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RESUMO

Na anemia falciforme, os leucocitos possuem um importante papel na fisiopatologia
da doencga sendo consideradas as células iniciadoras do processo vaso-oclusivo. A
vaso-oclusdo na anemia falciforme resulta de um processo complexo que envolve
diferentes mecanismos e interagdes dos gldébulos vermelhos, leucécitos, células
endoteliais, plaquetas e proteinas plasmaticas. A via da Rho GTPases parece ter um
papel importante nos mecanismos moleculares da quimiotaxia, adesdo e migracao
de varias células inflamatérias e pouco se sabe o papel dessas proteinas da via Rho
GTPases no rolamento, adesdao ao endotélio vascular e extravasamento dos
leucocitos. Objetivo desse trabalho foi avaliar in vivo a participagdo dos eosinofilos
no processo de vaso-oclusdo na anemia falciforme e o envolvimento da via das Rho
GTPases nesse processona resposta inflamatéria induzida por OVA nos animais
controles (C57BL/6 J) e camundongos falciformes modelo Townes homozigotos
(SS). Os resultados obtidos por microscopia intravital convencional do musculo
cremaster dos camundongos mostraram que apds 4 horas do desafio com eotaxina
foi observado um aumento no numero de leucécitosem rolamento e aderidos ao
endotélio vascular em todos os grupos sensibilizados investigados, porém, essa
inflamacéo é potencializada quando comparados os animais SS com 0 grupo
controle. Resultados semelhantes foram observados em relagdo ao extravasamento
dos leucocitos. O tratamento com o inibidor especifico de Rho GTPase/ROCK,
Fasudil, foi capaz de reduzir significativamente tanto o rolamento quando a adesao
dos leucécitos ao endotélio vascular do musculo cremaster em todos os grupos,
porém foi mais significativamente nos animais falciformes. Em contrapartida a
transmigracdo endotelial, o tratamento com Fasudil foi capaz de reduzir
significativamente somente o extravasamento dos leucdcitos nos animais SS, néo
reduzindo nos animais controles. Foi feito microscopia intravital confocal para a
diferenciacdo dos leucdcitos totais,observamos que o numero de eosindéfilos em
rolamento e aderidos ao endotélio vascular nos animais controles e SS
sensibilizados com OVA foram significativamente maiores quando comparados aos
seus respectivos grupos nao sensibilizados. No entanto, os parametros de adesao e
rolamento foram significativamente maiores nos animais falciformes quando
comparados com 0s animais controle. Em relacdo ao extravasamento transendotelial

dos eosindfilos ndo observamos diferencas significativas entre os grupos nao



sensibilizados e sensibilizados SS, porém, nos animais controle observamos um
aumento significativo de eosindfilos extravasados nos animais sensibilizados em
comparacao aos nao sensibilizados. O tratamento com Fasudil foi capaz de reduziu
significativamente o rolamento e adesao dos eosinéfilos ao endotélio nos animais do
grupo falciforme, além disso o Fasudil reduziu significativamente o extravasamento
dos eosindfilos ao endotélio vascular do muasculo cremaster nos animais
falciformes. Tomados em conjunto, o tratamento com o inibidor de ROCK ¢é capaz de
reduzir a interagao dos leucocitos e eosinofilos com o endotélio vascular no modelo
de inflamacéo alérgica. Desse modo, sugerimos que inibidores dessa via podem ser
novos agentes terapéuticos no tratamento das complicagbes clinicas da anemia
falciforme.

Palavras-chave: leucécitos; eosinoéfilos; Rho GTPases; Fasudil;



ABSTRACT

In sickle cell disease, leukocytes play an important role in the pathophysiology of the
disease and are considered the initiating cells of the vaso-occlusive process. Sickle
cell disease (SCD) vaso-occlusion results from a complex process involving different
mechanisms and interactions of red blood cells, leukocytes, endothelial cells,
platelets, and plasma proteins. The Rho GTPases pathway seems to play an
important role in the molecular mechanisms of chemotaxis, adhesion and migration
of various inflammatory cells and little is known about the role of these Rho GTPases
pathways in the rolling, vascular endothelial adhesion and leukocyte extravasation.
The objective of this study was to evaluate in vivo the participation of eosinophils in
the process of eosinophil-endothelium interaction, and in vaso-occlusion in SCD,
besides the involvement of the Rho GTPases pathway in the inflammatory response
induced by OVA and challenged with eotaxin in sensitized or not sensitized control
animals, and transgenic animals for sickle cell anemia. We used male mice of the
C57BL/6 J (control) lineage and sickle cell disease Townes model mice (SS). The
results obtained by intravital microscopy of the cremaster muscle of the mice showed
that after 4 hours of the challenge with eotaxin it was observed an increase in the
number of leucocytes in rolling and adhered to the vascular endothelium in all
sensitized groups investigated, however, this inflammation is potentiated when we
compare the SS animals to the control group. Similar results were observed in
relation to extravasation of leukocytes. Treatment with the specific ROCK inhibitor,
Fasudil, was able to significantly reduce the rolling and adhesion of leukocytes to the
vascular endothelium of the cremaster muscle in all groups, but was more significant
in sickle cells disease group. In contrast to endothelial transmigration, treatment with
Fasudil was able to significantly reduce leukocyte extravasation in SS animals, not
reducing in control animals. With the objective to evaluate the participation of
eosinophils in the initial processes of vaso-occlusion, confocal intravital microscopy
was performed for the differentiation of total leukocytes in the cremaster muscle of
controls and sickle cells diseases mice in a model of chemokine-induced allergic
inflammation. We observed that the number of eosinophils in rolling and adhered to
the vascular endothelium in the control and SS animals sensitized with OVA were
significantly higher when compared to their respective non sensitized groups.



However, adhesion and rolling parameters were significantly higher in sickle animals
when compared to control animals. In relation to the transendothelial extravasation of
eosinophils, we did not observe significant differences between the non sensitized
and sensitized SS groups, however, in the control animals we observed a significant
increase of extravasated eosinophils in the sensitized animals compared to the non
sensitized animals. Fasudil treatment was able to significantly reduce the rolling and
adhesion of eosinophils to the endothelium in animals of the sickle cell disease
group, and the specific ROCK inhibitor significantly reduced eosinophil extravasation
to the vascular endothelium of the cremaster muscle in sickle cells mice. Taken
together, treatment with the ROCK inhibitor is able to reduce the interaction of
leukocytes and eosinophils with the vascular endothelium in the allergic inflammation
model. Thus, we suggest that inhibitors of this pathway may be new therapeutic

agents in the treatment of clinical complications of sickle cell disease.

Keywords: leukocytes; eosinophils; Rho GTPases; Fasudil;
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1. INTRODUGCAO

1.1. Anemia Falciforme

A anemia falciforme foi descrita pela primeira vez em 1910 pelo Dr.
Herrick ao examinar um individuo negro de origem africana que apresentava um
quadro de anemia, ictericia, Ulceras nos membros inferiores e complicacdes
pulmonares. O termo “forma de foice” foi utilizado por ele para descrever os
eritrécitos peculiarmente alongados e em forma de foice no sangue periférico nesse
paciente (1). Em 1949, verificou-se que a anemia falciforme se tratava de uma
doenca genética com heranca autossémica recessiva causada por uma mutacao de
uma unica base nitrogenada no sexto cédon do gene da globina § no cromossomo
11 (2). Essa alteracdo molecular induz a substituicdo da base nitrogenada adenina
(A) por uma timina (T) (GAG—GTC), levando consequentemente a substituicdo da
producéo do acido glutamico pelo aminoacido valina resultando na formagéo de uma
hemoglobina anémala conhecida como hemoglobina S (HbS)(3-6).

