundante em comparacdo com células néo-
citoliticas. O segundo grupo, por sua vez, representa eosinoéfilos em ETose, porém em
estagios mais iniciais, com potencial de formarem ETs (Figura 13C) no momento em

gue seus envoltérios nucleares forem rompidos.

Considerando como nucleos de eosinodfilos em ETose aqueles com cromatina
totalmente descondensada, preservando (pré-ETs) ou ndo (ETs) o envoltério nuclear,
pudemos perceber que a porcentagem de eosindfilos em ETose se torna mais
significativa do que aquela mostrada anteriormente (Figuras 12C e D). Com 46,9% na

colite e 39,5% na RSCE (Figuras 13D e E). Considerando apenas os nucleos de
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Figura 13 — Frequéncia das caracteristicas ultraestruturais da ETose de eosindéfilos
nas doencas eosinofilicas. (A) Eosinéfilo em citélise convencional na RSCE
apresentando nucleo com regifes de cromatina condensada. (B) Eosinéfilo em ETose na
colite apresentando cromatina totalmente descondensada e envoltério nuclear sem sinais
de rompimento, fase anterior a formagéo de armadilhas de DNA. (C) Eosino6filo em ETose
na RSCE com auséncia de envoltorio nuclear e cromatina totalmente descondensada
espalhada no tecido (ETs). (D e E) Proporcao de nucleos de eosindfilos citoliticos
apresentando cada uma das caracteristicas estruturais descritas. (F e G) Propor¢éo de
nucleos de eosinofilo em estagio de pré formacdo de ETs e apos formagéo de ETs. Gr:
granulo.
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eosinofilos em ETose, vemos que 53,3% ja formaram ETs na colite e 46,7% ainda tém
0 potencial para forma-las (Figura 13F). Na RSCE, 60% dos conteudos nucleares da
ETose se apresentam como ETs e os outros 40% ainda mantém seus envoltorios
nucleares (Figura 13G). Importante destacar que os nucleos que ainda nao formaram
ETs podem ser observados em eosindfilos nos diferentes estagios de progressao da
citolise, estando presentes tanto em células que ainda preservam parte de suas
membranas plasmaticas, quanto naquelas onde a membrana plasméatica esta
ausente. Por outro lado, as ETs, sdo em sua maioria observadas em eosindfilos em
citolise tardia, sendo raramente vistas naqueles onde a membrana plasmatica se

encontra, mesmo que parcialmente, preservada.

Para verificar se a descondensacdo da cromatina é acompanhada por uma
expansdo nuclear, medimos a area de cromatina de eosindfilos intactos, sem
alteracdes nucleares (Figura 14A), e a de nlcleos com cromatina totalmente
descondensada (Figuras 14B e C), considerando apenas aqueles em que o envoltorio
nuclear ndo estava rompido. As analises quantitativas (Figura 14D) nos mostram que
ha uma expanséo significativa quando comparamos a area da cromatina normal de
células intactas com a area da cromatina totalmente descondensada de eosinofilos
em ETose (8,9um?+ 0,6 e 16,3um? + 1,9, respectivamente; média £+ EPM; P < 0,0001).
Representando um aumento de 43% na é&rea nuclear. Também medimos e
comparamos a area daqueles nucleos de eosindfilos em citolise sem descondensacao
completa da cromatina, exemplificados na Figura 5.4A, novamente considerando
apenas 0s que mantinham o envoltério nuclear completo. A area média destes
(10,6pum2 £ 1, meédia = EPM) é estatisticamente igual as areas de ndcleos normais (P
= 0,39) e reduzida em comparacdo com o0s nucleos considerados expandidos (P <
0,01) (Figura 14D). Em eosindfilos no tecido, a expansao da cromatina também leva
a delobulagdo do nucleo, pois aqueles com cromatina totalmente descondensada e
com o aspecto ainda lobulado, exemplificado na Figura 14B, s&o raramente
encontrados. A expansao da cromatina, provavelmente, acontece concomitantemente
com o rompimento da membrana plasmatica, pois eosinofilos com estas
caracteristicas nucleares estdo em sua maioria apresentando algum grau de

desestruturacdo da membrana celular.

Desta forma, a ETose em eosindfilos pode ser identificada ultraestruturalmente

in vivo, pela descondensacéo total da cromatina que sera sucedida ou acompanhada
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pelas caracteristicas classicas da citélise (rompimento da membrana plasmatica e
liberacdo extracelular de granulos secretores integros). Esta cromatina pode estar
ainda envolta pelo envelope nuclear, ocasionando um arredondamento e expansao
do nucleo, ou pode ser encontrada depositada e espalhada no tecido, em decorréncia
da ruptura e dissolu¢cdo da membrana nuclear, formando as ETs.
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Figura 14 — Expansdo da cromatina em nucleos intactos de eosinéfilos teciduais in
vivo. (A) Eosinofilo em PMD na RSCE, apresentando ndcleo (Nu) normal, bilobado e
clara distingcao entre eucromatina e heterocromatina. (B) Eosindfilo em estagio inicial de
citélise na colite ulcerativa, apresentando citoplasma rarefeito, nacleo (Nu) com
cromatina totalmente descondensada e apresentando sinais iniciais de delobulag&o. (C)
Eosindfilo na colite ulcerativa em estagio inicial da citélise com cromatina totalmente
descondensada e nucleo (Nu) delobulado. (D) Comparacdo da &rea média de cromatina
de nucleos com envoltério nuclear integro de células integras e em citélise. Dados
representados por média £ EPM; ***P < 0,0001 vs. cromatina normal; ns P = 0,39 vs.
cromatina normal; **P < 0,01 vs. cromatina totalmente descondensada. Gr: granulo.
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5.3. AlteracBes do envoltorio nuclear estédo relacionados com a citélise in

