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RESUMO

Os eosinofilos sdo células do sistema imune classicamente envolvidas em doencas
alérgicas e infecciosas por helmintos. Mais recentemente, o eosinofilo foi
reconhecido como um granulécito multifuncional pelo seu papel em diversos
processos como apresentacdo de antigenos, imunorregulacdo, manutencdo da
homeostase, desenvolvimento e regulagdo de 6rgéos e tecidos e reparacgao tecidual
e fibrose. Eosindfilos pré-sintetizam dezenas de proteinas e as armazenam em
granulos secretores, chamados granulos especificos, 0s quais exibem morfologia
Gnica em termos de sua ultraestrutura. Diversos aspectos da rota secretora dessas
células j4 se encontram elucidados em respostas imunes. No entanto, pouco se
sabe sobre a populacdo de mitocondrias, sua dinamica e organizacdo estrutural
durante o desenvolvimento e a maturacdo de eosindéfilos e no contexto de doencas
eosinofilicas. No presente trabalho, foram estudadas as caracteristicas
ultraestruturais de mitocondrias durante o processo de maturacdo de eosindfilos
humanos em culturas e em resposta a sindrome da hipereosinofilia humana (SHE),
doenca caracterizada por eosinofilia tanto no sangue periférico como nos tecidos.
Amostras de eosinofilos imaturos e maduros de culturas assim como eosinofilos
isolados do sangue e bidpsias (pele) de pacientes com SHE foram processados para
microscopia eletrénica de transmissdo (MET). Os seguintes aspectos foram
avaliados quantitativamente em eletromicrografias: area, ndmero, circularidade e
padrdo de cristas das mitocdndrias bem como a ocorréncia de interagcdo com outras
organelas. Nossos resultados demonstraram que durante o processo de maturacao
de eosindfilos humanos, sua populacdo de mitocéndrias sofre drastica reducdo.
Tanto o niumero como a area média mitocondrial sdo reduzidas em 50% quando
células imaturas sdo comparadas a células maduras em culturas. Além disso, o
processo de maturacdo de eosindéfilos humanos leva a uma reducéo significativa do
namero de cristas (P<0.05). Em eosindéfilos maduros de pacientes com SHE, o
namero e area de mitocdndrias, assim como o padrdo de cristas dessas organelas
difere dependendo do local em que se encontram. Enquanto eosindfilos circulantes
tém maior populacdo de mitocondrias e predominancia de cristas lamelares em
comparacdo com eosinodfilos teciduais, estes mostram um padrdo de cristas
denominado misto constituido tanto por cristas tubulares e lamelares. Considerando
que as cristas mitocondriais estdo intimamente associadas com O
metabolismo/atividade funcional dessas organelas, esses dados demonstram que as
mitocondrias de eosindéfilos respondem ao microambiente tecidual com alteracdes
morfolégicas de suas cristas. Além disso, as analises ultraestruturais revelaram
estreita interagcdo entre mitocondrias e outras organelas, particularmente com
granulos especificos, tanto imaturos como maduros e corpusculos lipidicos.
Mitocbndrias parecem influenciar no processo de granulogénse, ja que 45% de toda
a populacdo de mitocondrias mantinha contato com granulos. Em conjunto, nossos
dados indicam que as mitocondrias de eosindfilos tém papel relevante no processo
de granulogénse e respondem ao microambiente ao qual a célula esta inserida com
alteragOes estruturais e interagdes com outras organelas. Nossos achados reforcam
0 papel das mitocondrias como organelas multifuncionais em células do sistema
imune.

Palavras-chave: Eosinodfilos. Mitocéndrias. Ultraestrutura. Microscopia Eletrénica de
Transmissdo. Sindrome de Hipereosinofilia Humana



ABSTRACT

Eosinophils are immune cells classically involved in allergic and infectious diseases
caused by helminths. More recently, the eosinophil was recognized as a
multifunctional granulocyte for its role in several processes such as antigen
presentation, immunoregulation, maintenance of homeostasis, development and
regulation of organs and tissues and fibrosis. Eosinophils pre-synthesize dozens of
proteins and store them in secretory granules, called specific granules, which exhibit
uniqgue morphology in terms of their ultrastructure. Several aspects of the secretory
pathway of these cells are already elucidated in immune responses. However, little is
known about the population of mitochondria, their dynamics and structural
organization during the eosinophil development and maturation and in the context of
eosinophilic diseases. In the present work, the ultrastructural features of
mitochondria were studied during the maturation process of human eosinophils in
cultures and in response to the human hypereosinophilic syndrome (HES), a disease
characterized by eosinophilia in both peripheral blood and tissues. Samples of
immature and mature eosinophils from cultures as well as eosinophils isolated from
blood and biopsies (skin) from HES patients were processed by transmission
electron microscopy (TEM).Different aspects were quantitatively and quantitatively
evaluated in electromicrographs such as: area, number, circularity and
mitochondriacristae pattern, as well as the occurrence of interaction with other
organelles. Our results showed that during the maturation process of human
eosinophils, their mitochondria population is drastically reduced. Both the number
and the average mitochondrial area are reduced by 50% when immature cells are
compared to mature cells in cultures. In addition, the maturation process of human
eosinophils leads to a significant reduction in the cristae number (P <0.05). In mature
eosinophils from patients with HES, the number and area of mitochondria, as well as
the pattern of the cristae of these organelles, differs depending on where they are
located. Although circulating eosinophils have a larger population of mitochondria
and a predominance of lamellar ridges compared to tissue eosinophils, they show a
pattern of ridges called mixed, which consists of tubular and lamellar
pattern.Considering that the mitochondrial cristae are closely associated with the
metabolism / functional activity of these organelles, these data demonstrate that the
eosinophil mitochondrias respond to the tissue microenvironment with morphological
changes in their cristae. In addition, ultrastructural analyses revealed a close
interaction between mitochondria and other organelles, particularly with specific
granules, both immature and mature, and lipid droplets. Mitochondria seem to
influence the granulogenesis process, since 45% of the entire mitochondria
population established contact with granules. Altogether, our data indicate that
eosinophil mitochondria play an important role in the granulogenesis process and
respond to the cell microenvironment with structural changes and interactions with
other organelles. Our findings reinforce the role of mitochondria as multifunctional
organelles in cells of the immune system

Key words: Eosinophils. Mitochondria.Utrastructure.TransmissionEletronic
Microscopy.Hypereosinophilic Syndrome.
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1 INTRODUCAO

Aspectos estruturais e funcionais de mitocéndrias em células do sistema imune
sdo ainda pouco estudados. Durante o desenvolvimento e maturagédo de eosinofilos
humanos, a dinamica da populacdo mitocondrial bem como o remodelamento da
arquitetura de cristas sdo desconhecidos. Além disso, pouco se sabe sobre a
organizacdo estrutural/dinamica dessas organelas presentes em eosindfilos
participando de doencas eosindfilicas, caracterizadas por eosinofilia tanto no sangue
periférico como no tecido. No presente trabalho, pretende-se investigar as
caracteristicas ultraestruturais de mitocéndrias no processo de maturacdo de
eosinofilos humanos em culturas e no contexto da sindrome da hipereosinofilia

humana.
2 DESENVOLVIMENTO E REVISAO DE LITERATURA

2.1 EOSINOFILOS

2.1.1 Aspectos Gerais

Os eosinofilos foram descobertos em 1879 por Paul Erlich em observagdes ao
microscopio de luz. S&o células do sistema imune inato, conhecidas como
granuldcitos, oriundas da medula 6ssea, mas também estdo presentes no sangue
correspondendo a uma taxa de 3-5% do total de granuldcitos circulantes. Os
eosinofilos estdo constantemente envolvidos em respostas inflamatérias que estao
relacionadas a uma maior liberacdo de citocinaspré-formadas como as
interleucinasiL-4, IL-13 e IL-10 e interferons (INF), que contribuem para amplificacéo
da resposta imune(WEN; ROTHENBERG, 2017)

Os eosindfilos apresentam um nudcleo bilobulado e granulos citoplasmaticos
especificos que armazenam proteinas como EDN (neurotoxina derivada de
eosinofilos), MBP (proteina basica principal), EPO (peroxidase eosinofilica) e ECP
(proteina catibnica de eosindfilo). Os granulos especificos sdo organelas delimitadas
por membrana e quando vistas por microscopia eletrbnica de transmissao,
apresentam nucleo cristaloide central elétron-denso delimitado por uma matriz elétron-
licida(SPENCER, 2014)
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Acreditava-se que o0s eosinéfilos estavam envolvidos principalmente em
respostas especificas do hospedeiro, como a resposta a infec¢cdo por helmintos e
doencas alérgicas. No entanto, estudos recentes ampliam os papéis dessa célula
tornando-a um granuldcito multifuncional envolvido em diversos processos, como
apresentacdo de antigenos, imunorregulacdo, manutencdo da homeostase,
desenvolvimento e regulacéo de 6rgaos e tecidos e mediagéo de reparacao tecidual
e fibrose. Nele também foi descrita uma variedade de receptores homeostaticos.
(Figura 1) (WELLER; SPENCER, 2017)
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Figura 1: Aspectos multifuncionais de eosindfilos. Observa-se que
eosindfilos desempenham diversas fun¢bes no organismo além de promoverem
interagbes com o microambiente tanto em condigbes homeostaticas quanto em
situacdes de doencas, através da libera¢do do contelido armazenado em seus granulos.
Participam de processos imunomodulatérios e homeostaticos como ocorre no tecido
adiposo e no epitélio bem como da exacerbacdo do processo inflamatério em condi¢des
alérgicas e parasitarias. Adaptado de Wen, 2016 .



22

2.1.2 Ultraestrutura de Eosindfilos

Eosindfilos humanos maduros se distinguem morfologicamente por
apresentarem uma grande populacéao de granulos secretores com um nucleo cristalino
e central, denominado cristaléide, que usualmente se apresenta mais elétron-denso
gue a matriz que o circunda. Além disso, eosindéfilos maduros sdo caracterizados por
um nucleo tipicamente bilobulado com cromatina nuclear condensada marginalmente
(Figura 2).(DVORAK; WELLER, 2000). Interessantemente, o citoplasma de eosindfilos
humanos maduros apresentam um proeminente sistema vesicular, incluindo
estruturas vesiculotubulares denominadas Vesiculas Sombrerode Eosindfilos
(EoSVs) (Figura 2)(SPENCER, 2014)



23

Figura 2- Ultraestrutura de um eosin6filo maduro. Em destaque, nota-se nucleo
bilobulado(N) com cromatina condensada e marginalizada. Ainda granulos especificos (Gr) espalhados
pelo citoplasma, com morfologia tipica apresentando cristaloide centralelétron-denso envolto por uma
matriz elétron-licida, que contribuem para seu facil reconhecimento em MET,As estruturas colorizadas
em rosa indicam as vesiculas de eosinofilos denominadas sombrero (EoSVs), também caracteristicas
dessas células. Barra=2um. Adaptado de (SPENCER, 2014).
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2.1.3 Eosinofilopoiese e Maturacéo de Eosinofilos

Maturagéo de Eosinofilos

Progenitor Eosindfilo Imaturo

Mieloblasto Promieldcito Mielocito Metamieldcito Eosindfilo

Figura 3 — Estagios de diferenciagéo e maturagio de eosindfilos. Observe que a maturacgio se
inicia com um precursor comum a todos os granuldcitos, os mieloblastos, a medida que a célula recebe
os devidos estimulos, se diferencia em promieldcito, uma linhagem comprometlda de eosindfilos,

mielgcito, onde se inicia o processo de hilobulac&o do nicleo, metamielocito onde a célula ja apresenta

muitas caracteristicas de maturacéao, até a fase madura, na qual a célula esta pronta para ser ativada
e responder a diversos estimulos. Adaptado de (AL-RABIA, 2003)

O microambiente da medula éssea é propicio ao desenvolvimento de células
tronco hematopoiéticas, pertencentes a todas as linhagens mieloides de células
sanguineas. Eosindfilos, por exemplo, originam-se de populacdes progenitoras de
linhagens comprometidas, apresentando receptores essenciais a essas células como
IL-5Ra, no qual a interleucina-5 (IL-5), responsavel pelo desenvolvimento e maturacéo
de eosindfilos, se liga(KLION, 2020)Desta forma, os eosindfilos sdo produzidos na
medula 6ssea a partir de células progenitoras pluripotentes, que se diferenciam em
um precursor hibrido (i.g. mieloblasto). Em seguida ocorre a diferenciacdo em
linhagens mielociticas comprometidas com a diferenciacdo em eosindfilos (i.g.
eosindfilos imaturos). Estes irdo se desenvolver sequencialmente durante a
maturacdo (pré-mieldcitol mieldcitol Imetamieldcito) e dar origem ao eosinofilo

maduro (Figura 3).

Figura 3 — Estagios de diferenciacdo e maturacdo de eosinéfilos. Observe que a maturagéo se
inicia com um precursor comum a todos os granulécitos, os mieloblastos, a medida que a célula recebe
os devidos estimulos, se diferencia em promielécito, uma linhagem comprometida de eosinofilos,
mielécito, onde se inicia 0 processo de bilobulacdo do ndcleo, metamieldcito onde a célula ja apresenta
muitas caracteristicas de maturagdo, até a fase madura, na qual a célula esta pronta para ser ativada
e responder a diversos estimulos. Adaptado de (AL-RABIA, 2003)

7

A eosinofilopoiese € regulada por um conjunto de fatores de transcricao,
incluindo a expressao necesséria de GATA-1 e baixos niveis do fator ETS PU. 1;
regulacdo negativa de FOG-1; e expressédo regulada temporalmente de membros da

familia da proteina de ligacao ao intensificador de CCAAT (C / EBP), C/EBPa e C/
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EBPe, o ultimo dos quais é expresso durante o desenvolvimento de eosinofilos como
uma série de isoformas ativadoras e repressoras transcricionais sendo necessarias
para a diferenciacéo terminal de eosindfilos (KLION, 2020; MCNAGNY; GRAF, 2002)

Uma série de citocinas e quimicionas também esta envolvida no processo se
ligando a receptores expressos na superficie da célula. Além de IL-5, a interleucina-3
(IL-3), o fator estimulador de colbnias de granuldcitos e macrofagos (GM-CSF) e a
familia da eotaxina (CCL11, CCL24 e CCL26) possuem papel relevante na
diferenciacéo de eosindfilos(FULKERSON; ROTHENBERG, 2018; KLION, 2020)

Caracteristicamente, eosindéfilos imaturos, como por exemplo,mielécitos
eosinofilicos sdo células grandes (~9-12 um)(LEE, 2012) apresentam nucleo grande,
nucléolo proeminente e organelas de sintese (e.g. complexo de Golgi e reticulo
endoplasmatico rugoso) bastante desenvolvidos (Figura 4).Durante a maturacao in
vivo ou in vitro, os eosinodfilos humanos sofrem uma série de mudancas
ultraestruturais(mielécitol] eosindéfilo maduro; compare Figura 4 com Figura 2). Desta
forma ocorre principalmente: (i) a reducdo do tamanho da célula, (ii) segmentacéo e
reducéo significativa do nucleo, (iii) o sistema de endomembranas sofre drasticas
modificagdes com a clara reducdo em tamanho e volume das estruturas de reticulo
endoplasmatico (RE) e Golgi (DVORAK; WELLER, 2000).