Sob condigdes de hipoxia, a HbS tem a capacidade de formar polimeros,
e a polimerizacdo da HbS € o evento fundamental na fisiopatologia da anemia
falciforme, ocasionando a formacao de estruturas tubulares que resulta em maior
rigidez, deformacdo e diminuicdo da flexibilidade das hemacias, as quais s&o
impedidas de transitarem livremente na microvasculatura. Tal fato beneficia a
formacao de agregados celulares na microcirculagdo, ocasionando diversas
manifestacdes clinicas presentes nos pacientes com doencas falciformes, tais como
anemia, episodios recorrentes de vaso-oclusdo, infec¢des, sindrome toracica aguda
(STA), hipertensdo pulmonar, priapismo, osteonecrose, insuficiéncia renal, Ulceras

de perna, retinopatia e doengas cardiacas(7-9).
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1.2.Leucocitos e a Vaso-oclusao

A vaso-oclusao é a maior causa de morbidade nos pacientes com anemia
falciforme. Os fendbmenos vaso-oclusivos acontecem principalmente em érgaos com
circulagdo sinuosa, onde o fluxo de sangue é lento, a tensdo de oxigénio € baixa, ou
ainda, naqueles érgaos onde ha um suprimento sanguineo arterial terminal limitado.
No entanto, grandes artérias, principalmente nos pulmdes e cérebro devido sua
anatomia, também podem ser afetadas (10). Na anemia falciforme a vaso-oclusao
resulta de um mecanismo complexo que culmina na adeséo de células vermelhas,
leucécitos e plaquetas ao endotélio anormalmente ativado e a parede vascular o que
pode causar uma barreira fisica, levando a diminuicdo do fluxo sanguineo,

perpetuando os estimulos inflamatérios, e logo, a vaso-ocluséo (11).

O papel do processo inflamatério da vaso-oclusdo na anemia falciforme
pode ser amplamente investigado utilizando a técnica de microscopia intravital em
vénulas do musculo cremaster de camundongos que expressam genes humanos da
globinaB(12,13). Estudos com camundongos transgénicos portadores da HDS,
mostraram que apds um estimulo inflamatério, os leucécitos aderiram ao endotélio
de vénulas pés-capilares e aos glébulos vermelhos circulantes, e que a ativagao do
endotélio concomitanteas respostas inflamatérias sdo necessarias para aderéncia
dos leucdcitos que consequentemente levam ao processo vaso oclusivo na anemia
falciforme. Assim, tanto a adesao dos leucécitos ao endotélio vascular como adesao
dos leucdcitos aos eritrocitos falcizados, desempenham um papel direto no processo
vaso-oclusivo, sugerindo que os leucécitos possuem um papel importante na
fisiopatologia da vaso-oclusdo, sendo consideradas as células iniciadoras desse
processo (14,15).

A polimerizacdo da hemoglobina falciforme (HbS) causa danos e
disfuncdo da membrana eritrocitaria levando a hemdlise. A hemdlise intravascular
libera o conteudo de eritrocitos no plasma. A Hb circulante consome o 6xido nitrico
(NO) sintetizados pelas células endoteliais, apds a ativagdo das mesmas, as células
endoteliais elevam a expressdo de moléculas de adesao, como ICAM-1, VCAM-1 e

E-selectina na superficie do vaso, além de liberarem mais citocinas e quimiocinas
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como IL-8, IL-6, IL-1B que junto ao TNF-a, contribuem para a inflamacgé&o vascular e
ativacao das células sanguineas. Os gl6ébulos falcizados ou néo circulantes aderem
uns aos outros e ao endotélio, juntos aos leucécitos e a plasquetas contribuem para
a ativacao do endotélio. A vasocontricdo elevada e a barreira fisica causada pelo os
agregados celulares, ocasionam a diminuicdo do fluxo sanguineo e
consequentemente a hipdxia e falcizagdo das hemacias, gerando um ciclo de
estimulos, levando a vaso-ocluséo (16) (Figura 1).

Aparentemente, os neutréfilos sdo os leucocitos que mais participam do
processo de vaso-ocluséo, pelo menos em camundongos transgénicos para anemia
falciforme(17). Em ensaios in vitro de adesao estatica com neutréfilos de pacientes
falciforme, mostraram que a adesao para fibronectina e ao endotélio quando ativado
com TNF-a esta aumentada nesses individuos (18,19). Em humanos € possivel que

os eosinofilos também estejam envolvidos no fenédmeno vaso-oclusivo.

Hipoxia
ROS

ET-1 4—\

@..- Ino f’it?ﬁ'l N J o ARONT

EE-selectina §ICAM-1 iVCAM-1 & neutréfilo plagueta ’hemécia

Figura 1. Mecanismo da vaso-oclusao na anemia falciforme.
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1.3. Eosinodfilos

Os eosindfilos foram descritos pela primeira vez por Paul Ehrlich em 1879,
que demonstrou grande afinidade tintorial desta célula por corantes acidos, como a
eosina, e a partir desta data tem sido extensivamente estudado (20). Sabe-se que os
eosindfilos sdo considerados as células efetoras no desenvolvimento de inflamacées
das vias aéreas. Infiltrados de eosindfilos estdo presentes na estrutura da parede

das vias aéreas e no lumen do brénquio desses pacientes (21).

As complicagbes pulmonares sdo as principais causas de morbidade e
mortalidade na anemia falciforme e incluem sindrome toracica aguda (STA),
infecgdes e hipertensdo pulmonar. A STA € caracterizada por dor toracica, febre,
hipdxia, dispneia, infiltrado nos raios X de térax e queda no nivel de hemoglobina
(22,23). Os eosindfilos participam intensamente de processos inflamatérios das vias
aéreas, uma vez que os pulmdes sao particularmente vulneraveis aos eventos vaso-
oclusivos devido a sua anatomia. Além disso, alguns trabalhos tém sugerido que a
asma estd associada com STA e crises de dor em pacientes com anemia falciforme,
principalmente criangas. As criangas com anemia falciforme diagnosticadas com
asma tém o primeiro episoédio de STA mais cedo, requerem mais transfusdes, além

disso os episodios de dores sdo mais frequentes nesses pacientes (24).