Vivo

Analisando os nucleos de eosindéfilos em citdlise pudemos perceber, em alguns
destes, alteracbes no envoltério nuclear. A mais evidente destas, consistiu na
expansdo de &reas do envoltorio (dilatagdo do espaco perinuclear entre as duas
membranas do envoltorio) (Figuras 15 e 16A). Este fendmeno foi observado tanto em
nacleos pré-ETs (Figura 15A) quanto naqueles da citolise convencional (Figuras 15B
e 16A). No interior destas regides de expansédo, foram vistas estruturas de elétron
densidade moderada, vindas aparentemente a partir da cromatina (Figura 15). Uma
porcentagem relevante dos ndcleos de eosinéfilos em citélise apresentaram expansao
de membrana, 50% na colite e 71,4% na RSCE (Figuras 16B e C). Nucleos pré-ETs
representaram a minoria com 15% na colite e 19% na RSCE. A maior parte dos
nucleos com expansao do envoltorio foram os com cromatina ndo expandida, 35% na
colite e 52,4% na RSCE. Isso pode ser explicado por considerarmos para essa
analise, apenas nucleos sem rompimento do envoltorio, e 0s ndcleos sem expansao
da cromatina séo predominantes neste grupo. A membrana de origem deste expanséo
néo pode ser verificada de forma clara nas nossas micrografias, se este descolamento
ocorre a partir da membrana externa, como descrito em neutrofilos (Pilsczek et al.,
2010), ou se acontece nas duas membranas do nucleo, permanece uma questao em

aberto.

Além disso, outro fenbmeno que nos chamou atencdo, foi a presenca de
vesiculas (Figuras 15 e 17A; asteriscos) comumente proximas ao nucleo e as regides
de expansdo da membrana nuclear. No interior destas vesiculas observamos
acumulos de elétron-densidade média semelhantes as estruturas observadas no
interior das regides de descolamento (Figura 15). Em neutrdfilos, vesiculas
semelhantes ja foram identificadas in vitro, também associadas ao expansdo do
envelope nuclear (Pilsczek et al., 2010). Por esses motivos, acreditamos que estas
vesiculas que identificamos em eosindfilos citoliticos tenham origem a partir do
envoltério nuclear. Em neutréfilos, os acumulos encontrados no interior destas
vesiculas sao considerados como estruturas originarias da cromatina, e € levantada a
hipétese de que este seria um mecanismo alternativo para a liberagdo de DNA no
meio extracelular (Pilsczek et al., 2010). Nas biépsias estudas, estas vesiculas que

chamamos de vesiculas nucleares (VNs) estao presentes apenas em eosindfilos com
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rompimento ou auséncia de membrana plasmética, ndo sendo vistas em eosindfilos
intactos. Apesar de serem propostas como um mecanismo de liberacdo de DNA, a
maior parte dos nucleos onde estas vesiculas foram encontradas em proximidade sao
agueles sem expansao da cromatina, 20% na colite e 28,6% na RSCE (Figuras 17B
e C). Enquanto que a proporc¢éo de nucleos com cromatina totalmente descondensada
e NVs proximas foi de 10% para a colite e 19% para a RSCE (Figuras 17B e C),
novamente considerando apenas 0s nucleos onde o envoltério nuclear estava
presente. No total 30% dos nucleos de eosindfilos citoliticos na colite apresentaram
NVs em sua proximidade, enquanto que um numero maior (47,6%) foi observado na
RSCE. Os dados mostram que este € um evento relevante para a citolise em geral,
ndo apenas para a ETose. Para auxiliar na descricdo morfolégica destas vesiculas,
ndés medimos suas areas e diametros, e as agrupamos em um grafico de acordo com
seus respectivos tamanhos (<0,2; 0,201-0,4; 0,401-0,6; 0,601-0,8; 0,801-1 e >1um?
para area € os mesmos valores em ym para o diametro) (Figuras 17D e E). As NVs
encontradas possuem uma area que varia de 0,01 a 2,8um? e um didmetro com
variacéo de 0,15 a 2um. Apesar disso a maioria (mais de 70%) possuia uma area
menor que 0,2um? em ambas as condigdes inflamatérias. Em relagédo ao diametro,
apesar da distribuicdo dos tamanhos ser um pouco mais variada em comparagao com
a area, a maior parte (48% na colite e 40% na RSCE) estavam dispostas na variacao

entre 0,2 e 0,4um.

Esta € a primeira vez que estes eventos, expansdo do envoltério nuclear e
formacao de NVs, sdo observados no eosindfilo. Além disso é a primeira vez que sé&o

descritos in vivo, para células do sistema imune.
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T e

Figura 15 — AlteracBes do envoltdério nuclear durante a citélise do eosinéfilo em
doencas eosinofilicas. Eosindfilos em citdlise na RSCE, um destes com cromatina
totalmente descondensada, estagio pré-ETs (A) e outro com clara distin¢cao entre
eucromatina e heterocromatina (B). Ambas as células apresentam expanséo do envoltorio
nuclear (cabecas de seta). Vesiculas nucleares (*) sdo observadas proximas a estes
nucleos. Note estruturas moderadamente elétron-densas (setas) presentes nas regibes
de expansao da membrana; estruturas semelhantes também podem ser observadas nas
vesiculas nucleares. Nu: nacleo. Gr: granulos
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Membrana normal
Expansao de membrana

Total=20 Total=21 cit. convencional
Expansao de membrana
ETose (Pre-ETs)

Figura 16 — Separagdo e expansao de envoltério nuclear durante a citélise do
eosinofilo. (A) Eosindfilo citolitico na colite onde o nucleo (Nu) mostra distin¢gdo entre eu-
e heterocromatina. (Ai) Maior aumento evidencia uma regido de descolamento do
envoltério nuclear (cabecgas de seta). (B e C) Propor¢do de nucleos de eosindfilos
citoliticos que apresentam expansdo da membrana nuclear. Gr: granulo; CLC: cristal de
Charcot-Leyden.
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A Figura 17 — Vesiculas nucleares formadas durante a citélise do eosinéfilo in
vivo. (A) Eosindfilo em citélise na RSCE com a presenca de vesiculas nucleares (azul)
ao redor do nucleo (Nu) e outras mais distantes proximas aos granulos (Gr). (Ai) Maior
aumento evidenciando algumas das NVs (*). (B e C) Proporg¢&o de ndcleos de
eosinofilos que apresentaram NVs na proximidade. (D e E) Variagdo da area e diametro
das NVs.