Os mieloblastos sdo células indiferenciadas que nao apresentam granulos
citoplasmaticos (Figura 3). Granulos especificos imaturos surgem inicialmente em pro-
mieldcitos e passam por uma série de transformacdes que irdo dar origem a granulos
especificos maduros. Vale a pena ressaltar que o processo de maturacdo dos
granulos especificos pode ocorrer independentemente do estagio de maturacdo da
célula. No entanto, o0 aspecto ultraestrutural e a quantidade de granulos imaturos esta
intimamente relacionado com o0s estagios de maturacdo do eosinofilo(MELO;
WELLER, 2018).Por MET, inicialmente os granulos imaturos apresentam aspecto
homogeneamente elétron-denso, sem a presenca de um cristaloide central, e
gradativamente se compactam e reduzem em tamanho, ao longo da maturacéo (0,5-
1-um de diametro), bem como alteram seu formato para esférico (Figura 5)(DVORAK;
WELLER, 2000; MELO; WELLER, 2018). Eosindfilos imaturos iniciais (pré-mieldcitos
e mieldcitos) apresentam grande quantidade de granulos especificos imaturos
(>50%), enquanto que em metamiel6citos e eosindfilos maduros mais da metade dos

seus granulos sdo maduros.
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Figura 4- Ultraestrutura de um eosinoéfilo imaturo (mielécito). Observe um grande
nucleo (N) eucromatico, excéntrico, com um unico l6bulo, apresentando um nucléolo (#)
bem desenvolvido. No citoplasma, note numerosos granulos imaturos (Gr) que se
apresentam arredondados e homogeneamente elétron-densos, sem a presenga de
nucleo cristaloide. Numerosas cisternas dilatadas de reticulo endoplasmatico rugoso e
mitocondrias s&o também observadas no citoplasma. Barra = 2 um. Adaptado de
(DVORAK: SAITO: ESTRELLA: KISSELL et al.. 1989)

Immature specific granules Mature specific granules
D

B
A ‘ ‘ E
-
-
-
§

@

Figura 5-Granuldgenese de eosindéfilos. Os granulos de eosindéfilos humanos maduros sédo de um
unico tipo, derivados por transicdo de granulos tubulares esféricos. Durante a maturacdo na medula
0ssea, granulos especificos imaturos sofrem condensacéo e cristalizacao de seus cristal6ides. Observe
(A) granulos imaturos em processo de condensacdo mostrando vesiculas intragranulares circundando
o contetdo denso; (B) Granulo redondo imaturo com contetdo homogeneamente denso; (C) Granulo
contendo um nucleo esférico visto com uma area central eletrondensa circundada por uma regido
menos densa; (D) Granulo eliptico em repouso com um nucleo elétron-denso bem definido e uma matriz
elétron-lacida; (E) Um granulo ativado mostra desmontagem de seu nucleo e matriz e formacéo de
estruturas vesiculotubulares (EoSVs). Todos os granulos sdo delimitados por uma membrana de
bicamada fosfolipidica. Uma mistura dos granulos (A), (B) e (C) é observada nas células precursoras
(mielécitoseosinofilicos) da linhagem eosinofilica. A densidade desses granulos é variavel.
Inicialmente,um pequeno nimero de granulos com cristaloide (C) évisto entre um grande numero de
granulos sem cristaloide (A e B). Granulos (D) e (E) séo tipicos de eosinéfilos maduros do sangue
periférico e tecidos.Adapatado de(MELO; WELLER, 2018)
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2.1.4 Secrecao Celular em Eosindfilos Ativados

2.1.4.1 Mecanismos de Secrecao

[ o
=0
y. - Qo @o . .
a3 Figura 6- Mecanismos de Secrecdo de
% ~s°n°Q’ Eosinofilos. Nesse esquema observa-se
aao o que eosindflos podem secretar suas
o' \c(.o proteinas armazenadas nos granulos por

Exocitose classica

exocitose classica (fuséo do grénulo com a
membrana plasmatica com liberagéo
extracelular de contetudo desse granulo)
exocitose composta (fusdo granulo-granulo
antes da liberagdo extracelular), por
desgranulagdo por piecemeal (transporte

Q. ° > vesicular de pequenos pacotes de

. materiais dos granulos secretores para a
éi";"woo ?’o superficie celular) e citdlise deposi¢do

g 0.:2’(,\ QL extracelular de granulos apos lise celular)
v -e° Adaptado de (SPENCER; BONJOUR;

@2t o MELO; WELLER, 2014)
>oq @
Degranulagao por piecemeal Citdlise (necrose)

A observacdao detalhada dos processos secretores de eosindfilos sé é possivel
em alta resolugcdo com o uso de MET que possibilita a distingdo de trés processos de
secrec¢do: exocitose (classica e composta), desgranulacdo por piecemeal (PMD) e

citolise (Figura 4).

2.1.4.1.1 Exocitose

Mecanismo classico de liberagcdo de produtos estocados, a exocitose é
marcada por uma sequéncia de eventos orquestrados que culminam na liberacéo do
conteudo armazenado nos granulos. Primeiro os granulos migram até a membrana
plasmatica, e se liga a ela o que permite a fusdo das membranas. Na sequéncia,

ocorre a formacao de um poro e os granulos liberam seus contetdos (LOGAN, 2003)

Esse processo pode ocorrer com um Unico granulo que se funde a membrana
como é o caso da exocitose classica, ou a fusdo de dois ou mais granulos entre si,
gue podem formar cAmaras de secrecdo que posteriormente se fundem a membrana
plasmatica, liberando dessa forma seu contetdo de maneira mais concentrada e
direcionada como € o0 caso da exocitose composta. Esse processo ocorre com mais
frequéncia em eosindfilos envolvidos em determinados tipos de doencas
fungicascomo aspergilosese parasitarias como strongiloidiaseem células in vitro(AL-
RABIA; BLAYLOCK; SEXTON; THOMSON et al., 2003; MELO; WELLER, 2018)
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2.1.4.1.2 Desgranulacéo por piecemeal

Esse processo secretor € considerado mais refinado e seletivo se comparado
a exocitose (classica e composta) e a citdlise. E caracterizado pelo esvaziamento
progressivo dos granulos de secrecdo, o desarranjo do cristaloide e a reduzida
densidade eletrdnica de granulos sendo orquestrado por vesiculas transportadoras
tubulares que brotam a partir dos granulos especificos e fundem-se a membrana
plasmatica. Corresponde ao mecanismo de secrecao observado com mais frequéncia
em eosindfilos (MELO; WELLER, 2010; MELO; WELLER, 2018)

Nesse processo a secrecao de produtos derivados do granulo depende do
tradfego vesicular para secrecdo diferencial de citocinas, dentre elas as E0OSVs,
vesiculas especificas de eosindfilos com formato bem caracteristico (ver mais

detalhes no topico 1.1.5)

2.1.4.1.3 Citélise

A cit6lise é um tipo de morte celular caracterizada pela ruptura da membrana
plasmética, seguida por deposi¢cdes de granulos especificos, que permanecem ativos
mesmo apOs o rompimento ou degradacdo da membrana plasmatica celular. Neste
processo, a célula libera seus conteudos citoplasmatico no tecido e assim, contribui
para exacerbacdo e persisténcia da resposta inflamatéria (MELO, R.C.N. ET AL.,
2013)Esse processo € comumente observado em contextos de asma e algumas
doencas intestinais(MELO; WELLER, 2018).

2.1.5 Sistema Vesicular

A liberacdo e o carreamento de vesiculas sé@o recursos amplamente utilizados
pelas células para o transporte de conteddos intracelularmente ou mesmo entre
células, constituindo-se um dos principais mecanismos de sinalizacéo celular. Esses
conteudos normalmente sdo derivados da rede Golgi-Reticulo Endoplasmatico que
constitui uma das vias candnicas mais usuais para a sinalizacéo e translocagéao de

conteudo por meio de uma rede vesicular.

No entanto, algumas células, principalmente aquelas pertencentes ao sistema

imune, como os granulécitos, possuem granulos nos quais estocam produtos pré-
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formados que contribuem para a sinalizagcéo e ativagdo dessas células fazendo uso
de vias menos convencionais para liberacdo desses produtos. Em eosindfilos, por
exemplo, a PMD é um mecanismo secretor seletivodirecionado por um sistema
vesicular complexo e altamente eficiente que carreia conteudos estocados nos
granulos para o meio extracelular e contribui para a ativacao e resposta a estimulos
pelos eosinodfilos(MELO, R.C.N.; WELLER, P.F., 2016)

Em eosindfilos humanos, essas vesiculas apresentam formatos variados.
Algumas possuem formato tubular e, por essa razdo sdo denominadas vesiculas
tubulares (Figura 5), cuja dimenséo é cerca de 50 nm, enquanto outras apresentam
morfologia mais excéntrica e caracteristica dessa célula como € o caso das vesiculas
sombrero (EoSVs), que receberam esse nome por terem sua forma associada aos
tradicionais chapéus mexicanos, apresentando um citoplasma central delimitado por
membrana, também pode apresentar morfologia em C(MELO, 2005). Tais vesiculas
sdo maiores em tamanho, entre 150-300 nm, se comparadas as vesiculas tubulares,
além de serem capazes de carrear produtos mais especificos dos granulos até a

membrana liberando o contetdo extracelularmente (MELO, 2008)
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Figura 7- Vesicula Sombrero de Eosinéfilos.As EoSVs sdo formados a partir de granulos de
eosindfilos mobilizados. (A e B) Imagens de MET convencionais, mostrando estagios progressivos de
esvaziamento do granulo. (A) Uma extensédo tubular clara (pontas de seta) € vista na superficie do
granulo (Gr). Observe ainda o cristaloide desordenado dentro destegréanulo. (*)Grénulosintactos.
(B)Vérios perfis deEoSV (circulo) estdo proximos do granulo em esvaziamento. As pontas de seta
apontam para uma grande vesicula, aparentemente formada a partir da superficie do granulo.
*Granulos completos. (C) Cortes seriadosrepresentativosobtido a partir de tomografia eletrbnica de um
granulo mobilizado, mostram mudancas substanciais associadas a formagédo de EoSV.Os nimeros nos
cantos inferiores direitos dos painéis indicam o numero de cortes utlizados na reconstrucéo
tridimensional das vesiculas através do volume tomografico(D,E).EoSVs, destacadas em rosa, sdo
representadas como estruturas abertas em forma tubular. Barras originais=300 nm (A, B); 500 nm (C);
150 nm (D); 100nm(E); 100nm. Adaptado de (MELO, 2008)

2.1.6 Corpusculos Lipidicos
Corpusculos lipidicos (CLs) sao organelas intracelulares compostas por um

nacleo hidrofébico de lipidios neutros, mais comumente triacilglicerol e ésteres de

esterol que diferentemente de todas as outras endomembranas dispdem apenas de
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uma hemimebranafosfolipidica a qual € envolvida por um conjunto especifico de
proteinas. Os CLs sao organelas evolutivamente conservadas, estando presentes
desdecélulas bacterianas até de mamiferos e humanos. Em mamiferos os CLspodem
ser encontrados em diversos tipos celulares, como os adipécitos, hepatdcitos e nas
células do sistema imune (MELO, R.C.N; WELLER, P.F., 2016).

Ultraestruturalmente, os CLs s&do reconhecidos por apresentarem aspecto
homogéneo com elétrondensidade elevada, e a presenca de um sistema de
membranas interno altamente elaborado e compartimentalizado. Imagens de
tomografia mostraram que essas organelas possuem um sistema de endomembranas
organizado em redes tubulares semelhantes aqueles vistos no RE (Figura 6)(MELO,
R.C.N.; WELLER, P.F., 2016). A biogénese completa do corpusculo lipidico, bem
como sua origem ainda ndo é completamente compreendida, mas estudos recentes
apontam a origem dessas organelas a partir do RE, onde estéo localizadas as enzimas

gue participam da sintese de triacilglicerois e éter de ester6is(GAO, 2019).

No passado, os CLs foram amplamente associados a reserva de lipidios para
metabolismo energético das células. Entretanto, atualmente estas organelas vém
sendo reconhecidas como dinamicas e funcionalmente ativas, envolvidas em uma
variedade de funcbes como metabolismo lipidico, trafego e sinalizacao celular(MELO,
2011). Além disso, sédo capazes de tamponar quantidades celulares de lipidios
potencialmente téxicos, prevenindo assim a lipotoxicidade e o desencadeamento de
estresse oxidativo. Podem produzir também os mediadores lipidicos que participarao
do processo inflamatorio(OLZMANN; P., 2019).0s CLs podem se associar e
coordenar diferentes fungcdes com outras organelas celulares. Por exemplo,
interagdes entre CLs e mitocOndrias s&o bastante relatadas e estdo envolvidas na
coordenacao para desempenho do metabolismo enérgico e de lipideos da célula.
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Figura 8- Ultraestrutura de Corpusculos Lipidicos. Os corpusculos lipidicos (CL) tém uma
arquitetura unica. (A) Eles séo delimitados por uma monocamada de fosfolipidios que difere da
organizagdo estrutural classica (membrana de bicamada de fosfolipidios) de todas as outras
organelas, vesiculas citoplasmaticas e membrana plasmatica. (B) Visdo de um CL dentro de um
eosindfilo de sangue humano por microscopia eletronica de transmissdo convencional. N, nucleo.
Essas organelas estdo presentes nas células com papel relevante no metabolismo lipidico em
contextos homeostaticos e capazes de tamponar subprodutos do metabolismo que levariam
célula ao estresse oxidativo em contextos inflamatérios. Note duas morfologias tipicas de CL. Um
extremamente elétron-denso e outro no qual se pode observar o sistema de endomembranas.
Barra=0,5um. Adapatado de (MELO; D'AVILA; WAN; BOZZA et al., 2011)

2.1.7 Funcbes de Eosindfilos

Estudos recentes apontam questionamentos a respeito do papel de eosindfilos
meramente como células efetoras do processo inflamatorio, apontando para um papel
multifuncional, exercendo diversos papéis no organismo que vao desde a contribuigéo
para o desenvolvimento de 6rgdos e tecidos ao qual estdo relacionados, até a

capacidade de remodelacéo e reparo desses mesmos tecidos.

2.1.7.1 Remodelagéo e Reparo Tecidual

Células e tecidos sofrem danos e injarias devido a estresses fisiologicos,
invasdo de microrganismos e mudancas estruturais. Na tentativa de reestabelecer a
homeostase, as células imunes migram até os locais danificados e iniciam o reparo e

remodelamento tecidual, o que pode ser feito pela quebra e reforma da matriz
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extracelular, diferenciacdo de células e alteracdo da proporcao renovagao/apoptose
celular. Essa sequéncia de eventos se inicia com sinalizadores quimicos como
citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento e liberacdo de ROS que estimula o
recrutamento de diversas células (JACOBSEN, 2012).

Nos eosindfilos humanos a capacidade de detectar danos ao tecido ocorre com
auxilio de varios tipos de receptores histaminicos (HR1, HR2 e HR4), que associados
a sinalizacao local faz com que haja recrutamento dos eosindéfilos a localidade que
sofreu injuria com consequente liberacédo de estimulos capazes de reparar os danos
e remodelar os tecidos (REHER, 2012).Esses estimulos variam de acordo com o
tecido. No epitélio humano, bem como nas vias aéreas 0s principais estimulos para
reparacao tecidual € a producao de fator de crescimento transformante beta (TGF-$3)
(LEVI-SCHAFFER, 1999).e o fator de crescimento de fibroblasto (FGF) (STENFELDT;
WENNERAS, 2004)pelos eosinofilos. Em hepatdcitos murinos, no entanto a produc&o
de IL-4 € o principal fator produzido por eosindfilos para induzir a regeneracdo (GOH,
2013).

Algumas outras moléculas como fator de crescimento epidérmico (EGF), fator
de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) também podem ser produzidas por eosinoéfilos e requeridas por
alguns tecidos para reparacao tecidual (WEN; ROTHENBERG, 2017).

2.1.7.2 Apresentacdo de Antigenos

Embora ainda pouco compreendida e recente, alguns estudos apontam para a
capacidade de eosindfilos de apresentar antigenos, embora reduzida quando

comparadas a outras células como macréfagos (CHUSID, 2018; SHI, 2004).

Eosinodfilos tratados com GM-CSF in vitro apresentam capacidade de
apresentacdo de antigeno induzindo expansdo clonal de células T contra
StaphylococcalMAWHORTER, 1994). Foi observada também a expressao de todo o
conjunto de moléculas e receptores necessarios ao processo de apresentacdo de
antigenos incluindo moléculas de complexo principal de histocompatibilidade de
classe Il (MHC II) CD80, CD86, CD9, CD28 e CD40 nesses eosindfilos (AKUTHOTA,
2012; SHI, 2004; SHI, 2000)



34

Foi visto ainda que a proliferacdo de células T é significativamente aumentada
em presenca de IL-5, que possui papel chave na maturacdo, desenvolvimento e
diferenciacdo de eosindfilos conferindo a essa citocina, portanto, um papel
potencializador na capacidade de eosinofilos apresentarem  antigenos
(MAWHORTER, 1994).

Em humanos foi demonstrado que em algumas condi¢cbes como alergias e
esofagite eosinofilica, eosindfilos apresentam antigenos a células T nas vias aéreas e
no trato gastrico, respectivamente, desses pacientes, sendo identificada a presenca
de MHC Il expressa nessas células. Essa apresentacdo de antigenos é responsavel
pelo inicio da cascata inflamatoria nessas condi¢des referidas (JUNG, 2008; SHI,
2004).

2.1.7.3 Imunomodulacgéo

Até entdo vistos apenas como células que exacerbam e mantém o processo
inflamatorio, estudos recentes apontam eosinofilos como células imunomoduladoras,
para linfécitos T e B(JACOBSEN, 2007). Em relacdo ao primeiro, estudos fornecem
evidéncias da reducédo da liberacdo de citocinas de perfil Th2 e do recrutamento de
células T para o pulmédo de camundongos nocaute para eosinoéfilos, apontando um
papel critico dessa célula no recrutamento linfocitico para o sitio pulmonar, levando
esses animais a exacerbacdo de producdo de muco e a hiper-reatividade de vias
aéreas. Em humanos, foi observada a reducdo do desenvolvimento da Placa de Payer
no intestino de individuos com eosinofilopenia devido ao déficit no recrutamento de
linfocitos T helper(WEN; ROTHENBERG, 2017).

Além disso, foi visto recentemente que eosinoéfilos murinos se colocalizam com
linfécitos B na medula O6ssea e fornece citocinas como ARPIL e IL-6, que séo
essenciais para a diferenciagdo, manutencdo e desenvolvimento de células B em
plasmécitos. Além disso, eosindfilos contribuem para a manutencdo constante de
secrecdo de imonuglobulinaA (IgA) por plasmécitos intestinais contribuindo para
manutenc¢do da imunidade da mucosa intestinal(CHU; BEREK, 2012; CHU; BEREK,
2013).

Em eosinofilos humanos as proteinas estocadas nos granulos podem induzir
ativacdo celular de forma autdcrina e/ou parécrinaao se ligar a receptores de

reconhecimento de padrdo para controle da homeostase (JACOBSEN, 2012)Em
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contextos de doengas como a asma, eosinéfilos humanos sdo capazes de secretar
interleucinas como IL-4, juntamente com um conjunto de citocinas e quimiocinas que
ativam células endoteliais e epiteliais do sistema respiratério e sdo atrativas para
mastocitos em sitios de ativagdo da respostaasmatica(HOGAN, 2008; ROSENBERG,
2013).

2.1.7.4 Homeostase

Eosinodfilos possuem funcgdes teciduais para além do papel efetor no processo
inflamatorio. Tais funcbes estdo relacionadas ao sistema reprodutor feminino, cujo
papel dos eosinodfilos é relevante na manutencdo do ciclo menstrual, sendo
encontrado em quantidades consideraveis no Utero e mama em condicdes
homeostaticas, nas quais a liberacdo de CCL11 parece estar relacionada ao estimulo
estrogénico. No tecido adiposo desempenham papel na remodelacdo e na deposicao

do tecido(CHUSID, 2018).