Para que aconteca a inflamacao das vias aéreas € necessario que 0s
eosindéfilos migrem da circulacdo para os pulmdes (25). Inicialmente os eosindfilos
deixam o fluxo sanguineo e aderem ao endotélio pulmonar. A transmigragdo dos
eosindfilos através do endotélio vascular envolve varias etapas: rolamento,
“tethering”, adesdo firme e migracdo transendotelial(26,27). A etapa inicial do
rolamento é regulada pelas selectinas e seus coligantes expressos no endotélio. Os
eosindfilos expressam constitutivamente a L-selectina, molécula de adesao
responsavel pelo rolamento das células no endotélio in vivo(28,29). Os ligantes para
L-selectina incluem CD34 e MadCAM-1 expressos no endotélio (30). Os eosindfilos
também expressam CD162 (P-selectina glicoproteina ligante1 ou PSGL-1) e sialyl-
Lewis (CD15 s), o qual interage com a E-seletina e P-selectina e regulam o
“tethering” do eosindfilo ao endotélio (31).
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Quando células endoteliais sdo expostas a citocinas inflamatérias como
IL-1, TNF-a e IL-4, a expressdo de ICAM-1 e VCAM-1 sdo aumentadas. Desta
forma, a adesao firme dos eosindfilos e a transmigracdo através do endotélio
vascular nos tecidos sao reguladas pela interagdo de quimiocinas, citocinas,
moléculas de adesao (selectinas e integrinas) e receptores de integrinas (VCAM- 1;
MAdCAM-1 e ICAM-1) expressas nas células endoteliais (32). A interagao especifica
das integrinas com os receptores da adesdo (VCAM-1, MAdCAM-1, ICAM-1, ICAM-
2, ICAM-3, e fibrinogénio) facilita a migracao dos eosinéfilos para os tecidos durante
0 processo inflamatério, por exemplo, no recrutamento do eosinofilos ao sitio de
inflamacéao alérgica na pele e no pulméao e regulado pela VLA-4 (a431)/VCAM-1
(33,34). Além disso, o processo de migracao dos eosindfilos para o local da injuria
tecidual envolve a liberagdo de citocinas (IL-4, IL-5 e IL-13), moléculas de adesao

(integrinas B1, B2 e B7) e quimiocinas (RANTES e as eotaxinas).

Os eosindfilos de pacientes com anemia falciforme sdo numericamente
maiores e apresentam propriedades adesivas aumentadas (35), no entanto, a
participagcdo dos eosinofilos no processo de vaso-oclusdo ainda nao estd bem
estabelecida. Recentemente, um trabalho desenvolvido no nosso laboratério
mostrou que a capacidade de migracao dos eosindfilos em direcdo aos agentes
quimiotaticos e a sua degranulagao é significantemente maior nesses pacientes (36).

A via da Rho-quinase parece ter um papel importante nos mecanismos
moleculares da quimiotaxia, adesdo e migracao de varias células inflamatérias
(37,38). A ativacdo da Rho-quinase pode levar a infiltracdo de qualquer tipo de
células inflamatorias, incluindo eosindfilos para as vias aéreas. Em contrapartida,
inibidores de Rho-quinase pode suprir a migracao inibindo indiretamente a infiltragéo
de eosindfilos para as vias aéreas, afetando os fatores quimiotaticos relacionados as
células inflamatérias (38).

1.4.Rho-quinases

As Rho GTPases sédo proteinas altamente conservadas de eucariotos
inferiores para plantas e mamiferos. As GTPases também sdo conhecidas como
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proteinas de ligagdo ao GTP ou proteinas G, juntamente com outras familias, tais
como, Ras, Rab, Arf e Ran originam a superfamilia de proteinas Ras. Atualmente a
familia das Rho GTPases é formada por 20 membros dispostos em oito subfamilias
diferentes (39-41).

Em humanos foram encontrados até o momento 22 genes que codificam
pelo menos 25 proteinas: trés isoformas de Rho (RhoA, RhoB e RhoC), trés
isoformas de Rac (Rac1, Rac2 e Rac3), Cdc42, RhoD, Rnd1, Rnd2, Rnd3 (ou
RhoE), RhoG, TC10, TCL, RhoH, Chp, Wrch, Rif, RhoBTBT1, RhoBTBT2, Miro- 1 e
Miro-2 (40-42).

Os 20 membros da familia Rho GTPase sdo agrupados em oito subfamilias.
Adaptado (41) (Figura 2).

1
1 ::::ISZ RHOBTB subfamily
_: RhoA
i RhoC RHO subfamily
B RhoB
R:::F RHODF subfamily
—1 Rnd3 (RhoE)
Rnd2 RND subfamily
Rnd1
=5
nove RAC subfamily
— Rac3
RhoG
Cdcd2
m RhoQ (TC10) CDCA42 subfamily
; Rhod (TCL)
—l RhoU (Wrch1)
RhoV (Wrch2) RHOUV subfamily
RhoH

Figura 2. Arvore filogenética mostrando a superfamilia de Ras GTPase de
mamiferos



21

Descritas como “interruptores moleculares”, estas proteinas Rho GTPases
desempenham papel importante na proliferacdo celular, na apoptose, na expressao

génica, adesao, migracao, dentre outras funcdes celulares comuns (39).

Essas proteinas alternam entre dois estados conformacionais: 1 ativo
ligado ao GTP e outro inativo ligada a GDP, quando ligado ao GTP a Rho ativa sua

proteina alvo ROCK levando a ativacao de varias vias. (Figura 3)

GDP

Inativo 1

Rho
GTP

Ativo

-

ROCK

Figura 3. Modelo de sinalizacao intracelular da Rho GTPase.
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1.5.Rho GTPase e a Inflamacao

Os trés membros mais estudados da familia das Rho GTPases sdo Rho
A, Rac1 e Cdc42, pois foram os primeiros a serem reportados com fungdes celulares
importantes relacionados ao citoesqueleto de actina (43). A expressdo da forma
constitutivamente ativa de Rho A induz a organizacado dos filamentos de actina e
miosina contratil (formacao de fibras de stress)(44). Enquanto a Racl induz a
formagao de protrusdes de actina na superficie celular (lamelipédia) e Cdc42, por
sua vez, induz a formacdo de extensdes membranares também ricas em actina
(filopddia) (44,45).

As Rho A, B e C sdo conhecidas por ativar diretamente a quinase alvo,
ROCK. ROCK tem mostrado fosforilar diretamente um grande numero de
reguladores de citoesqueleto de actina, incluindo a cadeia leve de miosina fosfatase
e LIM quinase (LIMK). A fosforilagcao direta da cadeia leve de miosina ou de cadeia
leve da miosina fosfatase tem um impacto imediato sobre o nivel de miosina

fosforilada da cadeia leve, que contribui para a contractilidade (46).

As Rho GTPases medeiam a formacao de fibras de stress em resposta a
estimulos extracelulares tal como, trombina, histamina, TNF-a e tensdo de
cisalhamento, que levam a contracéo celular, alteragées nas jungdes intracelulares e
aumento da permeabilidade celular. Estas proteinas também sdo necessarias para
adesao dos leucocitos ao endotélio, para o agrupamento de ICAM-1 e VCAM-1, e a
formacgao de estruturas de “encaixe” em volta do leucdcito aderido. Além disso, Rho,
Rac e Cdc42 estdo envolvidos na inducdo da forca de cisalhamento da actina, na
normalizacdo dos micros tubos do citoesqueleto eda polarizacdo celular. A Rac
também regula a adesdo ao endotélio, migracdo e a formagcdo de novos sitios de
adesao (47,48).As proteinas da via Rho A/ROCK estdo envolvidas na ativacdo do
NF- kB, sugerindo um papel importante desta via na inflamag¢do induzida, por
exemplo, pelo LPS (48,49).