5.4. Vesiculas secretoras de eosinéfilos mantém aintegridade apés a morte

celular

Eosindfilos possuem um proeminente sistema vesicular de transporte intracelular
de produtos dos granulos, com a participagdo de vesiculas tipicas, as EoSVs (Melo et
al., 2005a; Melo et al., 2008b). Analisando os eosinéfilos em citdlise presentes nas
biopsias de colite ulcerativa e rinosinusite cronica, pudemos perceber a presenca
dessas vesiculas tipicas depositadas no tecido, ap6s a morte do eosindfilo (Figuras
18-25). Quando comparamos as EoSVs de células intactas (Figura 18A) com as
EoSVs livres no tecido (Figura 18B), podemos perceber que estas continuam
apresentando a sua morfologia tipica mesmo fora da célula. As EoSVs livres foram
encontradas em todos os eosinofilos em citolise, sem excecdo. Estando presentes
tanto nos eosinofilos em citdlise inicial (Figura 19A), quanto nos eosindfilos em citdlise
tardia (Figura 19B). Para avaliar a integridade destas vesiculas no decorrer da citolise,
realizamos a quantificacdo destas e a separacdo em trés grupos: vesiculas
pertencentes a i) eosindfilos intactos; i) eosindfilos em citolise inicial e iii) eosinofilos
em citélise tardia, como descrito na secao 3.3 da metodologia e 4.3 dos resultados. A
média da densidade populacional de EoSVs (EoSVs/180um? de &rea tecidual) para
estes trés grupos nao apresentou diferenca significativa em nenhuma comparacao,
na colite (17,1 = 1,6; 21,8 £+ 2,8; 17 £ 2,1; intacto, cit. Inicial e cit. tardia
respectivamente; média + EPM; P > 0,2) e na RSCE (16,1 + 1,1; 21,2 + 3,4; 20,1
1,9; intacto, cit. Inicial e cit. tardia respectivamente; média + EPM; P > 0,2), como
mostram os graficos (Figuras 19C e D). Importante destacar que se compararmos
gualquer um dos estagios do eosindfilo entre as duas doencas, também ndo vemos
diferencas estatisticas (P > 0,5), mostrando que esta densidade populacional segue

um padrdao mesmo em doencas e tecidos muito diferentes.
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Estes dados mostram a presenca e integridade de EoSVs livres no tecido,
independentes da célula, estabelecendo estas vesiculas no meio extracelular como

uma caracteristica da citélise de eosindfilos em doencas humanas.

Figura 18 — Presenca de EoSVs no meio extracelular apés a morte citolitica do
eosinofilo em doencas eosinofilicas. (A) Eosindéfilo em PMD na colite com EoSVs
destacadas em rosa; maior aumento evidencia EoSVs com morfologia tipica de
“sombrero” (Ai) e em “C” (Aii). (B) Eosindfilo em citblise na colite com EoSVs (rosa)
livres e depositadas no tecido; maior aumento evidencia EoSVs com morfologia tipica de
“sombrero” (Bi) e em “C” (Bii). Nu: nucleo ou conteddo nuclear; Gr: granulo.
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Figura 19 — Integridade de EoSVs ap6s a morte citolitica do eosindfilo em doengas
eosinofilicas. (A) Eosindfilo em citélise inicial e (B) Eosindéfilos em citélise tardia; ambos
em bidpsias de RSCE e com EoSVs destacadas em rosa. (C e D) Niamero médio de
EoSVs por 180um? de area tecidual contendo eosindéfilos ou granulos de eosindfilos
livres; ns P > 0,1 em todas as comparag¢des. Nu: nucleo ou contetdo nuclear; Gr:
granulo.
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5.5. Vesiculas tipicas de eosinoéfilos sdo encontradas proximas de diversas

estruturas na matriz extracelular

Apés mostrarmos a presenca das EoSVs livres, decidimos verificar a
distribuicdo e relacdo destas vesiculas com outras estruturas presentes no meio
extracelular nas condigfes inflamatoérias. Para estas analises consideramos apenas
as EoSVs pertencentes a eosindéfilos em citdlise tardia, pois estas sdo vesiculas que
estdo realmente livres no tecido. A estrutura proxima das quais as EoSVs eram
abundantemente encontradas, foram os granulos livres do eosindéfilo (Figura 20A).
Mais de 60% das EoSVs livres eram encontradas proximas (distancia < 1uym) a
granulos na colite e RSCE (Figuras 20B e C). Estes dados eram esperados pois
ambas as estruturas sdo derivadas da mesma célula. Em relacdo aos granulos uma
observacéo que nos chamou a atencéo, foi o contato direto estre estes e algumas das
EoSVs livres (Figura 20Ai), representando 16,9% na colite e 13,7% na RSCE (Figuras
20B e C). Apesar dessas observacdes, algumas EoSVs foram ocasionalmente
encontradas a distancias relativamente grandes dos granulos mais proximos (Figura
21A), sendo que a mais distante observada, estava a aproximadamente 12um de
distancia. As EoSVs também foram vistas entre os feixes de colageno da matriz
extracelular (Figura 21A), observagao que foi mais frequente na RSCE (38,5% das

vesiculas) do que na colite (14%) (Figuras 21B e C).