Além disso, eosindéfilos desempenham papéis homeostéaticos no timo, pulmao,
trato gastrointestinal, onde possui estrita relagdo com o desenvolvimento da
microbiota e varios outros tecidos de mucosa. Esses 6rgdos possuem recrutamento
de eosinofilos ainda no periodo pré-natal, o que aponta para uma funcao dessa célula

no desenvolvimento e maturagdo dos mesmos (SHAH, 2020)

2.1.8 Eosindfilos e Hipereosinofilia

Embora muitas formas de SHE permanecam idiopaticas, as etiologias de duas
categorias de SHE foram elucidados e séo referidos como uma variante linfocitica de
SHE, e SHE “mieloproliferativo”’(SIMON, 2010). HES variantes linfociticas sdo devidos
a clones aberrantes decélulas T que podem superproduzir IL-5 que, e, conduz a
hipereosinofilia. Variantes "mieloproliferativas” de HES sdo formas de leucemia
eosinofilica crbnica esédo devidas a uma das muitas translocacdes cromossémicas
possiveis(LEFEVRE, 2014). Asmais prevalente dessas translogacGescromossomicas
envolvem o gene que codifica o receptor detirosina quinase, fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF) alfa, que pode estar implicado emtranslocagbes com
varios parceiros de fusdo. Entre estes, a translocacdo mais comum produz uma
proteina de fusdo combinando um dominio semelhante a FIP1L1 com um dominio
PDGFalfa que produz a proteina FIP1L1-PDGFRA, uma tirosina constitutivamente
ativa receptora de quinase(LEGRAND, 2013).
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Clinicamente, essa sindrome € definida a partir de uma contagem absoluta de
eosindfilos que seja maior que 1.500eosindfilos/uL(KLION, 2020).Nessa condicéo,
portanto, os eosindfilos se mostram naturalmente ativados, constituindo um bom

modelo de estudo para investigar as funcionalidades dessa célula(MELO, 2009).

O critério de classificacdo dos subtipos clinicos de hipereosinofilia tem como
base a origem da eosinofilia que pode ser primaria, secundaria ou mesmo
desconhecida. Tais subtipos sdo associados a caracteristicas clinicas da doenca que
pode ser sistémica como no caso do hipereosinofilia sanguinea ou restrita ao 6rgao
(tecidual) como no caso da hipereosinofilia na pele(KHOURY, 2017). Pode ocorrer
ainda em contextos especificos como em reacdes de hipersensibilidade a drogas,
infeccdo por helmintos e neoplasia, para os quais o tratamento especifico da causa
secundaria leva a resolucdo da eosinofilia, o que € chamado de hipereosinofilia
associada(KLION, 2020).

2.2 MITOCONDRIAS

2.2.1 Aspectos Gerais

Mitocbndrias sdo organelas citoplasméaticas altamente dinadmicas envolvidas
em diversos processos celulares, exibindo extensa plasticidade de fenétipos. Foram
descobertas pela primeira vez em 1890, em células de figado e rim pelo patologista
Richard Altmann com o uso da microscopia de luz, (ALTMANN, 1890)sendo
chamadas inicialmente de bioblasts. Em 1898, o termo mitocéndria foi cunhado pelo
médico Carl Benda(BENDA, 1898)e, com o advento da microscopia eletronica de
transmissao (MET) no século XX, os primeiros estudos ultraestruturais na década
del950 revelaram o0s aspectos morfolégicos caracteristicos das mitocéndrias
amplamente conhecidos(AGAR; DOUGLAS, 1957).Ainda assim, alguns aspectos da
mitocdndria como a sua origem permaneciam incompreendidos naquela época. Com
0os estudos de Lynn Margulisem 1967, a origem evolutiva dessas organelas foi
elucidada a partir da constatacdo de que sdo capazes de produzir parte de suas
proteinas com seu proprio material genético que se manteve conservado

evolutivamente de sua origem bacteriana (SAGAN, 1967)

InUmeros estudos posteriores mostraram que as mitocondrias sdo organelas

compartimentalizadas, preenchidas pela matriz mitocondrial, onde estéo dissolvidas
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as cadeias de DNA, ribossomos, pequenos granulos e as enzimas necessarias para
0 processo de respiracdo aerobica, aléem de uma grande quantidade de proteinas

exercendo as mais diversas fungdes Mills, 2017 #40}.

2.2.2 Ultraestrutura

As mitocondrias possuem ultraestrutura complexa, sendo delimitadas por uma
dupla membrana lipidica, com dobramentos da membrana interna formando as
estruturas conhecidas como cristas, que apresentam numero e forma variaveis nos
diversos tipos celulares,e um espaco entre as cristas onde se localiza a matriz
mitocondrial (Figura 9)(DETMER; CHAN, 2007)

As membranas mitocondriais diferem-sena composicéo lipidica sendo funcional
e estruturalmente diferentes apresentando baixas propor¢des de fosfolipidio para
proteina e esterol em comparacdo com outras fracdes subcelulares. Da composicao
fosfolipidica total a fosfatidilcolina e fostadiletanolamina séo os principais fosfolipidios
gue respondem por cerca de 80% de fosfolipidios totais, com esterdis e
esfingolipideos encontrados apenas em quantidades baixas (HORVATH; DAUM,
2013)

Figura 9- Aspecto Ultraestrutural de Mitocdndrias. Mitocondrias possuem
uma membrana dupla caracteristica. A membrana interna possui invaginagdes
que ddo origem as cristas mitocondriais (marcadas em verde). Essas cristas
podem variar em formato, o que constitui um mecanismo de adaptagio
metabdlica, de acordo ao contexto em que a mitocdndria esta inserida. Tais
cristas estdo imersas em uma matriz onde ocorre muitos dos processos
metabolicos que a mitocdndria realiza. Note no detalhe o septo, formada apds
a fusdo de mitocédndrias. Barra=2cm. Adaptado de (MELO, 2018)
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2.2.3 Funcbes Mitocondriais

Mitocbndrias sdo organelas altamente versateis envolvidas em uma infinidade
de processos essenciais que podem tanto envolver o restabelecimento e a
manutengéo da homeostase celular como também o desencadeamento de disfungdes

gue causam danos e, em casos mais severos a morte celular (Figura 10).
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Figura 10- Fun¢cdes Mitocondriais. As principais fun¢des desempenhadas pelas mitocdndrias
envolvem processos de producédo de ROS e de ATP, geracdo de DAMPS, fissdo, fusao, mitofagia e
apoptose.

2.2.3.1 MitocOndrias e Respiracao Celular

A respiracédo celular corresponde a fungdo mais amplamente conhecida que as
mitocondrias realizam, caracterizada pela extracdo de energia dos nutrientes com
consequente armazenamento na forma de ATP. Ocorre em trés etapas: glicolise, que
ocorre na matriz mitocondrial, na auséncia de oxigénio, na qual a glicose é degradada,
ciclo de Krebs, realizada na matriz mitocondrial, corresponde a etapa na qual ocorre
a producéo de protons e elétrons que serdo responsaveis pela geracao de energia na
etapa subsequente, a fosforilacdo oxidativa, que corresponde a sequéncia de eventos
gue resulta na producéo de ATP (AGRAWAL; MABALIRAJAN, 2016)

2.2.3.2 Mitocondrias e Morte Celular

A morte celular programada com perfil morfolégico de apoptose,ocorre em

decorréncia de desequilibrios homeostaticos causados por fatores externos como a
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presenca de patdégenos e privacdo de oxigénio e nutrientes, bem como por
desregulacéo interna da producdo de proteinas e outras moléculas essenciais a
sobrevivéncia e manutencéo celular. Esse processo é essencial para manutencao do

funcionamento normal do organismo, uma vez que evita danos e lesdes teciduais.

A mitocOndria esta envolvida na ativacdo da via intrinseca da apoptose, que
envolve a ativagdo de uma cascata de moléculas, em uma sequéncia de eventos
orquestrados que culminam na morte celular. Primeiramente ocorre a ativacao de
proteinas da familia BH3, que contém um conjunto de proteinas pro-apoptoticas como
BAX e BAK. Esse processo causa uma alteracdo na permeabilidade da membrana
externa da mitocondria, que corresponde ao ponto chave para ocorréncia de
apoptose, uma vez que tendo ativado essas alteragcdes 0 processo de apoptose se
torna irreversivel (DEWSON, 2001).Em seguida, devido a alteracdo da
permeabilidade, a mitocondria libera citocromo C no citoplasma, uma molécula que
em condicdes homeostéticas desempenha papel relevante no funcionamento da
cadeia transportadora de elétrons, mas ao ser liberada durante a ativagdo do processo
apoptético passa a desempenhar um papel sinalizador da ocorréncia do evento no
citoplasma, estimulando a formacdo do complexo apoptossémico, um complexo

proteico que executa as etapas finais do processo de morte (ILMARINEN, 2014).

Ao ser formado, 0 apoptossomo transforma a pro-caspase9 em caspase-9, uma
proteina crucial para a consolidacdo do evento apoptotico, ativando as caspases 3 e
7, que vao coordenar a sequéncia de eventos de decomposicdo dos produtos
celulares, com destaque para a caspase 3 que promove a quebra do DNA celular
(ILMARINEN, 2014).

2.2.3.3 Mitocondrias e Regulag&o de ions Calcio

Vérios estudos tém mostrado uma forte relagé@o entre célcio e mitocéndria tanto
durante condic@es fisioldgicas quanto fisiopatologicas (GUNTER, 2000).Estresses do
RE geram inducéo de efluxo de calcio para o citoplasma que € regulado de maneira
homeostética pelas mitocondrias, uma vez que elas atuam tamponando esses ions
gue ficam dispersos pelo citoplasma. Quando as mitocondrias ndo conseguem mais
realizar esse tamponamento, ao atingirem o ponto de saturacdo, comecam a sofrer
alteracéo da permeabilidade de suas membranas levando a um inchaco irreversivel,

desacoplamento e perda de conteudo mitocondrial. A deficiéncia funcional de calcio e
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sua relacdo coma dindmica mitocondrial sdo agora entendidos desempenhando um
papel na patogénese de muitas doencas ndo, como deméncia, Alzheimer, epilepsia,
Parkinson, cardiomiopatia, doenca arterial coronariana, sindrome da fadiga cronica,
retinite pigmentosa, diabetes e, mais importante, cancer. Os mecanismos moleculares
de regulacdo mitocondrial ainda ndo sdo completamente compreendidos(VERMA,
2011).

2.2.3.4 MitocOndrias e Metabolismo Lipidico

O metabolismo lipidico mitocondrial desempenha um papel central na
regulacédo dediversas vias de sinalizagcdo,comoestresse oxidativo,autofagia celular,
autofagia seletiva para mitocondrias (mitofagia), ferroptose, piroptose, apoptose e
necroptose, no desenvolvimento de toxicidade celular, doencgas crénicas e disturbios
do metabolismo. Os lipidios celulares sofrem um processo denominado de B-oxidag&o
mitocondrial que contribui tanto para a producdo direta de ATP,quanto para a
producdo de corpos cetdnicos para a geracdo secundaria de ATP pelos tecidos
periféricosque geraaproximadamente 80% do ATP necessario para 6rgdos como o
figado e o coracdo. Inibicdes nessa via podem levar a doengcas como aesteatose
hepatica.(JAIN, 2020; ROGERS, 2014; WANG, 2020)

2.2.3.5 Mitofagia

A mitofagia € o processo de autofagia mitocondrial que consiste na remocéo de
mitocondrias danificadas, que ocorre por privacdo de nutrientes e oxigénio, por
excessiva modificacdo do meio que leva a despolarizacdo da membrana mitocondrial
ou por desbalango na proporcgéo de alguns componentes essenciais para a realizacao
da respiracao celular (MURPHY, 2013)

Esse processo protege a célula da liberacdo de proteinas pro-apoptoticas, da
geracdo de ROS e do bloqueio da hidrélise de ATP. Inicialmente ocorre a formacgéao
de membranas autofagossémicas que removem mitocondrias com DNA mitocondriais
danificados e/ou despolarizadas (LEMASTERS, 2014).

O envolvimento dessas mitocéndrias pela membrana é feito individualmente e
0 autofagossomos passa a ser denominado mitofagossomo. Esse compartimento se
funde ao lisossomo para ser degradado. O balancgo entre o processo de mitofagia e a

biogénese mitocondrial esta diretamente associado a manutencdo da homeostase
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celular e j4 foi visto que uma ruptura nesse processo esta associado ao

desenvolvimento de algumas patologias cardiacas e neuronais (LEMASTERS, 2014).

2.2.3.6 MitocOndrias e Producédo de ROS

As mitocondrias sdo uma fonte importante de ROS dentro da maioria das
células de mamiferos. Esse acumulo é favorecido pelo desbalanco na proporcéo da
producdo de NADH/NAD+ e gera estresse oxidativo aos quais as células respondem
ativando varios mecanismos de defesa (SCHERZ-SHOUVAL; ELAZAR, 2007)

Essa producdo e acumulo de ROS contribuem para o dano mitocondrial em
uma gama de patologias e também é importante na sinalizacdo oxirredutora da
organela para o resto da célula. Em niveis baixos, entretanto, as ROS atuam como
moléculas sinalizadoras em varios processos intracelulares (MURPHY, 2013)como a
inducédo da apoptose(SIMON, 2000)}, o controle de autofagia (SCHERZ-SHOUVAL;
ELAZAR, 2007), a ativacédo de células TIMURPHY; SIEGEL, 2013)e a ativacdo do
processo de formacdo de inflamassoma em resposta a uma série de
estimulos(CLOONAN; CHOI, 2012)

2.2.3.7 Padrbes Moleculares Relacionados a Dano (DAMP)

O sistema imunologico inato evoluiu para reconhecer moléculas bacterianas
conservadas que sdo estranhas as células hospedeiras.Dada a histéria evolutiva das
mitocondrias,consideradas originadas de a-proteobactérias por meio de
endossimbiose(ARCHIBALD, 2015), foi levantada a hipétese de que os constituintes
mitocondriaispossam funcionar como reguladores das respostas imunolégicas e
inflamatodrias inatas, sendo capazes de atuar comopadrées moleculares associados a
danos (DAMPSs) durante insultos patolégicos (CLOONAN; CHOI, 2013; KRYSKO,
2011).

Esse processo ocorre quando as mitocondrias estdo estressadas ou
apresentam comprometimento funcional, e passam a produzir uma variedade de
DAMPs mitocondriais também conhecidos como alarminas mitocondriais, podendo se
tornar pro-inflamatorios e iniciar respostas imunes inatas e adaptativas ao ativar a
superficie celular e os receptores intracelulares. Essa liberacdo descontrolada e
excessiva de DAMPs mitocondriais estd associada a gravidade e tem valor

progndéstico em doencas humanas o que leva ao desencadeamento de processos
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inflamatorios e autoimunes, bem como em doencas isquémicas do coracdo e cancer
(CRUZ; KANG, 2018; NAKAHIRA, 2015).

As principais moléculas liberadas como DAMP sao: a cardiolipina, que induz a
formacéo de inflamassomas em macrofagos, pois também esta presente na parede
celular de bactérias sendo sequestrada pelo sistema imune para iniciar uma cascata
de sinalizacao pré-inflamatdria; o succinato, que é capaz de induzir a ligagcdo de LPS
ao seu receptor e induzir a formagdo de uma cascata pro-inflamatéria em células
dendriticas; citocromo C, cuja liberacdo esta associada a ativacdo de NF-KB que é
capaz de ativar mondcitos e neutréfilos em contextos inflamatérios e o DNA
mitocondrial, que é capaz de estimular a ativagdo de INF e iniciar uma cascata pro-
inflamatéria(CRUZ; KANG, 2018). Recentemente foi visto que essas moléculas séao
detectadas em diferentes fluidos corporais humanos, sugerindo seu uso potencial
como biomarcadores para muitas doencas (GRAZIOLI; PUGIN, 2018; RONGVAUX,
2018).

2.2.4 Aspectos da Dinamica Mitocondrial

As primeiras observacdes a respeito da dinamica mitocondrial foram feitas por
Lewis e Lewis em 1914. Eles observaram que as mitocondrias podem sofrer
transformacgdes conformacionais de qualquer tipo ou mesmo se fundirem com outras
mitocondrias ou se dividirem(ARCHER, 2013)(LEWIS; LEWIS, 1914).Entretanto,
apenas na década de 1960, foi comprovado que esse comportamento mitocondrial é
fundamental para a fisiologia da célula. Foi observado que a conversédo da energia
guimica do transporte de elétrons em trabalho mecanico e vice-versa, bem como o
aporte de moléculas, nutrientes e taxa de consumo de oxigénio (O2), sdo capazes de
induzir mudancas conformacionais que levam a alteracbes morfolégicas
(HACKENBROCK, 1968). A partir de entédo diversos aspectos mitocondriais passaram
a ser investigados na tentativa de melhor compreender a funcdo dessas organelas na

fisiologia celular.

Recentemente, surgiram estudos que apontam a participacdo dessas
organelas nas vias de sinalizag&o intracelular, com capacidade de se modular para
executar funcdes celulares adequadas (BHOLA; LETAI, 2016; CRUZ; KANG, 2018),

como € o caso da fissdo e fusdo mitocondiral que regulam aspectos como a
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homeostase do célcio, a geracdo de ATP e de ROS, a progressao do ciclo celular,
apoptose e a mitofagia (ARCHER, 2013).