Nos ultimos anos, a ROCK passou a ser considerado um potente alvo em
doencas das vias aéreas, incluindo asma alérgica (50). Estudos demonstraram que a
via Rho A/ROCK medeia a sensibilizagdo por Ca?* e aumenta a contragdo induzida
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pela acetilcolina do musculo liso brénquico obtido a partir de repetidos desafios por
alérgenos em ratos (51). Além disso, foi demonstrado que a sensibilizagao alérgica,
sem subsequente exposicao aos alérgenos, foi suficiente para acrescer o papel de
ROCK na contragdo do musculo liso traqueal e responsividade das vias aéreas de

cobaia ex vivo e in vivo(52).

A participagéo da via Rho A/ROCK nas respostas das vias aéreas pode
aumentar a expressao de Rho A. A proteina Rho A é conhecida por ativar a via Rho
A/ROCK, e os niveis dessa proteina ativadora estdo elevados tanto apds a
sensibilizagdo alérgica em cobaias quanto apés o desafio repetido com alérgico em
ratos (51,52).

Algumas das funcdes dessas proteinas como organizagcdo do
citoesqueleto de actina, migragdo e adeséo celular, a formacéo de espécies reativas
de oxigénio, e apoptose (53,54), podem ser alteradas na presenca de inibidores. Os
inibidores mais conhecidos de Rho-quinase sdao HA -1077 (Fasudil, 5 -
isoquinolinassulfonil - homopiperazina), o Y-27632 [(R)-(+) -trans-N-(4-piridil) -4-(1-
aminoetil) -ciclo-hexanocarboxamida] e o NSC23766. (41,55-58).

O efeito anti-inflamatério é mediado, pelo menos em parte, pela reducéo
da ativacdo do NF-kB. O efeito de inibicdo de ROCK na sinalizacdo de NF-kB é uma
consequéncia da reducédo da producdo e da expressdo de citocinas e quimiocinas
pré-inflamatérias, tais como, TNF -a, IL-1B,IL-6,IL -8, e CCL2 (59).

1.6.Rho GTPases e anemia falciforme

Em 2010, Bivalacqua e colaboradores demonstraram que a via das Rho-
GTPase pode estar alterada na anemia falciforme. As altera¢cdes na via Rho
A/ROCK estao relacionadas com a fisiopatologia do priapismo em camundongos
transgénicos para anemia falciforme(60). Em pacientes com anemia falciforme as
alteragdes na funcdo da PKC e Rac GTPase nas hem@cias falciformes podem afetar
a mecanica da membrana, agravando a rigidez e a fragilidade das células
falciformes, ao mesmo tempo em que pode aumentar a producdo de ROS, esses
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processos contribuem tanto para vaso-oclusdo como para a hemdlise (61). Estudos
da ROCK e seus inibidores, em diversas vias de sinalizagdo, ganharam
consideraveis interesses, uma vez que, mostraram o envolvimento desta enzima,
efetora de Rho GTPases, na fungéo vascular e inflamagao (62). No entanto, o papel
da via da Rho-GTPase nas propriedades adesivas dos eosinéfilos na anemia
falciforme ainda ndo esta bem estabelecido. Dados do nosso laboratério mostraram
que os pacientes com anemia falciforme em terapia ou ndo com HU também
apresentou menor numero de eosinéfilos aderidos a HUVEC quando estas foram
previamente tratadas com os inibidores dessa via. Em condi¢des de fluxo, o numero
de eosindfilos aderidos a HUVEC reduziu significativamente quando estas foram
tratadas com Y-27632 ou NSC23766 no grupo de pacientes com anemia falciforme.
Além disso, nos estudos in vivo, utilizando camundongos falciformes, a inflamacéao
pulmonar induzida pela OVA foi significativamente diminuida pelo tratamento com os
inibidores da via Rho A/ROCK (Y-27632 ou Fasudil). Esses animais apresentaram
menor contagem total e diferencial das células que migraram para os pulmodes e

niveis reduzidos dos mediadores pro-inflamatérios avaliados(63).
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2. JUSTIFICATIVA

Atualmente, € amplamente aceito que os leucécitos desempenham papel
fundamental na anemia falciforme, aderindo ao endotélio vascular e participando do
estresse oxidativo e assim perpetuando o estado inflamatério crénico.
Aparentemente, os neutréfilos sdo os leucocitos que mais participam do processo de
vaso-oclusao, pelo menos em camundongos transgénicos para anemia falciforme.
Sabe-se que os neutrdfilos de pacientes com anemia falciforme, apresentam
aumento nas propriedades adesivas e quimiotaticas. No entanto, poucos estudos
avaliaram as possiveis alteragdes na funcao dos eosinéfilos na anemia falciforme.
Estudos preliminares do nosso grupo mostraram que os eosindfilos de pacientes
com anemia falciforme encontram-se ativados no sangue periférico, a capacidade de
migracao dessas células em direcao aos agentes quimiotaticos e a desgranulacao é
significantemente maior nesses pacientes. Porém, seu papel no processo vaso-
oclusivo da doenca ainda nao esta bem caracterizado. Portanto, a avaliagcao in vivo
do mecanismo de adesdo dos eosinofilos ao endotélio vascular e consequentemente
no processo de vaso-oclusdo podera contribuir para melhor compreensao desse
processo e permitir desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para o
tratamento das complicagdes clinicas da doenga, em especial as que afetam o
sistema respiratério. A via das Rho GTPase parece estar envolvida em diversos
aspectos da fisiopatologia da anemia falciforme. Entretanto ainda n&o existem
estudos que demonstrem os efeitos de inibidores dessa via no processo de vaso-
oclusdo na anemia falciforme. O conhecimento do papel das proteinas Rho
GTPases na anemia falciforme é de fundamental importancia para compreensao da
fisiopatologia da doenga bem como para avaliar o papel de inibidores dessa via
como possivel agente terapéutico.
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3. OBJETIVOS

3.1.Objetivo Geral

Avaliar in vivo a participagédo dos eosindfilos no processo de vaso-oclusao

na anemia falciforme e o envolvimento da via das Rho GTPases nesse processo.

3.2. Objetivos Especificos

Em modelo de inflamacé&o alérgica nos animais falciformes e no grupo controle:

- Investigar o papel dos leucécitos e eosinofilos nas etapas iniciais do processo de

vaso-oclusio através da analise das interagdes do leucécito-endotélio;

- Avaliar o efeito do tratamento com o inibidorde ROCK, Fasudil, sobre os processos

de rolamento, adesédo e extravasamento dos leucocitos e dos eosindfilos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados camundongos machos com aproximadamente 4 meses
de idade da linhagem C57BL6/J Unib e Homozigotos transgénicos para anemia
falciforme da linhagem Hba!™!(HBATowHpptm2(HBG1,HBB")Tow/Hpplptm3(HBGT,HBB)Tow/J - egte
modelo animal mimetiza a genética, as caracteristicas hematologicas e
histopatoldgicas presentes em humanos portadores de anemia falciforme,
funcionando como uma importante ferramenta na elucidagdo de aspectos

relacionados a doenca(64). Aprovagcao do comité de ética nimero 3909-1.