Interessantemente, algumas EoSVs livres foram vistas proximas (distancia <
1um) e, ocasionalmente, em contato com células nos tecidos inflamados (Figuras 21A,
22A e 23). Verificando a propor¢do de EoSVs proximas a células, identificamos 19,8%
na colite e 14,3% na RSCE (Figuras 22B e C). A maior parte destas EoSVs livres
foram vistas proximas a eosinofilos integros e a plasmacitos (38,9% e 30,9%, na colite;
eosinofilos e plasmaocitos respectivamente; 55,1% e 46,9% na RSCE; eosindfilos e
plasmocitos respectivamente) (Figuras 22D e E), nesta andlise, desconsideramos as
EoSVs que ndo estavam préoximas de nenhuma célula. A proximidade com eosindfilos
e plasmacitos ficou mais evidente na RSCE, enquanto que na colite, a interacdo com

outros tipos celulares como mastocitos e neutrofilos foi um pouco mais notavel.
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Figura 20 — Proximidade entre granulos e EoSVs livres no tecido ap6s a morte
citolitica do eosinéfilo. (A) EoSVs (rosa) e granulos (Gr) de eosinéfilos depositados no
tecido na colite ulcerativa. (Ai) Maior aumento evidenciando o contado direto entre um
granulo e uma EoSV (cabecga de seta). (B e C) Proporgéo de EoSVs préximas (<1um de
distancia) a granulos livres, dentre estas também se destaca aquelas que estdo em
contato direto com o granulo.
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Figura 21 — EoSVs entremeadas aos feixes de coladgeno da matriz extracelular nas
bidpsias de doencas eosinofilicas. (A) Colite ulcerativa, parte de um eosindfilo
citolitico (superior esquerdo) proximo de um plasmécito (PC). EoSVs (rosa) podem ser
vistas proximas e relativamente distantes dos granulos (Gr). Algumas das EoSVs podem
ser vistas entremeadas aos feixes de colageno. (Ai a Aiii) Maiores aumentos
evidenciando a morfologia tipica das EoSVs no tecido, com o colageno proximo
destacado em azul. (Aiii) Mostra uma EoSV em contato direto com o plasmécito (roxo).
(B e C) Proporgao de EoSVs proximas (<1um de distancia) a feixes de colageno.
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Figura 22 — EoSVs livres proximas a células do tecido inflamado de doencgas
eosinofilicas. (A) Biopsia de RSCE, um plasmécito (PC) e eosindfilos integros (Eos) no
mesmo campo que granulos de eosinofilos (roxo) e EoSVs (rosa) livres. Alguns desses
granulos e vesiculas se encontram préoximos a estas células do sistema imune. (Ai) Uma
EoSV em contato direto com um prolongamento citoplasmatico do eosindfilo. (Aii) Uma
EoSV entre um eosindfilo e um plasmécito, em grande proximidade com ambas as
células. (B e C) Porcentagem de EoSVs préximas (<1um de distancia) a células do
tecido. (D e E) Distribuicdo da proximidade de EoSVs em relagéo aos diferentes tipos

celulares.
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Figura 23 — EoSVs livres proximas a células e armadilhas de DNA no tecido. (A)
Bidpsia de RSCE mostrando a interacdo entre um plasmécito (PC) e um eosindfilo (Eos)
proximos a armadilhas de DNA (ETs) (azul) com granulos (roxo) e EoSVs (rosa)
préximos e em contato com estas células e com as ETs. (Ai) Diversas EoSVs (cabecas
de seta) préximas as ETs e ao plasmécito, com uma destas vesiculas (cabeca de seta
vermelha) em contato direto com o plasmacito. (Aii) Uma EoSV (cabeca de seta) em
contato direto com um granulo (centro), que por sua vez esta aderido as ETSs.
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Anteriormente neste trabalho, nos identificamos a presenca e as caracteristicas
ultraestruturais da ETose de eosinofilos nas biopsias estudadas (secdo 5.2).
Juntamente com estes depoésitos extracelulares de cromatina descondensada, nos
pudemos perceber a presenca ndo apenas de granulos, mas também de EoSVs livres
(Figuras 23 e 24A). Estas EoSVs foram identificadas proximas e aderidas a estas ETs.
Porcentagens relativamente pequenas das EoSVs livres foram vistas préximas a estes
depositos de cromatina, com 10,4% na colite e 18,9% na RSCE (Figuras 24B e C). No
entanto, como ja discutido, apenas 25% dos conteudos nucleares de eosindfilos
citoliticos das bidpsias formaram as ETs (Figuras 5.2C e D; Figuras 5.4D e E), assim,
considerando apenas micrografias onde as ETs estdo presentes, percebemos que
essa porcentagem se torna mais significante, com 30,9% das EoSVs livres proximas
das ETs na colite e 37,5% na RSCE (Figuras 24D e E). Dentre estas EoSVs, haviam
aquelas em contato fisico com os depdsitos de cromatina, estas representando 4,3%
na colite e 15,5% na RSCE (Figuras 24D e E), novamente, considerando apenas as

micrografias onde as ETs estavam presentes.

Outro achado que nos chamou a atencéo foi a identificacdo de um pequeno vaso
sanguineo na biépsia de sino nasal com granulos e EoSVs livres em seu interior
(Figura 25). Isto foi visto em apenas uma ocasido, no entanto possui certa relevancia
pois a capacidade do eosinodfilo de sofrer citélise ainda na corrente sanguinea é pouco
conhecida. Proximos das EoSVs livres foram observados depésitos de fibrina, que
podem ser indicios de coagulacao. Esta foi a Unica micrografia de um vaso sanguineo
gue conseguimos obter nas bidpsias, entdo ndo podemos fazer afirmacfes sobre a
frequéncia ou relevancia deste fendmeno, mas isto pode ser um importante alvo de

estudos futuros.