As mitocondrias mudam continuamente de forma por meio das acfes
combinadas de fissdo, fusdo e movimento ao longo das trilhas do citoesqueleto. Os
comprimentos das mitocondrias e o grau em que eles formam redes fechadas sao
determinados pelo equilibrio entre as taxas de fissdo e fusdo. Essas taxas sao
influenciadas por condic6es metabdlicas e patogénicas dentro das mitocéndrias e pelo
ambiente intracelular. Suas fungdes sédo controladas por diferentes conjuntos de
adaptadores de proteinas na superficie das mitocondrias e por uma série de
processos regulatorios .(VAN DER BLIEK, 2013).

A frequéncia de ocorréncia desses processos bem como o equilibrio entre as
taxas de fissdo e fusdo sdo essenciais para manutencdo da saude das células
(CLOONAN; CHOI, 2016),.enquanto as disfuncdes e falhas nesse processo estéao
diretamente relacionadas ao desenvolvimento de diversas doengas, principalmente

em patologias neurais e cardiacas.(ARCHER, 2013).

No meio dessas novas descobertas um novo aspecto foi encontrado; a geracéo
de pequenos portadores vesiculares que transportam proteinas mitocondriais e
lipidios para outras organelas intracelulares ecorresponde a uma das quatro vias de
controle de qualidade mitocondrial. Essas vesiculas derivadas de mitocéndrias
(VDM’s) foram inicialmente encontradas no transporte de uma proteina da membrana
externa mitocondrial para uma subpopulacdo de peroxissomos. No entanto, outros
VDM'’s nao tiveram como alvo os peroxissomos e, em vez disso, se fundiram com o
endossomo tardio, ou corpo multivisicular. VDM’'s sdo geradas por meio da
incorporacao seletiva de cargas de proteinas, que podem ser limitadas a membrana
externa, ou podem incluir membrana externa, interna e conteddo da matriz. A analise
ultraestrutural revelou que seu tamanho é relativamente uniforme, entre 70 e 150 nm
,(SUGIURA, 2014).

2.2.4.1 Mitocbndria em Células do Sistema Imune

O papel mitocondrial nas células imunes sempre foi relacionado ao controle e
suporte as necessidades metabdlicasbiossintéticas e bioenergéticas da célula. No
entanto, nas Ultimas décadas foi reconhecido seu papel no desencadeamento de

respostas imunes. Foi demonstrado que as mitocondrias participam de diversas vias
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imunologicas inatas, funcionando como plataformas de sinalizagdo e contribuindo
para respostas efetoras. Como é o caso da regulacdo da sinalizacdo antiviral,
fornecendo ATP e ROS, que s&o moléculas importantes na resposta imune inata e ao
dano e ao estresse celular em decorréncia de infeccdo .(MOHANTY, 2019;
RONGVAUX, 2018; WEST, 2011).

Essas organelas também sdo capazes de controlar o destino da célula
imunologica, bem como seus processos de diferenciacdo e regulacdo da
sobrevivéncia através de mudancas na forma mitocondrialpelos eventos da dinamica
mitocondrial. Esses eventos incluindo fuséo e fissdo, tamanho e localiza¢do associado
a modificagdes na arquitetura e organizagéo das cristas, tem papel na regulacdo da
funcdo das células T, na diferenciacdo das linhagens de macrofagos M1 e M2, na
ativacdo de inflamassomas e na montagem de armadilhas de DNA extracelulares em
neutréfilos (ANGAJALA, 2018; GAO, 2019; MEHTA, 2017).

2.2.4.2 Mitocondrias em Eosinéfilos

Os eosindfilos enfrentam mudangas constantes em seu microambiente, pois
essas células precisam ser capazes de migrar e dessa forma adaptar sua maquinaria
metabolica a exigéncia celular e ambiental. Recentemente foi visto que o metabolismo
dessas células € muito maior em flexibilidade em comparacé@o aos neutrofilos, com
potencial para usar glicolise, oxidacdo de glicose, e fosforilagcdo oxidativa,
diferentemente dos neutréfilos que so utilizam as duas primeiras. Essa flexibilidade
permitiu que os eosindfilos se adaptassem melhor a diversos papéis como na defesa

do hospedeiro, homeostase e imunomodulagdo(PORTER, 2018).

Além disso, as mitocondrias sdo as organelas que determinam o destino da
célula através da fusdo de sinais pré e anti-apoptéticos, sendo, portanto, essenciais
na mediagcdo da apoptose, bem comopara a sinalizagdo de sobrevivéncia em
eosinofilos. Esse processo requer o auxilio de alguns metabdlitos mitocondriais como
0 Oxido nitrico (NO) que esta envolvido em varias etapas, desde a resposta inicial ao
estresse até a perda do potencial de membrana mitocondrial .(ILMARINEN, 2014;
PEACHMAN, 2001)
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar diferentes aspectos da ultraestrutura mitocondrial de eosinéfilos
humanos imaturos, maduros e ativados na Sindrome de Hipereosinofilia (SHE).

3.2 Objetivos Especificos

° Avaliar aspectos diferenciais da morfologia mitocondrial durante

a maturacdo de eosinofilos imaturos em culturas;

° Caracterizar o perfil mitocondrial de eosinéfilos humanos isolados

do sangue periférico ndo estimulados;

° Estudar a ultraestrutura das mitocondrias de eosinéfilos do

sangue periférico e teciduais (pele) envolvidos na SHE;

° Avaliar aspectos quantitativos mitocondriais (numero, forma,
area, morfologia e densidade de cristas), assim como potenciais interacdes de

mitocondrias com outras organelas nas condi¢cfes acima;

) Identificar ~ possiveis  caracteristicas  determinantes e

discriminantes das mitocondrias de eosinéfilos na SHE.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta e Cultura de Eosindfilos do Corddo Umbilical

A cultura de eosindfilos humanos foi estabelecida conforme(DVORAK, 1989).
Brevemente, células mononucleares foram isoladas de sangue coletado de cordao
umbilical humanoheparinizado(FicollHypaque;1,077 mg/ml; Pharmacia, Piscataway,
NJ). Posteriormente, estas células (= 5 x 10° células/mL) foram re-suspensas em
placas de cultura celular (24 pocos) com meio RPMI suplementado (FBS [10%], 2-
mercaptoetanol [50 pm/mL], L-glutamina [2 mmol/L], Penicilina [100 U/mL]
Estreptomicina [50 pug/mL], Gentamicina [25 pug/mL]) e enriquecido com rhlL-5 para
diferenciacdo em linhagem eosinofilica. Metade do meio de culturafoi substituido
semanalmente por meio fresco. Aos 35 dias, investigacdes por microscopia de luz
mostraram que 70-90% das células em cultura estavam comprometidas com a
linhagem eosindfilica. As células foram coletadas e processadas para MET, conforme
descrito a seguir (Material e Metodos, Secao 4.4). As coletas de sangue do cordao
umbilical foram realizadas no Beth Israel Medical Center (BIMC; Havard Medical
School, Boston, EUA), seguindo protocolos com aprovacdo do comité de ética

institucional

4.2 Coleta e Isolamento de Eosinéfilos Maduros do Sangue Periférico

Amostras de sangue periférico de doadores humanos adultos saudaveis foram
coletadas e os eosinofilos maduros isolados conforme anteriormente(MELO, 2009).
As coletas foram realizadas no BIDMC (Havard Medical School, Boston, EUA) e
aprovadas por comité de ética institucional informando consentimento de todos os
doadores. Brevemente, os eosinéfilos maduros foram isolados pelo método de
selecdo negativa para o enriquecimento e purificacdo das amostras, utilizando
coquetel de enriquecimento (StemSep; StemCell Technologies, Seattle, WA, USA) em
meio RPMI 1640 a 37°C por 1lh. Foi feito ainda o procedimento de MACS bead
(MiltenyiBiotec, Auburn, CA, USA), com excecao da etapa de lise hipotbnica das
hemacias para evitar qualquer efeito de sua lise sobre a funcdo do eosinofilo. A
viabilidade dos eosindfilos e pureza foram de mais de 99% como determinados pela

incorporagdo de brometo de etidio (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) e amostras
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centrifugadas e coradas com kit de HEMA, 3 (Fisher Scientific, Houston, TX, USA),

respectivamente.

4.3 Obtencéo de Eosinofilos de Pacientes com SHE

As amostras de sangue periférico e bidpsia de pele foram obtidas de um
paciente diagnosticado comhipereosinofilia idiopatica com auséncia de mutacao para
o fator Fipl-like 1 / fator de crescimento derivado de plaquetas-a(MELO, 2009).As
amostras foram coletadas durante avaliacfes clinicas periddicas deste paciente no
BDIMC (Havard Medical School, Boston, EUA), com consentimento aprovado pelo
comité de ética institucional. Os eosindfilos foram isolados do sangue conforme
anteriormente descrito na Secéo 4.2 (Material e Métodos). As amostras de sangue e
pele utilizadas no presente trabalho correspondem ao acompanhamento clinico do
mesmo paciente, 0 que garante uma maior homogeneidade na variacdo genotipica e

respostas dos eosindfilos analisados.

4.4 Microscopia Eletrdnica de Transmisséo

Células da cultura, eosinofilos isolados do sangue (saudavel e SHE) e biopsias
da pele (SHE) foram imediatamente fixadas em Karnovisky modificado
(paraformaldeido 1% e glutaraldeido 1,25 % em tampao cacodilato de sédio 0,1 M;pH
7,4) por 1h em temperatura ambiente (TA), lavadas no mesmo tampé&o e centrifugadas
a 400g por 10 min. As amostras foram entéo resuspendidas em agar 2% em tampao
de cacodilato de sddio (0,1M; pH 7,4) e rapidamente centrifugadas(MELO, 2009). Os
pellets resultantes foram mantidos no mesmo tampdo a 4°C para processamento
adicional. Os pellets de eosindfilos foram entdo pos-fixados com tetréxido de ésmio
1% em tampéao de Sym-Collidine (pH 7,4) por 2h em TA. Apdés lavar com tampéo de
maleato de sédio (pH 5,2) os pellets foram contrastados com acetato de uranila 2%
em tampéo de maleato de sodio 0,05M (pH 6,0) por 2h in bloc e lavado com o mesmo
tampé&o antes da desidratagao gradual em etanol. A infiltracdo e incluséo foram feitas
em resina Epon (Ted Pella, Redding, CA, USA). Apés polimerizagdo a 60°C por 16h,
seccOes ultrafinas das amostras foram feitas usando uma lamina de diamante em um
ultramicrétomo (Leica, Bannockburn, IL, USA). As seccbes foram montadas em
grades de cobre (200-mesh;Ted Pella) e contrastadas com citrato de chumbo e
analisadas em microscopio eletrénico de transmisséo (P300; Philips, Eindhoven, The
Netherlands).



48

4.5 Andlises Ultraestruturais

Para os estudos da ultraestrutura geral e mitocondrias de eosinofilos por MET,
eletromicrografias foram aleatoriamente obtidas em aumentos de 2.600X a 13.000X.
Foramanalisadas um total de 300 secc¢Oes celulares com quantificacao realizada nas
micrografias eletronicas que mostravam secc¢oes transversais que apresentavam todo
o perfil celular e o nacleo (Tabela 1). Eosinofilos maduros foram considerados com
base nas caracteristicas ultraestruturais de eosinéfilos do sangue periférico saudavel,
gue apresentaram (i) nucleo lobulado e (ii) presenca de granuloscom cristaloide em
diferentes propor¢gdes. Todos os eosindfilos das culturas do sangue de cordéo
umbilical (100%) apresentaram auséncia destas duas caracteristicas e foram

considerados imaturos.

As mitocondrias de eosinofilos imaturos, maduros e na SHEforam avaliadas
ultraestruturalmente de forma individual e por sec¢ao celular. No total foram avaliadas
1516 mitocdndrias (Tabela 1). Todas as andlises morfométricas e quantitativas foram
realizadas com auxilio do programa Fiji 1.53c (Image J; Nationallnstitutesof Health,
Bethesda, MD, EUA). Os parametros analisados das mitocondrias sao descritos a

seqguir (Secao 4.5.2).

Tabela 1: Numero total de células e mitocéndrias por amostra que foram

avaliadas por microscopia eletrénica de transmissao.

Amostra Células (N) Mitocondrias

(n)

Cultura de eosindfilos 30 172

dosangue do corddo umbilical

Eosindfilos isolados do 27 204

sangue [saudavel]

Eosindfilos isolados do 26 148

sangue [SHE]

Eosindfilos da pele [SHE] 24 247
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4.5.1 Distribuicdo e Aspectos Ultraestruturais das Organelas Celulares

Inicialmente, em eosindfilos imaturos e maduros,forammensuradas a area total
das células e area citoplasmatica ocupada por RER, Golgi, Mitocondrias, Granulos
especificos e nucleo. Aspectos qualitativos da morfologia nuclear também foram
avaliados. Em paralelo, todos os granulos foram avaliados em eosinoéfilos maduros e
imaturos. Assim, as diferentes populacdes de granulos imaturos (inicial e tardio, Figura
4) e maduros (intactos e mobilizados, Figura 4) foramcaracterizadas com base em
aspectos gerais dos granulos, como elétron-densidade da matriz, presenca de

cristaloide e contelldos membranosos.
4.5.2 Quantidade de Mitocéndrias no Citoplasma de Eosindfilos

A guantidade de mitocéndrias no citoplasma das células esta diretamente
associada com a distribuicdo dessa organela bem como ao seu nivel de atividade.

Para avaliacdo da quantidade de mitocondrias nos eosindfilos foram estabelecidos:

1) | Nimero de mitocondrias - _ _
por ym? de citoplasma /([ATC A““]/N»ml)

2) | Areade mitocéndrias _
por um? de citoplasma

1 / (IATC-ALl/A,,;)

Onde, Nmi = o numero de mitocondrias por secao celular; ATC = area total de
cada seccéao celular; Anu = area do nucleo de cada seccéo celular e Ami = area

citoplasmatica ocupada por mitocondrias.

4.5.3 Analises Quantitativas de Mitocéndrias de Eosindfilos

Para avaliacdo do tamanho das mitocéndrias, foi medida a area individual de
cada uma dessas organelas em cada seccéao celular. Desta forma, foi estabelecida a

média da area (nm?) de mitocondrias por grupo analisado.

A circularidade € um descritor de forma que considera uma funcdo da area e
do perimetro [Circularidade = (4 x 17) x (Area / Perimetro2)] e ajusta cada objeto a um
circulo perfeito e mede seu desvio. Considerando que as mitocéndrias sao organelas
plasticas que podem variar seu formato em mais ou menos circulares ou elipticos, a
circularidade é frequentemente avaliada e pode variar dependendo da condicéo a qual
uma célula estd submetida(BYRNE, 2019; GARCIA, 2018; PICARD, 2013; SANTOS-

ALVES, 2015). Um valor de circularidade de 1 indica um circulo perfeito, enquanto
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valores menores e mais proximos de 0 indicam um alongamento da morfologia
mitocondrial. Assim, foram medidas a circularidade das mitocéndrias dos eosinofilos

em cada condi¢cdo (maduro, imaturo e SHE).

4.5.4 Morfologia e Niumero das Cristas Mitocondriais

As mitocéndrias foram divididas em trés padrdes morfoldgicos distintos com
relacdo ao aspecto da maioria de suas cristas: (1) lamelar, que apresentavam cristas
distribuidas paralelamente, em forma de “prateleiras”, ou (2) tubular, que possuiam
um padrao na qual as cristas constituem pequenos circulos dispostos na matriz e (3)
mistos/sem padrédo, na qual as mitocondrias apresentavam cristas lamelares e
tubulares simultaneamente, ou ndo se pode precisar qual o aspecto padrdo que as

cristas apresentavam.

Para avaliacdo da densidade de cristas mitocondriais, as cristas de cada
mitocondria apresentando padrdo lamelar foram quantificadas. Posteriormente foi
estabelecida a proporgdo de mitocondrias apresentando alta (>5) ou baixa (1-4)

densidade de cristas.

4.5.5 Intera¢cdes de Proximidade das Mitocondrias com Outras Organelas

As mitocOndrias sdo organelas dinamicas capazes de alterar seu
posicionamento no citoplasma das células e estabelecer intera¢des funcionais de
proximidade e contato com diversos micro dominios moleculares e com outras
organelas (ANTONICKA, 2020). Desta forma, foram realizadas analises das
interacbes de proximidade e contato que as mitocondrias faziam com diferentes
organelas (RER, Golgi, outras mitocondrias, CLs, Granulos) nos eosinoéfilos humanos
imaturos, maduros e na SHE. Andlises morfométricas de proximidade das organelas
em relagdo as mitocéndrias foram realizadas individualmente para cada mitocondria
e em cada seccao celular. Para isso, inicialmente foi estabelecido um quadrante radial
a partir do centro da mitocondria analisada que apresentava duas vezes 0 seu
didmetro (Figura 9). Em seguida, todas as organelas que estavam dentro deste
quadrante radial (i.g. zona de proximidade) foram computadas. Organelas que

apresentavam contato fisico com a mitocondria foram também descriminadas.
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Figura 11- Quadrante radial estabelecido para anélise de proximidade das
organelas com mitocdndrias. Observe que o quadrante estabelecido é colocado no
centro do eixo mitocondrial e a anélise de proximidade é feita ao analisar as organelas

localizadas dentro dos limites do circulo pré-determinado.

4.5.5.1 Interagcdes com RER, Golgi e Outras Mitocondrias

Foi analisada a ocorréncia de RER, Golgi e mitocondrias na area de
proximidade de cada mitocondria. Entdo, foi estabelecida a proporcdo média de
mitocondrias em interacdo com estas organelas, para cada grupo de eosindfilos

estudados (imaturo, maduro, SHE-pele e sangue).