4.2.Inducao da inflamacao alérgica

4.2.1. Sensibilizacao com OVA

Os animais foram imunizados com injecdo subcutanea no dorso de
OVAlbumina grau V (100 ug de OVA, 1,6 mg de Al (OH)® em 0,4 ml de solugdo
salina) no dia zero e reforco no sétimo dia, seguindo o protocolo de Riffo-
Vasquez(65).

4.2.2. Desafio com eotaxina

Os animais receberam eotaxina murina (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
100 ng por dose, pela via subcutdnea no décimo quarto dia. Quatro horas apés a
administragdo da eotaxina, os animais foram cirurgicamente preparados para
microscopia intravital.
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Os animais foram tratados com o inibidor especifico de ROCK, Fasudil

(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 10 mg/kg pela via intraperitoneal 1 hora antes do

desafio com eotaxina.

No dia zero os animais receberam uma injecdo subcutanea no dorso de
OVA grau V (100 ug de OVA, 1,6 mg de Al (OH)® em 0,4 ml de solugéo salina e o
reforgo da sensibilizagdo ocorreu no sétimo dia. No 14 dia os animais receberam 100

ng por dose de eotaxina via subcutanea no dorso 4 horas antes da microscopia

intravital e para o grupo tratado com inibidor de ROCK receberam via intraperitoneal

Dias

Microscopia Intravital

1
14
Eotaxina (100 ng)
Fasudil (10 mg/Kg)

Sensibilizagao
L 1 vy ]
I 1 (£ 4
0 OVA grau V 7
(100 pg OVA
+ 1,6 mg AI(OH)3
\ + 0,4 ml soro fisiologico) )

10 mg/Kg de Fasudil 1 horas antes da eotaxina (Figura 4).

Figura 4. Esquema em dias do protocolo de sensibilizacao dos animais.
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4.4.Microscopia Intravital

Esta técnica € uma ferramenta utilizada para estudar a microvasculatura e
a interacdo das células do sangue com a parede vascular. Para isso, ap0s 0s
camundongos serem submetidos aos diferentes tratamentos com estimulos
inflamatérios ou drogas, foram anestesiados (i.p.) com uma mistura de 2% a-
cloralose e 10% uretano dissolvidos em PBS (6 ml/Kg). Um tubo de poliuretano foi
inserido na traqueia para facilitar a respiracdo espontanea. Por manipulagcéao
cirurgica da bolsa escrotal, o musculo cremaster foi exposto e fixado em éarea
transparente da placa cirurgica. Esta foi posicionada sobre o charriot do microscépio
Optico, para possibilitar visualizacdo “in vivo” da microcirculacdo local. As
preparacdes foram mantidas umidas e aquecidas por irrigagdo com PBS (phosphate
buffer saline). Entre 8 e 12 micros vénulas por animal foram analisadas
continuamente por 1 minuto cada uma. Foram avaliados os parametros de
rolamento, aderéncia e extravasamento dos leucdcitos. Foram considerados
aderidos os leucocitos que permaneceram estacionados no endotélio vascular por
um periodo minimo de 30 segundos, enquanto que o rolamento foi considerado para
os leucocitos que migravam da regidao central para a margem do vaso € se moviam a
uma velocidade menor que a velocidade dos eritrocitos. Os resultados de rolamento
e adesdo foram expressos como numero de células/min. As vénulas seguem o
padrao especifico para filmagem, na qual para vénulas pds-capilares temos as
medidas de comprimento (100 pm), largura (15-30 ym) e para o extravasamento dos
leucdcitos padronizamos uma area de 50x100 uym?2. O microscépico utilizado foi o

Carl Zeiss Axio Imager D2

4.5.Microscopia Intravital Confocal

Para a técnica de microscopia intravital no microscépio confocal, foi feito o
mesmo procedimento de microscopia intravital convencional, porém utilizamos a

técnica confocal de fluorescéncia no microscopio Carl Zeiss Upright LSM780-NLO
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disponivel pelo INFABIC (Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia de Fotonica
Aplicado a Biologia Celular) do Instituto de Fisica “Gleb Wataghin” da UNICAMP.

Foram utilizados anticorpos especificos para a diferenciacdo dos
leucocitos na microvasculatura do masculo cremaster, no qual fizemos um mix de
anticorpos, Ly6 (GR-1) FITC (Tonbo Bioscience, Califérnia, USA) para marcagéo de
granuldcitos/ neutréfilos, CD170 Siglec-F PE (BD Bioscience, Nova Jersey, USA)
para marcacao de eosindfilos e CD45 PE-Cyanine5 (eBioscience Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, USA) para marcacao de leucécitos, foram administrados
pela via do plexo orbital do animal uma quantidade de 10 pg/ml por animal diluidos
em 100 pl solugdo salina. Os parametros de rolamento, adesédo e extravasamento
dos eosindfilos avaliados seguem o mesmo protocolo de microscopia intravital

convencional.

4.6. Analise estatistica

Os dados foram expressos como média =+ EPM. As diferencas entre as
médias foram analisadas utilizando o teste de Mann-Whitney test ou ANOVA
seguido pelo método de Bonferroni. Valores de p<0.05 foram considerados
significantes. Todos os célculos foram realizados utilizando-se o programa
GraphPad Prism. Para as analises e edicao das imagens de microscopia intravital foi

utilizado o software Imaged.
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5. RESULTADOS

5.1.Imagens do recrutamento dos leucécitos na microcirculacdo do
musculo cremaster em modelo de inflamacao alérgica induzida por

quimiocina.

Na figura 5, observamos os parametros envolvidos no processo de
recrutamento dos leucdcitos: rolamento (indicado por flecha), a adesédo (indicado
pelo asterisco) e 0 extravasamento (indicado por X) dos leucdcitos ao endotélio na

microcirculacdo do musculo cremaster dos animais controles e falciformes.

As figuras 5A, B e C representam o grupo controle, Nao sensibilizados
(NS), Sensibilizado (OVA) e Sensibilizado com OVA e tratado com Fasudil
(OVA+Fasudil) respectivamente.

As figuras 5D, E e F representam o grupo falciforme SS, Nao
sensibilizados (NS), Sensibilizado (OVA) e Sensibilizado com OVA e tratado com

Fasudil (OVA+Fasudil) respectivamente.
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Figura 5. Imagens do recrutamento dos leucécitos na microcirculacdao do

musculo cremaster dos grupos controle (A, B e C) e SS (D, E e F), nado
sensibilizado (A e D), sensibilizado OVA (B e E) e tratado com Fasudil (C e F).
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5.2. Avaliacao das interacoes dos leucdcitos-endotélio no modelo de
inflamacao alérgica induzida por quimiocina.

A fim de avaliar as interacbes dos leucdcitos com endotélio vascular
realizamos um modelo de inflamatéria alérgica, conforme descrito(65), nos animais
controle e falciformes. Esse modelo consiste da sensibilizacdo prévia com OVA e

desafio com eotaxina.