Em conjunto, estes dados mostram que vesiculas de transporte intracelular de
produtos do granulo permanecem integras no tecido apds a morte celular, e
defendemos que estas podem ser consideradas como um novo subtipo de vesiculas
extracelulares. A proximidade das EoSVs livres com estruturas do tecido inflamado

indica possiveis funcdes destas fora da célula.
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Figura 24 — Proporgdes de EoSVs associadas as armadilhas de DNA no tecido. (A)
Eosindfilo em ETose na RSCE com EoSVs (rosa) e granulos livres (Gr) aderidos e
préximos aos depdsitos de cromatina descondensada (Nu). (Ai) Maior aumento de uma
EoSV (cabeca de seta) em contado com a cromatina extracelular. (B e C) Proporcéo de
EoSVs préximas as armadilhas de DNA. (D e E) Proporcdo de EoSVs proximas as
armadilhas de DNA considerando apenas imagens onde os depdésitos de cromatina
estdo presentes.
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Figura 25 — Citélise do eosin6filo em um pequeno vaso sanguineo no tecido nasal.
(A) Regido da biépsia do sino nasal de um paciente com RSCE apresentando um
pequeno vaso sanguineo, percebe-se o endotélio (En) com heméacias (He) e seu interior.
Interno ao do vaso, também pode-se perceber granulos (Gr) e EoSVs (rosa) livres. (Ai)
Destaque para EoSVs proximas a depdsitos de fibrina (cabecas de seta). (Aii) Maior
aumento de um aglomerado de EoSVs e gréanulos livres.

5.6. Granulos depositados no tecido inflamado mostram sinais de

formacéo de vesiculas

Observando os granulos livres depositados no tecido, percebemos que alguns
destes estavam formando evaginacbes de membrana (Figuras 26A e B). Estas
evaginacdes sao caracteristicas ultraestruturais tipicas do brotamento vesicular.
Considerando estas protrusdes de membrana como regiées de brotamento, nao
existem caracteristica que indiguem se estas vesiculas em formacdo possuiriam a

morfologia tipica de EoSVs, ou se estas seriam liberadas como vesiculas esféricas
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classicas. Propor¢cdes pequenas dos granulos livres (citolise tardia) apresentavam
este fenbmeno (4,7% na colite e 4,1% na RSCE) (Figura 26C e D), mas quando
tentamos identificar o brotamento de vesiculas a partir de granulos de eosinéfilos
integros ou em citolise inicial, percebemos que a visualizagdo deste evento também é
rara, com 5,3% dos granulos na colite e 4,9% na RSCE realizando protrusées de
membrana em células integras e 4,1% na colite e 4,2% na RSCE para eosinéfilos em
citolise inicial. Apesar de serem propor¢cOes relativamente préximas, ainda néao
podemos afirmar que o fenbmeno observado em granulos livres realmente se trata de

um brotamento vesicular.
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A Figura 26 — Granulos depositados nos tecidos de doencas eosinofilicas
mostram protrusdes de membrana similares a brotamentos vesiculares. (A e B)
Granulos livres (Gr) na colite ulcerativa; um dos granulos em cada imagem, destacados
em Ai e Bi, apresentam uma protrusdo de membrana (cabeca de seta), tipica do
brotamento vesicular. EoSVs livres proximas ao granulo destacadas em rosa em Bi. (C e
D) Gréficos representando a porcentagem de granulos pertencentes a eosinofilos
integros, em citélise inicial e citélise tardia apresentando protrusdes de membrana. Nu:
nucleo; CLC: cristal de Charcot-Leyden.

6. DISCUSSAO

Os eosindfilos sdo importantes células imunes, que participam das mais variadas
respostas inflamatérias (Rothenberg e Hogan, 2006). A funcdo dessa célula se baseia
principalmente na secrecao de produtos estocados em seus granulos especificos. No
entanto, diferentemente de muitas células secretoras, um dos mecanismos mais
importantes pelos quais esta secrecao é feita consiste na morte celular (Melo et al.,
2013; Spencer et al.,, 2014). Este tipo de morte é classicamente conhecido como
citolise (Figura 6), que consiste no rompimento da célula e na liberacdo extracelular
dos granulos do eosindfilo, que permanecem intactos e funcionais no tecido,
independentemente da célula (Neves et al., 2008; Neves e Weller, 2009). Neste
trabalho, nos reforcamos a importancia deste mecanismo em eosinoéfilos presentes

em doencas eosinofilicas humanas.

Usando a MET, a técnica mais adequada para identificacdo dos mecanismos
secretores do eosindfilo (Melo et al., 2010a), estudamos biopsias do sino nasal de
pacientes com RSCE e do intestino de pacientes com colite ulcerativa. Nossas
analises estdo de acordo com dados da literatura que mostram a PMD e a citllise
como 0s principais mecanismos secretores do eosindfilo nestas condi¢cdes (Erjefalt et
al., 2001), e n6és mostramos que estes estdo presentes em proporcdes parecidas
(Figura 10). A exocitose foi encontrada em pequenas propor¢gdes e apenas na colite,
mas este ainda é um fato interessante, pois a exocitose € um mecanismo secretor
raramente encontrado em eosindfilos presentes em doencas humanas in vivo. A
ultraestrutura da exocitose ja foi bem descrita nas doencas inflamatdérias intestinais
em um trabalho anterior (Dvorak et al., 1993), a pesar das frequéncias deste

mecanismo nao terem sido avaliadas. Se a exocitose é mais comum em doencas
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relacionadas a este tipo tecidual e se existem estimulos especificos nestas condi¢des

gue desencadeiem a exocitose, sdo questdes em aberto.

