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RESUMO

A inflamacao é a resposta fisioldgica normal a agao invasiva de patégenos ou lesao tecidual,
a qual desencadeia uma rapida resposta inflamatéria, representada pelo recrutamento de
células, como leucdcitos especialmente neutréfilos, que deixam a circulagdo e migram em
direcdo ao local inflamado. As células endoteliais participam neste processo, pois sao
ativadas frente estimulos inflamatérios e atraem os leucocitos ao endotélio, aonde séo
induzidos ao rolamento, firme adesdo e posteriormente diapedese, a fim de fagocitar o
invasor. Evidéncias sugerem que alem dos neutréfilos, as plaquetas possuem importante
papel na inflamacdo, quando ativadas expressam e secretam mediadores inflamatérios,
induzindo uma resposta inflamatéria em leucécitos e células endoteliais. A resposta
inflamatdria, quando desregulada, ocasiona danos teciduais e as interacdes de leucdcitos e
plaguetas com a parede vascular tem uma importante contribuicdo para as doencas
inflamatdrias cronicas, como a anemia falciforme (AF), a aterosclerose, a artrite reumatoide,
entre outras. A hidroxiuréia (HU) € um quimioterapico usado no tratamento de carcinoma de
cabeca/pescogo/ovario/cervix, melanoma, leucemia mieldide cronica, policitemia vera e AF.
A HU atua principalmente interrompendo o ciclo celular, mas dados recentes indicam que
HU talvez possua efeitos anti-inflamatérios e a capacidade de doar éxido nitrico (NO). Dessa
forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar se a HU é capaz de alterar as propriedades
adesivas de neutréfilos e plaquetas (obtidas de sangue humano) in vitro. A fim de avaliar
esses efeitos, foram realizados ensaios de adesdo estatica e de adesdo em sistema
microfluidico, utilizando a plataforma CellixVenaflux®. Neutrofilos de individuos saudaveis
foram pré-tratados com HU (100 a 1000uM) antes de receberem um estimulo de TNF-a; em
seguida a adesdo destas células a varios ligantes foi avaliada. Plaquetas foram pré-
incubadas com HU (10 a 100 yM) e ativadas por adenosina difosfato (ADP) 20uM ou
trombina (TB) 50U, e a sua adesao ao fibrinogénio avaliada. A HU foi capaz de diminuir a
adesao dos neutrofilos (1000 uM) e plaquetas (100 uM). Posteriormente, foram utilizadas
ferramentas farmacolédgicas, PTIO (2-phenyl-4,4,5,5-tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxide;
um sequestrador de NO) e ODQ (1H-[1, 2, 4] oxadiazolo [4,3-a] quinoxalin-1-one; um
inibidor de guanilato ciclase soluvel), para avaliar a participacdo da via depende de NO e de
guanosina monofosfato ciclico nos efeitos da HU. Nos neutréfilos estimulados por TNF-q,
dados indicam que estes efeitos, aparentemente sdo intermediados parcialmente pela
propriedade desta droga de liberar NO, quando em solugéo. A expressao das moléculas de
adesao, LFA-1/Mac-1, na sua conformacdo ativada ou ndo ativada na superficie dos
neutrofilos e da P-selectina, integrina allbf3 na sua conformagédo de alta afinidade, e a

glicoproteina GPIb/IX/V na superficie das plaguetas foram analisadas através da citometria



de fluxo. Nos dados obtidos, TNF-a ndo aumentou a ativagédo da integrina LFA-1 nos
neutrofilos; em contraste a ativacéo da integrina Mac-1 apresentou um aumento significativo.
No entanto, a presenca de HU nao alterou o efeito do TNF-a em Mac-1. Plaquetas ativadas
por TB demostraram aumento significativo da expressdo da integrina allbpf3 na sua
conformacéao de alta afinidade e da glicoproteina GPIb/IX/V. A HU nas concentracdes de
10, 100 e 500uM, preveniu parcialmente o aumento da expressao da integrina allbf3 na sua
conformagéo de alta afinidade. Assim sendo, o nosso trabalho indica que o uso da HU como
uma abordagem anti-inflamatéria deve ser estudado em pacientes com doencas

inflamatorias.

Palavras chave: Inflamacéao; neutréfilo; plaqueta; adesao celular; éxido nitrico; hidroxiuréia.



ABSTRACT

Inflammation is a normal physiological response to the invasive action of pathogens
or tissue injury, which trigger a rapid inflammatory response initiated by the recruitment of
cells, such as leukocytes, especially neutrophils, which leave the circulation and migrate
towards the site of inflammation. In order for this to happen, endothelial cells become
activated and attract neutrophils to the endothelium where they then roll and firmly adhere to
the vessel wall before migrating to the site of pathogen invasion. The sterile inflammatory
response to tissue lesions and cell death is required for normal healing; however,
deregulated sterile inflammation causes tissue damage, giving rise to several chronic
inflammatory diseases, including metabolic diseases, syndromes, and autoimmune diseases
that can cause loss of organ function. Currently, evidence suggests that besides the
neutrophils and leukocytes, platelets play an important role in inflammation when they are
activated, by expressing and secreting inflammatory mediators that induce an inflammatory
response in leukocytes and endothelial cells that produce a series of mediators that are
capable of activating platelets. The interactions of leukocytes, and platelets, with the vascular
wall make an important contribution to chronic inflammatory diseases, such as sickle cell
disease (SCD), atherosclerosis, and rheumatoid arthritis among others. Hydroxyurea (HU) is
a chemotherapeutic drug used in the treatment of head/neck/ovarian/cervix carcinoma,
melanoma, chronic myeloid leukemia, polycythemia vera and SCD. HU works mainly by
disrupting the cell cycle, but recent data indicate that HU may have anti-inflammatory effects
and the ability to donate nitric oxide (NO). Thus, the aim of this study was to evaluate, in
vitro, whether HU is able to alter the adhesive properties of neutrophils and platelets. In order
to evaluate these effects, in vitro static adhesion and microfluidic adhesion assays were
performed using the CellixVenaflux® platform. Neutrophils were pretreated with HU (100-
1000pm) and received a TNF-a stimuli, and the adhesion of these cells to various ligands
was evaluated. Platelets were preincubated with 10 -1000 ym HU and activated with
adenosine diphosphate (ADP) or thrombin (TB) and their adhesion to fibrinogen evaluated.
HU was able to decrease neutrophil and platelet adhesion. The pharmacological tools, PTIO
(2-phenyl 4,4,5,5-tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxide and ODQ (1H-[1, 2, 4] oxadiazolo
[4,3-a] quinoxalin-1-one), were used to evaluate the role of NO generation and cyclic
guanosine monophosphate in the effects of HU. We observed a possible role of this
pathway in the effects mediated by HU. The expression of the LFA-1/Mac-1 molecules in
their activated conformations on the surface of neutrophils was analyzed by flow cytometry.
Aditionally, the expressions of P-selectin, integrin allbp3 in its high affinity conformation, and
glycoprotein GPIb/IX/V on the platelet surface were determined. TNF-a did not increase



neutrophil LFA-1 integrin activation. In contrast, activated Mac-1 integrin expression was
significantly increased by TNF-a; however, the presence of HU did not alter the effect of
TNF-a on Mac-1. TB-activated platelets demonstrated a significant increase in the
expression of the integrin allbB3 in its high affinity conformation and glycoprotein
GPIb/IX/V. HU, at concentrations of 10, 100 and 500uM, partially prevented the increase in
activation of the integrin allbB3 that was induced by TB, but not by ADP. Therefore, our study
indicates that HU has direct effects on the adhesive properties of leukocytes and platelets
when activated. These effects, apparently in leukocytes, are intermediated partly by the
property of this drug to release the anti-inflammatory molecule NO when in solution. The use
of HU as an anti-inflammatory should be studied in patients with inflammatory diseases.

Key Words: Inflammation; neutrophils; platelets; cell adhesion; nitric oxide; hydroxyurea.
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por 15 minutos (37°C, 5% CO,) e depois estimulados com TNF-a durante 5 minutos N=11
Resultados expressos em média + erro da média. *** p<0.001 comparado ao Basal,
determinado por test t pareado, ##p< 0,01, #p<0.05 comparado ao TNF-a,*p<0.05
comparado ao tratamento apenas com HU, determinado por ANOVA seguido de Bonferroni.

Figura 10. Adesao de neutréfilos pré-tratados simultaneamente com ODQ e HU e sob
estimulo inflamatorio de TNF-a. Neutréfilos (5X10° cls/mL) foram permitidos aderir & FN
(20pg/mL) por 3 minutos (37°C), sob forca de cisalhamento de 0,5 d/cm? Os neutréfilos
foram pré-tratados com HU por 15 minutos e estimulados com TNF-a por 5 minutos, N=16.
Resultados expressos em média + erro da média. ** p<0.01 comparado ao Basal,
determinado por test t pareado ### p<0.001; comparado ao TNF-a e *p<0,05 comparado ao
tratamento de HU com TNF-a; determinado por ANOVA seguido de Bonferroni. Foi
determinado o numero de células aderidas num campo de visao de 0,08 MM, e, 51

Figura 11. Efeito da HU na adesao de plaquetas. Plaquetas (1x108 cls/mL) foram pré-
tratadas com HU por 15 minutos e ativadas por TB por 15 minutos (37°C), em seguida foram
submetidas ao ensaio microfluidico utilizando FB (50ug/mL) como ligante (2 minutos, 37°C,
0,3 d/cm?), N=8. Resultados expressos em média + erro da média. *p<0,05 comparado ao
basal, ##p<0.01, #p<0.05 comparado ao TB determinado por ANOVA seguido de
Bonferroni. Foi determinado o numero de células aderidas em um campo de visao de 0,064
ITIMIZ. oottt ettt et a ettt et en et ene et nens 52

Figura 12. Efeito da HU na adesao de plaquetas. Plaquetas (1x108 cls/mL) foram pré-
tratadas com HU por 15 minutos e ativadas por ADP por 15 minutos (37°C), em seguida
foram submetidas ao ensaio microfluidico utilizando FB (50ug/mL) como ligante (2 minutos,
37°C, 0,3 d/cm®), N=6. Resultados expressos em média * erro da média. ***p<0.001
comparado ao Basal, determinado por test t pareado e #P<0.05 comparado ao TNF-a
determinado por ANOVA seguido de Bonferroni. Foi determinado o numero de células
aderidas num campo de Visa0 de 0,084 MMZ. ..........ccoveieeeeeeeeeeeeee e ses e 53
Figura 13. O efeito do PTIO na adesao de plaquetas incubadas com hidroxiuréia e

depois ativadas por ADP ou TB. Plaquetas (1x1080Is/mL) foram submetidas ao ensaio
microfluidico utilizando FB (20ug/mL) como ligante (2 minutos, 37°C, forga de cisalhamento
0,3 d/cm?). (A) As plaquetas foram pré-tratadas com HU e PTIO por 15 minutos e ativadas
com ADP (20uM) por 15 minutos, N=6. (B) As plaquetas foram pré-tratadas com HU e PTIO
por 15 minutos e ativadas com TB (50 U) por 15 minutos, N=6. Resultados expressos em
média * erro da média. ***p<0.001 e **p<0,01 comparado ao Basal, ##p<0.01 comparado ao
TNF-a determinado por ANOVA seguido de Bonferroni. Foi determinado o numero de
células aderidas num campo de Visao de 0,064 MMZ. ........ccoocveerereeeeeeeeeeeeieeeseessesesseneseenens 55
Figura 14. O efeito do ODQ na adesado de plaquetas incubadas com hidroxiuréia e

depois ativadas por ADP ou TB. Plaquetas (1x1080Is/mL) foram submetidas ao ensaio
microfluidico utilizando FB (20ug/mL) como ligante (2 minutos, 37°C, sob forca de
cisalhamento de 0,3 d/cm2). (A) As plaquetas foram pré-tratadas com HU e ODQ por 15
minutos e ativadas com ADP (20uM) por 15 minutos N.10. (B) As plaquetas foram pré-
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1. INTRODUCAO

1.1. Inflamacao

A inflamacao € uma resposta imunoldgica essencial que permite a sobrevivéncia
durante a infeccao ou uma lesdo mantendo a homeostase do tecido sob uma variedade de

condicbes nocivas

. Quando um dano vascular é detectado, uma rapida resposta é
montada envolvendo células endoteliais, plaquetas e leucécitos®. Dependendo do tempo de
duracado, a inflamacado pode ser classificada em aguda ou crénica. Quando aguda, a
inflamacado pode durar de horas a até poucos dias, apresentando predominantemente
fendmenos exsudativos **; sendo principalmente caracterizada pela presenca de neutrdfilos,
que sdo leucdcitos altamente méveis, capazes de migrar rapidamente para o local da lesao
ou infeccéo °.

Quando os processos inflamatoérios persistem por periodos de meses ou até mesmo
anos, a inflamacdo é classificada como crénica, sendo uma resposta que se estende
continuamente, com um processo ativo, destruicdo dos tecidos e reparagdo dos mesmos
(Figura 1). Muitas das células imunes, incluindo macréfagos, neutréfilos e eosindfilos, estéao
envolvidas de forma direta ou através da producao de citocinas inflamatérias, sendo a marca
deste estado cronico a descontrolada e excessiva migracdo de leucécitos do sangue

34 Todos estes mecanismos ocorrem simultaneamente e

periférico para os tecidos
envolvem o influxo de outros leucdcitos, como os mondcitos do sangue, macréfagos

teciduais e linfécitos®.