Na figura 6A, mostramos que os animais sensibilizados e desafiados com
eotaxina apresentaram um maior numero de células em rolamento quando
comparado com os animais nao sensibilizados. O numero de células em rolamento é
significativamente maior nos animais falciformes (SS) modelo Townes quando

comparado com o grupo controle.

Apoés o desafio com eotaxina observamos um aumento na quantidade de
células aderidas ao endotélio vascular nos animais controle e falciformes. Esse

aumento foi maior nos animais falciformes (p<0,0001) (Figura 6B).

O extravasamento dos leucocitos também foi avaliado. A figura 6C mostra
que o numero de células extravasadas é maior nos animais sensibilizados e
desafiados com eotaxina no grupo falciforme quando comparado com o grupo

controle.
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Figura 6. Analise in vivo do recrutamento dos leucécitos na microcirculacao do
musculo cremaster no modelo de inflamacao alérgica em camundongos
controles e falciformes.

A analise foi realizada através da técnica de microscopia intravital, Foram avaliados
os paramentos de rolamento (A), adesao (B) e extravasamento (C) dos leucdcitos
nos animais controles (C57BL/6 J Unib) e SS (Townes falciformes). Os valores foram
obtidos 4 h ap6s a administracdo de eotaxina. Os dados estdo expressos como
média £EPM (n=5-9 animais). *p<0,05; *** p<0,0001.
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5.3.Efeito do tratamento com inibidor de ROCK sobre as interacoes
leucécito-endotélio no modelo de inflamacao alérgica induzida por

quimiocina.

Com o intuito de avaliar se o tratamento com o inibidor de ROCK poderia
influenciar diretamente na interacao leucocito-endotélio, os animais foram tratados
com o inibidor especifico de ROCK, Fasudil, pela via intraperitoneal 1 hora antes do

desafio com eotaxina.

Na figura 7A e 7B, mostramos que o tratamento com Fasudil reduziu
significativamente o rolamento e adesao dos leucécitos ao endotélio nos animais do
grupo controle. Em relacdo aos animais falciformes, o inibidor de ROCK diminuiu
apenas a adesdo dos leucdcitos ao endotélio vascular sem efeito significativo no

rolamento.

O tratamento com Fasudil foi capaz de reduzir significativamente o
extravasamento dos leucécitos nos animais falciformes, porém nédo reduziu nos

animais do grupo controle (Figura 7C).
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Figura 7. Efeito do pré-tratamento com Fasudil no recrutamento dos leucécitos
na microcirculacao do musculo cremaster no modelo de inflamacao alérgica
em camundongos controle e falciforme.

A analise foi realizada através da técnica de microscopia intravital, foram avaliados
os paramentos de rolamento (A), adesédo (B) e extravasamento (C) dos leucdcitos
nos animais controles (C57BL/6 J Unib) e SS (Townes falciformes). O inibidor de
ROCK, Fasudil (10 mg/kg) foi administrado pela via intraperitoneal 1 hora antes da
eotaxina (100 ng/ml). Os valores foram obtidos 4 h ap6s a administracdo de
eotaxina. Os dados estdo expressos como média tEPM (n= 4-8 animais). * p<0,05;
** p<0,005; *** p<0,0001.
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5.4.Avaliacao das interacoes dos leucédcitos-endotélio no modelo de
inflamacao alérgica induzida por quimiocina através de microscopia

intravital confocal

Embora a técnica de microscopia intravital tenha mostrado que no modelo
de inflamacao alérgica induzida por quimiocina o numero de leucdcitos € maior, essa
técnica ndo nos permite determinar quais tipos de leucécitos estaopresentes nesse
modelo. Portanto decidimos utilizar a técnica de microscopia intravital confocal que
nos permite visualizar cada tipo de leucécito, através da marcagdo com anticorpos
especificos.Os leucdcitos nas figuras abaixo foram diferenciados pelo mix de
anticorpos, de acordo com os canais: Canal 1, eosinéfilos em vermelho (CD170
Siglec-F PE) e Canal 2, os leucdcitos totais em roxo (CD45 PE-Cyanine5) e o Canal

3 em branco.

Nas figuras abaixo foram identificados os paramentos de rolamento
(Indicado pelas flechas) adeséo (indicada pelo asterisco) e extravasamento dos
leucocitos (indicado pelo X).

Na figura 8 A, B e C observamos o grupo dos animais controles NS (Nao
sensibilizados e desafiados com eotaxina), OVA+Eotaxina (Sensibilizados e
desafiados com eotaxina) e OVA+Fasudil (Sensibilizados, desafiados com eotaxina
e tratados com Fasudil), respectivamente.

Na figura 8 D, E e F observamos o grupo dos animais SS NS (Nao
sensibilizados e desafiados com eotaxina), OVA+Eotaxina (Sensibilizados e
desafiados com eotaxina) e OVA+Fasudil (Sensibilizados, desafiados com eotaxina
e tratados com Fasudil), respectivamente.
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Figura 8. Imagens do recrutamento dos leucécitos/eosinofilos na
microcirculacao do musculo cremaster do grupo controle e falciforme

(SS).Eosindfilos em vermelho e Leucécitos em roxo.

5.5.Avaliacao das interacoes dos eosindfilo-endotélio no modelo de
inflamacao alérgica induzida por quimiocina através de microscopia
intravital confocal

Nesse experimento, observamos que o modelo de inflamacéo alérgica
induzida por quimiocina resulta em um aumento no numero de eosindfilos. Na figura
14A e B podemos observar que o numerode eosindfilos em rolamento e aderidos ao
endotélio vascular nos animais controles (C57) e SS (falciformes) sensibilizados com
OVA foram significativamente maiores quando comparados aos seus respectivos
grupos nao sensibilizados.No entanto, os parametros de ades&o e rolamento foram
significativamente maiores no grupo falciforme quando comparado com o controle
(p=0,0001).

Em relacdo ao extravasamento transendotelial dos eosindfilos néo
observamos diferengas significativas entre os grupos nao sensibilizados (NS) e
sensibilizados SS (Figura 14C). No entanto, no grupo controle observamos um
nuamero significativo de eosindfilos extravasados nos animais sensibilizados em
comparacao aos nao sensibilizados. Quando comparamos o numero de eosinofilos
extravasados do grupo controle e falciforme sensibilizado ndo encontramos

diferengas significativas (Figura 14C).
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Figura 9. Analise in vivo do recrutamento dos eosinéfilos na microcirculacao
do musculo cremaster no modelo de inflamacao alérgica.

A andlise foi realizada através da técnica de microscopia intravital confocal.Foram
avaliados os paramentos de rolamento (A), adesdo (B) e extravasamento (C) dos
eosinofilos nos animais controles (C57BL/6 J Unib) e SS (Townes falciformes). Os
valores foram obtidos 4 h apdés a administracdo de eotaxina. Os dados estédo
expressos como média zEPM (n= 3-5 animais). ** p<0,005; *** p<0,0001
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5.6.Efeito do tratamento com inibidor de ROCK sobre as interacoes
eosindfilos-endotélio no modelo de inflamacao alérgica induzida por

quimiocina

Com o objetivo de avaliar se o tratamento com o inibidor de ROCK
influenciaria diretamente na interacdo eosinéfilo-endotélio, os animais do grupo
controle e SS sensibilizados com OVA foram tratados via intraperitoneal com inibidor
especifico de ROCK, Fasudil.