A citOlise € um mecanismo de secrecao e morte celular do eosinofilo identificado
h& mais de um século (Persson e Erjefalt, 1997b; a). Ela é um tipo de morte celular
que pode ser caracterizado morfologicamente como uma necrose (Ziegler e
Groscurth, 2004). No entanto, estudos feitos nas ultimas décadas vém mostrando que
existem distintos mecanismos de morte celular que podem apresentar uma morfologia
tipicamente necrotica ou citolitica, com rompimento da membrana plasmética e
extravasamento de conteudo citoplasmatico (Galluzzi et al., 2018; Nirmala et al.,
2020). Dentre estes mecanismos estdo presentes, por exemplo, a necroptose,
piroptose e ETose (Galluzzi et al., 2018; Nirmala et al., 2020). Este ultimo mecanismo
foi primeiramente descrito em neutrofilos e consiste na liberacdo de redes de DNA
nuclear apdés a ruptura da célula, também chamadas de armadilhas de DNA
(Brinkmann et al., 2004; Wartha e Henriques-Normark, 2008). Apesar dos primeiros
relatos da liberacdo de redes de DNA por eosindfilos defenderem que este contetudo
era composto por DNA mitocondrial sem evidéncias de morte celular (Yousefi et al.,
2008), estudos mais recentes vém mostrando que o eosinéfilo também € capaz de
liberar redes compostas de DNA nuclear apds a morte citolitica da célula (Ueki et al.,
2013; Muniz et al., 2018).

No presente estudo, trazemos mais evidéncias de que a ETose ocorre em
eosindfilos. Usando a MET para estudar as caracteristicas ultraestruturais da citolise
do eosindfilo no tecido, percebemos a presenca de depdsitos de cromatina totalmente
descondensada juntamente com os granulos livres dos eosinoéfilos. Estes depdésitos
eram vistos com a membrana nuclear parcialmente ou totalmente ausente e
frequentemente se espalhavam pelo tecido (Figura 12). Outros trabalhos ja mostraram
a presenca da ETose de eosindfilos em pacientes com RSCE (Ueki et al., 2013; Ueki
et al.,, 2016), mas aqui € a primeira vez que evidéncias deste mecanismo sao
mostradas para eosinofilos na colite ulcerativa. Revisando estudos ultraestruturais
anteriores, pudemos perceber que essa caracteristica nuclear com intensa
descondensacao da cromatina durante a citélise ja havia sido relatado sem muita
importancia (Dvorak et al., 1982; Cheng et al., 1997, Erjefalt et al., 1999; Ahlstrom-
Emanuelsson et al., 2004). Como a maioria destes trabalhos foram publicados ainda

antes do século atual, a existéncia e importancia da liberacdo de DNA extracelular era
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desconhecida. Atualmente, conhecendo a ETose e sua ultraestrutura in vivo, que foi
mais profundamente esclarecida no nosso estudo, sabemos que estes eosinofilos
citoliticos apresentados nestes trabalhos anteriores representam eosinofilos em
ETose. Considerando que estes eosinofilos em morte celular possuem o mesmo
aspecto ultraestrutural mostrado por nés, podemos concluir que estas caracteristicas

ultraestruturais seguem um mesmo padrédo em diversas doencas.

Observando os nucleos de eosinofilos em citdlise, pudemos perceber que suas
ultraestruturas eram bem variadas, com muitos destes ndo formando os depdésitos de
cromatina propriamente ditos (Figura 13A-C). Alguns apresentavam uma morfologia
praticamente normal, em outros um aumento da eucromatina era identificado e
também existiam aqueles com a cromatina totalmente descondensada, de forma
semelhante ao que acontece nas ETs. Consideramos que este Ultimo tipo de nucleo
representa também eosinofilos em ETose, mas em estagios mais iniciais, que
formardo as armadilhas de DNA assim que seus envoltérios nucleares sejam
rompidos (pré-ETs). Assim, a assinatura ultraestrutural da ETose de eosindfilos in vivo
consiste na descondensacao total da cromatina sucedida ou acompanhada pela
ruptura da membrana plasmatica e deposicao de granulos integros no tecido. Esta
cromatina podendo se encontrar: i) envolta pelo envelope nuclear, ocasionando um
arredondamento e expansao do nucleo; ii) depositada e espalhada no tecido, em

decorréncia da ruptura e dissolu¢cdo da membrana nuclear, sendo estas as ETSs.

Como a citélise é uma terminologia classica para 0 mecanismo de ativacao do
eosinodfilo que consiste na ruptura da membrana plasmatica, neste trabalho,
consideramos todos os eosindfilos teciduais com esta caracteristica como eosindfilos
em citolise. No entanto, mostramos que parte consideravel destes eosinoéfilos em
citolise estdo sofrendo o mecanismo de morte celular por ETose (Figura 13D e E).
Assim, podemos considerar a ETose como uma forma de citélise do eosindfilo. Ao
restante dos eosindfilos em citélise que ndo se encaixavam nas caracteristicas
ultraestruturais da ETose, nds os classificamos como eosindfilos em “citélise
convencional”’, no entanto ndo sabemos precisamente quais mecanismos de morte

celular estao envolvidos nesta morte citolitica “ndo ETotica” do eosindfilo.