No entanto, a inflamacado nao controlada ou ndo-resolvida pode levar a lesdes
teciduais, dando origem a uma infinidade de doengas inflamatérias cronicas, incluindo
sindromes metabdlicas e patologias auto-imunes com eventual perda de funcéo organica’.
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INFLAMAGCAO AGUDA RESOLUGAO
* Alteragdes vasculares  Eliminagdo de estimulos nocivos
* Recrutamento de neutrdfilos = Eliminagac de mediadores e células d:
* Mediadores inflamacdo aguda
@ » Substituicdo das células danificadas
b fa * Fungéo normal
* Infarto —
+ Infecgies bacterianas B a0 e
* Toxinas o @ ® -~ S — Formagao de pus
* Trauma i N (abscesso)
Progressao

Cicatrizagdo

e

* Infecgbes virdticas
* Infecgdes cronicas
* Lesdo persistente e FIBROSE
+ Doengas auto-imunes * Perda de fungéo
INFLAMACAO CRONICA
* Angiogénese
* Infilirado de células monenucleares
* Fibrose (cicatniz)

Cicatrizagao

Figura 1. Evolucao da Inflamagéao. Resultados da inflamagao aguda e cronica. (Adaptado
do Kumar et al.?, 2005).

1.2. Doencas Inflamatérias

A resposta inflamatéria estéril (quando néo ocorre infeccao) a lesbes de tecido e a
morte celular é necessaria para a cicatrizacdo normal. No entanto sinais de inflamagao
persistentes ou néo resolvidas ndo sdo caracteristicas apenas de doengas inflamatorias

10 1

8 mas tambem de doencas como Alzheimer '°, Aterosclerose

classicas ' doencas

cardiacas '?, e cancer .

Na artrite reumatoide, ocorre uma inflamacéo nas articulagdes através do infiltrado
de células inflamatérias (macrofagos, linfécitos, neutréfilos, fibroblastos, células endoteliais).
Os neutrdfilos, que estdo predominantemente no fluido sinovial, fagocitam complexos
imunes e liberaram proteases potencialmente citotoxicas, além de serem capazes de se

%1518 Células

comunicar com outros tipos celulares e regularem as suas funcdes
inflamatdrias sdo recrutadas para o tecido sinovial, onde elas aderem as células endoteliais
e transmigram através da subcamada sinovial, formando complexos que irdo produzir
citocinas inflamatérias, quimiocinas, ativagéo de células B com produgao de autoanticorpos,

formacao de imunocomplexos e fatores de crescimento que vao contribuir para a hiperplasia
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da camada sinovial e estimular os sinovidcitos a produzirem mais citocinas e enzimas

capazes de degradar a matriz ssea, provocando a destruicdo das articulagbes afetadas "
18

Anemia falciforme (AF) é uma doenca genética que causa a producdo da
hemoglobina anémala, hemogobina S (HbS). Quando herdado em homozigose a HbS tem a
propensdo a polimerizar sob baixas concentragbes de oxigénio, ocasionando a
polimerizacdo das hemacias, as quais adquirem um formato de foice com aspecto rigido. As
alteracdes nas hemacias podem resultar na ativacao do endotélio e das células inflamatérias
e, consequentemente, aumentar a adesdo de células sanguineas a parede do vaso,
induzindo processos vaso-oclusivos. As plaquetas de individuos com AF apresentam
propriedades inflamatorias, pois liberam altos niveis de fatores inflamatérios potentes,
incluindo as citocinas LIGHT e CD40L . Proenca et al.?*® demonstraram in vitro que as
plaquetas de pacientes com AF apresentam maior capacidade de adesao aos componentes
da matriz extracelular e a parede vascular, sugerindo que estas células podem contribuir
Com 0S processos vaso-oclusivos devido a producéo e liberagéao de fatores inflamatérios no
local. A produgao continua de citocinas, quimiocinas e outros mediadores inflamatérios pelo
endotélio e células inflamatérias, perpetua o estado inflamatério cronico na AF 2" 22 2324,
Neutréfilos estdo elevados em AF ® e desempenham uma importante funcdo na
fisiopatologia da doenga. Evidéncias sugerem a participacdo dessas células desde o inicio

até a propagacéo das crises vaso-oclusivas %%’

, pois leucécitos sao relativamente grandes
e rigidos, fazendo com que seu recrutamento para a microcirculacdo reduza o fluxo
sanguineo dos vasos % ?°. Vérias caracteristicas tipicas da biologia da inflamagao ocorrem
na anemia falciforme, como ativacdo da cascata de coagulagdo, niveis elevados de
molécula de adesao vascular (VCAM-1) soluvel e, algumas vezes, contagem elevada de

plaquetas ** *

. Além disso, os niveis de alguns mediadores inflamatérios encontram-se
elevados na AF, como por exemplo, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina 6 (IL-

6), interleucina 1 beta (IL-1 B) e interleuctina 8 (IL-8) 3> %,

Aterosclerose € uma doenga inflamatéria crénica multifatorial, provavelmente
iniciada por disfungdo endotelial, ocasionando uma resposta inflamatéria, que estimula a
migragdo e a proliferacdo de células musculares lisas, as quais agregam a darea de
inflamacao, formando uma lesdo mais complexa. As moléculas de adesdo podem ser
candidatas para adeséo precoce de leucécitos no endotélio arterial em sitios de ateromas
iniciais, destacando-se a ICAM-1 e a VCAM-1 **. Leucécitos sdo recrutados e ocorre a
adesao de plaquetas ao endotélio na regido da placa de ateroma. A resposta inflamatéria é
mediada por macréfagos e subtipos especificos de linfocitos, sendo que esses dois tipos



24

celulares se multiplicam no local da lesédo, e quando ativados liberam enzimas hidroliticas,
citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento, que geram danos posteriores *. Com a
progressao da doenca, a artéria pode nao conseguir compensar 0os danos sofridos, e assim
ocasionar o rompimento da capsula fibrosa que ira acarretar diversas doencas como, por

exemplo, a trombose ou infarto do miocardio *¢.

Dados recentes propoem que alguns
subtipos especificos de leucécitos tém maior valor preditivo na avaliacdo do risco
cardiovascular, sendo ainda maior valor quando se emprega a razao entre o numero total de

neutrofilos e linfocitos ¥.

1.3. Resposta inflamatoéria

s

Uma das principais caracteristicas da resposta inflamatéria é representada pelo
recrutamento de células, como os leucécitos especialmente os neutrdéfilos, os quais deixam
a circulagdo e migram em dire¢ao ao local da inflamagéao; para isso acontecer, eles aderem
ao endotélio vascular ativado. O recrutamento dos neutrofilos até o local da inflamagéo é
mediado por uma cascata de eventos adesivos que incluem a captura, rolamento, adesédo e
a transmigracdo dos neutréfilos através das células endoteliais. Diversas citocinas e
quimiocinas presentes em niveis alterados no plasma influenciam o desenrolar de todas
essas etapas. Ja os eventos adesivos sao regulados pela expressao de diversas familias
das moléculas de ades&o presentes tanto nos leucdcitos como nas células endoteliais * .

Durante uma inflamacdo sem infec¢do, quimiocinas, como TNF-q, interleucinas e
fator de agregacao plaquetaria (PAF), sdo liberadas pelos tecidos e leucocitos apos injurias
teciduais, ocasionando a quimiotaxia dos leucécitos e a liberagdo dos grénulos sem a
fagocitose. No processo inflamatério, o equilibrio entre recrutamento, liberacdo de
substancias téxicas e apoptose dos neutréfilos é de fundamental importancia para que o
agente inflamatério seja erradicado e a resposta seja gradualmente interrompida “°.

As principais citocinas mediadoras do processo inflamatério sao: TNF-a e TNF-B, IL-
1, e a familia da IL-8 *'. O TNF-a é uma proteina sintetizada principalmente por macréfagos,

mondcitos, linfécitos e neutréfilos 2 4

, exercendo efeitos pré-inflamatérios aumentando as
propriedades quimiotaticas, aumentando a aderéncia de neutrofilos ao endotélio vascular
devido a indugédo da expressao e funcao das moléculas de adesdo e também estimula a
producdo de radicais livres, e a sintese de outros mediadores inflamatdrios como IL-1 e

PGE: (prostanglandina) .
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1.4. Neutrdfilos na inflamacao

Os neutrofilos representam 70% das células de defesa do nosso organismo e
possuem uma meia vida curta (6-8h) na circulacdo periférica. Estas células participam da
resposta primaria a inflamagdo aguda e chegam ao local de inflamagédo por deixar a
circulacdo, aderir ao endotélio vascular ativado, migrando em direcdo ao tecido inflamado *°.

Em individuos adultos saudaveis, os neutréfilos estdo em estado de repouso, para
que seu conteldo intracelular téxico ndo seja liberado acidentalmente e consequentemente
provocar danos aos tecidos em redor. Os neutréfilos sdo ativados quando ha a presenca de
produtos microbianos, citocinas ou quimiocinas, tais como: fator de TNF-a, GM-CFS,
interleucina-1 (IL-1), IL-6, IL-8 e interferon y ou outras substancias liberadas pelas células do
tecido lesado, depois de ativados, os neutréfilos migram para o local inflamado ' *¢ 47,

O deslocamento destas células para o local da inflamagéao inicia por sua captura e,
em seguida, rolamento ao longo das vénulas nos leitos vasculares periféricos e isto é
mediado primeiramente pelas selectinas, que sdo constituidas de trés tipos, L, E e P-
selectinas ** *. As células endoteliais quando ativadas causam aumento da express&o das
selectinas, as quais sao responsaveis pelo primeiro contato entre células do endotélio e os
neutréfilos. Este contato inicial € mediado pelas E-Selectina e P-Selectina expressas no
endotélio e por PSGL-1 e L-Selectina (CD62L) expressas pelos neutréfilos 5% 3" 52 53 54,55,
Esta etapa faz com que os neutréfilos em circulagdo sejam capturados pelas células do
endotélio préximas da &rea inflamada. As mesmas moléculas medeiam o rolamento de
neutréfilos através do endotélio. A L-Selectina é expressa constitutivamente na membrana
dos neutrofilos e, depois de mediar esta primeira etapa do processo de adesao, é eliminada
e entra na circulagdo sanguinea *°. Os neutréfilos em rolamento detectam quimiocinas
imobilizadas na membrana das células endoteliais ativadas, o que causa alteragbes
conformacionais nas integrinas da superficie dos neutréfilos para estados de elevada
afinidade °® *> °’. As integrinas-p2 LFA-1 (CD11a/CD18) e Mac-1 (CD11b/CD18), quando
ativadas, intermediam a adesdo firme de neutrofilos a células do endotélio através da
ligagéo as integrinas ICAM-1 e ICAM-2 na superficie do endotélio °* °* %%,

Posteriormente, os leucocitos podem migrar por diapedese através da monocamada
endotelial e da membrana basal para os tecidos. Esta etapa € complexa e pouco
compreendida e envolve extensos mecanismos moleculares. Ap6s esta migracao
transendotelial e extravasamento dentro dos tecidos, os leucécitos recebem novos sinais,
frequentemente na forma de gradientes de quimiocinas, para continuar o processo de

59, 60

recrutamento para o local de inflamagéao , evitando assim, que a infecgdo se propague

enquanto uma resposta imune é montada °'.
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Figura 2. Neutréfilos no processo inflamatério. Apds o reconhecimento da presenca de uma citocina,
neutréfilos migram ao endotélio ativado rolando sobre ele por intermédio de selectinas. Quimiocinas ativam
integrinas como LFA-1 e MAC-1 ocasionando a firme adesao seguida de diapedese. Adaptado de Elsevier.
Abbas et al., Cellular and molecular Immunology. 6e- www.studentconsult.com

1.5. Plaquetas

Plaguetas sédo pequenos fragmentos celulares anucleados derivados do citoplasma
com estrutura discoide complexas, produzidas na medula 6ssea a partir dos megacariocitos
6, Apesar de ndo possuirem nlcleo e ndo poderem se reproduzir, as plaquetas apresentam
muitas caracteristicas funcionais de células completas ®. Do total de plaquetas presentes no
organismo, 70% estdao na circulagdo sanguinea e 30% no baco. Individuos saudaveis
apresentam a concentracdo de plaquetas 150 a 400x10°® por pL de sangue as quais
permanecem na circulagdo de 7 a 10 dias ®® e apds esse periodo sdo retiradas através do
bago e figado

Em condigdes fisioldgicas normais plaquetas circulam préximo o endotélio, quando
ocorre uma injuria vascular, plaquetas aderem rapidamente aos locais onde ha rupturas
endoteliais formando um tampao hemostatico a fim de evitar o excesso da perda de sangue,
esse processo é criticamente dependente da adesao de plaquetas a matriz subendotelial e
assim como a capacidade das plaquetas de sofrerem alteragcdes bioquimicas e morfolégicas
rapidas que suportam a agregacao e ativacéo localizada da cascata de coagulagdo
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As membranas plasmaticas das plaquetas possuem receptores como glicoproteinas
da familia das integrinas com dominios extracelulares transmembrana e citoplasmatico que
permitem a sua ativacdo durante a agregacdo, ocasionando a mudanca da sua forma
discoide para projecoes da membrana plasmatica e liberacdo do conteudo dos granulos
intraplaquetarios. As plaquetas apresentam dois tipos diferentes de granulos, os granulos
alfa que contém fribrinogénio, fibronectina, fator de crescimento e os granulos densos ou
corpusculos eletrodensos, os quais armazenam adenosina difosfato (ADP), adenosina
trifosfato (ATP), calcio ionizado, histamina, serotonina e adrenalina .