Na figura 15A e B, mostramos que o tratamento com Fasudil foi capaz de
reduzir significativamente o rolamento (p=0,05)e adesao (p=0,0001)dos eosindfilos
ao endotélio vascular nos animais do grupo falciforme sensibilizado com OVA,
porém nao foi observado essa redugdo no grupo controle.

O tratamento com Fasudil reduziu significativamente o extravasamento
(p=0,05) dos eosindfilos ao endotélio vascular do musculo cremaster nos animais
falciformes(Figura 15C).
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Figura 10. Efeito do pré-tratamento com Fasudil no recrutamento dos
eosinofilos na microcirculacio do musculo cremaster no modelo de
inflamacao alérgica em camundongos controle e falciforme.

A andlise foi realizada através de microscopia intravital confocal. Foram avaliados os
paramentos de rolamento (A), adesao (B) e extravasamento (C) dos eosinofilos nos
animais controles (C57BL/6 J Unib) e SS (Townes falciformes). O inibidor de ROCK,
Fasudil (10 mg/kg) foi administrado pela via intraperitoneal 1 hora antes da eotaxina
(100 ng/ml). Os valores foram obtidos 4 h ap6s a administracdo de eotaxina. Os
dados estdo expressos como média tEPM (n= 3-5 animais). * p<0,05; *** p<0,0001.
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6. DISCUSSAO

A vaso-oclusdao compreende um processo complexo e multicelular iniciado
pela adesdo de hemacias e leucécitos ao endotélio ativado, causando a obstrucéao
vascular, ativacado de células endoteliais vasculares e lesées que podem induzir uma
resposta inflamatéria continua na anemia falciforme(11,14,17,66). Dessa forma,
acredita-se que os leucdcitos, principalmente os neutréfilos, tem papel importante na
vaso-oclusdo, sendo consideradas as células iniciadoras do processo vaso-
oclusivo(15).Estudos anteriores do nosso grupo demostraram, que além dos
neutrofilos, os eosindfilos de pacientes com anemia falciforme encontram-se
ativados no sangue periférico e apresentam maior capacidade de adesao in vitro,
portanto, sugerem que essas células também podem participar do processo de vaso-
oclusao da doencga (35,36).

Primeiramente nds avaliamos o recrutamento dos leucécitos ao endotélio
vascular em modelo de inflamagao alérgica induzida por quimiocina em animais
controle e SS, através da técnica de microscopia intravital que é amplamente
utilizada para estudar a microvasculatura e a interacdo das células do sangue com a
parede vascular(15). Foi observado um aumento significativo do rolamento e a
adesdo dos leucocitos nos animais sensibilizados com OVA e desafiados com
eotaxina nos grupos controles e SS comparado com o grupo dos animais nao
sensibilizados. Nossos resultados mostraram que esse aumento é significativamente
maior nos animais SS quando comparado com 0s animais controle, sugerindo uma
maior resposta inflamatéria no modelo utilizado.Além disso, o numero de leucécitos
extravasadas também € maior nos animais SS nas etapas iniciais do processo de

vaso-oclusdo nesse modelo de inflamacdo. Esses dados estdo de acordo com
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estudos que demonstraram em modelos de inflamacao induzida por TNF-a, que os
leucocitos de camundongos SS apresentam maior aderéncia e extravasamento ao

endotélio vascular em comparagdo com animais controle (15,67-71).

Utilizando a técnica de microscopia intravital convencional sé podemos
avaliar o processo de migracdo dos leucécitos em geral, ndo sendo possivel
caracterizar quais tipos de leucécitos estariam presentes na microvasculatura. O
modelo de inflamagao utilizado mimetiza uma resposta alérgica, uma vez que, os
animais foram previamente sensibilizados com OVA e posteriormente desafiados
com eotaxina, esse modelo resulta em um aumento do recrutamento de eosindfilos.
Diante do exposto, realizamos os experimentos de microscopia intravital confocal,
para determinamos se dentre os leucécitos, os eosindfilos participavam dessa etapa
inicial do processo de vaso-oclusdo nos animais falciformes. Os dados mostram que
nos animais falciformes o numero de eosindfilos em rolamento e aderidos é
significativamente maior que nos animais controle. Esse resultado foi semelhante ao
encontrado quando analisamos somente os leucécitos totais. Por outro lado, quando
avaliamos o numero de eosindfilos extravasados ndo encontramos diferencas
significativas em relacdo aos animais controle, sugerindo que outro tipo de leucdcito

estaria migrando para espaco extravascular.

O processo inflamatério tem um papel central na fisiopatologia da anemia
falciforme, portanto e a inibicdo da adesdo dos leucécitos ao endotélio vascular
representa uma abordagem importante para minimizar o processo de vaso-oclusao
na anemia falciforme. Muitas abordagens terapéuticas atualmente tentam inibir
aspectos especificos da inflamacao e € possivel que, no futuro, tenhamos drogas
anti-inflamatérias sendo usadas em conjunto com, ou no lugar de, hidroxiureia nos
pacientes com anemia falciforme para os quais transplantes de células-tronco

hematopoiéticas e terapias genéticas em evolugdo ndo sdo uma opgéao viavel(72).

A via da Rho-quinase parece ter um papel importante nos mecanismos
moleculares da quimiotaxia, adesdo e migracao de varias células inflamatérias
(37,38).Estas proteinas também sdo necessarias para adesdo dos leucécitos ao
endotélio, para o agrupamento de ICAM-1 e VCAM-1, e a formagé&o de estruturas de
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“encaixe” em volta do leucocito aderido (47,48).As proteinas da via Rho A/ROCK
estdo envolvidas na ativagdo do NF- kB, sugerindo um papel importante desta via
em processos inflamatorios (48,49).

Em 2010, autores demonstraram que a via das RhoGTPases pode estar
alterada na anemia falciforme. As alteracdes na via RhoA/ROCK estao relacionadas
com a fisiopatologia do priapismo em camundongos transgénicos para anemia
falciforme. Em pacientes com anemia falciforme as alteracées na funcéo da PKC e
Rac GTPase nas hemacias falciformes podem afetar a mecanica da membrana,
agravando a rigidez e a fragilidade das células falciformes, ao mesmo tempo em que
pode aumentar a producao de ROS, esses processos contribuem tanto para vaso-
oclusdo como para a hemalise(60,61).

Estudos das ROCK e seus inibidores, em diversas vias de sinalizacao,
ganharam consideraveis interesses, uma vez que, mostraram o envolvimento desta
enzima, efetora de Rho GTPases, na funcao vascular e inflamacao (62,73), além
disso algumas das funcbes dessas proteinas como organizagédo do citoesqueleto de
actina, migracdo e adeséo celular, a formacao de espécies reativas de oxigénio, e
apoptose (53,54), podem ser alteradas na presenga de inibidores, como inibidores
mais conhecidos de Rho GTPasestemos, oFasudil, Y-27632 e o NSC23766. (41,55—
58).