Na ETose de neutréfilos a descondensacdo da cromatina é seguida por uma

expansdo da mesma e consequentemente do nucleo (Neubert et al., 2018). Medindo
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a area destes nucleos com cromatina totalmente descondensada, verificamos que
essa descondensacao também esta associada a um aumento do tamanho do nucleo
de eosindfilos in vivo (Figura 14). A area meédia destes foi significantemente maior
guando comparamos com a area de nucleos normais ou com a area de nucleos de
eosindfilos em citdlise sem descondensacéo total da cromatina. Além da cromatina
em si, observamos alteracdes também do envelope nuclear de eosindfilos citoliticos
(Figura 15). A mais marcante e frequente destas foi a dilatacdo do espaco perinuclear
em regides do envoltério nuclear (Figura 16), com a presenca de estruturas amorfas
levemente elétron-densas e vesiculas de tamanhos variados (entre 0,15 a 2um de
diametro) (Figura 17). Estas vesiculas, as quais chamamos de vesiculas nucleares
(NVs), continham em seu interior estruturas semelhantes aquelas presentes nas
regibes dilatadas do envelope nuclear (Figuras 15 e 17). Destacamos que NVs ja
foram descritas para neutrofilos em ETose in vitro, onde a inducdo a ETose também
levou ao aparecimento de regides dilatadas do envoltério nuclear, além do
aparecimento de vesiculas com os mesmos acumulos levemente elétron-densos
mostrados aqui (Pilsczek et al., 2010). Os autores propuseram que as NVs
transportam cromatina, sugerindo um mecanismo alternativo para a liberagéo de DNA

extracelular em neutréfilos in vitro (Pilsczek et al., 2010).

No presente trabalho, mostramos pela primeira vez a ocorréncia de eventos
associados com alteragdes do envoltorio nuclear em eosinofilos e a liberacdo de NVs
no tecido. Enquanto o aparecimento dessas vesiculas em neutrofilos se iniciou antes
da morte celular in vitro, as NVs estavam presentes apenas em eosinofilos com algum
grau de rompimento da membrana plasmética, sugerindo que a formacdo destas
ocorre concomitantemente com a ruptura celular. Se estas vesiculas realmente estédo
carreando contetdo nuclear e se elas funcionam como um mecanismo para o
espalhamento das redes de DNA do eosinodfilo, permanece uma questdo em aberto.
Interessantemente, estes eventos de alteragdo do envoltério nuclear foram
observados tanto em nucleos de ETose quanto naqueles da citélise convencional,
sendo ainda mais frequente neste segundo grupo. A partir disso, podemos concluir
gue este evento € comum a citolise em geral e ndo exclusivo da ETose de eosindfilos,
gerando duvidas sobre a funcionalidade destas na liberagdo de ETs. Ou ainda
podemos levantar a hipétese de que estes ndcleos ainda possuem o potencial de

realizarem a descondensacéo da cromatina e a formacao de redes de DNA. A MET é
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uma técnica ainda raramente utilizada para a identificacdo e estudo da ETose in vivo,
sendo mais difundida em estudos in vitro. No nosso trabalho, propomos a MET como
uma importante ferramenta para a visualizacdo da ETose e de alteracdes estruturais

Uteis para a identificacdo de novos fendbmenos que decorrem pela morte do eosindfilo.

Juntamente com a citdlise, a PMD representa um importante mecanismo de
secrecao de eosindfilos (Melo et al., 2013). Este mecanismo consiste na liberacdo de
produtos armazenados nos granulos de maneira gradual e seletiva. O transporte
intracelular de produtos armazenados nos granulos em eosinoéfilos humanos é feito
pelas EoSVs (Figura 5), vesiculas grandes e tubulares que apresentam uma
morfologia Unica quando observadas pela MET (Melo et al., 2005a; Melo et al., 2005b).
Até o momento a MET é a unica técnica conhecida capaz de identificar estas
vesiculas. Interessantemente, observamos estas EoSVs depositadas nos tecidos,
juntamente com os granulos apdés a citdlise do eosindfilo (Figuras 18-25). Nés
mostramos, por analises qualitativas e quantitativas, que as EoSVs séo liberadas para
0 meio extracelular apés a morte do eosindfilo e mantém a sua morfologia tipica e
integridade mesmo fora da célula (Figuras 18 e 19). Apesar da presenca destas
vesiculas secretoras ja ter sido relatada, com pouca importancia, em outros trabalhos
(Saffari et al., 2014; Ueki et al., 2018), aqui trazemos uma andlise mais aprofundada
das EoSVs fora da célula e mostramos que estes ndo sdo achados meramente

esporadicos, mas sim uma caracteristica importante da citolise de eosinofilos.

A maior parte das EoSVs livres s@o encontradas proximas aos FEGs (Figura 20),
0 que é esperado por ambas as organelas serem derivadas da mesma célula. No
entanto, um namero consideravel de EoSVs foi encontrado em contato direto com 0s
granulos, evidenciando a intima relacdo entre estas duas estruturas mesmo fora da
célula. N6s também encontramos EoSVs livres proximas e em contato com feixes de
colageno (Figura 21), células da matriz dos tecidos (Figuras 22 e 23), e aos depadsitos
extracelulares de cromatina (Figuras 23 e 24). As propor¢gdes de EoSVs proximas as
estruturas analisadas séo similares, comparando as duas doencas estudadas,
indicando um possivel padrdo de distribuicdo, mesmo em condi¢des distintas. A maior
diferenca observada esta relacionada com a proximidade de feixes de colageno
(Figura 21 B e C), no entanto essa diferenca possivelmente se da pela caracteristica
da matriz extracelular dos tecidos e ndo por uma diferenga na citolise. Neste trabalho,

apenas identificamos a presenca e distribuicdo destas vesiculas no meio extracelular,
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ainda ndo sabemos se elas apresentam alguma fung¢éo quando liberadas pela citélise.
No entanto, a proximidade e aparente interacdo das EoSVs principalmente com outras
células e com as ETs, nos da indicios de suas possiveis funcdes. As EoSVs livres
talvez sirvam como carreadores extracelulares de produtos do eosindfilo, realizando
algum tipo de comunicacao celular, ou podem até mesmo serem atuantes nas agcoes
gue as armadilhas de DNA do eosinofilo tém nas doencgas. Caso comprovada alguma
funcao fora da célula, as EoSVs poderiam até mesmo serem consideradas como uma

nova subpopulacéo de vesiculas extracelulares.