1.6. Ativacao e adesao plaquetaria

As plaquetas circulam normalmente através dos vasos sanguineos na forma inativa e
nao adesiva, porem expressam glicoproteinas de superficie (GP) as quais se ligam aos
receptores de plasma e/ou proteinas adesivas da matriz extracelular, tais como: colageno,
Fator de Von Willebrand (VWF) e fibrinogénio *. Em condicdes de repouso o endotélio libera
prostaciclina e 6xido nitrico, o qual inibe a ativacdo e agregacdo plaquetaria "°. Entretanto,
em resposta a um dano endotelial, infec¢gédo por bactéria ou alteracdo do fluxo sanguineo
normal, turbuléncia ou taxas de cisalhamento, fazem com que as plaquetas fiquem mais
lentas e capazes de rolar sobre o endotélio lesado fazendo uma firme adesao sobre o

mesmo 72,

A adesdo de plaquetas envolve varias etapas de ativagédo intracelular, altera¢des
morfolégicas, alteragbes das propriedades da membrana plasmatica, desgranulagcdo e
liberacao de mediadores soluveis que amplificam a ativacdo > ™.

Quando presentes no local da lesao vascular, as plaquetas formam uma adesao
estavel com o colageno e outras macromoléculas da matriz subendotelial. A ligacao das

plaquetas com o coldgeno é mediada pela glicoproteina GPVI "

e pela integrina asp,

. . . . . P . 76
enquanto as integrinas aspB1 e agB+ se ligam a fibronectina e laminina, respectivamente .
Apbés a sua adesdo, as plaquetas sofrem uma série de alteragbes bioquimicas e
morfolégicas complexas que ocasionam a liberagdo de granulos e regulagédo da fung¢ao da
integrina a;,B3 @ qual € responsavel por recrutar plaquetas adicionais culminando na

regulagdo positiva do receptor de fibrinogénio (allbp3) " 7.

Quando a3 esta ativada liga-se a VWF, fibrinogénio, fibrina e fibronectina, sendo
também indispensavel para a formagdo de agregados plaquetarios estaveis ®. Plaquetas
ativadas liberam mediadores tais como ADP e serotonina, e também mediadores de plasma
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como a epinefrina e a trombina ativando as proteinas G das plaquetas acopladas aos seus
receptores. Estes eventos aumentam os niveis de célcio citosolico e ativa as vias de
sinalizacao especificas, resultando na alteracdo da forma das plaquetas e ativacdo das
integrinas que também promovem a firme adesao. Apds a ativacao, as plaquetas liberam o
contetdo a e seus granulos densos, o qual é responsavel pela liberagcdo do ADP que atua
sobre o receptor P2Y; das plaquetas e ao receptor P2Y;, aclopado a proteina G o que
desencadeia ainda mais a ativagdao plaquetaria e a liberacdo de ADP. O receptor P2Y,
mantém a ativacao plaquetaria em resposta ao ADP, tendo um papel central no processo de
amplificacéo ”’.

1.7. Plaquetas na inflamacao

A funcdo das plaguetas como mediadoras da hemostasia e trombose é bastante
conhecida e documentada, entretanto atualmente varias evidéncias tém sugerido um

importante papel delas na inflamacéo 2.

As plaguetas quando ativadas expressam e
secretam mediadores inflamatérios capazes de induzir uma resposta inflamatéria em
leucocitos e células endoteliais, estas células, por sua vez, também produzem uma série de

mediadores que ativam as plaquetas " .

Durante a resposta inflamatoria, neutréfilos sdo recrutados e perdem sua
morfologia simétrica, tornando-se polarizados com a apresentacado de diferentes proteinas
na sua superficie, como a PSGL-1 (ligante para P-selectina). Por sua vez, a interagédo
destas células com plaquetas e a formagao de agregados parece ser essencial para o inicio

8. A expressdo de P-selectina nas plaquetas e a subsequente

do processo inflamatorio
formacao de agregados de leucécitos e plaquetas aumentam as fungdes pro-inflamatérias
dos leucécitos. Além disso, os granulos a de plaquetas contém uma ampla gama de
citocinas as quais possuem efeito predominantemente pré-inflamatérios ®. No entanto, a
interacdo P-selectina / PSGL-1 tem um papel importante no rolamento de leucécitos e
adesao a plaquetas e ao endotélio, que sdo passos criticos no processo de extravasamento

de leucécitos durante a inflamacéo .
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1.8. Oxido Nitrico

O 6xido nitrico (NO) é um gas e um radical livre muito reativo que atua como molécula
de sinalizacdo celular; € também um dos maiores reguladores do tbnus vascular,
especificamente arteriolar além de ser responsavel por varias funcdes fisioldgicas . E um
agente fisiolégico de vida curta, in vitro e meia vida de aproximadamente 1 minuto em
hemoglobina livre, enquanto que no sangue total torna-se imensuravel devido ao rapido
metabolismo pelas células vermelhas .

NO é sintetizado a partir da L-arginina através das 6xido nitrico sintases (NOS). Existem
trés isoformas de enzimas que produgem NO: as eNOS expressa principalmente no
endotélio, a NNOS expressas no cérebro e a iINOS que sdo enzimas induzida. O NO
expresso principalmente pelo endotélio (eNOS) é responsavel por manter o baixo ténus
vascular, inibir a adesdo dos leucécitos e a agregacéo plaquetaria % 8. O NO formado
constitutivamente pelo neurénio (hnNOS) atua como um neuro-modulador ou neuro-mediador
em alguns neurbnios centrais e periféricos. O NO formado pela iNOS, presente em
macréfagos e em outras células, tem papel maltiplo na resposta inflamatéria .

A enzima guanilil ciclase soluvel (GCs) possui um importante papel na sinalizagdo do
NO ®. GCs é uma enzima heterodimérica com um grupo prostético contendo heme, cuja
funcdo é aumentar os niveis intracelulares de GMPc. A sinalizagdo NO-GCs-GMPc pode ser
prejudicada com a baixa disponibilidade de éxido nitrico quanto pelo estado ferro-oxidado da
GCs, que se torna refrataria ao sGC catalisando a conversao de GTP em GMPc o segundo
mensageiro. Os efeitos celulares e fisiolégicos de GMPc, inclui: vasodilatagao, inibicdo da
proliferagéo de células do musculo liso, prevengao da fibrose, efeitos antitromboéticos e anti-
inflamatorios, sdo mediados por trés principais alvos celulares: proteina quinase dependente
(PKG), canais de cations (PKA), e fosfodiesterases 8% %91,

A ativagédo da guanilato ciclase leva ao aumento intracelular de GMPc, o qual torna
ativada a quinase dependente de GMPc que media a agdo de NO, incluindo o vaso-
relaxamento, aumento da permeabilidade vascular, bem como os efeitos antiproliferativos,

anti-plaquetarios e antioxidantes do NO %,
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1.9. Hidroxuréia

A hidroxiuréia (HU, Figura 3) tem sido alvo de interesse cientifico ha mais de 100 anos, é
amplamente utilizada no tratamento de varias doencas mieloproliferativas e neoplasicas. A
facil administragéo e a baixa toxicidade, bem como o baixo custo e os multiplos beneficios
de ordem clinica, garantem a hidroxiuréia lugar de destaque em varios esquemas
terapéuticos *.

HU é absorvida pelo trato gastrointestinal, e apés 1h 30 minutos da ingestao atinge picos
sanguineos tendo disponibilidade de quase 100% *, possui solubilidade em agua e entra na
célula por meio de difusdao passiva, possui uma meia vida de 3 a 4 horas no organismo

sendo excretado via sistema renal .
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Figura 3. Estrutura da hidroxiuréia. (Adaptado: Spivack & Hasselbach® 2011)

Desde 1960 a HU vem sendo aplicada, na medicina, para o tratamento de vérias

97

doencas ', entre elas incluem-se especialmente neoplasias, como a leucemia mielbide

cronica, policitemia vera, carcinoma de cabeca e pescoco, ovario e cervix, e melanoma % %
% Com o tempo, varios outros efeitos benéficos foram sendo atribuidos a essa droga, e
agora a HU é utilizado como terapia para o tratamento dos sintomas de anemia falciforme
(AF), agindo principalmente, por aumentar a produgéo de hemoglobina fetal que por sua vez
inibe a polimerizagdo da hemoglobina S anormal destes individuos. Adicionalmente, em
pacientes portadores de AF em uso de HU, foi observada uma diminuicdo na contagem de

plaquetas e leucécitos, uma reducdo da ativagdo do endotélio ' 102

23, 103, 104

, mudancas na
expressao de moléculas de adesao e a geracdo de 6xido nitrico '®. Em infarto
agudo do miocardio, a terapia com HU em modelo animal diminui a contagem de leucdécitos,
e reduziu de forma significativa a reagao inflamatéria, melhorando as fungdes cardiacas
apods o infarto '%. Nos ultimos anos, foi verificado que a HU também atua como um doador
de NO, o qual tem um papel importante na manutengéao do fluxo e da pressao sanguinea

normal, representando um provavel mecanismo importante pelo qual a HU age in vivo ' 1%,
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Investigar o efeito in vitro da hidréxiureia nas propriedades adesivas dos neutrofilos e
plaguetas sob estimulo inflamatério ou de ativacéo, e investigar a participacéo da via
dependente de 6xido nitrico nesses efeitos.

2.2. Objetivos especificos

1. Avaliar as propriedades adesivas dos neutréfilos e plaguetas em condicbes de
ativacao celular;

2. Avaliar o efeito da hidroxiuréia nas propriedades adesivas dos neutréfilos e plaquetas
em condi¢des inflamatdrias ou de ativacao, através das técnicas de adesao estatica e
adesao em plataforma microfluidica;

3. Investigar o mecanismo celular pelo qual a hidroxiureia age para inibir a adesao de
neutréfilos em condic¢des inflamatdrias;

4. Avaliar o efeito da hidroxiuréia na expressao e atividade das moléculas de adesao e a
participagao da via dependente de 6xido nitrico nesta atividade e expressao.

3. JUSTIFICATIVA

Os neutréfilos sdo as primeiras células inflamatérias a chegarem aos sitios de
inflamados e aderirem ao endotélio ativado, levando a eventos fisiopatoldégicos que podem
alterar o fluxo sanguineo. Atualmente varias evidéncias tém sugerido um importante papel
das plaquetas na inflamagé&o. Entretanto, pouco se sabe sobre os mecanismos intracelulares
que regulam a expressao e funcao das moléculas de adesao na superficie de neutrofilos
durante o processo adesivo destas células na presenga de estimulos inflamatérios, sendo
necessarias novas abordagens farmacoldgicas potenciais para minimizar o recrutamento de
neutréfilos e plaquetas durante a inflamagéo. HU € uma droga amplamente utilizada como
quimioterapico e também no tratamento de AF. Sabe se que a HU possui efeitos anti-
inflamatdrios, que podem ser intermediados pela propriedade da droga de doar NO in vitro
9 Dados previamente obtidos em nosso laboratério demonstraram que plaquetas de
pacientes com AF (modelo de doenca inflamatéria crénica) apresentam uma maior
capacidade de adesao as células endoteliais e componentes da parede vascular e que as
plaquetas destes pacientes tem a capacidade de ativar o endotélio in vitro 2 '°; h4 também
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evidéncias de que a quantidade de plaquetas nesses pacientes seja maior e que estas
plaquetas liberam moléculas inflamatérias potentes como TNFSF14 (LIGHT) e CD42L '°,
outros dados indicam que vias de sinalizacdo dependente de NO podem modular a
capacidade adesiva de leucécitos humanos """ "2, Almeida et al., 2015 '®, constatou in vivo
(camundongos sadios) que o efeito doador de éxido nitrico da HU pode ser benéfico para
combater a inflamagcdo decorrente do processo hemolitico. Os efeitos benéficos da HU
podem ser mediados por uma via dependente de NO e deste modo, torna-se interessante o
estudo dos efeitos da HU nas propriedades adesivas de neutréfilos quando estes recebem
um estimulo inflamatério e plaquetas ativadas e ainda investigar se este efeito é

intermediado por uma via de sinalizacdo dependente em 6éxido nitrico.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Voluntarios
O sangue total utilizado para separacéao dos neutréfilos e plaquetas foi obtido de
individuos saudaveis voluntarios com idade entre 18 e 60 anos, compreendendo doadores
de sangue do Hemocentro da UNICAMP, alunos e funcionarios. Todos os participantes
estavam sem uso de medicagbes anti-inflamatérias, analgésicas ou anticoagulantes. Esses

individuos nao receberam nenhuma compensacao financeira.

4.2. Aspectos éticos de pesquisa
Este estudo foi aprovado em 16/07/2015 pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, parecer n° 1.145.426, conforme previsto
na resolucdo n°. 196/96 do Conselho Nacional de Saide (CNS). Todos os participantes

assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido, previamente aprovados pelo CEP.

4.3. Neutrofilos

4.3.1. Separacgao de Neutrofilos

Foram coletadas amostras de sangue periférico (7 ml) em tubos contendo citrato de
sédio (3,2%), o qual foi submetido ao gradiente de densidade Ficoll-paque®, foram feitas
duas camadas com densidades iguais a 1.119g/L e 1.077g/L, respectivamente, e
posteriormente adicionado o sangue sobre elas. O gradiente foi entdo centrifugado a 700g
por 30 minutos a temperatura ambiente para obter a camada de células granulociticas, a
qual foi separada, transferida e lavada com PBS (salina tamponada fosfatada) 1X (pH=7,4).
Apés isso, a camada de granulécitos foi submetida a lise hipotdnica (solugdo de ambnia -
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155mM NH,CL, 10mM KHCO3) a fim de romper hemacias contaminantes. As células foram
novamente lavadas com PBS 1x, e posteriormente foram ressuspendidas em meio RPMI
1640 (pH=7,2) de acordo com a concentracdo celular necessaria para cada experimento

realizado.