4.5.5.2 Intera¢cBes de Mitocbndrias com Corpusculos Lipidicos

Em eosindfilos maduros do sangue periférico de pacientes saudaveis e do
sangue e pele de paciente com SHE, incialmente foram quantificados o numero de
CLs por seccéao celular. Em seguida foi computada a ocorréncia de CLs na zona de
interacdo de cada mitocondria. Entdo, foi estabelecida a proporcdo média de
mitocondrias em interacdo com CLs. A propor¢cdo média de CLs que faziam contato

direto com mitocdndrias também foi estabelecida para cada grupo de eosindfilos.
4.5.5.3 Interagdo de Mitocdndrias com Granulos Especificos
4.5.5.3.1 Interacdo com Gréanulos Especificos Imaturos

Em eosindfilos imaturos foi analisada a ocorréncia de granulos imaturos iniciais
e tardios na zona de interacdo de cada mitocondria. Assim, foi estabelecida a
proporcdo média de mitocondrias em interacdo com granulos imaturos: (i)
independente do estagio de maturacdo do granulo ou (ii) levando em conta se os
granulos eram imaturos iniciais ou tardios. A propor¢cao média de granulos imaturos
(iniciais e tardios) que faziam contato direto com mitocéndrias também foi estabelecida

para cada grupo analisado.
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4.5.5.3.2 Interagdo com Granulos Especificos Maduros

Em eosinofilos maduros do sangue periférico de pacientes saudaveis e do
sangue e pele de paciente com SHE, foi analisada a ocorréncia de granulos intactos
e mobilizados na zona de interacdo de cada mitocondria. Assim, foi estabelecida a
propor¢cdo meédia de mitocondrias em interacdo com granulos: (i) independente do
estdgio de ativacdo do granulo ou (ii) levando em conta se o0s granulos se
apresentavam intactos ou mobilizados. Também foi estabelecida a propor¢cdo média

de granulos (intactos e mobilizados) que faziam contato direto com mitocondrias.

Da mesma forma, para cada grupo de eosindfilos analisados, a propor¢ao
média de mitocéndrias em interacdo de proximidade ou contato com EoSVs foi

estabelecida para cada grupo estudado.
4.5.5.4 Interacdes Determinantes e Discriminantes de Eosinéfilos na SHE

4.5.5.4.1 Analise de Componentes Principais

Uma analise de componentes principais foi realizada a partir dos dados
guantitativos de proximidade, utilizando o software SPSS 20.0, com o objetivode
identificar as caracteristicas determinantes de eosinofilos nos contextos de SHE.
Basicamente, a analise de componentes principais, popularmente denominada de
PCA, é uma técnica da estatistica multivariada cujo objetivo principal é transformar
um conjunto de variaveis originais em outro conjunto de variaveis lineares de mesma
dimensao, os denominados componentes principais. Deste modo, os componentes
principais apresentam propriedades importantes: cada componente € uma
combinacdao linear de todas as variaveis originais e ndo sao correlacionados entre si.
Em geral, os componentes principais sdo estimados com a finalidade de reduzir o
ndamero de variaveis a serem avaliadas e de se obter uma interpretagcdo das
combinacdes lineares construidas, com a menor perda possivel da informacéo, em

relacdo a variacao total contida nos dados (MINGOTI, 2007).

4.5.5.4.2 Modelo de Regresséao Logistica

A regressao logistica € um modelo estatistico utilizado para avaliar a relagdo
entre um conjunto de variaveis explicativas (categdricas ou quantitativas) e uma
variavel resposta dicotémica (ou binaria). A estatistica resultante é chamada de razéo

de chances (oddsratio). O modelo logistico, ou regressédo logistica, € um caso
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particular dos modelos lineares generalizados (MLG) com varidvel resposta binaria. O
gue caracteriza tal modelo como pertencente aos MLG é a presenca de uma funcao
de ligacdo pertencente a familia exponencial, a funcao logito, que é muito utilizada em
dados deste tipo(DOBSON; BARNETT, 2018). Na regresséo logistica, os parametros
sdo estimados por meio do método da maxima verossimilhanca em um processo
interativo. A exponencial dos coeficientes estimados (oddsratio) representa o aumento
na chance de sucesso a cada unidade de aumento na variavel explicativa, no caso de
variaveis continuas. Neste estudo, utilizou-se como resposta a variavel dicotbmica que
assumiu o valor “1” quando se tratava de SHE-Pele ou SHE-Sangue, e “0” caso
contrario (ou seja, maduro). As variaveis explicativas foram o niumero de organelas
proximas (membrana plasmatica, corpusculos lipidicos, mitocdndrias, granulos
intactos, granulos mobilizados, nucleo, reticulo endoplasmético e vesiculas sombrero
de eosindfilos) a cada 100 mitocdndrias.Os softwares utilizados foram: Excel 2020,

para manipulacdo etabulacédo dos dados, e SPSS 20.0 para a regressao logistica.

4.5.6 Processos e Alterac6es Mitocondriais em Eosinoéfilos

Foram analisadas qualitativamente a ocorréncia de vesiculas mitocondriais
sendo formadas a partir da membrana externa em eosinoéfilos imaturos, maduros, e
na SHE. Algumas alteragbes mitocondriais tipicas como compartimentalizagdo e

presenca de corpos elétron-densos também foram investigadas.

4.6 Analises Quantitativas Ultraestruturais

Para estudos de quantificagdo por MET convencional (quantificacdo e
medi¢cdes mitocondriais), micrografias eletrdnicas de secBes de células foram
retiradas aleatoriamente de eosinéfilos em diferentes condi¢des (eosinofilos imaturos
e maduros; eosinofilos envolvidos em patologias). Micrografias eletronicas foram
capturadas por um operador cego para a identificacdo das mitocondrias. O total de
300 micrografias eletronicas foi analisado. Para obter detalhes sobre cada grupo
estudado, verifigue a Tabela 1. As avaliagGes foram realizadas em cortes celulares
gue apresentavam todo o perfil celular e o ndcleo. Primeiro um uma analise qualitativa,
incluindo tamanho, forma e aspecto das cristas, foi feita para caracterizar a morfologia
mitocondrial ultraestrutural de eosindfilos. Dadas as diferencas observacionais entre

0S grupos, uma série de analises quantitativas foram realizadas e tomadas em
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conjunto para fornecer algumas informacdes sobre a diversidade e dinamica

mitocondrial, conforme descrito anteriormente (JUGE, 2016).

Os parametros celulares avaliados foram: i) nimero mitocondrial; ii) area
mitocondrial; iii) propor¢do mitocondria / célula (area da mitocondria / area do
citoplasma, excluindo o nucleo); iv) descritores de forma mitocondrial. O numero
mitocondrial e a &rea mitocondrial em propor¢cdo a area celular estq diretamente
associada com a distribuicdo dessa organela no citoplasma bem como ao seu nivel
de atividade. O ultimo parametro (descritores de forma) consiste na utilizacdo de
padrdes mensuraveis usados para estruturas circunferenciais, como circularidade (41
x [area] / [perimetro] 2), circularidade (4 x area / [1T x eixo principal?]), propor¢éo (eixo
principal / eixo menor) e solidez (area / convexa area). Esta € uma forma quantitativa
de analisar a morfologia mitocondrial. Todos as analisesquantitativas foram realizadas

usando o software ImageJ (Nationallnstitutesof Health, Bethesda, MD, EUA).

Em seguida foi avaliada a arquitetura das cristas mitocondriais bem como o
namero medio de cristas que cada grupo analisado apresenta. As cristas foram
divididas em trés morfologias: lamelar,estruturas lineares paralelas que lembram a
forma de “prateleiras”, ou tubularum padréo na qual as cristas constituem pequenos
circulos dispostos na matriz e sem padréo, na qual ndo se pode precisar qual padrao
de crista as mitocondrias apresentam; e o numero de cristas foi classificado em dois
intervalos: entre 1-4 cristas, considerado um numero baixo de cristas e acima de 5
cristas, considerado um namero alto de cristas. Na sequéncia, foi realizada a analise
da proximidade das mitocéndrias com outras organelas celulares, na qual foi
estabelecida uma circunferéncia com raio medindo o dobro do valor médio de
didmetro mitocondrial de cada grupo, esse valor nos d& a area de influéncia de cada
mitocondria. Essa circunferéncia foi posicionada no centro da mitocondria e todas as
organelas que estavam inseridas no limite da circunferéncia foram consideradas

proximas e/ou em contato.

4.7 Anélise Estatistica

As estatisticas estdo expressas como média + SEM (erro padrdo da média). As
diferencas entre os grupos foram avaliadas usando one-way ANOVA, com nivel de

significancia estatistica de P>0,05, seguida pelo teste de comparacdo multipla de
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Tukey com alfa de 0,05 ou 95% de intervalo de confianca utilizando o software
GraphPadPrism 8.00 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

5 RESULTADOS
5.1 Eosindéfilos Imaturos e Maduros

5.1.1 Morfologia e Distribuicdo Citoplasmatica de Organelas nos Eosindfilos

Eosindfilos isolados do sangue periférico de pacientes saudaveis foram
tomados como modelo para estudo de eosinofilos maduros. Analises ultraestruturais
mostraram que estas células apresentaram nucleo lobulado e presenca de
granuloscom cristaloide em diferentes propor¢cdes, caracteristicas tipicas de
eosinofilos maduros. Em contrapartida, para o estudo de eosindfilos imaturos foram
analisadas células comprometidas com a linhagem eosinofilica obtidas pela cultura de
células do corddo umbilical. Por MET essas células apresentaram nudcleo grande

monulobulado e granulos imaturos sem a presenca de cristaloide.

Inicialmente, foi observado que ocorre um aumento significativo(p<0,05) de 7%
na area proporcional ocupada pelo nucleo na célula madura (30 £ 2,2%) em relacdo
a célula imatura (23,1 1,7%) (Figs.12A,B). Este aumento possivelmente esta
relacionado com a diminuicdo da area celular total que ocorre entre eosindfilos
imaturos e maduros (imaturo62 + 2,8 pm?e maduro37 + 1,9 um?; média + EP, Figuras
12A e B; p>0,05). Além disso, foram evidentes diferencas na morfologia do nucleo
entre células imaturas e maturas. Eosinéfilos imaturos apresentaram nucleo
monolobulado arredondado e homogeneamente eucromatico, enquanto ndcleos de
eosindfilos maduros foram observados segmentados e com cromatina periférica

condensada (Figuras 12A e 12B).

Notoriamente, apesar de nado haver diferencas significativas da area
proporcional ocupada por grénulos entre eosinofilos imaturos e maduros, estes
apresentaram aspectos morfologicos distintos nestas células. Em células imaturas
foram observadas duas morfolégiasdistintas de granulos imaturos sem cristaloide, que
correspondem a diferentes estagios evolutivos da maturacdo destes granulos
especificos: (i) granulos imaturos inicias (Gll), que apresentaram um aspecto irregular,
elétron-ltcido com os granulos apresentando vesiculas e no inicio do processo de

preenchimento do processo secretor, que correspondiam a 57,1% do total de granulos
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em eosinodfilos imaturos (Figs. 12C.Ci) e (ii) granulos imaturos tardios (GIT) exibindo

uma morfologia circular, elétron-densos ja com preenchimento.

total do conteddo secretorio e representavam 42,9% do total de granulos de

eosinofilos imaturos (Figura 12 C e Cii).

Por outro lado, eosinofilos maduros apresentaram: (i) granulos maduros
intactos (GMI) com a presenca de cristaloide integro e elétron-densos(Figura 12 D e
Di) ou (i) granulos maduros mobilizados (GMM) que exibiam algum grau de
desestruturacao do cristaloide, em alguns casos com perda da elétron densidade dos
granulos (Figura 12 D e Dii). Os eosindfilos maduros analisados apresentaram 19,9%
e 80,1% de GMI e GMM, respectivamente.

Adicionalmente, eosinofilos imaturos mostraram sistemasecretor (RER e
complexo de Golgi) mais desenvolvidosquando comparados as células maduras
(Figuras 12A e B). Diferencgas significativas na quantidade, distribuicido e morfologia
das mitocondrias foram observadas entre eosinofilos imaturos e maduros, e serdo

apresentadas em maiores detalhes a seguir.
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Figura 12- Distribuicéo
citoplasmatica de organelas de
eosinofilos maduros e imaturos. (A)
Eosindfilo imaturo e (B) eosindfilo
maduro com suas principais organelas
distribuidas pelo citoplasma. Observe o
nacleo (em azul), os granulos
especificos (em roxo) e as mitocondrias
(em verde). (Ai e Bi) porcentagem de
distribuicdo de cada organela para a
células imatura e madura. Morfologia de
granulos de eosindfilos imaturos e
maduros: (C) Eosindfilo imaturo. (Ci)
Granulo imaturo inicial. (Cii) Granulo
imaturo tardio. (D) Eosindfilo maduro
(Di) Granulo maduro intacto (Dii)
Granulo maduro mobilizado. Barra (C)
800nm, (Ci,Cii) 600nm (D) 600nm
(Di,Dii) 450nm
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5.1.2 Eosindfilos Imaturos e Maduros Diferem na Quantidade de Mitocdndrias

Andlises ultraestruturais quantitativas mostraram que ocorre reducdo de
mitocéndrias distribuidas no citoplasmade eosinéfilos imaturos para maduros
(Figs.13A,B). Em relacdo a area ocupada por mitocondrias essa reducao foi de 35%
(imaturo= 2,7 + 0,3%; figura 13A; maduro= 2 £ 0,2%;média + EP; Figura 13C; p>0,03)
, enquanto que o numero por area citoplasmatica reduziu em 50% (imaturo =8 + 1,7
%; maduro=4 £ 2,1 %; média + EP, Fig. 13D; p>0,02).

Figura 13- Distribuicao
mitocondrial em eosinéfilos imaturos e
maduros. (A) Eosindfilo imaturo e (B)
eosinofilo maduro com destaque para as
mitocéndrias (marcadas em verde) e o nlcleo

(N). (C) Figura representando o nudmero

médio de mitocdndrias encontrado em cada
grupo. (D) Figura representando o numero de
mitocdndrias por area de citoplasma (um2). (*)

indicam diferencas significativas .
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5.1.3 Mitocbndrias Sofrem Alteracdes de Superficie Durante a Maturacéo

Visto que a quantidade total de mitocondrias sofre reducdo nos eosinofilos
maduros em relagdo aos imaturos, foi feita a avaliacdo da area individual e forma das
mitocondrias nesses grupos de eosinofilos. Foi observada uma reducéo significativa
da area média das mitocondrias em eosinoéfilos maduros (imaturo=215 + 12,8 nmz;
média + EP; Figs.14A,Ai; maduro= 99 £ 6,8 nm2; média + EP, Figs. 14B,Bi,C; p>0,005).
Entretanto, foi possivel encontrar mitocondrias de todos os tamanhos em ambos os
grupos com a predominancia de mitocéndrias com tamanhos menores (1-110 nm?, =

60%) em eosindfilos imaturos (Figura 14D)

Em seguida, foi observado que ocorreu uma reducdo na circularidade das
mitocondrias durante a maturacado, ja que esta foi maior nos eosindfilos imaturos
(imaturo=0,836 +0,09 unidade amétrica; média + EP, Figs. 14Ai,E; p>0,01) se
comparados aos maduros (maduro=0,861 +0,07 u.a.; média + EP, Figs. 14Bi,E;
p>0,01). No entanto, ao se observar a analise da distribuicdo da porcentagem média
de mitocéndrias por intervalos de valores de circularidade (Figura 14F), é possivel
observar que ha mitocondrias com diferentes medidas, embora a distribuicdo da
propor¢cao de mitocondrias contidas em cada um dos intervalos seja distinta em ambos
os grupos. Desta forma fica evidente que ha uma alteracdo em termos de tamanho e
forma das mitocondrias de eosindéfilos maduros se comparados aos imaturos, o que
indica uma possivel alteracdo no metabolismo energético dessas células durante a

maturacao.
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Figura 14- Area média e circularidade de mitocdndrias de eosindéfilos imaturos
e maduros: (A) Eosindfilo imaturos. (Ai) Em detalhe mitocondrias de eosindfilos imaturos
(cabegas de seta). (B) eosinodfilos maduros. (Bi) Em detalhe mitocdndrias de eosindfilos
maduros (cabecas de seta). (C) Area média de mitocondrias em ambos os grupos. (D)
Figurade intervalos da proporcdo das mitocdndrias em intervalos pré-determinados de
valores de &rea. (E) Circularidade média das mitocOndrias de eosindfilos imaturos e
maduros. (F) Figura de intervalosda propor¢do de mitocdndrias em cada faixa pré-

determinada de circularidade (*) indicam diferencas significativas. Barras: (A)700nm, (Al)
400nm,(B) 800nm,(Bi) 200nm
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5.1.4 Eosindfilos tém Diminuicdo do Numero de Cristas Durante a Maturacao

As mitocondrias de eosindfilos imaturos e maduros foram inicialmente
analisadas de acordo com seu padrédo morfologico de cristas. Mitocondrias com cristas
lamelares (Figura 15 A) ou tubulares (Figs.15B,Bi) foram observadas por MET em
ambos 0s grupos de eosinodfilos. Entretanto, analises quantitativas revelaram que
houve maior ocorréncia de mitocéndrias lamelares (imaturo = 98,8 £ 5,1 %; maduro =
92,9 + 2,9 %; media + EP, Fig. 15C; p>0,0001) que mitocbndrias tubulares (imaturo=
1,2 £ 0,9 %; maduro= 7,1 + 0,8%, media + EP; p>0,0001; Fig. 15D). Além disso,
eosinofilos maduros apresentaram uma reducéo (= 6%) na proporc¢éo de mitocondrias
lamelares (p>0,0001; Figs.15D,E).