A participacdo dessa via no processo de rolamento, adesdao e
extravasamento leucécito-endotélio in vivo e consequentemente no processo de
vaso-oclusdo naanemia falciforme ainda ndo havia sido investigada.Nesse estudo, o
tratamento com o inibidor de ROCK, Fasudil, 1 h antesdo desafio com eotaxina foi
capaz de reduzir a adesao e o extravasamento dos leucécitos ao endotélio vascular
nos animais falciformes (SS), sem alterar o rolamento dessas células. Resultados
semelhantes ao nosso foram observados, por microscopia intravital de animais apés
a inducao de inflamacgéo por LPS quando tratados com Fasudil, houve uma reducao
significante do rolamento e adesao dos leucécitos na parede vascular (74). Além
disso, em modelo de isquemia e reperfusdo nos animais tratados com Fasudil foi
observado uma reducdo da interacdo dos leucdcitos-endotélio analisados por
microscopia intravital de vénulas peri-intestinal, além de reduzir a atividade da Rho
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GTPase, também foi observado um aumento da produgédo de eNOS o que leva a
reducéo de hipdxia e producao de citocinas pré-inflamatorias (75).

Nés também avaliamos o efeito do pré-tratamento com o inibidor
especifico de ROCK, Fasudil nas interagdes dos eosindéfilos-endotélio nos animais
sensibilizados com OVA e desafiados com eotaxina e através da microscopia
intravital confocal. Foi observado uma diminuicdo significativa no rolamento e na
adesao dos eosindfilos ao endotélio vascular, nos animais do grupo falciforme (SS)
sensibilizados com OVA e tratados com o Fasudil quando comparado com os
animais ndo tratados. E importante ressaltar que ndo observamos essa reducéo da
interacdo dos eosindfilos-endotélio no grupo controle. Dados anteriores do nosso
grupo mostraram que a adesao doseosindfilos de pacientes com anemia falciforme a
HUVEC estimulada com TNF-a € maior quando comparado a adeséo dos eosindfilos
a HUVEC de individuoscontrole, em condigbes de fluxo e estatica. Essa resposta foi
reduzida porinibidores de ROCK. Além disso, os inibidores de ROCK foram capazes
deminimizar a inflamagdo pulmonar induzida pela OVA em camundongos

quimerafalciformes(36).

Dados da literaturamostram que a inibicdo da Rho GTPases leva ao
aumento dos niveis e daatividade da proteina eNOS. Os trabalhos sugerem que a
preservacdo de eNOSpela inibicdo de Rho GTPases pode bloquear a ligacao
precoce de leucocitos aoendotélio, diminuindo assim a producao local de citocinas
pro-inflamatérias, oque pode reduzir a expressao de moléculas de adesao de células
endoteliais(75,76). A perda de 6éxido nitrico (NO) derivadodo endotélio leva ao
aumento rapido da expressédo da P-selectina na superficieda célula endotelial, que

orquestra o inicio da interagcéo leucocitaria-endotéliodurante processos inflamatorios.

Na anemia falciforme, repetidos ciclos de falcizagdo das células
vermelhas, processos de isquemia na microcirculacdo, auto oxidacdo da
hemoglobina polimerizada e aumento da fungdo da enzima eNOS, sdo processos
que contribuem para a producado de ROS na doenca, auxiliando no ciclo inflamatério
(77-79). A hemdlise intravascular na anemia falciforme pode prejudicar a
biodisponibilidade do NO e levar ao estresse oxidativo, alterando o equilibrio redox e

ampliando processos fisiolégicos que governam o fluxo sanguineo, hemostasia,
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inflamacao e angiogénese (80). Acredita-se que a redugao na biodisponibilidade do
NO induzido por isquemia € provavelmente responsavel pelo aumento da expressao
das moléculas de adesdo celular no endotélio microvascular e isso favorece

agregacao celular, a formacéao de uma barreira fisica e pdr fim a vaso-oclusao (80).

A migracdo dos eosindfilos envolve a interacao de trés componentes:
citocinas que aumentam a expressdao de quimiocinas, quimiocinas que ativam
eosinofilos e moléculas de adesdo e outras moléculas, como leucotrienos e
prostaglandinas(81). Em condi¢bes inflamatérias, algumas citocinas estao
envolvidas no trafego dos eosindfilos, principalmente as produzidas pela Th2: IL-4,
IL-5, e IL-13 (82,83). Dentre as quimiocinas responsaveis pelo recrutamento dos
eosindfilos para os sitios inflamatérios podemos citar: RANTES, eotaxinas e a
proteina quimiotatica do monécito (MCP)(84-87). Portanto, € possivel que o Fasudil
também reduza os niveis de mediadores inflamatérios que estdo diretamente
envolvidos no processo de migracao dos leucdcitos/eosinéfilos. Dados anteriores do
nosso laboratério dao suporte a essa hipétese, o tratamento com Fasudil foi capaz
de diminuir os niveis das citocinas pro-inflamatérias, IL-4, IL-5, IL-6 e IL-13 e
quimiocinas RANTES, eotaxina e MCP-1 em modelo experimental de asma em
camundongos SS e consequentemente reduzindo influxo de leucécitos,

principalmente dos eosindfilos, para o tecido pulmonar(63).

E importante ressaltar que o Fasudil € o Unico inibidor de ROCK
utilizadoclinicamente, esse medicamento é utilizado desde de 2005 no Japao para
otratamento de vaso espasmo em decorréncia de hemorragia subaracnéidea(62,75).
Atualmente encontra-se em diversos clinical trials nosEstados Unidos para
tratamento de esclerose amiotréfica lateral, sindrome deRaynauld’s e aterosclerose
de carétida(ClinicalTrials.gov NCT01935518, NCT00498615 e NCT00670202). Além
disso,tem sido proposto que esse medicamento reduz os sintomas da asma(88,89).

Nossos dados in vivo indicam que os eosinéfilos que sdo aderentes a
parede vascular podem contribuir diretamente para a vaso-oclusdo na anemia
falciforme.O tratamento com o inibidor de ROCK, Fasudil, atenua a interacdo do
eosindéfilo ao endotélio vascular, e essa inibicdo poderia prevenir 0 processo de
vaso-oclusdo. Esses resultados dao suporte a hipotese de que os inibidores da via
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da Rho GTPase podem representar uma nova alternativa terapéutica para o

tratamento da anemia falciforme.

7. CONCLUSAO

Nossos dados in vivo indicam que os leucécitos e eosindfilos que séo
aderentes a parede vascular podem contribuir diretamente para a vaso-oclusao na

anemia falciforme.

O tratamento com o inibidor de ROCK, Fasudil, atenua a interacdo do
leucécito/ eosindfilo ao endotélio vascular, e essa inibicdo poderia prevenir o
processo de vaso-oclusao.

Tomando em conjunto, podemos concluir que o Fasudil inibe a adesao
dos leucocitos e dos eosindfilos ao endotélio vascular e consequentemente o
processo de vaso-oclusdo na anemia falciforme. Nossos resultados fornecem
evidéncias que inibidores da via Rho/ROCK podem representar uma nova alternativa

terapéutica para o tratamento das manifestagdes clinicas da anemia falciforme.
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