4.3.2. Tratamentos de neutroéfilos com hidroxiuréia ou agentes farmacoldgicos

Suspensdes de neutréfilos em concentracdes de 2x10° cel/ml foram co-incubadas
(37°C, 5% CO,) com hidroxiuréia (100, 500 e 1000uM) (Sigma) e com o estimulo
inflamatoério TNF-a (200ng/ml) (R&D Systems). Os neutréfilos foram co-incubados com a
hidroxiuréia primeiramente por 15 minutos (37°C, 5% CO,), apds isso foi adicionado o TNF-
a e co-incubado por mais 5 minutos nas mesmas condi¢cdes. Em seguida, as células foram
utilizadas nos ensaios de adesdo. Para citometria de fluxo, os neutréfilos foram pré-tratados
com HU e incubados por 15 minutos (37°C, 5% CO,), apds esse periodo de foi adicionado o
TNF-a por mais 15 minutos nas mesmas condi¢des anteriores.

Para avaliar se a HU age como uma doadora de NO nestas condigbes, as células
(2x108cel/ml) foram co-incubadas (37°C, 5% CO3) com hidroxiuréia (500 - 1000uM) (Sigma)
juntamente  com  PTIO (2-fenilo-4,4,5,5-tetrametilimidazolina-1-oxilo-3-6xido)  nas
concentragcdes de 1000, 500, 250, 50 e 5uM ou ODQ (1H-[1, 2, 4] oxadiazolo [4,3-a]
quinoxalina-1-um) nas concentragées 0.1, 1 e 10uM por 15 minutos e em seguida para
induzir o estimulo inflamatério, foram co-incubadas por 5 minutos com TNF-a (200ng/ml)
(R&D Systems). Depois de incubados as células foram submetidas aos ensaios de adesao.

4.3.3. Ensaio de adesao estatica de neutroéfilos

Para avaliar as propriedades adesivas de neutrofilos sob estimulo inflamatério, foram
realizados ensaios de adesdo estatica. Para isso, placas contendo 96 pocos foram
previamente preparadas por coating individual, onde cada pogo recebeu 60ul do ligante
desejado (fibronectina 20ug/mL, ICAM 10pug/mL ou E-selectina 1ug/mL) por 16 a 20 horas,
4°C. Apds esse periodo os pogos foram lavados trés vezes com 160ul de PBS 1x.
Posteriormente foram adicionados 100ul PBS/BSA (Soro albumina bovina) 0,5% (v/v) e
incubados por 90 minutos a 37°C, afim de bloquear os sitios ndo especificos. Mais duas
lavagens foram feitas com 160 uyl PBS 1x e apds secar a placa, os neutréfilos (2x10°
células/ml) foram adicionados num volume de 50 pl/pogo. Apds a incubagao por 30 minutos
(87°C, 5% COy,), as células nao aderidas foram removidas com 2 lavagens de 160 ul PBS
1x. Para que as células aderidas ndo sofressem desidratacao foram adicionados 50ul de
meio RPMI. Uma curva padrdo foi construida para cada amostra através de diluicoes
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seriadas da suspenséao original de neutrdéfilos. As placas foram congeladas por pelo menos
12 horas antes de medir o contetdo de Mieloperoxidase (MPO) tanto das células da curva
padrdo como nas do ensaio. Posteriormente a placa foi descongelada e entdo adicionada
em cada pogo 100ul de HTAB (hexadeciltrimetii de aménio bromida 0,5%) depois de
homogeneizado 20ul da solugéo foi pipetado para uma nova placa e adicionado a 200ul de
solucdo de o-dianisidina (o-dianisidine dihidrocholorido 0,167mg/ml, peroxidase de
hidrogénio 0,0005% em tampao de fosfato de potassio, 50 mM, pH 6.0), e apds cinco
minutos foi mensurada a absorbancia utilizando o leitor de ELISA (Versa Max tunable
microplatereader, EUA) num comprimento de onda igual a 492nm, que quantifica reacdo do
substrato de o-dianisidina na presenca de peréxido de hidrogénio com o conteldo da
mieloperoxidase, enzima presente nos granulos dos neutréfilos e comparada a curva padrao

de cada individuo.

4.3.4. Preparo dos biochips Vena8 Fluoro+™

Os biochips foram preparados com 10ul de fibronectina 20ug/mL para cada canal, de
forma a preenché-lo completamente e, em seguida, este chip foi incubado em camara umida
a temperatura ambiente overnight. Apés a incubacao, cada canal do biochip foi bloqueado
com BSA 1% (v/v) durante 30 min, para evitar as ligacdes inespecificas e, depois desse
periodo, os canais foram lavados duas vezes com PBS.

4.3.5. Ensaios de adesdo em fluxo em plataforma microfluidica VenaFlux®

Para os ensaios de adesao em fluxo, foi utilizado o equipamento VenaFlux (Cellix
Ltd.), um sistema automatizado baseado no fluxo fisiolégico, o qual consiste em uma bomba
de fluxo Mirus™ nanopump 2.0 Evo que promove forgas de cisalhamento ou shear stress
(forca exercida pelo fluxo sanguineo em cada unidade de area de superficie endotelial -
Toetsch et al., 2009) controladas por um computador que utiliza o software Vennaflux Assay
especifico para esta plataforma. A bomba promove um fluxo continuo que desloca
suspensodes celulares aos microcanais de biochips desenvolvidos para uso neste sistema. O
biochip fica acoplado a uma plataforma conectada a um microscopio éptico invertido (Carl
Zeiss Axiovert CFL, Alemanha) e este microscopio possui uma camera digital (DeltaPix
Camera, Denmark) que adquire e transmite as imagens simultaneamente ao computador.

Os biochips utilizados na plataforma séo feitos de plastico de alta qualidade. Para os
ensaios realizados foram utilizados os biochips, Vena8 Fluoro+™, que possuem capilares
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nas dimensdes de 400 um (L) x 100 uym (D) x 20mm (C), onde células purificadas ou
amostras sanguineas podem fluir sobre moléculas de adesao (Vena8 Fluoro+™) (Figura 4).
Para esses experimentos os neutrofilos depois de serem incubados, foram
dispensados nos canais do biochip com um shear stress de 0,5d/cm?por 3 minutos para que
fosse possivel aderir aos microcanais. A quantificacdo da adeséao foi realizada através da
contagem de células estaticas nas imagens adquiridas nos primeiros 10 segundos e apos 2
minutos e 40 segundos de fluxo das células. A andlise e quantificagcdo das adesdes foram
feitas, posteriormente, através da visualizacdo das 42 imagens adquiridas por canal. O
numero de células aderidas foi avaliado visualmente em 3 diferentes posicdes do canal em
um campo de 0,08 mm? e as imagens adquiridas pela camera utilizando uma objetiva com
magnificagéo de 40X para os experimentos de adesdo. Um neutrdfilo foi considerado como
aderido quando permaneceu nas imagens por 30s ou mais. Este tempo foi considerado
baseado em publicacdes prévias em Finnegan et. al., 2007'"® e Dominical et. al., 2014 .

Figura 4. Biochips para ensaios de adesao em fluxo utilizados na Plataforma
VenaFluxTM® (Cellix, Irlanda). Biochip no microscépio aclopado a bomba que
mimetiza a  circulagdo  sanguinea. Imagem do  site: http://being-
bioreactive.com/2014/04/17/2nd-workshop-dedicated-to-venaflux-june-5th-6th/

4.3.6. Citometria de fluxo de neutréfilos

A expresséo das moléculas de adesao na superficie dos neutréfilos foram detectadas
através da citometria de fluxo. Apds o tratamento 100pl das células foram incubadas com a
concentracao de saturagdo de anticorpo monoclonal anti-CD62L conjugado ao fluorocromo
PE, anti-CD11a conjugado ao fluorocromo FITC e o anti-CD11b conjugado ao fluorocromo
PE-Cy7 (BD Pharmingen™ California, USA). Ap6s incubar as células com os anticorpos por
30 minutos, 4°C e protegido da luz, foram adicionados 500uL de PBS em cada tubo e em

seguida as células foram centrifugadas (700g por 5 minutos). O sobrenadante foi removido


http://being-bioreactive.com/2014/04/17/2nd-workshop-dedicated-to-venaflux-june-5th-6th/
http://being-bioreactive.com/2014/04/17/2nd-workshop-dedicated-to-venaflux-june-5th-6th/
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apos a centrifugacao e as células foram ressupendidas em 300 uL de PSB. 10 000 células
foram adquiradas utilizando um FACScalibur (Becton-Dickinson), laser 488 nm SSC/FSC
(side scatter/forward scatter); dot plots foram usados para identificar a populacdo de

neutréfilos.

4.3.7. Ensaio de viabilidade celular (MTT)

Este método foi originalmente descrito por Mosman em 1983, e pode ser utilizado
para medir citotoxicidade, proliferacédo e ativacao celular. E um ensaio colorimétrico que se
baseia na reducdao do MTT (3-[4,5-dimetiltiazoll-2-yl]-2,5- difeniltetrazolio bromida; Tiazolilo
azul), pelas desidrogenases mitocondriais de células vivas e tem sido usado como uma
alternativa para as técnicas radioativas. A reacdo produz o sal formazan que é insoluvel em
agua, mas soluvel em solventes organicos.

Para esse ensaio ap6s o tratamento das células (2x10°cel/mL) com agentes
farmacologicos (como descrito anteriormente), as amostras foram centrifugadas (10 min;
500xg; 4°C) e os sobrenadantes desprezados para que a droga fosse retirada do meio e nao
provocasse oxidacdo. Os pellets foram ressuspensos em volume igual do meio. Como
controle positivo, foi utilizada uma suspenséo celular vidvel sem o efeito da hidroxiureia, e
como controle negativo (células nado viaveis), uma suspensdo celular lisada por
congelamento a -80°C.

Em seguida 100pL das amostras e 10uL de MTT (5mg/mL em PBS; concentragéo
inicial; 1 parte para cada 9 partes da suspensao celular; filtrado em filtro 0,22um; protegido
da luz), foram adicionados em triplicata, a uma placa de 96 pogos (placa comum de ELISA).
Essa placa foi incubada por 3 horas a 37°C, 5% CO., ar umido, apdés a qual foi adicionado
100pL de SDS 10% em HCI 0,01M para lisar as células.

Apoés a adigdo de SDS 10% (dodecil sulfato de sédio) uma incubagéo de 18 horas a
37°C, 5% CO,, foi feita e no final desta, foi realizado a leitura por um espectrofotémetro
(Multisscan MS, Labsystems, EUA) a 540 nm (baseado na publicacio de Guerreiro et al.'*®,

2007) e os resultados expressos através da leitura da absorbancia.

4.4. Plaquetas

4.4.1. Separacao de plasma rico em plaquetas (PRP)
Foram coletadas amostras de sangue periférico (8 ml) em tubo contendo Citrato
Dextrose; essas amostras foram centrifugadas a 200g/24°C por 15 minutos para a obtencao
do plasma rico em plaquetas (PRP). Em seguida, a contagem de plaquetas foi realizada no
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contador automatico AcT Diff™M (Beckman & Coulter) e as plaguetas ressuspendidas em
Krebs (118 mM NaCl / 25 mM NaHCO3 / 1.2 mM KH2PO4 /1.7 mM MgSO4 / 5.6 mM
glicose, pH=7,4). A concentracdo final de plaquetas foram ajustadas de acordo com o

experimento a ser realizado.

4.4.2. Preparo dos biochips Vena8 Fluoro+™

Para os ensaios de adesao em fluxo, foi utilizado o equipamento VenaFlux (Cellix
Ltd.), com os biochips, Vena8 Fluoro+™, que possuem capilares nas dimensées de 400 pm
(L) x 100 pm (D) x 20mm (C) e 800 pm (L) x 120 ym (D) x 20mm (C), respectivamente. Os
chips foram preparados com 10ul de fibrinogénio 50ug/mL para cada canal, de forma a
preenché-lo completamente e, em seguida, este chip foi incubado em cémara Umida a
temperatura ambiente overnight. Apds a incubacao, cada canal do biochip foi bloqueado
com BSA 1% (v/v) durante 30 min, para evitar as ligacoes inespecificas e, depois desse

periodo, os canais foram lavados duas vezes com PBS.

4.4.3. Ensaios de adesio em fluxo em plataforma microfluidica VenaFlux®

Nesses experimentos as plaquetas depois de serem incubados com HU, ODQ ou
PTIO e ativadas com ADP ou TB foram incubadas com 30ul de Rhodamine 6G Chloride
0,1ug/ml (Enzo life Sciences) para que fosse possivel visualiza-las. Apds isso foram
dispensadas imediatamente nos canais do biochip com um shear stress de 0,3d/cm? por
aproximadamente 2 minutos para aderir aos microcanais. A quantificacdo da adesao foi
realizada através da contagem das plaquetas em um video adquirido apés um minuto de
fluxo. O numero de plaquetas aderidas foi avaliado visualmente em um campo de 0,064
mm? e as imagens adquiridas pela camera utilizando uma objetiva com aumento de 60X

para os experimentos de adesao.

4.4.4. Citometria de fluxo: plaquetas

As expressbes das moléculas de adesdo na superficie das plaquetas foram
determinadas através da citometria de fluxo. As moléculas P-selectina (anti-CD62P- FITC;
clone AKB) e a integrina allbp3 na sua conformagao de alta afinidade (utilizando o PAC-1-
FITC, que reconhece a integrina allbf3 quando ativada) e da glicoproteina GPIb/IX/V (anti-
CD42b-APC; clone Psel.K02.3), receptor de superficie do vVWF foram analisadas. Os
anticorpos foram adquiridos da Becton Dickinson, San Jose, CA, USA. Amostras de PRP de
plaguetas foram obtidas, e, depois de centrifugada por 20min, 200g, 21°C. As plaquetas
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(1x108) foram fixadas em 200 pL de solugdo de PBS com 1% de paraformaldeido (10min,
TA) e lavadas com 2 mL de PBS e centrifugadas por 15min a 800g (21°C). O sobrenadante
foi descartado e os pellets de plaquetas ressuspendidos com 45 yL de PBS e anticorpos
correspondentes adicionados e incubados por 20min, protegido da luz, TA. Apds a
marcacao com os anticorpos, seguida de uma nova lavagem como descrito anteriormente.
Ao final, o sobrenadante foi desprezado e as plaquetas foram ressuspendidas em 300 pL de
PBS. As amostras foram analisadas a 488 nm no equipamento FACScalibur (Becton-
Dickinson, San Jose, CA, USA). Foram obtidos 10000 eventos para cada amostra.
Histogramas de SSC/FSC (side scatter/forward scatter) foram utilizados para a identificacao
das populacdes de plaquetas.