Posteriormente, as cristas mitocondrias foram quantificadas nas mitocéndrias
de eosindfilos imaturos e maduros. Analises quantitativas mostraram que ha uma
maior proporcao de mitocéndrias com alto niumero de cristas em eosindfilos imaturos
(72 £ 7,2%) se comparados aos maduros (15,6 + 3,7%; p>0,03; Figura 15D). Nossos
dados de padréo e numero de cristas, em conjunto, sugerem que durante a maturacao
dos eosindfilos pode ocorrer um sucinto processo de remodelamento das cristas

mitocondriais.
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Figura 15- Padrdo e numero de cristas mitocondriais em eosinéfilos imaturos e maduros:
(A)Mitocdndria com alto nimero de cristas com padréo lamelar (marcadas em verde). (B) Mitocondria
com alto nimero de cristas com padrao tubular (marcadas em verde). (Bi) Em detalhe as cristas
dispostas em tubulos. (C) Figura representando a proporcao de mitocéndrias que apresentam cristas
lamelares e tubulares no grupos imaturo e maduro, respectivamente. (D) Propor¢édo de mitocondrias
que apresentam baixo (<5) e alto (=5) numero de cristas em eosindfilos imaturos e maduros,
respectivamente. (E) Mitocondrias de eosindfilos maduros com baixo nimero de cristas de padrao.

5.1.5 Ocorre Interacdo com Diferentes Organelas na Maturacao de Eosindfilos

Um aspecto interessante observado no presente trabalho foi a interagdo das
mitocéndrias dos eosindfilos (maduros e imaturos) com diferentes organelas, como
RER (Figura 16 A), complexo de Golgi (Figura 16 B), outras mitocondrias (Figura 16
C) e granulos especificos (Figura 16 D). Desta forma, interacdes de proximidadee/ou
contato que mitocondrias estabeleciam com outras organelas foram
analisadasindividualmente e baseadas no estabelecimento de uma zona radial de

proximidade, conforme descrito no Material e Métodos (Secéo 4.5.4).
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Andlises ultraestruturais quantitativas demonstraram uma reducao significativa
na interacao de mitocdndrias com RER em eosinofilos maduros, em comparacdo com
células imaturas (imaturo = 78,5 £ 4,7%; maduro = 62,3 + 4,5%, p >0,08, Figura 16
Ai). Interacdes de mitocondrias com o complexo de Golgi e entre mitocondrias néo
foram significativamente diferentes entre eosinofilos imaturos e maduros (Figuras16Bi
e Ci). No entanto, a interacdo das mitocéndrias com granulos especificos de
eosinofilos chamou a atencéo pelo fato de que quase a totalidade das mitocéndrias
tinha proximidade com grénulos. Assim, outros aspectos mais detalhados dessa

interacdo sdo apresentados nos topicos a seguir.
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Figura 16- Interacdo de mitocdndrias com outras organelas em eosinofilos imaturos e maduros: (A)
Mitocdndrias em interacdo com RE (em vermelho); (Ai) Figura mostrando a propor¢do de mitocondrias interagindo com RE
em eosindfilos imaturos e maduros, respectivamente. (B) Mitocondrias em interagdo com Golgi (em azul); (Bi) Figura
mostrando a propor¢do de mitocdndrias interagindo com Golgi em eosindfilos imaturos e maduros, respectivamente. (C)
Mitocbndrias em interacdo com outras mitocondrias (seta branca); (Ci) Figura mostrando a propor¢cdo de mitocdndrias
interagindo com outras mitocéndrias em eosinoéfilos imaturos e maduros, respectivamente. (D) Mitocondrias em interagéo
com granulos especificos (em roxo); (Di) Figura mostrando a proporgdo de mitocdndrias interagindo com granulos especificos
em eosindfilos imaturos e maduros, respectivamente.(*) indicam diferencgas significativas. Barras: (A) 500nm, (B) 500nm, (C)
250nm (D)300nm
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5.1.6 MitocOndrias Interagem com Granulos em Formacéo na Maturagao

Para a andlise da interacdo de mitocondrias com granulos, foi considerada a
classificacdo de granulos imaturos na fase inicial (Fig.17A) e tardia (Fig. 17B),

conforme visto anteriormente (Seccao 5.1.1).

A porcentagem de mitocondrias que apresentavam proximidade com cada tipo
de granulo foi quantificada, e observou-se que a maior parte das mitocondrias
estavam proximas a granulos imaturos em estagio inicial (G11=66,5 + 6,5 %; Fig.17A,
GIT=40,1 + 6,5 %; fig. 15B,C;media £ EP;p>0,003), considerando-se o fato de que
uma mesma mitocéndria poder estar proxima de mais de um tipo de granulos
simultaneamente, o que indica um envolvimento das mitocondrias na maturacdo de

granulos em estéagios iniciais da granulogénese nos eosindfilos.

5.1.7 Em Eosinofilos Imaturos 45% dos Granulos Interagem com Mitocondrias

ApoOs observar alguns aspectos relevantes a respeito da relacdo entre granulos
e mitocdndrias, mais andlises a respeito dessa interacdo foram feitas. Ao avaliar a
proximidade de granulos com mitocondrias, foi discriminado qual destes estabeleciam

contato com elas, levando-se em consideracao a forma pela qual foram classificados.

Surpreendentemente, notou-se que ambos 0s tipos de granulos estabeleciam
contato com mitocéndrias na mesma proporcao (Gl11=44,87 + 6,1%, Fig. 17D; GIT=
43,53 £ 5,8%, fig. 17E; média + EP; p>0,003), em alguns casos, ocorreu a projecao
de parte da membrana mitocondrial para o interior do granulo (Fig. 17F), o que suporta
a ideia de que os granulos dependem do aporte mitocondrial para se desenvolverem
durante a granulogénese independente do estdgio da maturacdo em que se

encontram.
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Figura 17- Interacdo de mitocdndrias com granulos especificos imaturos: (A) Interagéo
de mitocbndrias (em laranja) com granulos imaturos iniciais (em roxo). (B) Interagdo de
mitocondrias (em laranja) com granulos imaturos tardios (em azul). (C) Proporgcdo de
mitocondrias em proximidade com granulos. (D) Propor¢do de granulos imaturos iniciais em
contato com mitocondrias. (E) Proporgdo de granulos imaturos tardios em contato com
mitocéndrias. (F) Mitocdndria em contato com granulos, observa-se a projegdo da membrana
mitocondrial para o interior do granulo (cabegas de seta) (*) indicam diferengas significativas.
Gl (granulos imaturos iniciais).GIT (granulos imaturos tardios). Barras: (A) 400nm, (B) 450nm,

(F) 500nm

66



67

5.1.8 Mitocondrias Interagem com Granulos Mobilizados na Célula Madura

Na andlise de eosinofilos maduros foi vista estrita relacdo de granulos e
mitocondrias (Figs. 18A,B), em alguns casos essas organelas estabeleciam contato
(Figs. 18Bi,Bii).

A partir dessa observagdo, foi avaliado se mitocondrias estabeleciam uma
proximidade diferencial com os dois tipos de granulos presentes em eosindfilos
maduros: intactos (Fig.18A e 17B) e mobilizados (Figura 18C), seguindo a
classificacdo estabelecida anteriormente (Secc¢do 5.1.1). As analises levaram em
consideracao a possibilidade de uma mesma mitocondria interagir com mais de um

tipo de granulo simultaneamente.

Os resultados apontam mitocondrias interagindo preferencialmente com
granulos mobilizados (intacto= 38,4 + 7,7%; mobilizado=93,7 + 2,2%; fig. 18A B,D;
media + EP;p>0,001), apontando para uma participacdo das mitocondrias no processo

de mobilizacédo e consequente liberacdo de conteudo desses granulos.

5.1.9 Nos Eosindfilos Maduros 14% dos Granulos Interagem com Mitocondrias

Apds observar alguns aspectos relevantes a respeito da relagéo entre granulos
e mitocondrias, mais andlises a respeito dessa interacdo foram feitas. Ao avaliar a
proximidade de granulos com mitocondrias, foi discriminado qual destes estabeleciam
contato com elas, levando-se em consideracao a forma pela qual foram classificados.
(Figs.1 G,Gi)

A quantificacéo da porcentagem de granulos que estabeleciam contato com as
mitocondrias mostrou que ndo ha interacao diferencial de granulos com mitocondriais
de acordo com o tipo de granulo (intacto=12,39 + 6,4%; mobilizado= 14,54 +5,7%;Figs.
18A,B,D; media + EP, p>0,001), reforcando a ideia de que mitocondrias tenham
relevancia para o funcionamento do granulo de maneira geral, independente do seu

estado de ativacéo.
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Figura 18- Interacdo de mitocéndrias com granulos especificos maduros: (A)

Mitocdndrias em proximidade com granulos. (B) Mitocéndrias interagindo com granulos maduros
intactos e mobilizados (Bi,Bii) No detalhe observa-se o contato entre membranas do granulo (em
azul) e da mitocondria (emlaranja). (C) Mitocondrias (M) em proximidade com granulo mobilizado
(em amarelo). (D) Proporgédo de mitocondrias em proximidade com granulos intactos e mobilizados,
respectivamente. (E)Propor¢do de granulos maduros intactos em contato com mitocdndrias
(F)Proporcao de granulos maduros mobilizados em contato com mitocéndrias (G,Gi);mitocdndria
(em verde) dentro de um granulos maduro de eosindfilos (em roxo).(*) indicam diferencas
significativas. GMI (granulos maduros intactos).GMM (grénulos maduros mobilizados). Barra: (A)
350nm, (B) 550nm, (Bi)150nm, (Bii)150nm, (C) 400nm.
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5.1.10 Mitocdndrias de Eosinofilos Sofrem Alteracdes durante a Maturacao

Sabe-se que mitocéndrias podem sofrer alteracdes de acordo com o contexto
ao qual a célula estd envolvida. Dessa forma, foram avaliadas quais possiveis

alteracdes as mitocondrias sofrem durante o processo de maturacao.

Foram avaliadas cinco alteracfes: compartimentalizacéo, formacéo de corpos
elétrondensosvesiculacdo fissdo e fusdo. Dessa apenas trés foram observadas em
mitocondrias de eosinofilos imaturos e maduros: Compartimentalizacdo (Figura 19A),
formacdo de corpos eletrondensos (Figura 19B) e vesiculacdo (Figura 19C).No
entanto, a funcdo dessas alteragdes no contexto da maturacao de eosinodfilos ainda

precisa ser melhor compreendida.

Foi observada uma proporcdo de 4,7% e 8,6% de formacdo de corpos
elétrondensos; 1,2% e 1,1% de compartimentalizagdo mitocondrial e 11,1% e 6,3%

de vesiculagdo do total de mitocondrias de eosindfilos imaturos e maduros,

respectivamente.

Figura 19- Alteracbes
mitocondriais em eosinofilos
imaturos e maduros:
(A)Compartimentalizacdo mitocondrial
(marcada pelo asterisco em vermelho).

(B) Formacao de Corpos

Eletrondensos (indicado pela seta em

verde). (C) Vesiculacdo mitocondrial

(indicados pelascabecas de seta),
observa-se ainda a presenca de corpos
eletrondensos (indicados pela seta
verde).Barra:(A) 500nm, (B)550 nm,
(C) 650nm.
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5.2 Eosindfilo na Sindrome de Hipereosinofilia

5.2.1 Eosindfilos sdo Recrutados para o Sangue e a Pele em Quadros de SHE

Eosindfilos isolados sangue periférico e bidpsia de pele obtidas de um mesmo
paciente que apresentava SHE associada a mutacdo negativa do fator de crescimento
derivado das plaquetas foram utilizados para realizacdo das analises ultraestruturais.
Estas células apresentaram bilobulacdo nuclear, granulos especificos contendo
cristaloide, com uma proporcdo destes granulos apresentando aspectos de
mobilizagdo, caracteristica marcante de eosindfilos envolvidos em contextos de

ativacdo, como € o caso de patologias(Figs20A,B)

Os granulos intactos e mobilizados foram quantificados em ambos os grupos e
foi observada uma proporcéo de 15,1% e 14,2% de granulos intactos e 84,9% e 85,8%

de granulos mobilizados na SHE do sangue e da pele,respectivamente.



SHE- Sangue

M Eosi
[ENeutrofil:
B Hemacias

[FCélulas da den;ne" y
"I IMatriz extracelula

Figura 20- Eosindfilos envolvidos na SHE do sangue e da pele: (A) Eosindfilos
envolvidos na SHE do sangue (em roxo), observa-se também a presenca de neutréfilo
(amarelo) e hemacias (vermelho). (B) Eosindfilos envolvidos na SHE da Pele (em roxo),
observa-se também a presenca de células da derme (em verde) e matriz extracelular

(amarelo).(N) nucleo
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5.2.2 Eosinofilos na SHE Sofrem Alteracdes de Superficie no Sangue e na Pele

Andlises ultraestruturais de eosinofilos na SHE foram realizadas para avaliar a

guantidade de mitocondrias presente em cada um dos grupos.

Os dados mostraram que, surpreendentemente, apesar de ocorrer um aumento
de quase 50%do numero de mitocdndrias na SHE da pele em relacdo a do sangue
(sangue= 4,4 + 0,46%%; pele=8,5 + 0,81%, figura 21A, B e C média + EP; p>0,0001)
a area total de mitocéndrias por area de citoplasma nao se altera de forma significativa
entre os grupos (sangue=2,4 + 0,18%; pele=2,8 + 0,32% Figura 21A, B e D, media +
EP; p>0,08).

Foram quantificadas ainda, a area média das mitocéndrias, que teve reducao
em 17% na pele em comparacao ao sangue (sangue= 15,2 + 1%, pele=9 + 3,5% Figs.
21A,B,E, média + EP; p>0,0001). Entretanto, foi possivel encontrar mitocéndrias de
todos os tamanhos em ambos 0s grupos com a predominancia de mitocéndrias com
tamanhos menores (1-110 nm2 =70%) em eosindfilos na pele (Figura 21F), o que
sugere que mitocondrias estejam sofrendo alteracdes e adaptacdes metabdlicas de

acordo com o contexto em que o eosindfilo estd inserido.

A andlise de circularidade, no entanto, ndo apresentou diferenca significativa
entre os grupos (sangue= 0,896 + 0,03 u.a, pele= 0,825 + 0,09 u.a, Figura 21A, B e
G; media + EP; p>0,3). Para essa analise também foi feita a distribuicdo mitocondrial
em intervalos e foi observado que a propor¢cao de mitocondrias distribuidas em cada

intervalo, ndo variou entre os grupos (Fig. 21H).
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5.2.3 Eosindfilos em Contextos de SHE nao Alteram o Nimero de Cristas

As mitocondrias de eosinodfilos na SHE no sangue e na pele foram inicialmente
analisadas de acordo com seu padréo morfolégico de cristas.Mitocondrias com cristas
lamelares (Figura 22A), tubulares (Figura 22 B, Bi) e sem padréo/misto (Figs. 22C,Ci)
foram observadas por MET em ambos os grupos de eosinéfilos. Entretanto, analises
guantitativas revelaram que houve maior ocorréncia de mitocondrias lamelares
(sangue= 44,7 + 4,6%; pele=53,4 £ 3,9; figura 22A e D; media + EP, p>0,05), em
comparacao as tubulares (sangue=1,9 £ 1,8%; pele=8 + 1,5%;Figura 22B,Bi e D;
media = EP, p>0,05). No entanto, interessantemente ha uma alta propor¢do de
mitocdbndrias que ndo apresentaram padrdo de cristas definido ou mesmo que
apresentavam parte de suas cristas tubular e parte lamelar (sangue= 25,1 + 3,6%;
pele=18,6 + 3,1%; Figura 22C, Ci e D; média + EP, p>0,05).

Em seguida, foi avaliada a variacdo meédia da proporcdo de mitocondrias
lamelares na SHE em comparacdo ao grupo maduro nao estimulado. As
guantificacbes mostraram que em ambos os grupos deSHE ocorre aumento da
proporcao de mitocondrias com padréo lamelar em comparac¢do ao maduro. (sangue=
37,1 £ 1,8; pele=63,8 + 2,2;figura 22E;média + EP, p>0,05).

Na sequéncia, as cristas mitocondrias foram quantificadas nas mitocondrias de
eosinofilos na SHE. As analises apontaram para uma equitativa proporcao de
mitocondrias com baixo (sangue=67,9 + 7%; pele=80,9 * 6,8%, figura 22F; média *
EP, p>0,05) e alto (sangue=32,1 + 6,8%; pele=19,1 + 8,2%, figura 22F; media + EP,
p>0,05) nimero de cristas em ambos 0s grupos, com predominancia de mitocéndrias

gue apresentaram baixo niamero de cristas.

A exemplo do que foi feito para o padrao, aqui também foi avaliada a variacéo
do numero de cristas em relagdo ao grupo maduro. Foi observado um aumento do
nuamero médio de cristas em ambos os grupos de SHE em relagdo ao grupo maduro,
com maior significancia na pele, no entanto (sangue=22,4 + 2,5%; pele=138,1 +
4,5%;figura 22F; média + EP, p>0,05).