Os eosindfilos ja foram mostrados como sendo capazes de secretarem 0s dois
subtipos mais comuns de vesiculas extracelulares, exossomos (derivados dos corpos
multivesiculares) e microvesiculas (que brotam a partir da membrana plasmatica)
(Mazzeo et al., 2015; Akuthota et al., 2016; Cafas et al., 2017). As EoSVs liberadas
pela citdlise seriam uma nova modalidade de vesiculas extracelulares exclusivas do
eosinofilo. Observamos uma relacdo destas EoSVs livres com eosindfilos e
plasmécitos em ambas as doencas. Caso as EoSVs no meio extracelular tenham um
papel na comunicacao celular isso poderia indicar uma possivel regulacédo autocrina
em eosindfilos, o que ja foi mostrado para exossomos (Cafias et al., 2017), e reforcaria
0 crescente papel que a interagdo entre eosindfilos e plasmdécitos vem ganhando na
literatura (Frohlich et al., 2011; Chu e Berek, 2012; Forman et al., 2016). A proximidade
com estes tipos celulares, poderia indicar uma proximidade espacial entre eosindfilos
e plasmdécitos nos infiltrados inflamatérios ou mesmo uma tendéncia de ocorréncia da

citolise do eosindfilo proximo a estas células.

A matriz extracelular pode ser um meio que impossibilite a difusédo de vesiculas
extracelulares a longas distancias, por isso estas sdo comumente estudadas em
fluidos corporais (Yuana et al., 2013). No interior de um vaso sanguineo no sino nasal
de um paciente com RSCE, nés percebemos a presenca de granulos e vesiculas livres
entremeados as hemécias (Figura 26). Esta foi apenas uma Unica observacao, mas
nos chamou a atencao pois a presenca de granulos de eosinofilos livres em vasos
sanguineos foi relatada em escassos estudos (Yamashima et al.,, 1985; Salvato,
2001), e a capacidade de eosindéfilos em sofrerem citélise ainda na corrente sanguinea
nunca foi profundamente explorada. Sabendo que a citélise do eosindfilo libera

granulos e vesiculas no meio, se este mecanismo de secre¢do ocorre nesses locais,
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a funcdo das EoSVs livres como vesiculas extracelulares ganharia mais forca,

podendo juntamente com os granulos influenciar sistemicamente na inflamacéao.

Por fim, percebemos que alguns dos granulos depositados no meio extracelular
apresentavam protrusées de membrana (Figura 26), um sinal ultraestrutural tipico do
brotamento vesicular. Aliado aos dados de estudos anteriores, que mostraram a
inibicdo da secrecdo de granulos livres pela BFA (Neves et al., 2008) e também o
intimo contato de EoSVs e granulos livres mostrado por nés, levantamos a hipotese
de que ao menos parte da secrecdo de granulos liberados pela citolise é feita por meio
do transporte vesicular. Estudos mais aprofundados sdo necessarios para confirmar
se granulos de eosindfilos retém a capacidade formadora de vesiculas
independentemente da célula. Além disso, se esse brotamento realmente ocorre,
outro questionamento levando seria se parte das EoSVs encontradas nos tecidos sdo
na verdade derivadas dos proprios granulos extracelulares. Isto evidenciaria ainda
mais a existéncia de uma subpopulacéo distinta de vesiculas extracelulares derivadas

da citélise do eosindfilo.

Em resumo, identificamos caracteristicas ultraestruturais da ETose nestes
eosindfilos, além de relevantes alteracdes morfolégicas em decorréncia da morte
celular. E principalmente, destacamos uma importante dindmica extracelular de
vesiculas na citdlise do eosindfilo em doencas inflamatérias, com a formacédo de
vesiculas nucleares, a liberacdo de EoSVs integras no tecido, e a possivel capacidade
dos FEGs de realizarem o brotamento vesicular independentemente da célula. Nossos
dados contribuem para o entendimento dos mecanismos usados pelo eosinéfilo para

propagar a sua resposta mesmo apos a morte celular.
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7. CONCLUSOES

- Este trabalho mostra que a citolise convencional e a ETose representam
importantes mecanismos de ativacado de eosindéfilos humanos na rinosinusite cronica

eosinofilica e na colite ulcerativa.

- Alteracdes ultraestruturais nucleares encontram-se associadas a morte
citolitica in vivo de eosindfilos como a descondensacéao, delobulacdo/arredondamento
e expansao da cromatina (caracteristicas da ETose), além de alteracGes do envelope
nuclear caracterizadas pela formacgéo de vesiculas e dilatacdo do espaco perinuclear.

Estes ventos foram demonstrados pela primeira vez em eosinofilos humanos.

- EoSVs, vesiculas tipicas do transporte intracelular de produtos dos granulos de
eosinofilos humanos, permanecem integras apdés a morte citolitica de eosinoéfilos

humanos in vivo com potencial implicagéo funcional in situ.

- O processo de ETose leva ndo apenas a liberacdo de granulos integros, mas

também a liberacdo de EoSVs associadas com formacéo de redes de DNA (EETS).

- Baseado em evidéncias ultraestruturais, propomos que vesiculas sédo geradas in
situ a partir de granulos secretores livres, mecanismo atraves do qual estes granulos

liberariam gradativamente seus conteudos fora da célula.
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