4.4.5. Tratamentos utilizados para plaquetas

Suspensdes de plaquetas em concentracdes de 1x10® cel/ml foram co-incubados (37°C,
5% CO,) com hidroxiuréia (10uM, 100uM e 1000 puM) (Sigma) por 15 minutos e, em
seguida, para ativa-las, foram co-incubadas por 5 minutos com ADP (20 uM) ou trombina
(TB) (50UM) (R&D Systems) e posteriormente incubados por 5 minutos (37°C, 5% CO,), em
seguida foram submetidos ao biochip para que pudessem aderir durante o fluxo.

Para avaliar o efeito que a HU exerce sobre plaquetas foram utilizadas plaguetas em
concentracdes de 1x10° cel/ml que foram co-incubados (37°C, 5% CO,) com hidroxiureia
(10uM) (Sigma) junto com ODQ (0.1 € 10 uM) ou PTIO (5 e 10 uM) por 15 minutos e, em
seguida, para ativa-las, foram co-incubadas por 5 minutos com ADP (20 uM) ou trombina
(TB) (50UM) (R&D Systems) e posteriormente incubados por 5 minutos (37°C, 5% CO,), em
seguida submetidas ao biochip para que pudessem aderir durante o fluxo.

4.5. Reagentes e proteinas recombinantes utilizados nos ensaios de adesao
ADP (Adenosine 5'-diphosphate sodium salt, Sigma - A2754-100-100mg), utilizado

na concentragcao de 20uM para ativagao plaquetaria.

Fibronectina (obtida de plasma humano solugéo a 0,1% testado em cultura celular,
Sigma — F0895 — 2mg), utilizada na concentragdo de 20ug/mL para promocao da adesao
em ensaios de adesao estatica e em fluxo de neutréfilos.

Fibrinogénio (fraction I, from human plasma, Sigma —F-4883-500mg) utilizado na

concentracao de 50ug/mL para promover a adesao em fluxo de plaquetas;
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ICAM-1/CD54 recombinante humano, Cat N. ADP4, R&D systems, Minneapolis, MN,
USA — concentracao de 10ug/mL utilizada para promocéao da adesao estatica de neutrdfilos;

E-selectina recombinante humano, Cat N. ADP1, R&D systems, Minneapolis, MN,
USA - concentracao de 1ug/mL utilizada para promocéao da adesao estéatica de neutrdfilos;

Hidroxiuréia (H8627-10G, Sigma), utilizada nas concentragcdes de 10uM 100uM,
500uM e 1000uM para adesao estatica de neutrofilos, adesdo em fluxo e citometria de
neutrofilos e plaquetas.

Trombina (bovine Cat N. 128680, HemoslL), utilizado na concentracdo de 50 UM
para ativar plaquetas;

TNF-a/TNFSF1A recombinante humano, Cat N. 210-TA, R&D systems, Minneapolis,
MN, USA - concentracdo de 200ng/mL, para inducdo do estimulo inflamatério em
neutrofilos;

ODQ (1H-[1, 2, 4] oxadiazolo [4,3-a] quinoxalin-1-one, CAS Number 41443-28-1,
Sigma), utilizado nas concentragbées 10 uM, 1 uM e 0.1 uM para inibir a via guanilil ciclase
em ensaios de adesao estatica de neutrofilos e adesao em fluxo de neutréfilos e plaquetas.

PTIO (2-phenyl-4,4,5,5-tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxide, CAS Number 18390-
00-6, Sigma), utilizado nas concentragées de 1000uM, 500 puM, 250uM, 50 uM e 5uM
utilizado como sequestrador de NO em ensaios de adesao estatica de neutréfilos e adesao
em fluxo de neutrdfilos e plaquetas.

Rhodamine 6G Chloride (CAS Number 989-38-1, Enzo Life Sciences), utilizado na
concentracdo de 0,1 pg/pl como fluorescéncia para plaquetas em ensaios de adesao em

fluxo.

4.6. Analise estatistica
Os dados foram analisados pelo software GraphPad Prism version 5. Para as
andlises estatisticas, foram feitos testes paramétricos quando a distribuicdo foi normal
(ANOVA seguido pelo pds-teste de Bonferroni). Os resultados foram expressos como média
* erro da média. Valores de P<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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5. RESULTADOS

5.1. Ensaio de citotoxicidade MTT em neutréfilos
Neutréfilos de individuos saudaveis foram coletados e isolados para realizacdo dos
ensaios. Foi avaliado em ensaio de reducdo do MTT para verificar se as diferentes
concentragdes de HU (100 - 1000 uM), PTIO (5-1000 uM) e ODQ (0,1 -10 puM) e DMSO
(veiculo utilizado para a diluicdo de PTIO e ODQ) afetariam a viabilidade dos neutréfilos
durante 30 minutos de incubacao a 37°C, 5% CO,. Como pode ser observado na Tabela 1,
nao houve nenhum efeito téxico desses compostos nos neutréfilos, quando comparado aos

neutrofilos que nao receberam tratamento.

Tabela 1. Efeito de diferentes concentracées da hidroxiuréia, PTIO e ODQ na
viabilidade de neutrofilos, de acordo com ensaio de MTT

"Reducao de MTT"
Células/tratamento Concentracao

(OD/2x10° cel.mI™")

Neutroéfilos viaveis 0.231+0.051

Neutroéfilos nao viaveis 0.060+0.001

HU 100 uM 0.245+0.077

HU 500 uM 0.268+0.078

HU 1000 uM 0.266+0.077

PTIO 5 uM 0.25740.074

PTIO 50 uM 0.26310.124

PTIO 250 uM 0.14510.046

PTIO 1000 uM 0.258+0.041

obQ 0.1 uM 0.223+0.056

obQ 1uM 0.231+0.051

obQ 10 uM 0.223+0.056

DMSO 1% 0.24210.074

Dados representam média dos valores + EPM de 4 experimentos (cada um em ftriplicata). Dados
determinado por ANOVA (repeated measures) seguido de Bonferroni Multiple Comparisons Test

comparado aos neutréfilos viaveis.
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5.2. Ensaio de adesao estatica: A HU diminui a inducao da adesao de neutroéfilos
pelo estimulo inflamatério TNF-a

As propriedades adesivas dos neutréfilos de individuos saudaveis foram avaliadas in

vitro através do ensaio de adesdo celular estatica, utilizando as moléculas de adesao:
fibronectina 20ug/mL (Figura 5A, ICAM-1 recombinante 10ug/mL (Figura 5B) e ICAM-1
10pg/mL/E-Selectina 1pg/ml (Figura 5C) como ligantes. Neutréfilos isolados (2x108/ml)
foram pré- incubados com HU (100, 500 e 1000uM) por 15 minutos (37°C) e apés com TNF-
a (200ng/ml, 37°C) durante 5 minutos. A citocina TNF-a foi capaz de induzir a adesdo dos
neutréfilos aos ligantes fibronectina e ICAM-1 e a combinacao dos dois ligantes (Figura 5).
Por sua vez a pré-incubacao dos neutréfilos com HU na concentracdo de 1000 uM foi capaz
de prevenir as alteracdes celulares induzidas pelo TNF-a, diminuindo a sua adesdo. Assim
ficou estabelecido que essa concentracao fosse utilizada nos proximos experimentos com
HU e com o ligante FN uma vez que esse apresentou melhores resultados sendo

financeiramente inviavel testar as trés moléculas em ensaio microfluidico de adeséo.
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Figura 5. Efeito da hidroxiuréia na adesao de neutréfilos em diferentes ligantes: Ensaio de
adesao estatica. Neutrofilos 2X10° cls/mL foram pré-tratados com HU (100, 500 e 1000uM) por 15
minutos e apds esse periodo receberam o estimulo por TNF-a por 5 minutos. (A) Neutrofilos (2X10°
cls/m 6) foram permitidos aderir a FN (20ug/mL) por 30 minutos (37°C, 5% CO,). N=12. (B) Neutrofilos
(2X10° cls/mL) foram permitidos aderir ao ICAM-1 (10ug/mL) por 30 minutos (37°C, 5% CO,). N=13 (C)
Neutrofllos (2X1O6 cls/mL) foram permitidos a aderir ao ICAM-1 (10ug/mL) e Selectina 1ug/ml por 30
minutos (37°C, 5% CO,). N=8. Resultados expressos em média * erro da média. *** p<0.001, ** p<0.01
comparado ao Basal, determinado por test t pareado e # p<0.05 comparado ao TNF-a determinado por
ANOVA seguido de Bonferroni.
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5.3. Ensaios de adesao em fluxo: Tratamento de neutréfilos com HU diminui a
sua adesao apos estimulo inflamatorio com TNF-a
O equipamento VenaFlux (Cellix Ltd.) € um sistema automatizado baseado no fluxo

fisiolégico. Este sistema microfluidico permite analisar a adesao celular em tempo real,
simulando um fluxo sanguineo, dessa forma tornou-se importante utilizar essa tecnologia a
fim de observar o efeito anti-inflamatério da HU. Os neutréfilos de individuos saudaveis
(5x10° células/mL) foram pré-tratados com HU nas concentracdes de 100, 500 e 1000uM
por 15 minutos e apds isso receberam estimulo inflamatério por TNF-a (200ng/mL) por 5
minutos. Posteriormente, os neutréfilos foram submetidos a plataforma utilizando a
fibronectina (20pg/mL) como ligante e sob fluxo de 0,5d/cm?, por 3 minutos. Com isso foi

possivel observar (Figura 6) que o TNF-a exerce poder inflamatério nos neutréfilos e que a

HU foi capaz de diminuir significativamente a adesao em fluxo nas concentragées de HU de
100 e 1000puM.
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Figura 6. Efeito da HU na adesdo de neutréfilos: Ensaio microfluidico de adesdo. Neutréfilos (5X10°
cls/mL) submetidos ao ensaio microfluidico e observado a adesdo a FN (20ug/mL) por 3 minutos
(37°C), sob forca de cisalhamento de 0,5 d/cm®. Os neutréfilos foram pré-tratados com HU por 15
minutos e estimulados com TNF-a por 5 minutos N=15. (A) Neutréfilos sem estimulo. (B) Neutrofilos
estimulados com TNF-a. (C) Neutrdfilos incubados com HU 100 pM e estimulados por TNF-a.
Resultados expressos em média * erro da média. *** p<0.001 comparado ao Basal, determinado por
test t pareado e # p<0.05 comparado ao TNF-a, determinado por ANOVA seguido de Bonferroni. Foi
determinado o nimero de células aderidas num campo de visao de 0.08 m?.
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5.4. Avaliacao do efeito da HU na expressao das moléculas de adesao, LFA-1 e
Mac-1 na superficie de neutroéfilos

A expressao das L-selectinas e das subunidades alfa das integrinas LFA-1 (CD11a)
e Mac-1 (CD11b), na superficie de neutrdfilos, foram determinadas por citometria de fluxo.
Para esses experimentos os neutroéfilos foram pré-tratados com HU 100, 500 e 1000uM, e
incubados por 15 minutos a 37°C, antes de receberem o estimulo inflamatério com TNF-a
(mais 15 minutos a 37°C). A expressao das subunidades da selectina e das integrinas esta
descrito na Tabela 2 como média de intensidade de fluorescéncia (MIF) dos neutrofilos
positivos para o marcador fluorescente destas proteinas. Nos dados obtidos foi possivel
observar que o TNF-a aumentou as expressdées de CD11a e CD11b na superficie de cada
célula (expresso como MIF), entretanto o tratamento com HU nao foi capaz de alterar a
expressdo das moléculas analisadas, a reducdao da expressdo de L-selectina apods a

incubagdo com TNF- a se comparada a niveis basais nao foi estatisticamente significativa.

Tabela 2. Efeito da hidroxiuréia na expressao das moléculas de adesao L-selectina,
LFA-1 e Mac-1 na superficie dos neutrofilos estimulados com TNF-a

Molécula CD11a CD11b CD62L
(LFA-1) (MAC-1) (L-selectina)
Tratamento MIFEMP MIF:EMP MIF:EMP
Basal 58,36+1,9 286+34,30 96,24+16,18
HU (1000 pM) 58,35+2,4 313+4,93 106,8+20,27
TNF-a 64,21£2,4 501,9+64,16 32,8944,1
TNF-a + HU (100 pM) 61,9613,2 480,6+78,09 34,414+4,9
TNF-a + HU (500 pM) 63,03+3.3 497,2+75,91 32,5614.6
TNF-a + HU (1000 pM) 63,94+3,3 510,8+74,45 34,41+4,7

Os resultados da expressao das moléculas de adeséo estao representados como média de
intensidade de fluorescéncia (MIF) de anticorpo ligado para cada neutrofilo £ erro médio
padréo (EMP).
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5.5. Efeito da HU na ativacao das integrinas LFA-1 e MAC-1 em neutréfilos
estimulados com TNF-a
As integrinas se apresentam nas conformacbes “n&o ativadas” e “ativadas”, e é
possivel observar se a integrina se encontra na sua conformacdo ativada pelo uso de
anticorpos que reconhecem as integrinas na sua conformacao ativada. A expressao das
subunidades das moléculas de adesdo LFA-1 e Mac-1 (CD11a e CD11b, respectivamente)
na suas conformacfes ativadas foram avaliadas nas superficie dos neutréfilos, antes e
depois de tratamento com TNF-a, utilizando a citometria de fluxo. Para os experimentos os
neutrofilos foram pré-incubados com HU por 15 min e em seguida receberam o estimulo
inflamatério TNF-a (200ng/mL, 15 min). Os dados observados na Tabela 3 mostram que o
TNF-a ndo aumentou a ativacdo da integrina LFA-1 de forma significativa. Em contraste a
ativacao da integrina MAC-1 (subunidade CD11b) na superficie dos neutrofilos sob estimulo
de TNF- a apresentou um aumento significativo, no entanto, a presenga de HU n&o alterou o
efeito do TNF-a em MAC-1.