75

Esses resultados corroboram que ha adaptacdo metabdlica das mitocondrias

através de remodelamento do padréo de cristas.
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Figura 22: Padré@o e namero de cristas mitocondriais em eosinéfilos envolvidos na SHE:
(A) Mitocbndria com alto numero de cristas com padréo lamelar (marcadas em verde). (B) Mitocéndria
com alto nimero de cristas com padrdo tubular (marcadas em verde). (Bi) Em detalhe as cristas
dispostas em tubulos. (C) Mitocondria com alto nimero de cristas com padrdo misto (marcadas em
verde). (Ci) Em detalhe as cristas dispostas de forma mista. (D)Figura representando a propor¢éo de
mitocondrias que apresentam cristas lamelares, tubulares e mistas nos grupos de SHE (E)Figura
representando a variacdo da proporcao de cristas lamelares nos grupos de SHE em relacéo ao grupo

maduro. (F) Proporg¢édo de mitocondrias que apresentam baixo (<5) e alto (=5) nimero de cristos em
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5.2.4 Mitocondrias Interagem com Diferentes Organelas na SHE

Na SHE da pele e do sangue foram observadas uma alta propor¢cédo de
mitocondrias interagindo com diversas organelas. Ao quantificar essas interacdes, foi
observado que as mitocondrias interagem preferencialmente com RE (sangue= 54,7
+ 5,3%; pele=45,3 + 5%, figura 23A e Ai; media + EP, p>0,1) outras mitocondrias
(sangue= 26,6 + 6%; pele=34,2 * 6,1%, figura 23B e Bi; media + EP; p>0,2) granulos
(sangue=55,1 + 7,1%; pele=73,3 £ 5,8% figura 23C media + EP, p>0,2), corpusculos
lipidicos (sangue= 23,9 + 7%; pele=39,6 * 6%; figura 23D e Di, media = EP, p>0,4) e
EoSVs (sangue= 65,4 + 5,3%; pele=36,4 * 5,5, figura 23E e Ei, media + EP; p>0,2)

sem diferenca significativa entre os grupos.

Em seguida, foi analisada a variacdo da proporcéo de interacdo desses grupos
em relacdo ao grupo maduro. Foram observadas variacbes em ambos 0s grupos na
andlise de todas as organelas. No entanto, a SHE na pele foi o grupo que apresentou
maior variacdo nas analises de RE (sangue= -8,5 = 7,7%; pele= -27,3 £ 7,9%, Figura
23A eAii, media £ EP, p>0,05), mitocéndrias (sangue= 12,3 + 0,04%; pele=38,8 +
0,4%, figura 23B e Bii, media = EP, p>0,0001) e CL (sangue= 239 + 7%; pele= 395 +
6,1%, Figura 23D e Dii, media + EP, p>0,05) enquanto a hipereosinofilia do sangue
apresentou as maiores variagdes de granulo (sangue= -13,8 =+ 8,7%; pele= 5,8 *
6,5%, Figura 23C e Cii media + EP, p>0,04) e EoSVs (sangue= 96 + 2,6%;pele= 86 *
4,3%; Figs. 23E,Eii;media £ EP; p>0,0004).

Em conjunto essas andlises suportam a ideia de que mitocondrias séo
organelas altamente dinamicas e capazes de interagir com uma ampla gama de
organelas celulares em eosindfilos envolvidos na SHE. Os resultados sugerem ainda,
gue o contexto patoldgico possa contribuir para intensificacdo dessas interacdes visto
gue houve expressivas variacbes dessas interacfes nesses grupos quando

comparados ao maduro ndo estimulado.
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Figura 23- Interacdo de mitocdndrias com outras organelas em eosinofilos
envolvidos na SHE: (A) Mitocdndrias em interagdo com RE (em vermelho) (Ai)Figura mostrando
a proporcdo de mitocdndrias interagindo com RE em eosindfilos envolvidos na HES
respectivamente. (Aii) Figurada variacdo da proporcédo de interacdo mitocondria-RE nos grupos
de SHE em relagéo ao grupo maduro (B) Mitocbndrias em interacdo com outras mitocondrias
(Bi) Figura mostrando a proporcao de mitocdndrias interagindo com outras mitocdndrias em
eosinofilos envolvidos na SHE. (Bii) Figura da variagéo da proporcéo de interagdo mitocondria-
mitocdndria nos grupos de SHE em relag¢éo ao grupo maduro (C) Mitocdndrias em interagdo com
granulos especificos. (Ci) Figura mostrando a propor¢cdo de mitocdndrias interagindo com
granulos especificos em eosindfilos envolvidos naSHE. (Cii) Figura da variagcao da proporcao de
interacdo mitocdndria-granulo em relagao ao grupo maduro (D) Mitocdndrias em interacdo com
Corpusculo Lipidico (Di) Figura mostrando a propor¢éo de mitocondrias interagindo com CL em
eosinofilos envolvidos na SHE. (Dii) Figura da variagao da proporcéo de interagdo mitocondria-
CL nos relacdo ao grupo maduro (E) Mitocbndrias em interagdo com EoSVs. (Ei)
Figuramostrando a proporcéo de mitocondrias interagindo com EoSVs em eosindfilos envolvidos
na SHE. (Eii) Figura da variacdo da propor¢éo de interacdo mitocéndria-EoSVs nos grupos de
SHE em relagdo ao grupo maduro. Barra: (A) 800nm, (B) 900nm, (C) 850nm, (D) 600nm, (E)
750nm.
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5.2.5 MitocOndrias tém maior interacdo com corpusculos na SHE da pele

Inicialmente, analises qualitativas mostraram que ha um numero relevante de
mitocondrias e corpusculos em proximidade nos eosinoéfilos em SHE(Fig. 24A), em
alguns casos € visto que essas organelas estabelecem contato entre suas membranas
(Figs. 24B,C).

Para avaliar o quédo frequente € essa interacdo nos grupos, foi feita a
quantificacdo da propor¢cdo de mitocondrias que possuiam corpusculos lipidicos em
sua zona de proximidade de acordo com os critérios adotados para a analise (ver
M&M, parte 4.5.4.2).

Foi observado que SHE na pele tem uma interacdo mitocondria-CL
significativamente maior se comparado ao sangue e ao grupo maduro (maduro=10,45
+ 2,8%; sangue=23,9 + 7%; pele=39,6 + 6,1%, Figura 24A e C, média + EP, p>0,003).

5.2.6 A Interacdo de CL com a Mitocéndria Varia entre os Grupos

Apés observar alguns aspectos relevantes a respeito da relacdo entre
corpusculos e mitocondrias, mais analises a respeito dessa interacao foram feitas. Foi
visto um aumento de 7% da propor¢cédo de contato do corpusculo e mitocondria na
SHEda pele em relagdo ao sangue e um aumento de 17,3% em relagcdo ao grupo
maduro (maduro=6,7 + 0,13%; figura 24D; sangue=17 + 0,24%, figura 24E; pele= 24
+ 0,37%, figura 24F; Figuras 24Ai e B, p>0,05).

Além disso, para avaliar a quantidade, em média, de corpusculos de cada grupo
estudado, foi feita a quantificacdo desses corpusculos por sec¢ao celular. O resultado
foi significativamente maior em SHE da pele (maduro=0,45 + 0,1%;sangue=1,6 +
0,4%;pele=3,3 £ 0,6%; Figs. 24A,G;média + EP;p>0,05).

Em conjunto, esses dados fortalecem a relevancia da interagdo CL-

mitocondrias de eosindfilos na SHE.
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Figura 24: Interacdo de mitocéndrias com Corpusculos Lipidicos em eosinéfilos
maduros ndo estimulados e na SHE: (A) Mitocondrias proximas e em contato com CL (Ai,B)
Contato mitocéndria-CL (C) Proporcdo de mitocdndrias em interagdo com CL em eosindfilos
maduros e na SHE do sangue e da pele, respectivamente. (D) Proporcdo de CL em contato com
mitocdndrias de eosindfilos maduros (E) Proporcdo de CL em contato com mitocondrias de
eosindfilos na SHE do sangue (F) Propor¢éo de CL em contato com mitocéndrias de eosindfilos

na, SHE da pele. (G) Nimero de CL por secc¢éo celular nos grupos
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5.2.7 Na SHE Mitocbndrias estao Préximas de Granulos Mobilizados

Ao observar a distribuicdo das mitocéndrias pelo citoplasma das células foi visto
gue estavam com frequéncia proximas de granulos citoplasmaticosnimero expressivo

de mitocbndrias era encontrada proxima a granulos citoplasmaticos (Fig. 25A).

Dessa forma, para melhor investigar esses aspectos, foi feita a andlise da
interacdo que mitocondrias estabelecem com granulos levando-se em conta o grau
de mobilizacdo que eles apresentavam. Foi visto que granulos intactos interagem
menos com mitocOndrias, sendo essa interacdo significativamente maior com
mitocondrias em SHE-sangue (sangue=39,5 + 8,4%; pele=22,7 + 8,4%, Figs. 25B,C;
média £ EP, p>0,02). Enquanto que os granulos mobilizadosinteragiam com maior
frequéncia com mitocéndrias (sangue=90,2 + 3%; pele=84,2 + 3%, Figs. 25B,F;média
+ EP; p>0,4) sem diferenca significativa entre os grupos. O que leva a hipotese de que
haja envolvimento das mitocondrias no processo de mobilizacdo de granulos

especificos de eosindfilos.

5.2.8 Na SHE Granulos Mobilizados Interagem mais com Mitocondrias

Apobs observar alguns aspectos ultraestruturais relevantes a respeito da relacao
entre granulos e mitocéndrias, mais analises a respeito dessa interacao foram feitas.
Ao avaliar a proximidade de granulos com mitocondrias, foi discriminado qual destes
estabeleciam contato com elas, levando-se em consideragéo a forma pela qual foram

classificados.

A proporcdo de granulos dentre aqueles que estavam proximos que
estabeleciam contato com as mitocéndriasfoi quantificada. SHE-sangue apresentou
uma proporcao 32% maior de granulos intactos em contato com mitocondrias em
comparativo a SHE-pele (sangue= 40 + 9,9%, Fig. 25D; pele=11 = 7%, Fig.
25C,G;média + EP; p>0,05). Ja em relacdo aos granulos mobilizados ndo houve
diferenca entre os grupos, mas foi constatada uma maior proporcdo de granulos
mobilizados em contato com mitocondrias naSHE-sangue (sangue= 8 * 2,9%,
figura25E; pele=8,5 + 3,3%; figura 25D e H;média + EP; p>0,05).Esses achados

reforcam o envolvimento de mitocondrias na mobilizagéo de granulos.
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Figura 25- Interacdo de mitocéndrias com granulos especificos em eosinéfilos na SHE:
(A) Mitocdndrias (em verde) em proximidade e contato com granulos. (B) Figura da porcentagem de
mitocéndrias em interacdo com granulos nos grupos. (C) Mitocondrias (em verde) interagindo com
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mobilizados. (E)Proporcdo de granulos maduros intactos em contato com mitocéndrias em SHE
sangue. (F)Proporcdo de granulos maduros mobilizados em contato com mitocondrias em SHE
sangue. (G) Proporcéo de granulos maduros intactos em contato com mitocéndrias em SHE da pele.

(H) Proporcao de granulos maduros mobilizados em contato com mitocondrias em SHE pele. Barra:
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5.2.9 Mitoctbndrias em Proximidade com EoSVs Ocorre na SHE da Pele

Ao constatar que mitocondrias tem maior interacdo com granulos mobilizados,
0 proximo passo foi avaliar EoSVs, uma vez que estas estéo diretamente ligadas ao

processo secretorio

Inicialmente, foi avaliada a interacdo dessas vesiculas com mitocéndrias, na
gual foi observada uma expressiva interagcdo em ambos os tipos de SHE (Figura 26A),
com destaque para uma parcela significativa dessas vesiculas estabelecendo contato
com a membrana mitocondrial (Figs. 26Ai,B), sendo essa interacdo mais
significativamente vista napele (maduro= 52,3 + 5%; sangue= 65,4 + 5,3%; pele= 77,1
+ 3,3%, Figs. 25A,C; média + EP p>0,0001).

5.2.10 O Contato de EoSVs com Mitocobndrias Aumenta em Contextos de SHE

Ao se observar a gquantidade de EoSVs que estabelecem contato com
mitocondrias,dentre o total que se localizavam proximos a elas, observa-se que ocorre
um expressivo aumento dessa interacdo naSHE em relacdo ao grupo maduro em
cerca de 20% (maduro=2,3 + 2%; sangue=22,8 + 1,2%; pele=23,4 + 1,9%;Figs.
26Ai,B,D-F; média + EP; p>0,05).

Esses resultados suportam a ideia de que mitocbndrias possam estar

envolvidas no processo secretério de eosindfilos por PMD.
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Figura 26-Interac@o de mitocdndrias com EoSVs especificos em eosinéfilos na
SHE: (A) Mitoc6ndrias em proximidade e contato com EoSVs. (Ai,B) Mitocondrias em contato
com EoSVs.(C) Porcentagem de mitocdndrias em interacdo com granulos nos grupos. (D)
Propor¢éo de EoSVs em contato com mitocondrias em eosindéfilos maduros. (E)Propor¢éo de
EoSVs em contato com mitocondrias em eosindfilos envolvidos na SHE do sangue. (F)
Proporc¢édo de EoSVs em contato com mitocondrias em eosindfilos envolvidos na SHE da pele.
Barra: (A) 400nm, (Ai) 700 nm, (B) 750nm
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5.2.11 Caracteristicas de Eosinéfilos nos Contextos de SHE

Os dados quantitativos referentes as relagcdes de proximidade que as
mitocondrias estabelecem com as outras organelas permitiram a realizacdo de
andlises estatisticas multivariadas, capazes de definir as caracteristicas
determinantes e discriminantes de eosindéfilos em ambos os tipos de SHE. Nas
analises de componentes principais, as informacfes quantitativas contidasnas
variaveisoriginais foram condensadas em um conjunto menor de variaveis estatisticas
(componentes). Com o objetivo de identificar as variaveis mais importantes em cada
doencga, ou seja, aquelas que explicam a maior parte da variancia total dos dados
foram destacadas neste estudo as trés variaveis que apresentaram 0S maiores
coeficientes na primeira componente. Assim, de acordo com 0s parametros
estabelecidos, foi observadoque de acordo com o0 microambiente no qual se
encontram, os eosinéfilos apresentam diferentes caracteristicas determinantes. No
grupo maduro, a primeira componente explica 30,3% da variancia total e as organelas
mais importantes foram: corpusculo lipidico, granulo intacto e vesicula sombrero de
eosinofilos (Tabela 2). Na HES-sangue, a primeira componente foi responsavel por
23,1% da variancia total, e as estruturas celulares mais importantes foram: reticulo
endoplasmatico, granulo intacto e EoSV (Tabela 2). Em relagdo a SHE-pele, a
primeira componente explica 29,3% da variancia total, sendo as organelas mais
importantes: membrana plasmatica granulo intacto e granulo mobilizado (Tabela 2).
Portanto, a proximidade mitocondria-granulo intacto teve um importante papel
descritivo para os trés grupos. Além disso, para os grupos maduro e HES-sangue, a
proximidade mitocondria-vesicula sombrero de eosindéfilos também se destaca com
um importante papel no estabelecimento da primeira componente, diferentemente do
SHE-pele, cujas demais varidveis de destaque foram a proximidade mitocéndria-

membrana plasmatica e mitocéndria-granulo mobilizado.



Estruturas celulares com maior peso na 1° componente

Veicul %da variancia
Sindrome  N°Micrografias Membrana Corpusculo Reticulo Granulo  Granulo Sor «gfuva de explicada pela 1°
Plasmatica Lipidico Endoplasmatico Intacto  Mobilizado >2Mré2 componente

Eosinofilo
MADURO 16 30,31
HESPELE A 2930
HES-SANGUE 26 2309

Tabela 2- Analise de PCA para identificar quais as interacGes estabelecidas entre as
mitocdndrias eosinofilicas e outras organelas celulares que sao responsaveis pela maior

variacao observada e potencialmente capazes de classificar (determinar) a ocorréncia de

HES-sangue do grupo maduro (controle), foram ajustados modelos
deRegressao Logistica com os dados quantitativos relacionados as analises de
proximidade. Desse modo, foi possivelidentificar, dentre as organelas avaliadas,
aguelas que possuem um papel significativo nessa distingdo. Para o SHE-pele as
variaveis significativas foram a proximidade mitocondria-corpusculo lipidico e
mitocéndria-reticulo endoplasmatico, com R? (indice de Nagelkerke) de 0,8 e um
percentual de acerto da predicdo de 90% (Tabela 3). A exponencial dos coeficientes
estimados (OddsRatio) para a proximidade mitocéndria-corpusculo lipidico e
mitocéndria-reticulo endoplasmatico foram de 26,8 e -15,1, respectivamente (Tabela
3). Percebe-se que OddsRatio para a proximidade mitocondria-corpusculo lipidico é
positivo, 0 que indica que na SHE-Pele h4 uma maior prevaléncia de corpusculos
lipidicos préximos as mitocondrias em compara¢do com o maduro. Por outro lado, um
aumento no numero de reticulos endoplasmaticos proximos as mitocondrias reduz a

chance de uma amostra ser de SHE-Pele em compara¢cdo com o maduro.

Para o SHE-Sangue as variaveis significativas no modelo com
OddsRationegativo foram a proximidade mitocondria-membrana plasmatica (-9,5) e
mitocondria-nucleo (-12,1) e as variaveis significativas no modelo com OddsRatio
positivo foram a proximidade mitocéndria-mitocondria (5,8) e mitocdndria-vesicula
sombrero (4,6) (Tabela 3). O modelo apresentou um R? (Indice de Nagelkerke) de
0,76 e um percentual de acerto da predicdo de 88,1% (Tabela 3). A partir destes
resultados € possivel afirmar que um maior numero de mitocéndrias e vesiculas
sombrero proximas as mitocondrias aumenta a chance de uma amostra ser de SHE-
Sangue em comparagdo com o Maduro, enquanto uma maior proximidade das
mitocdndrias com a membrana plasmatica e com o nucleo reduz a chancede uma

amostra ser de SHE-Sangue, também em relagéo ao maduro.
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N° Micrografias 0DDs Ratio (%)
SndOMe  ndrome Maduro |Mitocondria Comisculo  Reticulo g, So‘r{i%i?éurfde Nebony (Nage}ﬁerke) a?e(r’t%
Lipidico ~ Endoplasmatico “Eosiiiilo Plasmatica " B
HESPELE %4 16 - 28 151 : : : 080 %0
IES-SANGUE 26 16 58 - - 121 46 95 076 881

Tabela 3- Regressao Logistica da ocorréncia de SHE-Sangue e a SHE-Pele em
funcado das interacGes estabelecidas entre as mitocondriaseosinofilicas e outras organelas

celulares

Esses resultados contribuem para direcionar os estudos a respeito das
interacdes mitocondriais mais significativas para cada contexto em que o eosindfilo

esta envolvido.

5.2.12 Alteracdes Mitocondriais no Contexto da SHE

Para realizacdo dessa analise foram consideradas cinco das alteracdes mais
tipicamente  encontradas em  mitocondrias em  diversos  contextos:
compartimentalizacdo, formacao de corpos elétron-densos,vesiculacao fissédo e fuséo.
Dessa apenas trés foram observadas em mitocondrias de eosindfilos na
SHE:compartimentalizacao (Fig. 27A), formacéo de corposelétron-densos (Fig. 27B)

e vesiculagao (Fig. 27C).

Na SHE-pele, o processo de compartimentalizacdo foi observado em cerca de
3%, do total de mitocondrias, um valor 300% maior em compara¢do ao maduro, no

sangue esse processo nao foi observado.

J& o processo de formacao de corpos elétron-densos foi observado em 5,6%
do total de mitocdndrias do sangue e 13,3 do total da pele (sangue=5,6 + 0,3%;
pele=13,3 £0,1%;média £ EP; p>0,05). Esses valores indicam um reducao de 46,7%

no sangue e um aumento de 73,3% na pele em comparacéo ao grupo maduro.
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Foi observado que em torno de 10% do total de mitocéndrias em ambos os
grupos apresentaram vesiculacdo (sangue=9,5 + 0,2%; pele=9,7+ 0,2%;media + EP;
p>0,05), esses valores indicam um aumento de 9,1 % no sangue e 72,7% na pele em

relacdo ao grupo maduro.

Figura 27: Alteracdes mitocondriais em eosinéfilos envolvidos na SHE:
(A)Compartimentalizagdo mitocondrial (marcada pelo asterisco em vermelho). (B) Formagéao de
corpos elétron-densos (indicado pela seta em branco). (C) Vesiculagdo mitocondrial (indicada
pela cabeca de seta).Barras: (A) 650nm, (B) 700nm, (C) 800nm.
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6. DISCUSSAO

Atualmente, os diversos estudos que visam compreender melhor a atividade
funcional de eosindfilos em patologias tém como foco a sua capacidade secretora,
bem como a dindmica funcional dos granulos especificos, responsaveis pelo
armazenamento e liberacdo de inUmeras citocinas e outros mediadores da resposta
imune. (MELO; WELLER, 2018)Na ultima década, varios estudos apontaram o papel
relevante de mitocéndrias na regulacdo e funcionamento de células do sistema imune,
como a diferenciacdo de linfocitos e macréfagos (ANGAJALA, 2018; RONGVAUX,
2018){. Alteracbes expressivas de vias metabdlicas mitocondriais parecem contribuir
para as respostas dessas células em situacdes patoldgicas. Entretanto, pouco se sabe
a respeito do papel das mitocéndrias e de sua dinamica em eosinofilos, com alguns
estudos correlacionando estas organelas com a manutengdo da sobrevivéncia de
eosinofilos (Peachman, 2001)(ILMARINEN, 2014). Existem ainda questdes
fundamentais que permanecem nao respondidas. Por exemplo, pouco se sabe se a
populacdo mitocondrial se altera durante o processo de maturacdo do eosinofilo e se
essas organelas, em células maduras, respondem a diferentes microambientes ou
situacdo de doenca. Na literatura, ndo existem estudos quantitativos com foco na

populacdo de mitocéndrias de eosinofilos e suas caracteristicas ultraestruturais.

No presente estudo, utilizamos a MET aliada a analises quantitativas para
responder essas questdes. Mitocondrias sdo organelas que sofrem constante
remodelagem de suas cristas associada com sua atividade funcional. Assim, para
mitocondrias, forma e funcédo estdo intimamente relacionadas e o presente estudo
utilizou uma extensa andlise ultraestrutural para entender a dindmica mitocondrial de

eosinofilos.

Drasticas alteracdes morfologicas ocorrem durante o processo de maturacéo
de eosindfilos, como a reducdo do aparato secretor e a alteracdo da morfologia de
granulos, como demonstrado em estudos anteriores(DVORAK; WELLER, 2000).
Eosindfilos imaturos apresentam granulos especificos imaturos, os quais sofrem um
processo progressivo de condensacéo e cristalizacdo(MELO; WELLER, 2018). Esse
processo leva a formacéo do cristaloide, caracterizando assim o granulo especifico
maduro. Em culturas, eosindéfilos humanos com predominancia de granulos sem

cristaloide e com outras caracteristicas associadas a imaturidade (nucleo pouco

segmentado, RER e Golgi desenvolvidos) foram assim classificados como imaturos
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enquanto o aparecimento de grande proporcdo de granulos com cristaloide no

citoplasma caracterizou eosinoéfilos maduros (Figs2,4 e 5).

Em culturas de eosinéfilos humanos, o nimero e area mitocondriais foram
avaliados em eosindfilos caracterizados como imaturos e maduros. Nossos resultados
mostraram que ocorre reducdo significativa da populacdo mitocondrial em células
maduras. Essa reducdo (50%) € demonstrada tanto por alteragfes significativas na
area média mitocondrial que reduz em eosindfilo maduros quanto pelo aumento da
circularidade nessas células. Em eosinofilos sofrendo maturacéo, as analises tambéem
revelaram que as mitocondrias exibem cristas predominantemente lamelares as quais
oferecem grande area de superficie para realizacdo dos processos metabdlicos (Fig.
21), o que aponta para uma alteracdo e adaptacdo metabdlica mitocondrial de acordo

com a resposta ao qual o eosindfilo desempenha.

Estudos anteriores destacam o papel da mitocéndria como organela central
no controle e balanco do desenvolvimento de células tronco mieloides (BONORA,
2015).Dessa forma, a densa populacdo de mitocondrias em eosinofilos imaturos
parece estar relacionada com papel relevante no processo de maturacdo do
eosinofilo.A disponibilidade de maior area de superficie mitocondrial também
encontra-se associada ao processo de adaptacdo e alteragcdes metabdlicas das
mitocondrias (ROY, 2019).

Um aspecto que vem despertando muita atencéo na literatura é a associacao
das mitocondrias com outras organelas. Ja é bem conhecida na Biologia Celular a
interacdo mitocondria-reticulo endoplasmatico e o fato das mitocondrias alterarem
constantemente seu posicionamento no citoplasma das células(MELO; WELLER,
2018). Mais recentemente, destacou-se a habilidade das mitocondrias estabelecerem
interacdes funcionais de proximidade e contato com diversos microdominios
moleculares e com outras organelas(ANTONICKA, 2020). As interacdes de
mitocdndrias com determinadas organelas como RE e CL, por exemplo, podem ser
indicativas de ativacao de vias de sinalizacdo (STURMEY, 2006; VERMA, 2011).

No presente estudo foi feita anélise da proximidade das mitocéndrias com todas
as outras organelas de eosindfilos que consistia na analise individual de cada
mitocondria em cada seccao celular. Para isso, inicialmente foi estabelecido um

guadrante radial a partir do centro da mitocondria analisada que apresentava duas
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vezes o seu diametro (Figura 9). Em seguida, todas as organelas que estavam dentro
deste quadrante radial (i.g. zona de proximidade) foram quantificadas. Essas analises
poderiam nos fornecer uma ideia das interacdes e possiveis funcdes das mitocondrias
nos grupos avaliados. Foi observada expressiva interacdo com Golgi e RE o que
corrobora com a necessidade gue essas células tém de intensa atividade secretora
para produzir os produtos necessarios para completar a maturacdo celular. Além
disso, foram observadas interagcdes com outras mitocondrias o que pode ser indicativo
de ocorréncia de fissdo e fusdo mitocondrial em resposta a adaptagéo celular ao
microambiente, como observado anteriormente(MORO, 2020). No entanto, o dado
mais intrigante a respeito dessas relacbes de proximidade que a mitocéndria
estabelece esta relacionado ao fato de quase a totalidade dos granulos especificos
de eosindfilos estarem proximos de mitocdndrias. Como esses granulos sao
importantes para a resposta secretora de eosinofilos nos contextos ao qual estdo
inseridos (MELO, 2008), essa interacdo sugere a relevancia das mitocéndrias no
processo de desenvolvimento e ativacdo do granulo o que levou a analises adicionais

para solidificar essa hipoétese.

Avaliamos se as mitocondrias interagiam preferencialmente com granulos
especificos imaturos ou granulos especificos maduros em eosindéfilos imaturos. A
partir da observagao que ocorre preferencialmente interagdo de mitocondrias com
granulos em estégio inicial de maturacdo, € possivel sugerir que as mitocéndrias
possam contribuir para a maturacdo desses granulos, auxiliando na resposta que
essas células efetuam de acordo com o contexto ao qual estédo inseridas. Ja para
eosinofilos maduros, foi observado que mitocondrias interagem preferencialmente
com granulos mobilizados. Além disso algumas alteragdes foram frequentemente
vistas em mitocondrias de acordo com o estimulo em que sofre, como € o caso da
compartimentalizacdo (OLZMANN; P., 2019), vesiculacdo(SUGIURA, 2014),
formacdo de corpos elétron-densos (GARCIA, 2018) e fusdo e fissdo (BABBAR,;
SHEIKH, 2013). No caso de eosinéfilos maduros e imaturos foi frequente a ocorréncia
de vesiculacdo, compartimentalizacdo e formacao de corpos elétron-densos. Essas
alteracOes ainda ndo sdo bem compreendidas, mas estudos futuros podem ajudar a

elucidar a contribuicdo delas para o funcionamento mitocondrial.

Além da compreensédo do funcionamento mitocondrial em células madura e

imaturas € importante compreender o papel dessa funcionalidade em eosindfilos
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envolvidos em patologias. Aqui, estudamos as mitocondrias no contexto da SHE, uma
vez que € conhecida pela literatura que essa sindrome constitui um excelente modelo
para estudos de eosinofilos (KLION, 2020). No presente estudo, foram utilizadas
amostras coletadas do sangue e da pele de um mesmo paciente acometido por essa
doenca, e para fins comparativos, foram feitas analises iguais aquelas anteriores para

eosinofilos imaturos e maduros de pacientes saudaveis.

As avaliagdes morfométricas em conjunto mostraram que a densidade de
mitocondrias ndo se altera em eosinodfilos circulantes comparados aos do
microambiente tecidual. Apesar do numero total de mitocéndrias sofrer reducédo (do
sangue para o tecido), ndo ocorreu variagdo da area total e da circularidade. Desta
forma, reforcamos aqui que estudos quantitativos de mitocondrias nao devem levar
em consideracdo apenas o numero dessas organelas. Mitocondrias tém tamanho
muito variavel e, portanto, a area mitocondrial deve ser considerada. No caso, além

da érea a circularidade também foi considerada como parametro de avaliagao.

Por outro lado, a analise de padrdes de cristas revelou que as mitocondrias
respondem a situacdo de doenca com modificagcbes morfologicas de suas cristas.
Encontramos em eosinofilos de SHE (tanto em eosindfilos do sangue como do tecido),
mitocdndrias com um padrdo de cristas ndo identificado em eosinofilos imaturos nem
em eosinofilos maduros do sangue periférico de pacientes saudaveis. Esse padrao se
caracterizou por um arranjo de cristas lamelares e tubulares em uma mesma
mitocondria (Fig. 22). Desta forma, as mitocondrias de eosindfilos sofrem alteracdes
estruturais relacionadas com ativacao e resposta celular(MELO, R.C.N ET AL., 2013).
Eosinodfilos de pacientes com SHE sao reconhecidos por serem naturalmente
ativados. A ativacdo dessas células é demonstrada tanto metabolicamente como
estruturalmente(MELO, R.C.N.; WELLER, P.F., 2016). Esses eosindfilos tém perfil
morfologico de desgranulacdo por piecemeal tanto no sangue como na pele, sendo
significativamente mais abundante nessa ultima e produzem quantidade expressiva
de mediadores inflamatorios relacionada com a formacédo acentuada de CLs(BOZZA,
1998)

As interacbes estabelecidas por mitocondrias com outras organelas
citoplasmaticas foram também investigadas no citoplasma de eosinéfilos recrutados
na SHE. Constatou-se que as intera¢cdes mais frequentes ocorrem com reticulo, outras

mitocondrias, mas principalmente com CL, granulos especificos e EoSVs. Essas trés
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ultimas interacdes foram avaliadas mais detalhadamente. A interacdo CL-mitocondria,
reconhecida na literatura em outros tipos celulares (STURMEY, 2006), chamou a
atencao no contexto da SHE, uma vez que foi significativamente mais frequente em
eosindfilos teciduais. Este achado reforgca a influéncia do microambiente na
determinacao das interagoes.

A interacdo com granulos secretores também chamou a atengéo pelo fato de
ter sido significativamente maior com granulos sofrendo liberacdo de seus contetdos.
Além disso, mitocondrias também interagem consideravelmente com EoSVs, sistema
vesicular envolvido no transporte de compostos armazenados nos granulos. Esses
achados levou a seguintes perguntas: mitocéndrias participam do processo de
desgranulacdo de eosindfilos durante processos inflamatorios/respostas imunes? O
presente trabalho ndo pode responder essa questdo levando-se em consideracao
apenas as analises ultraestruturais. No entanto, nossos dados oferecem uma nova
perspectiva sobre o papel das mitocéndrias e estudos futuros sdo necessarios para

investigar se essas organelas participam da resposta secretora de eosindfilos.

Ao analisarmos a estrutura mitocondrial em detalhes, observamos também que
as mitocondrias mostram compartimentalizacdo e sdo capazes de sofrerem eventos
de vesiculacdo. Interessantemente, esses aspectos sdo significativamente maiores no
contexto da SHE em comparagcdo com eosinofilos em cultura e maduros do sangue
de pacientes saudaveis, desta forma refletindo a resposta mitocondrial a situacéo de

ativagdo, através do remodelamento e rearranjo do numero de cristas.

Estudos recentes mostram que as mitocondrias sao potencialmente essenciais
para o melhor entendimento e funcionamento das células imunes e seus contextos de

ativacao.

Em resumo, no presente trabalho, algumas descobertas merecem destaque,
tais como: 1) a populacdo mitocondrial diminui significativamente durante o contexto
de maturacdo e aumenta em condi¢cGes patoldgicas; 2) a medida que a célula entra
em maturacao, as cristas mitocondriais dimunem em numero bruto e em distribuicdo
por area mitocondrial mas aumenta durante a SHE 3) Todos os contextos favorecem
remodelacdo para a morfologia lamelar de crista, mas ocorre a inducao da formacéao

de cristas de padrao misto nos grupos de SHE de forma consistente 4) as mitocondrias
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interagem com outras organelas, notadamente com granulos secretores e EoSVs

durante a maturacéao e ativacdo dos eosinofilos.

Em concluséo, identificamos que os contextos de maturacdo e ativacao
(patologia) levam a uma alteracéo significativa da populacéo de mitocondrias, o que
interferem na dindmica mitocondrial nos eosindfilos humanos. O aumento da
remodelagéo das cristas e dos contatos interorganelas, incluindo as interacdes
mitocéndrias-granulos secretores e mitocondrias-EoSVs, podem potencialmente
influenciar as respostas imunes e de maturacédo dos eosinéfilos. A compreensao de
como a dindmica mitocondrial contribui para as fun¢des imunoldgicas dos eosinofilos

€ um campo aberto e interessante a ser explorado.
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7. CONCLUSOES

. O processo de maturacao do eosindéfilos humanos leva a redugéo

acentuada de sua populacao de mitocoéndrias;

. Durante o processo de maturacdo de eosinofilos humanos, as
mitocondrias remodelam suas cristas e estabelecem interagao
significativa com granulos de secrecdo em formacao, indicando um

possivel papel na granulogénese;

. A densidade de mitocéndrias ndo se altera em eosindfilos do
sangue periférico e teciduais maduros ativados no contexto da SHE. No
entanto, as mitocéndrias remodelam suas cristas em resposta aessa
ativacao e interagem significativamente com EoSVs, CLs e granulos em

processo de secregao;

. Mitocbndrias de eosindfilos sofrem alteracdes estruturais e
estabelecem interacbes com outras organelas tanto durante o
desenvolvimento da célula como em resposta a ativacao celular. Tais
interacdes variam com o microambiente em que o eosindfilo esta

localizado;

* Em conjunto, o presente trabalho demonstrou que a populacéo de
mitocondrias de eosindfilos participam ativamente tanto do processo de
maturacdo dessas células como de suas respostas em contexto de
ativacdo. Essa participagcdo € evidenciada por alteracbes de
ultraestrutura e interacdes com organelas, particularmente com granulos
de secrecdo e CLs. Nossos dados ressaltam as mitocondrias de
eosindéfilos como organelas multifuncionais com potencial participacao

em respostas imunes.
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