Tabela 3. Efeito da hidroxiuréia na expressao das moléculas de adesao LFA-1 e Mac-1
na sua conformacao ativada na superficie dos neutroéfilos estimulados com TNF-a

Molécula CD11a (LFA-1) CD11b (MAC-1)
Tratamento MIFXEMP MIFEMP
Basal 64,4516.63 19030,63
HU(1000 M) 64.0346.1 £00,5439,88
TNF-a 75,2847,2 311+ 64,84
TNF-a + HU (100 uM) 74.1746.4 301,3+44.89
TNF-o+ HU (500 uM) 74.5246.8 305,5453,09
TNF-a + HU (1000 M) 75.9247.6 313,7459,63

Os resultados da expressao das moléculas de adesédo na sua conformacao ativada estéao
representados como média de intensidade de fluorescéncia (MIF) de anticorpo ligado para
cada neutrofilo = erro médio padrao (EMP).
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5.6. Ensaio de adesao estatica: O efeito da HU associada com PTIO na adesao de
neutréfilos estimulados com TNF-a
Existem evidéncias que a HU tem a capacidade de doar NO. Para analisar essa
propriedade, utilizamos nos ensaios de adesao estatica o PTIO, o qual tem a fungéo de
sequestrar o NO, inibindo as atividades do mesmo. Para esse ensaio, neutréfilos na
concentragcdo 2X10° cls/mL foram pré-incubadas com HU nas concentracées de 500 e
1000uM na presenca ou auséncia de PTIO por 15 minutos nas concentracées de 5, 50, 250
e 1000 uM. Apods essa incubacdo os neutrofilos receberam um estimulo inflamatério com
TNF-a (200ng/mL) durante 5 minutos (37°C), e entdo foram permitidos aderir a FN
(20pug/mL) por 30 minutos (37°C, 5% CO.). Nossos dados demonstraram que nas
concentragdes de 50, 250 e 1000 uM o PTIO reverte o efeito da HU 1000uM na adesao
estimulada por TNF-a (Figura 7A). O PTIO na concentragao de 500 uM reverteu o efeito do
HU 500 uM na adesao de neutrdfilos estimulados por TNF-a, Figura 7B.
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Figura 7. Adesao de neutréfilos pré-tratados simultaneamente com PTIO e HU e sob estimulo
inflamatorio de TNF-a. Ensaio de adesao estatica. Neutrdfilos (2X1O6 cls/mL) foram permitidos a
aderir & FN (20pg/mL) por 30 minutos (37°C, 5% COy). (A) Neutroéfilos pré-tratados com HU 1000 uM e
PTIO por 15 minutos (37°C, 5% CO,) e depois estimulados com TNF-a durante 5 minutos N=15. (B)
Neutréfilos pré-tratados com HU 500 uM e PTIO por 15 minutos (37°C, 5% CO,) e depois estimulados
com TNF-a durante 5 minutos N=11 Resultados expressos em média *+ erro da média. *** p<0.001
comparado ao Basal, determinado por test t pareado, ##p< 0,01, #p<0.05 comparado ao TNF-
a,°p<0.05 comparado ao tratamento apenas com HU, determinado por ANOVA seguido de Bonferroni.
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5.7. Ensaios de adesao em fluxo: O efeito da HU associada com PTIO na adesao
de neutréfilos estimulados com TNF-a

Nos ensaios de adesao em fluxo, foi utilizado HU 100 uM e PTIO nas concentracdes

de 5 e 50 uM. Para esse ensaio os neutrofilos foram pré-tratados com HU e PTIO

simultaneamente, e depois incubados a 37°C, 5% CO, por 15 minutos. Apds este periodo, as

células receberam estimulo inflamatério por TNF-a (200ng/mL) e foram incubados por mais

5 minutos nas mesmas condi¢cdes descritas anteriormente. Em contraste ao observado nos

ensaios de adesao estatica, a incubacao das células com PTIO junto ao HU néao alterou a

adesao dos neutréfilos, quando comparado com o tratamento somente com HU, conforme
observado na Figura 8.
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Figura 8. Adesao de neutréfilos pré-tratados simultaneamente com PTIO e HU e sob
estimulo inflamatério de TNF-a. Ensaio microfluidico de adesdo. Neutréfilos (5X10°
cls/mL) foram permetidos aderir & FN (20ug/mL) por 3 minutos (37°C), sob forga de
cisalhamento de 0,5 d/cm® Neutréfilos foram pré-tratados com/sem HU 100 uM e PTIO por
15 minutos (37°C, 5% CO,) e depois estimulados com TNF-a durante 5 minutos N=12.
Resultados expressos em média + erro da média e *p<0.05 comparado ao Basal,
determinado por fest t pareado e ###p<0.001; comparado ao TNF-a determinado por
ANOVA seguido de Bonferroni.
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5.8. Ensaio de adesao estatica: O efeito da HU associada com ODQ na adesao de
neutrofilos estimulados com TNF-a
Para analisar se a HU age na via dependente de NO, pela via guanilil ciclase soluvel

(GCs), utilizamos o ODQ, o qual é uma droga que inibe a enzima GCs. Para os ensaios de
adesdo estatica foram utilizados dois tratamentos distintos, no primeiro deles os neutrofilos
foram pré-tratados simultaneamente com HU 1000uM e ODQ nas concentracées de 0.1, 1 e
10 uM e foram incubados a 37°C, 5% CO. durante 15 minutos. Apds esse tempo as células
foram estimuladas com TNF-a (200ng/mL) e incubados por mais 5 minutos nas mesmas
condicbes (Figura 9A). No segundo tratamento os neutréfilos foram pré-tratados
simultaneamente com HU 500uM e ODQ nas concentragdes de 0.1, 1 e 10uM e incubados a
37°C, 5% CO por 15 minutos. Apds essa incubacao, os neutréfilos foram estimulados com
TNF-a (200ng/mL) durante 5 minutos e incubados nas mesmas condicdes (Figura 9B). Apds
as incubacgées, a adesdo dos neutréfilos & FN foi determinada durante 30 minutos (37°C).
Nos resultados obtidos foi possivel observar que o ODQ apresenta uma tendéncia em
reverter o efeito da HU 1000 puM sob a quantidade de neutréfilos aderidos, no entanto este

efeito nao foi significativo.
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Figura 9. Adesao de neutrofilos pré-tratados simultaneamente com ODQ e HU e sob estimulo
inflamatorio de TNF-a. Ensaio de adesdo estatica. Neutrdéfilos (2X1O6 cls/mL) foram permitidos a
aderir & FN (20ug/mL) por 30 minutos (37°C, 5% COy). (A) Neutrdfilos pré-tratados com HU 1000 uM
e ODQ por 15 minutos (37°C, 5% CO,) e depois estimulados com TNF-a durante 5 minutos N=15. (B)
Neutréfilos pré-tratados com HU 500 uM e ODQ por 15 minutos (37°C, 5% CO,) e depois estimulados
com TNF-a durante 5 minutos N=11 Resultados expressos em média + erro da média. *** p<0.001
comparado ao Basal, determinado por test t pareado, ##p< 0,01, #p<0.05 comparado ao TNF-
a,°p<0.05 comparado ao tratamento apenas com HU, determinado por ANOVA seguido de
Bonferroni.
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5.9. Ensaio de adesao em fluxo: ODQ reverte parcialmente o efeito da HU sob a
adesao de neutrofilos estimulados com TNF-a

Nos ensaios de adesdo em fluxo, foram utilizados HU 100 uM e ODQ nas
concentracdes de 0,1 e 10 uM. Para esse ensaio os neutréfilos foram pré-tratados com HU e
ODQ simultaneamente e incubados a 37°C, 5% CO, por 15 minutos. Apés este periodo, as
células receberam estimulo inflamatério por TNF-a e foram incubados por mais 5 minutos
nas mesmas condicdes anteriores. O uso de ODQ 0,1uM, junto com HU, reverteu
parcialmente o efeito da HU na adesdo dos neutrofilos estimulados com TNF-a (200ng/mL)
como demonstrado na Figura 10.
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Figura 10. Adesao de neutréfilos pré-tratados simultaneamente com ODQ e HU e sob estimulo
inflamatorio de TNF-a. Neutrdfilos (5X10° cls/mL) foram permitidos aderir & FN (20pg/mL) por 3
minutos (37°C), sob forca de cisalhamento de 0,5 d/cm®. Os neutrdfilos foram pré-tratados com HU por
15 minutos e estimulados com TNF-a por 5 minutos, N=16. Resultados expressos em média * erro da
média. ** p<0.01 comparado ao Basal, determinado por test t pareado ### p<0.001; comparado ao
TNF-a e *p<0,05 comparado ao tratamento de HU com TNF-a; determinado por ANOVA seguido de
Bonferroni. Foi determinado o niimero de células aderidas num campo de visdo de 0,08 mm?®.
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5.10. Ensaio de adesao em fluxo: A HU diminui a adesao de plaquetas ativadas
por trombina

A fim de investigar o efeito que a HU possui sobre a adesao de plaquetas ativadas, foi
utilizado o ensaio de adesdo em fluxo. As plaquetas (1x102 pts/mL) de individuos saudaveis
foram pré-tratados com HU nas concentracdes de 10, 100 e 1000uM durante 15 minutos e
apoés isso foram ativadas com TB (50U) por 15 minutos. Em seguida as plaquetas foram
submetidas ao ensaio de adesao em fluxo, utilizando fibrinogénio (50ug/mL) como ligante e
sob fluxo de 0,3d/cm?, por aproximadamente 2 minutos. A Figura 11 demonstra que o TB é
capaz de ativar as plaquetas provocando aumento na adesao quando comparada a niveis
basais. A HU, por sua vez, nas concentracdes de 10, 100 e 1000uM reduziu
significativamente a adesdo das plaquetas quando comparado a adesdo das plaquetas
ativadas somente por TB.
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Figura 11. Efeito da HU na adesao de plaquetas. Plaquetas (1x10 cls/mL) foram pré-tratadas com
HU por 15 minutos e ativadas por TB por 15 minutos (37°C), em seguida foram submetidas ao ensaio
microfluidico utilizando FB (50pg/mL) como ligante (2 minutos, 37°C, 0,3 d/cm?), N=8. Resultados
expressos em média + erro da média. *p<0,05 comparado ao basal, ##p<0.01, #p<0.05 comparado
ao TB determinado por ANOVA seguido de Bonferroni. Foi determinado o numero de células aderidas
em um campo de visdo de 0,064 mm®.
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5.11. Ensaio de adesao em fluxo: A HU diminui a adesao de plaquetas ativadas
por ADP
Para avaliar o efeito da HU sobre a adesdo de plaquetas ativadas por ADP, foi
realizado o ensaio de adesdo em fluxo, onde plaquetas (1x10® pgts/mL) de individuos
saudaveis foram pré-tratados com HU nas concentracdes de 10, 100 e 1000uM durante 15
minutos e depois de ativadas com ADP (20uM) por 15 minutos. Em seguida foi realizado o
ensaio de ades&o utilizando o fibrinogénio (50ug/mL) como ligante e sob fluxo de 0,3d/cm?,
por 2 minutos. Nos dados obtidos (Figura 12) é possivel observar que o ADP ativa as
plaquetas provocando um aumento na adesdo quando comparada a niveis basais. A HU,
por sua vez, nas concentracbes de 10 e 1000uM causou um efeito protetor nas plaquetas,
reduzindo significativamente a adesdo em fluxo quando comparado a plaquetas ativadas por
ADP.
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Figura 12. Efeito da HU na adesao de plaquetas. Plaquetas (1x10 cls/mL) foram pré-tratadas com
HU por 15 minutos e ativadas por ADP por 15 minutos (37°C), em seguida foram submetidas ao
ensaio microfluidico utilizando FB (50ug/mL) como ligante (2 minutos, 37°C, 0,3 d/cm?), N=6.
Resultados expressos em média + erro da média. ***p<0.001 comparado ao Basal, determinado por
test t pareado e #P<0.05 comparado ao TNF-a determinado por ANOVA se%uido de Bonferroni. Foi
determinado o numero de células aderidas num campo de visédo de 0,064 mm®.
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5.12. Ensaio microfluidico de adesao: O efeito de PTIO na adesao de plaquetas
incubadas com HU e ativadas por ADP ou TB

Para analisar se os efeitos protetores de HU séo intermediados pela liberacdo de
NO, as plaquetas (1x108) foram pré-tratadas com HU (10uM) e simultaneamente com PTIO
(5 ou 50 uM), e entdo foram incubadas a 37°C, 5% CO, por 15 minutos. Em seguida as
plaguetas foram incubadas com ADP (20 uM) (Figura 13A) ou com TB (50U) (Figura 13B)
durante 15 minutos, em seguida foram aplicadas a plataforma microfluidica utilizando
fibrinogénio (50ug/mL) como ligante e sob fluxo de 0,3d/cm? por aproximadamente 2
minutos. A ativacdo das plaquetas com ADP causou um aumento significativo na adesao
quando comparado a niveis basais (Figura 13A). Por sua vez, a HU (10uM) foi capaz de
inibir essa adesao. Quando as plaquetas foram incubadas com HU (10uM) na presenca de
PTIO (5 e 50 uM), esse composto ndo alterou o efeito da HU em plaquetas ativadas.

As plaquetas ativadas por TB (50U) apresentaram uma maior adesdo quando
comparado a niveis basais, a HU (10 uM) por sua vez, reduziu parcialmente a adesédo e o
PTIO nao interferiu de maneira significativa sob o efeito da HU nas plaquetas ativadas por
TB (Figura 13B).
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Figura 13. O efeito do PTIO na adeség de plaquetas incubadas com hidroxiuréia e depois

ativadas por ADP ou TB. Plaquetas (1x10 cls/mL) foram submetidas ao ensaio microfluidico utilizando
FB (20ug/mL) como ligante (2 minutos, 37°C, forca de cisalhamento 0,3 d/cm?). (A) As plaquetas foram
pré-tratadas com HU e PTIO por 15 minutos e ativadas com ADP (20uM) por 15 minutos, N=6. (B) As
plaguetas foram pré-tratadas com HU e PTIO por 15 minutos e ativadas com TB (50 U) por 15 minutos,
N=6. Resultados expressos em média t erro da média. ***p<0.001 e **p<0,01 comparado ao Basal,
##p<0.01 comparado ao TNF-a determinado por ANOVA seguido de Bonferroni. Foi determinado o
numero de células aderidas num campo de viséo de 0,064 mm®.
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5.13. Ensaio microfluidico de adesao: O efeito da HU associada com ODQ na
adesao de plaquetas ativadas por ADP ou TB

Para analisar se os efeitos protetores de HU sao intermediados pela liberacdo de
NO, as plaquetas (1x108) foram pré-tratadas com HU (10uM) e simultaneamente com ODQ
(0.1 ou 10 uM), e entdo foram incubadas a 37°C, 5% CO, por 15 minutos. Em seguida as
plaquetas foram incubadas com ADP (20 uM) (Figura 14A) ou com TB (50U) (Figura 14B)
durante 15 minutos, em seguida foram aplicadas a plataforma microfluidica utilizando
fibrinogénio (50ug/mL) como ligante e sob fluxo de 0,3d/cm? por aproximadamente 2
minutos. Os dados obtidos (Figura 14) demonstram que o ADP ativa as plaquetas causando
um aumento significativo da adesdo quando comparado as niveis basais, a HU (10uM) foi
capaz de inibir essa adesdo, entretanto quando utilizamos o ODQ (0.1 e 10 uM)
simultaneamente com a HU (10 uM) observamos que o ODQ apresenta tendéncia em
reverter parcialmente o efeito da HU (Figura 14A). As plaquetas ativadas por TB (50U)
apresentaram uma maior adesao quando comparado a niveis basais, a HU (10 uM) reduziu
parcialmente essa adesédo e o ODQ nao interferiu sob o efeito da HU nas plaquetas ativadas
por TB (Figura 14B), no entanto esse dado ndo foi estatisticamente significativo.
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Figura 14. O efeito do ODQ na adeséso de plaquetas incubadas com hidroxiuréia e depois

ativadas por ADP ou TB. Plaquetas (1x10 cls/mL) foram submetidas ao ensaio microfluidico utilizando
FB (20ug/mL) como ligante (2 minutos, 37°C, sob forga de cisalhamento de 0,3 d/cm2). (A) As plaquetas
foram pré-tratadas com HU e ODQ por 15 minutos e ativadas com ADP (20uM) por 15 minutos N.10. (B)
As plaquetas foram pré-tratadas com HU e ODQ por 15 minutos e ativadas com TB (50 U) por 15
minutos N=6. Resultados expressos em média £ erro da média. *** p<0.001 comparado ao Basal,
determinado por test t pareado e ## P<0.01 comparado ao TNF-a determinado por ANOVA seguido de
Bonferroni. Foi determinado o nimero de células aderidas num campo de visdo de 0,064 mm®.



58

5.14. Citometria de fluxo: O efeito da HU sobre a expressao da P-selectina,
integrina allbf3 na sua conformacgao de alta afinidade e da glicoproteina
GPIb/IX/V em plaquetas ativadas por ADP

Plaquetas (1x10®) foram pré-tratadas com HU nas concentracdes de 10, 100, 500 e
1000uM e incubadas como descrito acima, a fim de analisar se a HU exerce algum efeito
sobre a expressao da molécula P-selectina, integrina allbf3 na sua conformagéo de alta
afinidade e da glicoproteina GPIb/IX/V quando ativadas por ADP, para isso foi realizado a
técnica citometria de fluxo utilizando os anticorpos anti-CD62P— FITC (clone AK6), PAC-1-
FITC (reconhece a integrina allbp3 quando ativada) e anti-CD42b- APC (clone Psel.K02.3),
receptor de superficie do VWF. Nos resultados obtidos (Tabela 4) foi possivel observar que
as plaquetas ativadas por ADP demostraram aumento significativo da expressdo da
glicoproteina GPIb/IX/V (CD42b), quando comparada a niveis basais.

Tabela 4. Expressao da P-selectina (CD62P), integrina allbf3 na sua conformacao de
alta afinidade e da glicoproteina GPIb/IX/V (CD42b) em plaquetas ativadas por ADP

Molécula CD62P B3 (conformagao CD42b
ativada)
Tratamento MIF+EMP MIF+EMP MIF+EMP
Basal 357+68 6+0.9 2742
HU (1000 puM) 362455 5+0.8 3046
ADP 204+41 7+0.9 162£19
ADP+ HU (10 uM) 327459 6+0.5 160422
ADP+HU (100 puM) 206+36 742 161422
ADP+HU (500 puM) 313+64 742 158421
ADP+HU (1000 pM) 338+44 842 157420

Os dados estao representados como média de intensidade de fluorescéncia (MIF) de anticorpo ligado
para cada plaqueta + erro médio padrao (EMP). Foram adquiridos 10.000 eventos. P<0.0001.
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5.15. Citometria de fluxo: O efeito da HU na expressao das moléculas de adesao
P-selectina, integrina allbf3 na sua conformagdo de alta afinidade e da

glicoproteina GPIb/IX/V em em plaquetas ativadas por TB

Para analisar se a HU exerce algum efeito sobre a expressdao da molécula P-
selectina, integrina allbB3 na sua conformagdo de alta afinidade (e da glicoproteina
GPIb/IX/V, receptor de superficie do VWF, foi realizado a técnica citometria de fluxo
utilizando os anticorpos anti-CD62P- FITC (clone AK6), PAC-1-FITC (reconhece a integrina
allbB3 quando ativada) e anti-CD42b-APC (clone Psel K02.3). Para isso plaquetas (1x10°)
foram pré tratadas com HU nas concentragbes de 10, 100, 500 e 1000uM (37°C por 15
minutos) e incubadas com TB (50U) por mais 15 minutos nas mesmas condicbes. Nos
resultados obtidos (Tabela 5) foi possivel observar que as plaquetas ativadas por TB
demonstraram aumento significativo da expressao da integrina allbB3 na sua conformacéao
de alta afinidade e da glicoproteina GPIb/IX/V (CD42b), quando comparada a niveis basais.
A HU, nas concentragdes de 10, 100 500uM, preveniu parcialmente o aumento da
expressao da integrina allbf3 na sua conformacao de alta afinidade.

Tabela 5. Expressao da P-selectina (CD62P), integrina allbf3 na sua conformacgao de
alta afinidade e da glicoproteina GPIb/IX/V (CD42b) em plaquetas ativadas por TB

a"bB3

Molécula CD62P (conformacdo CD42b
ativada)

Tratamento MIFEMP MIFEMP MIFEMP

Basal 323482 6.3+1.1 43417

HU (1000 puM) 321474 6.9+1.9 405417

B 244474 125419 253161

TB+ HU10 puM 218476 85'51; 3,12 2841451

+

TB+ (HU100 puM) 2524111 79;3'3 290453

TB + (HU500 M) 252481 77;&9'3 208463

TB + HU (1000 uM) 180425 107+13.5 242436

Os dados estao representados como média de intensidade de fluorescéncia (MIF) de anticorpo ligado
para cada plaqueta + erro médio padréo (EMP). Foram adquiridos 10.000 eventos.
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6. DISCUSSAO

A inflamagédo € um conjunto complexo de interagbes de fatores sollveis e celulares
que ocorrem nos tecidos em resposta a processos traumaticos, infecciosos, lesivos ou
autoimunes, levando a uma reacdo de defesa do organismo ''®. A resposta inflamatéria é
caracterizada pelo recrutamento extracelular de células inflamatérias, alteragdes vasculares,
aumento da permeabilidade vascular, e fenémenos celulares como a infiltracao celular, que
decorrem da liberacao local de mediadores quimicos formados e liberados no local da lesao
tecidual, como por exemplo, citocinas, prostaglandinas e histamina entre outros ''". Os
neutréfilos sdo os leucocitos mais abundantes do sistema imune e possuem um papel
crucial como primeira linha de defesa em processos infecciosos e inflamatérios %, quando
séo ativados por produtos bacterianos, citocinas ou quimiocinas, como por exemplo: TNF-a,
GM-CSF, IL-1, IL-6, IL-8 e IFN-y, esses fatores ativam células endotelias ocasionando o
aumento da expressao de selectinas, como PSGL-1 e L-Selectinas, responsaveis pelo
primeiro contato entre células do endotélio e os neutréfilos 5" %°,

O TNF-a possui efeitos pré-inflamatoérios, aumentando as propriedades quimiotaticas
dos leucécitos e aumentando a adesao de neutréfilos ao endotélio, devido a inducao da
expressdo e funcdo das moléculas de adesdo “*. Nos ensaios de adesdo estatica e em
todas as condicdes testadas e com diferentes ligantes, foi possivel observar que o TNF-a
possui a capacidade de aumentar as propriedades adesivas dos neutrofilos de forma
significativa quando comparada aos n&o estimulados, como ja observado por Miguel ' et
al., 2011 e Canalli ® et al., 2008, esse efeito também se repetiu nos ensaios de adesao em
fluxo com a molécula de adesado fibronectina. A presenga de TNF-a, faz com que os
neutréfilos sejam atraidos por células endoteliais proximas da area inflamada, dando inicio
ao processo de rolamento na membrana das células endoteliais ativadas, provocando
alteracdes conformacionais nas integrinas da superficie dos neutréfilos para estados de
elevada afinidade °* *> *. A ativacdo das integrinas-p2 LFA-1 (CD11a/CD18) e Mac-1
(CD11b/CD18) permite a adesdo firme de neutrofilos a células do endotélio através da
ligacdo das integrinas ICAM-1 e ICAM-2 na superficie do endotélio ° > %% %8 As integrinas
se apresentam nas conformacdes “nao ativadas” e “ativadas”, e é possivel observar se a
integrina se encontra na sua conformacao ativada pelo uso de anticorpos que reconhecem
as integrinas na sua conformacgao ativada, através de citometria de fluxo. A expresséo das
subunidades das moléculas de adesédo L-Selectina (CD62P), LFA-1 e Mac-1 (CD11a e
CD11b, respectivamente) na superficie dos neutréfilos, antes e depois do tratamento com

TNF-a, foram avaliadas, demonstrando que o estimulo inflamatério causado por TNF-a
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ocasionou um aumento na expressao de MAC-1 e LFA-1 na sua superficie, porém nao foi
capaz de alterar a expressdo de L-Selectina. Adicionalmente, foi constatado que o TNF-a
aumenta a atividade da subunidade CD11b na superficie dos neutréfilos, indicando uma
alteracéo da integrina Mac-1 para a sua conformacao de alta afinidade. Durante a resposta
inflamatéria, a interagdo dos neutrofilos com plaquetas e a formacdo de agregados

77, 81 Em

heterocelulares parece ser essencial para o inicio do processo inflamatério
doencas caracterizadas por inflamacdo vascular crénica, como anemia falciforme e
aterosclerose, a adesdo dos leucécitos a parede vascular desencadeam efeitos
significativos como o inicio de processos vaso-oclusivos que tem papel importante em
ambos as doencas 2" %.

Doencas inflamatérias crénicas acometem milhdes de pessoas pelo mundo, por esse
motivo é importante estudar e identificar drogas que possuem efeitos anti-inflamatérios. Na
AF, a HU tem varios efeitos, sendo um dos mais importantes a elevagdo da hemoglobina
fetal a qual possui a capacidade de inibir a polimerizagédo da hemoglobina S, e, portanto,
diminuindo a falcizacdo das hemacias em pacientes. No entanto, alguns estudos
demonstraram que a HU também pode beneficiar os pacientes portadores de anemia
falciforme através de efeitos anti-inflamatérios. A terapia com HU estd associada a
diminuicdo da expressdo de moléculas de ades&o na superficie das hemécias '™, plaquetas

? e leucdcitos % de pacientes com anemia falciforme, além de reduzir a contagem de

3. 119 hesses individuos. No entanto, ndo esta claro se a HU exerce

neutréfilos e eosinofilos
estes efeitos por uma via direita ou indireta, sendo que na doenga falciforme, acredita-se
que estes efeitos sdo secundarios ao efeito da droga no ciclo celular das células
hematopoiéticas.

Quando analisamos os efeitos da HU nas propriedades adesivas dos neutréfilos em
condicbes estaticas e em fluxo (sob estimulo inflamatério de TNF-a), encontramos
evidéncias que a HU possui um efeito direito e anti-inflamatério nos neutréfilos. Na
concentracao de 1000 uM, a HU inibiu a adeséo dos neutréfilos sob condi¢des estaticas; em
condigdes de fluxo que se aproximam mais as agoes fisioldégicas a HU teve um efeito anti-
adesivo em concentragdes mais baixas (100 uM). A HU chega a ter concentragdes séricos
maximas de 290-380 pM (descrito em criangas portadoras de AF recebendo dose de 20
ug/kg HU; Ware' et al., 2011). Assim a dose de 1000pM utilizado nos ensaios é uma
concentracdo elevada de HU, sem tanta relevancia clinica. Em contraste as concentragdes
de 100-500 pM HU foram capazes de diminuir a adesédo de neutréfilos sob condi¢des de
fluxo, sendo mais fisiologicamente relevante e com implica¢des interessantes na AF.

Estudos publicados anteriormente demonstram que a HU possui a propriedade de

107

doar NO in vivo ™', induzindo a atividade da enzima éxido nitrico sintase (NOS) e a
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producdo de NO pelas células endoteliais '’. Para entender se a HU pode intermediar os
efeitos observados pela sua capacidade de doar NO, foi utilizado o ODQ, uma droga que
inibe a enzima GCs (enzima intracelular alvo de NO, interferindo na via de GMPc) e também
o PTIO, o qual tem a funcdo de sequestrar o NO. As concentracdes testadas foram
determinadas através de dados da literatura, o uso de 1000 e 500 uM de HU com PTIO ou
ODQ foi para que ambas estivessem nas mesmas condigées. Nos resultados obtidos em
adesado estatica podemos observar que ODQ, junto com HU (500 e 1000 uM) apresenta
uma tendéncia porem néo significativa, em reverter o efeito da HU, entretanto na adesdo em
fluxo a presenca de ODQ (0.1 e 10 uM) reverte o efeito da HU (10 pM) na adesdo de
neutrofilos, implicando em um papel para a enzima GCs neste efeito. Quando utilizado HU
(10 uM) e PTIO (5 e 50 uM) juntos em adesdao em fluxo ndo observamos diferencas
significativas sob o efeito da HU, entretanto em adeséo estatica com HU (500 uM e 1000
uM), e PTIO (50, 250 e 1000 uM) observamos que o sequestro de NO por este composto
reverte parcialmente os efeitos da HU, sugerindo que os efeitos benéficos da HU nesta
situagao sao intermediados pela liberagdo de NO durante a incubag¢do com as células.

A analise das proteinas na superficie dos neutrdfilos foi realizada através de
citometria de fluxo, investigando as subunidades alfa das integrinas LFA-1 (CD11a) e Mac-1
(CD11b), que estao envolvidas principalmente no processo de adesao firme do leucdcito ao

121

endotélio ', os dados obtidos demonstraram um aumento significativo na expressao apos o

estimulo com TNF-a. Entreatanto, a expressdo da L-selectina, molécula envolvida no

rolamento inicial do processo de adesdo leucocitaria %

, apresentou-se reduzida na
presenca de TNF-a. J& € bem descrito que a L-selectina é liberada da superficie dos
neutréfilos para a circulagdo apds a sua ativagdo, indicando assim que provavelmente o
TNF-a ative as células resultando num aumento na expressao de integrinas na membrana e

28 A incubagdo dos neutréfilos com HU ndo demonstrou

na liberacdo da L-selectina
diferengas significativas na expressao de L-selectina, MAC-1 e LFA-1 e ndo alterou a
expressao das integrinas na sua conformacao ativada.

As plaquetas possuem diversos receptores de adesdo, entre eles o complexo
glicoprotéico (glicoproteina [Gp]) IbIX-V e GpVI, que a liga respectivamente ao FYW e ao

24 Essas moléculas sdo

coldgeno, uma proteina importante da matriz extracelular
consideradas responsaveis pela regulagdo primaria da adesdo plaquetaria que pode ser
induzida pelo colageno ou por outros agonistas, como trombina, PAF e ADP, ocorre a
secrecdo dos granulos e a exposi¢do da glicoproteina llb/llla (Gpllb/llla) % . A fim de
analisar as propriedades adesivas das plaquetas durante o processo de ativagao, utilizamos
ensaios de ades@o em fluxo, pois 0 mesmo simula o processo fisiologico que ocorre nos

vasos sanguineos. Nossos dados demostraram que plaquetas incubadas com ADP e TB
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aumentam as propriedades adesivas de plaquetas de uma maneira signficativa. De forma
suprendente, a HU (10 e 1000 uM) foi capaz de reduzir a adesao provocada por ADP o que
também ocorreu quando as plaquetas foram ativadas por trombina (HU 10,100 e 1000 uM).
Para avaliarmos o mecanismo do efeito da HU em plaquetas em ensaios de adesdao em
fluxo, utilizamos PTIO (5 e 50 uM) para sequestrar NO apés liberagcdo da HU (10 uM). No
entanto, esse composto nao foi capaz de reverter o efeito da HU. De forma similar, quando
analisado o efeito de HU (10uM) junto com ODQ (0.1 e 10 uM), este ndo reverteu
significativamente o efeito da HU em ambas as condigbes testadas.

A molécula de adesao, P-selectina esta presente nos a-granulos de plaquetas e é
expressa na superficie de plaquetas quando ativadas '?°. A P-selectina se liga a0 PSGL-1
expresso por leucécitos, podendo resultar em interagdes heterocelulares . No entanto, em
nossos resultados, obtidos por citometria de fluxo, ndo observamos aumento significativo da
expressdo de P-selectina quando as plaquetas foram ativadas por ADP e TB. Os
contrareceptores para P-selectina incluem GPIba, que suportam a adesao e o rolamento sob
o endotélio inflamado. O mecanismo que intermedia a adesao plaquetaria estavel ao
endotélio ativado ainda possui algumas incertezas, modelos in vivo e in vitro sugerem que a

ligagéo do a”bBS ao fibrinogénio ligado ao a,B3; ou ICAM-1 facilita a firme adesao e ativagao

plaquetaria '®'®. As plaquetas, na anemia falciforme, possuem uma capacidade aumentada
de aderirem aos componentes da parede vascular e o contato fisico entre essas células, in
vitro, promove a expressao de moléculas de adesao e a producéo de citocinas inflamatorias
nas células endoteliais 2 ', Através de Citometria de fluxo, observamos que plaquetas
ativadas por ADP apresentam aumento significativo da expressdo de GPIba, porém a
expressao de P-selectina e a”bBS nao apresentaram diferencas significativas. Quando as

plaguetas foram incubadas com HU e depois ativadas com ADP n&o houve diferencas na
expressdo de P-selectina, GPIba/IX/V e a"bBSI Em contraste, quando as plaquetas foram

ativadas por TB, as expressbes da GPIb (CD42) e da integrina a”bBS estavam

significativamente aumentadas, quando comparadas a niveis basais, porém a expressao de
P-selectina ndo apresentou diferengas. Plaquetas incubadas com HU (10-1000 uM) e
ativadas com TB demonstraram uma reducao significativa na expressao da integrina a”bBS o

que nao foi visto na expressdao de P-selectina e GPIb. Pacientes com AF apresentam

130

aumento da expressdao da integrina O(”bB3 : Proenca® e colaboradores (2010)

demonstraram que a expressao dessa integrina estéa reduzida em pacientes em uso de HU e
que a expressao da molécula de adesédo de P-selectina (CD62P) também esta aumentada
na superficie das plaquetas desses pacientes.
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A ativacao plaquetaria € considerada um processo fisiolégico fundamental para a

31 As plaquetas desempenham um importante papel na

manutencdo da homeostase
patogénese dos eventos vasculares agudos, como no infarto do miocardio e no acidente
vascular cerebral (AVC) ®®. Quando ocorre uma desestabilizagdo no fluxo sanguineo, as
moléculas de adesdo plaquetaria (integrinas e selectinas) sdo ativadas, promovendo a

adesdo as células endoteliais .

As plaquetas de individuos com AF apresentam
propriedades inflamatdrias, liberando altos niveis de fatores inflamatérios potentes, incluindo
as citocinas LIGHT e CD40L '. Proenca e colaboradores (2010) ?° demonstraram in vitro
que as plaquetas de pacientes com AF apresentam maior capacidade de adesdo aos
componentes da matriz extracelular e a parede vascular, sugerindo que estas células podem
contribuir com o0s processos vaso-oclusivos devido a producao e liberagcdo de fatores
inflamatdrios no local. Dados obtidos nesse trabalho demostraram que o uso da HU (10 uM)
€ capaz de reduzir as propriedades adesivas das plaquetas ativadas por trombina ou ADP

em ensaios de adesdo em fluxo e também reduz a expressao da integrina a”b[33 0 que

sugere que o uso da HU como terapia para doengas inflamatorias crénicas deve ser melhor
estudado, uma vez que a reducdo da plaquetas ativadas acarretaria beneficios para a
fisiopatologia dessa doencgas podendo ser capaz de diminuir algumas complicagdes clinicas
causadas pela ativagao plaquetaria.

Assim sendo, o nosso trabalho indica que HU tem efeitos diretos nas propriedades
adesivas dos leucécitos e plaquetas, quando ativados, diminuindo as suas propriedades
adesivas. Estes efeitos, aparentemente, nos leucdcitos, sdo intermediados, parcialmente
pela propriedade desta droga a liberar a molécula anti-inflamatéria, NO, quando em solugéo.
Outros trabalhos também demonstraram que o NO pode ter um papel regulador na fungao

12,131 sendo assim, os

da integrina Mac-1, e nas propriedades adesivas de neutrdfilos
efeitos dependente da HU nas propriedades adesivas de neutréfilos e plaquetas precisam
ser melhor investigado com vista para o seu uso nas doencas inflamatérias crbnicas, pois a
mesma pode acarretar beneficios fisiopatoldégicos para individuos portadores dessas

patologias.
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7. CONCLUSOES

O tratamento com HU in vitro (em concentracdes equivalentes aos observados
em pacientes em tratamento com HU) diminui o efeito do TNF-a nas
propriedades adesivas de neutréfilos sob condigbes de fluxo; este efeito
aparentemente esta parcialmente atribuido por uma via dependente em GMPc
intracelular;

A HU néao exerce os seus efeitos nos neutrofilos por alteracdo na expressao ou
funcéo das integrinas Mac-1 ou LFA-1.

O tratamento com HU in vitro (em concentracdes equivalentes aos observados
em pacientes em tratamento com HU) diminui o efeito da trombina e de ADP nas
propriedades adesivas de plaquetas; este efeito aparentemente ndo depende da
liberagdo de NO pela HU.

Na presenca de ADP, a HU exerce os seus efeitos nas plaquetas, pelo menos

em parte, por inibir a expresséo da integrina a _B_ na sua conformagao ativada.

O uso de HU como uma abordagem anti-inflamatéria deve ser estudado em

pacientes com doencas inflamatorias.
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- {2 sufeito de pesquisa deve recebsr Uma wia do Termo ge Consertmenta Livie & Essanecida, na imegs,
por 2k asEnadn.

- 0 suslin da pesquisa tam 3 lberdade de recusar-s2 3 panicipar ou e refrar sy consentimanio em
gualquer f35e 43 peETUER, 52M perdlizacio AgUmS3 & sem prejulzn 30 e culdato.

- O pesguisador deve desenvolvar 3 pesquiza confonme delingada no proiocois Avado. Se o pesquisador
CONEterar 3 desconinuagin 00 S50, B513 Deve 52T |USTNCAda & SOMEE 527 [Ealzada apds analss oas

razlies da descontinuidade pety CEP que © aprovol. O pesquisador deve aguardar o parecer do CEP
QUano 3 descominuagdo, excetn qUands PErceDer M5S0 oU JEno NaD previsio 30 suerto participants o
quUanao constatar 3 supenondace o UMa estralegia dagnostica ou berapsiries oerechia 3 UM 005 OrUpas
43 pesguisa, 5o &, somenie em caso de necessidade de aclo Imediata com infulto de peoteger o6
pariicipanies.

- O CEP deve ser iformada de 1ooos 05 e1=i0s a0verses ou fins relevantes que StEsem o cursn nonmal o
estudo. £ papel do pesquisador assagurar medidas Imediatas adequadas TEME 3 SVEMD OVEME0 grave
£oOmido {mesmo gue tenha sido em outro centro) & enviar notficaglio a0 CEP e 3 Agencla Nadonal de
Viglancla Santaria — ANVISA — junio com seu posidonamento.

Efdirags:  hus Tosdds iers de Caregs, 179

Baifio! Hidgc (erekdc CEPr  1A0Ea-SaT

UF: 8F Mimicdpls:, CAMPAS

Taberbirisn? |y Ages Fim: [1973431-118F Emidll: cwzglter srscwmp be

Stk ] O =

78



COMITE DE ETICA EM

PESQUISA DA UNICAMP - mﬂfm
CAMPUS CAMPINAS

- Everiusis modfcacles ou emendas a0 profocoio devem s2r apresentadas a0 CEP de fomna oara e
sucinta, fdentfcando a pane do proloosly 3 ser Mdficata e sUSs |usiiicativas. Em caso de projetos oo
Grupo | ou Il apreseniadios anteromments 3 ANVISA, 0 pesquisator ou peirocinacr deve emia-ias tambem
a mesma, junto SOm 0 Parecer aprovatonio do CEP, para sarem juntadas a0 protocoln Inicial.

Coximmplia = Peosoer 1 148 O

- Relabdnos pamias & fnal devern ser apresentados ao CER, inkcaimenes 525 meses apds 3 oxts deste
parecer de SoroVacss & 230 [Arming oo esmuon.

~LEMNamos QUe s2guUnde 3 Resolugio 4662012 | Rem X2 lefra e, “cabe a0 DesILIEaor AnresantEr fanis
Eolicitanos pein CEP ou pela CONEP 3 qualquer momento”.

CAMPINAS, 10 de Juiho d2 2015

LBSINA00 por:
Aenata Marla dos Santos Caleghint
[Conrdenador)
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